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RESUMO
|

A membrana amnidtica tem sido estudada como possivel biomaterial na
Medicina Regenerativa, sobretudo de uso externo. Os protocolos sé&o
controversos entre 0s métodos descelularizacdo e manutencdo da
integridade de seus componentes. Objetivo: desenvolver um biomaterial a
partir de matriz amniética humana. Material e Métodos: Realizado protocolo
modificado de placenta humana a base detergentes idnicos para remocao de
todos os componentes celulares da membrana amniética. Placentas obtidas
de parto cesareo de gestantes saudaveis e concepto a termo (n = 12) foram
divididas aleatériamente em dois fragmentos cada e tratadas com dioxido de
cloro estabilizado 8% (v/v) por 20 minutos. Posteriormente foi utilizado
0,01% (v/v) dodecil sulfato de sédio e deoxicolato de sodio a 37° C por 24
horas. Foram realizados testes microbiolégicos e de endotoxinas. As
propriedades biomecanicas da membrana foram determinadas utilizando
ensaios de tracdo biaxial. As andlises histologicas foram avaliadas por
microscopia Optica: HE e imunofluorescéncia para laminina e por
microscopia eletronica de varredura. Testes de biocompatibilidade foram
realizados; “in vivo”, através de implante no miocardio de ratos e “in vitro” por
semeadura de células e cultivo. Realizou-se a esterilizacdo por irradiacédo
gama. Resultados: A matriz celular foi descelularizada de modo eficiente e
com a descontaminacgédo satisfatéria. Os componentes estruturais da matriz
foram preservadas, ndo houve reducéo significativa na resisténcia a tracao,
extensibilidade e elasticidade apds a descontaminacdo e descelularizacao.
Foi demonstrada a biocompatibilidade através crescimento celular sobre a
matriz aminidtica e da auséncia de reacdo inflamatdria ap6s implante no
miocardio. Conclusao: Matriz celular descelularizada padronizada para uso
e testes de aplicacéo de Biomaterial como implante.

Descritores: Membrana Amniética; Biomaterial; Descelularizacdo; Implante.



ABSTRACT
|

The amniotic membrane has been studied as a potential biomaterial in
regenerative medicine, mainly for external use. The protocols are
controversial among the removal of all cells decellularization and maintaining
the integrity of its components. Purpose: develop a biomaterial from human
amniotic fluid matrix. Material and methods: the human placenta membrane
detergent-based ionic protocol was modified to remove all cellular
components of the amniotic membrane. Placenta membranes from childbirth
of pregnant women healthy and elective by caesarian section, concepto to
term (N= 12) were divided randomly into two fragments each and treated with
stabilized chlorine dioxide 8 (v/v) for 20 minutes. It was later used 0.01 (v/v)
sodium dodecyl sulfate and sodium deoxicolato at 37° C for 24 h.
Microbiological tests were performed and endotoxins. The biomechanical
properties of the membrane were determined using biaxial tensile tests. The
histological analyses were evaluated by optical microscopy: HE and
immunofluorescence to laminin and by scanning electron microscopy.
Biocompatibility tests were conducted; in vivo through implant on
myocardium of rats “in vitro” and ‘in vivo” by cell seeding and cultivation.
Continue with gamma-irradiation sterilization Results: the cellular matrix
decellularized was efficiently and with satisfactory decontamination. The
structural components were preserved; there was no significant reduction in
tensile strength, extensibility, and elasticity after the removal of cells
decontamination and decellularization. It was demonstrated the
biocompatibility with cell growth on the aminiotic array and the absence of
inflammatory reaction after implant on the myocardium. Conclusion: Cellular
matrix decellularizaded standardized tests for used and application of
Biomaterial as implant.

Keywords: Amniotic Membrane; Biomaterial; Decellularized; Implant.
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1. Introducéao

Nos dltimos anos, a bioengenharia, vem desenvolvendo e
manipulando moléculas, células, tecidos e 6rgdos cultivados em laboratério
no intuito de substituir partes do corpo humano. A substituicdo de tecidos no
organismo é um dos principais desafios da medicina regenerativa atual.
Essa substituicio é necessaria quando ocorrem perdas de estrutura
anatbmica resultantes de defeitos congénitos, sequelas de trauma ou
cirurgia oncolégica. Muitos materiais foram utilizados para com este objetivo,
sejam sintéticos ou biolégicos, com a finalidade de se produzir novos
dispositivos médicos denominados biomateriais que sdo usados em contato
com tecidos vivos, no intuito de aumentar a qualidade de vida (1-3).

Para definir o biomaterial ideal € necessario analisar um conjunto de
requisitos, tais como: ndo causar modificacdo fisica no tecido hospedeiro,
ser quimicamente inerte, ndo ser carcinogénico, ndo causar reacao alérgica
ou de corpo estranho, ter capacidade de resisténcia a forcas mecanicas,
poder ser fabricado na forma desejada e ser esterelizavel. O efeito do
ambiente organico no material (degradacéo) e o efeito do material no
organismo sédo fendmenos que devem ser estudados com extremo cuidado

pois a eles esta associada a chamada "biocompatibilidade” (4).

A interacdo dos tecidos vivos com o biomaterial associado ao tipo de
resposta do organismo a presenca do material € o ponto mais desafiador no
desenvolvimento desta terapia. Os tipos de interacdo entre tecido-implante
sdo fundamentalmente dependentes do tipo de material e podem ser
reunidos nos seguintes grupos: toxica ou ndo-toxica (muitas vezes chamada
de Dbioinerte), bioativa e biodegradavel. Nos dltimos tempos, o
desenvolvimento de materiais considerados bioativos e biodegradaveis vém
sendo enfatizado ja que, além de substituir tecidos traumatizados, estes
materiais também podem propiciar a recuperacdo do tecido danificado
atuando em metabolismos intra e extracelulares responsaveis pela

reproducao celular e propagacao dos tecidos em crescimento (2, 4).



Um dos grandes objetivos da bioengenhearia é a producdo de
biomateriais capazes de substituir tecidos danificados enquanto o processo
de reparo natural da area afetada estaria sendo promovido. O material ideal
para estd funcdo, além de biodegradavel, estimularia a regeneragdo da
matriz extracelular e teria uma cinética de degradacdo das propriedades
biomecanicas compativeis com a cinética de reparo do tecido. Dessa forma,
0 novo biomaterial substituiria progressivamente, o tecido nas funcdes

requeridas (18).

Uma analise da estrutura dos tecidos que constituem o corpo humano
permite mostrar que os biomateriais sao tipicamente heterogéneos. Assim
sendo, tais materiais sdo formados por dois ou mais componentes que, em
conjunto, s@o responsaveis pelas propriedades finais do tecido. Partindo-se
desse principio e levando-se em consideracdo a utilizagdo biomédica da
placenta, bem como das membranas amnidticas, sugere-se que a
substituicdo de tecidos vivos por uma matriz descelularizada possa estar
ligada ao desenvolvimento de mesclas especiais capazes de reproduzir as

propriedades dos tecidos humanos (5, 6).

Em funcdo do potencial da membrana amnidtica, surge a
necessidade de padronizacdo de técnicas para o desenvolvimento de
biomateriais a partir da membrana amniotica e testes para sua validacao

como produto biocompativel.
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Objetivos

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biomaterial a partir de matriz amniética humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descontaminar a membrana amniética

e Padronizar o método de descelularizagéo.

e Avalilar os efeitos dindmico mecanicos apdés a
descelularizacao.

e Avaliar as alteracdes morfolégicas da membrana apés o
processo de descelularizacéo.

e Analisar “in vivo” a biocompatibilidade da membrana
amnidtica.

e Analisar “in vitro” a biocompatibilidade da membrana

amniobtica.
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3. Revisao da literatura

3.1. BIOMATERIAIS

3.1.1 CLASSIFICACAO DOS BIOMATERIAIS

Biomaterial compreende uma substédncia pura ou composta, de
natureza sintética ou natural, que pode ser utilizado temporariamente ou
definitivamente com a finalidade de melhorar, aumentar ou substituir, parcial
ou totalmente, tecidos ou 6rgaos. O critério de escolha de um biomaterial
passou a ser feito de acordo com a similaridade quimica e fisica com o
tecido a ser substituido (1, 7).

Sao varias as razdes clinicas para o desenvolvimento de biomateriais,
principalmente quando se trata de matrizes normalmente feitas de materiais
poliméricos para fornecer suporte estrutural para a fixagdo de células e
posterior desenvolvimento de tecido. Contudo, hoje, biomateriais ndo se
destinam somente a preencher espacos, mas também a estimular uma
resposta bioldgica especifica em funcéo das propriedades, como distribuicdo
eletrbnica, conformacdo molecular, estado de agregacdo e outras
propriedades fisico-quimicas (1, 2, 7).

Os biomateriais devem seguir alguns requisitos basicos para seu
emprego como nao causar danos locais ou sistémicos, isto é, ndo ser toxico,
carcinogénico ou radioativo. A biocompatibilidade é de suma importancia
para 0 sucesso e pode ser definida da seguinte forma: um material é
biocompativel quando provoca no organismo reacdes desejadas,
controladas e toleradas fisiologicamente. Também deve existir
compatibilidade mecanica semelhante, ou maior, proporcionada pelo
material substituido (TABELA 1) (4, 8, 9).

O conceito basico de biomaterial com potencial baseado na
engenharia de tecidos foi originalmente introduzido por Langer (2000).

Entretanto, h4 vantagens e desvantagens, sendo uma opg¢éo de escolha de
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terapia pelos médicos que certamente trard grandes beneficios para os
pacientes que nao foram capazes de obter regeneracdo por outros
tratamentos. Assim, nos ultimos anos vem ocorrendo um aumento das
pesquisas de biomateriais para a area médica e odontolégica no que se
refere a reconstrucdo tecidual, envolvendo diretamente a engenharia de
tecidos.

Com em relacdo a sua origem o0s biomateriais podem ser
classificados em:
. Autégenos: quando sdo provenientes do proprio organismo. A sua
principal vantagem é a possibilidade de manter a viabilidade celular que
depende da rapida revascularizacdo do enxerto e da espessura do mesmo.
As desvantagens sdo a dificuldade de se obter material suficiente para o
preenchimento total do defeito, a possibilidade de provocar danos ao tecido
do doador, a inconveniéncia do ato cirirgico na éarea doadora e a
necessidade de anestesia geral além dos riscos de infec¢do associados a
cirurgia (1, 10).
o Alégenos: quando sdo provenientes de outros individuos da mesma
espécie. Podem ser obtidos de cadaveres que tiveram de morte encefalica,
processados e armazenados em bancos especificos. Sua principal
desvantagem € a transmissado de infeccdes virais, bacterianas e flngicas.
(10, 11).
. Xendgenos: quando sdo provenientes de individuos de outra espécie.
Tem sido amplamente utilizado em substituicdo de valvas cardiacas, veias,
cirurgias plasticas e ortopédicas de tenddes. Normalmente e sdo de origem
bovina ou porcina (12-17).
o Aloplasticos: quando sdo substancias exclusivamente sintéticas e
biocompativeis com os fabricados em laboratério. Estdo no mercado em
grande variedade de textura, tamanho, forma e composi¢cdo. As ceramicas
bioativas compdem a maior familia de aloplastos tais como: hidroxiapatita,
sulfato de calcio, polimeros a base de hidroxido de célcio, entre outros (8).

Tabata et.al (2009), em sua revisdo relata que a engenharia de

tecidos “in vitro, in vivo” torna-se vantajosa porque induz a regeneracao
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tecidual. E provavel que a maior parte da producdo dos componentes

bioldgicos necessarios para a regeneracdo, como os fatores de crescimento,

seja naturalmente do proprio organismo (18).

TABELA 1 - Pardmetros estruturais do Biomaterial para aplicacdo na engenharia

tecidual.

FUNGAO DO BIOMATERIAL

CARACTERISTICA NECESSARIA PARA
CADA FUNCAO DO BIOMATERIAL

N&o provocar inflamatdria de
toxicidade in vivo
Ajudar o crescimento
tecidos e 6rgdos
Semear uniformemente alta quantidade de
células

Permitir adesé&o, proliferacéo e diferenciagéo
celular.

Permitir interagbes significativas entre a
superficie celular e anexos

Promover proliferagdo e migragéo celular e
conduzir a crescimento de tecido ao longo
da matriz

Dirigir e orientar células da Matriz
Extracelular para formagéo de novo tecido
Permitir o movimento de nutrientes dentro e
fora da matriz

Degradacdo da matriz para permanecer
somente tecido natural

Integridade estrutural suficiente para reter
forma in vivo com tensdo mecéanica
suficiente para apoiar o tecido em
desenvolvimento e resistir em forgas in vivo.

resposta

tridimensional de

Deve ser biocompativel, ndo-téxico e néo-
carcinogénico

Forma especifica tridimensional
Apresentar alta porosidade e alta
conectividade entre os poros

Possuir superficie quimica e topografias
apropriadas

Relacao &rea de superficie X volume

Tamanho de poros apropriados para permitir
a penetracao de células e a
inteconectividade entre elas

Orientagdo correta das fibras dentro da
matriz

Alta porosidade e interconectividade entre os
poros

Taxa de degradacdo da matriz ndo devem
ser téxicos nem promover inflamag&o in vivo
Scaffold deve igualar-se as propriedades
mecénicas do tecido em desenvolvimento.

FONTE: Adaptado de PATEL et al. (2008) (2).
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3.2 PLACENTA

A placenta promove trocas de nutrientes, gases e metabdlitos entre os
organismos fetal e materno e, em funcao disso, € constituida por uma parte
fetal e uma parte materna. Possui forma discoidal com diametro oscilando
entre 15 - 20 cm, e espessura aproximada de 1,5 a 2 cm. Pesa em torno de
500 gramas ou aproximadamente um sexto do peso do feto. A parte fetal é
formada pelo corion que consta de uma placa corial de onde partem os vilos
coriénicos. Os vilos formam a unidade denominada cotilédone fetal e sdo
banhados pelo sangue dos espacos intervilosos da placenta, onde ocorrem
as trocas de substancias entre o sangue materno e fetal. A parte materna é
a decidua basal, que fornece sangue arterial para as lacunas situadas entre
os cotilédones e recebe 0 sangue que retorna venoso dessas lacunas. A
zona marginal segue o contorno da placenta e proporciona a unido da
decidua basal e do corion (5).

Um estudo que avaliou os componentes da matriz extracelular da
placenta a termo apontou a presenca de colageno 1V, colageno |,
fibronectina, laminina e fibrilina no estroma e nos vasos (19, 20).

Hopper et al. (2003), expds a placenta humana a um processo de
descelularizacdo quimica aplicando a técnica de perfusdo de um cotilédone
isolado. Esta técnica é dividida em quatro etapas e utilizou a vascularizacao
do cotilédone para promover a perfusado e difusdo quimica causando lise da
membrana celular, degradacdo do conteudo nuclear e remocao dos
fragmentos celulares. As analises histolégicas de imunohistoquimica
demonstraram evidéncias de material celular preservando a integridade da
matriz extracelular e da membrana basal (5).

Niknejad et al. (2008) revendo a literatura descreve as propriedades
da placenta e da membrana amnidtica com potencial utilizacdo na

engenharia de tecidos (21).
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3.3 MEMBRANA AMNIOTICA

A membrana amnidtica (MA) humana tem sido utilizada como
biomaterial para reconstru¢des cirurgicas ha quase 100 anos. A proposta de
se estudar cada vez mais a MA tem constituido uma grande aposta, pela
promessa de uma melhora significativa na qualidade de vida humana. Além
disso, apresenta enorme potencial de absor¢cao, elevada biocompatibilidade,
capacidade regenerativa e facilidade de aplicacao (22).

O uso da MA teve sua origem no comeco do século, passado quando
Davis, em 1910, a utilizou como material cirdrgico no tratamento de
pequenos defeitos de pele em pacientes humanos. (23) Em 1940, De Roth
descreve o transplante de MA pela primeira vez na reparacéo de sibléfaro e
defeitos conjuntivais (24). Posteriormente Sorby e Symons 1946 relataram
bons resultados obtidos com o uso da MA no tratamento de queimadura
quimica aguda (25).

O seu emprego tem se estendido a outras areas da medicina como na
criacao de curativos bioldgicos, bem como na reconstrucéo da cavidade oral,
bexiga, timpanoplastia; artroplastia, onfalocele e na prevencédo de adesé&o
tecidual em cirurgias da cabega, abdome, pélve, vagina e laringe (25, 26).

Kim e Tseng reintroduziram o uso da MA na cirurgia oftalmolégica em
modelo experimental e descreveram a capacidade da membrana de reforcar
a cicatrizacdo e epitelizacdo de feridas provocadas na cérne de coelhos
notando-se um aumento do uso da MA como um biomaterial em cirurgias

nas ultimas décadas.(26)
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3.4 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA MEMBRANA AMNIOTICA

A membrana fetal € composta por duas camadas principais: o
corion, que € a camada externa da placenta que entra em contato com as
células maternas, e a MA, camada mais interna que estd em contato
intimo com o feto, e € separada dele apenas pelo liquido amniético. Na
espécie humana a MA surge 7 a 8 dias apés a concepcdo. A sua
espessura varia de acordo com a quantidade de liquido e mucina
presentes em sua estrutura, podendo ser de 0,02mm a 0,5mm, nao
apresenta vascularizagdo e nem suprimento sanguineo direto (27, 28).

A MA humana ou amnio é uma membrana transllcida composta
por uma camada de epitélio simples com células colunares firmemente
aderidas, e uma camada mais interna, chamada de camada
mesenquimal que contém grande quantidade de colageno tipo IV, V,

laminina,camada basal espessa e uma matriz avascular.

Epitélio

N/ Membrana Basal
m‘_\.

. Camada compacta
o a~ o o i

"ﬂ \'&é .~ Camada fibroblasto

A~ Camada esponjosa

FIGURA 1. REPRESENTAGCAO HISTOLOGICA DA MEMBRANA AMNIOTICA: EPITELIO,
MEMBRANA BASAL, CAMADA COMPACTA, CAMADA DE FIBROBLASTOS, CAMADA
ESPONJOSA (29).

FONTE: John, (2003)
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As células amniodticas possuem numerosos microvilos em sua face
apical e processos celulares se estendendo a partir da membrana basal
como podocitos. Estes processos celulares apresentam juncdes tipo
hemidesmossomos aderidos a membrana basal com os tonofilamentos e a
membrana basal subjacente e parcialmente amorfa e microfibrilar. A
membrana basal da MA é uma das mais espessas encontradas nos tecidos
humanos, composta por colagenos tipos I, Ill, IV, V e VI, elastina,
fibronectina e varias outras integrinas. A membrana basal € conhecida pela
capacidade de promover cicatrizagdo, neovascularizagédo e fibrose (28).

No citoplasma das células da MA sdo encontradas muitas vesiculas
de pinocitose, organelas em abundancia, incluindo reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi. Os nudcleos celulares tém configuracao irregular e
identacbes na membrana nuclear, com nucléolos sempre grandes e
homogéneos, o que sugere atividade nucleolar. A ultra - estrutura do epitélio
da MA tem muitas funcBes especializadas, entre elas destacam-se
revestimento, como atividade epitelial secretdria e intenso transporte
transcelular e intercelular. Além disso, a MA ganhou importancia devido a
sua capacidade de reduzir a inflamacéo em cicatrizes, reforcar a cicatrizagao
de feridas e servir como um arcabouco para proliferacdo e diferenciacéo

celulares, além de apresentar propriedade antimicrobiana (30, 31).

3.5 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA MA

A MA possui varias propriedades biolégicas como reduzir a carga
bacteriana e promover a cura de feridas infectadas. Esta membrana faz
parte de um importante grupo de peptideos antimicrobianos, os B-defensins,
0S que sdo expressos em superficies de mucosas por células epiteliais e
leucdcitos sendo parte integrante do sistema imunolégico inato (32). O seu
efeito bactericida é atribuido a sua capacidade de aderéncia na superficie de
feridas, protecdo da lesédo e reducao da dor. (33). O sistema imunoldgico

inato tem evoluido para eliminar os micro-organismos a partir da entrada nos
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tecidos, criando antigenos necessarios para produzir uma resposta imune
adaptativa (32).

A auséncia de leucécitos no amnion permite a pratica de halo-
transplante por nado induzir rejeicdo. A matriz estromal da membrana
amnidtica possui varios inibidores de protease, podendo debelar células
inflamatorias levando-as ao rapido processo de apoptose (6, 21).

Outros estudos demonstraram as propriedades antimicrobianas da
MA e do liquido amnidético no processo de cicatrizacdo. O efeito
antimicrobiano do &mnion e do cérion tem sido demonstrado contra grande
namero de bactérias, incluido Estreptococos Hemoliticos do grupo A,
Estéfilococos aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (22).

Desde a década de 1960, ha relatos do uso de membrana biol6gica
como material de implante. Outros estudos demostraram ainda que as
membranas biolégicas constituem-se em implantes de natureza organica,
inertes sendo composta quase que exclusivamente por colageno,
apresentando assim baixa antigenicidade (34).

A MA quando preservada € considerada como um tecido inerte com
células inviaveis. A habilidade das membranas preservadas influenciarem na
reparacao da leséo se da através dos fatores de crescimento e citosinas que
podem estar limitados ou inexistentes. Outros estudos utilizando a MA
revelaram a presenca de varios fatores de crescimento no epitélio da
membrana, como fator de crescimento epidermal (EGF), fator transformador
de crescimento (TGF), B1, B2, B3, fator de crescimento de ceratdcitos
(KGF), fator de crescimento fibroblastico (b-FGF) e fator de crescimento
hepatécito (HGF), que atua facilitando a migracéo celular (22).

Bigbie et al. (1991), demonstraram a boa capacidade da MA na
supresséao do tecido de granulagéo, além de reduzir a exsudacgao nas feridas
tratadas com essa membrana. De acordo com Solomon et al. (2001), a MA
suprime a expressao de sinais entre células pro-inflamatorias potentes como
as citosinas, IL-1a e IL-1[. Outra propriedade Unica da membrana amnidtica

é a de ndo induzir a rejeicdo imunoldgica apos o transplante pelo fato de néo
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expressar os antigenos de histocompatibilidade HLA-A, B ou DR, tornando-a
excelente opcéo para enxerto (5, 35-37).

Hao et.al. (2000), demonstraram a acdo antiangiogénica da
membrana amniotica através da expressdo de trombospondina-1, um
potente antiangiogénico quimico, em todas as células epiteliais e em 20%
das células mesénquimais do amnio. Estes mesmos autores identificaram a
presenca de mRNA para citosinas IL-1RA (receptor antagonista), inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs) -1,-2, -3, -4 e IL-10, que séo
potentes inibidores inflamatérios nas células mesenquimais e epiteliais (6,
38).

Quanto a baixa imunogenicidade, sinais clinicos de infeccdo aguda e
rejeicio ndo foram observados quando a membrana amnidtica foi
transplantada em voluntarios (39). A expressao de antigenos MHC classe |
ainda é controversa. Embora tenha sido relatado que o HLA-A, B, C e DR
foram detectados em cultura de células do epitélio amniodtico, a deteccao de
antigenos classe |, em quase todas as células da membrana amnidtica tem
sido relatada desde entdo. Além disso, a partir da observacdo de que
células amnidticas desapareceram sem sinal de reacdo ou de rejeicao,
autores especulam que a curta existéncia destas células na superficie ocular
pode esté relacionada ao processo de apoptose (39, 40).

Azurra-Blanco (1999) e Dua et al,(2004) descrevem que a membrana
amnidtica deve ser coletada por cesariana de doadora saudavel, sem sinais
de qualquer tipo de infeccdo.E o seu processamento deve ser realizado em

condicles estéreis (22, 41).
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3.5.1. PROPRIEDADES MECANICAS DA MA

A MA possui grande resisténcia mecanica, 0 que a torna um atraente
biomaterial a ser utilizado em cirurgias recontrutivas. Estd membrana é
capaz de suportar a carga de pressdo do liquido amniético e repetitivas
cargas menores, como as de contracdes de Braxton-Hicks, durante a
gestacdo (42, 43). Na maioria das vezes, a MA é capaz de suportar cargas
iguais ou proximas dos niveis fisioldgicos logo apos o transplante. A fim de
assegurar a sua estabilidade.

Além disso, sinais mecanicos podem ser importantes mediadores de
diferenciacdo para algumas células progenitoras, a MA cria um ambiente
adequado em todo local do novo tecido transplantado, podendo aumentar a
forca do enxerto com altos niveis de rigidez para resistir ao estresse induzido
durante o crescimento tecidual (44). Outras propriedades biomecéanicas da
matriz amnidtica tais como: O tipo de coladgeno, proteoglicanos e elastina
presentes determinam importantes propriedades biomecanicas da MA como,
elasticidade, rigidez e viscoelasticidade. A falta delas podem promover
hiperplasia da camada intima e oclusédo das artérias (45).

Kim et al. (2008) realizaram um estudo com bioproteses de pericardio
porcino tratadas com glutaraldeido, etanol e dodecilsulfato de sédio e
verificaram que o tratamento com essas trés substancias forneceu um

material com maior espessura e resisténcia a tracao.

3.5.2. PREPARACAO E PRESERVACAO DA MA

Kim e Tseng, em 1995 e 1998 propuseram o método de preparacao e
preservacdo da MA que consiste na coleta da placenta por cesariana, em
ambiente livre de contaminagdo, removendo 0s codgulos sanguineos por

meio de lavagem com solucdo salina, separando o amnio do cdérion
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manualmente e inserindo-a em papel de nitrocelullose com a superficie
epitelial voltada para cima. A preservacdo da membrana segue, na maioria
das publicacbes, o protocolo em que a membrana € preparada com
antibioticos e antifungicos e mantida em meio contendo antibiéticos e glicerol
a - 80° C (26, 46).

Ha relatos na literatura sobre outros métodos de preservagcdo e
estocagem da MA, entre eles estéo a liofilizacao, ar seco, o tratamento com
glutaraldeido e irradiagcdo gama. Dual et al. (2004) e Meja et al. em (2002),
relataram que a MA pode ser usada preservada ou ndo preservada. A
utilizacdo do Dimetil Sulféxido (DMSO) tem sido uma alternativa para
preservacdo da MA, substituindo a lavagem com solucdo salina e
antibiéticos. Azuara-Blanco et al (1999) utilizaram DMSO a 4% e 8% e, em
seguida 10%, enquanto Kubo et al. (2001) utilizou 0 mesmo produto a 0,5 M
0,1 M, 1,5 M para a lavagem da membrana. Podendo ser armazenadas em
10%, ou 1,5 M de DMSO a 80° C durante varios meses (22, 47).

Dentre os varios métodos de preservacdo destaca-se a trealose e
recentemente, Nakamura et al. (2008), introduziram a sua utilizacdo para
estabilizar e preservar proteinas da membrana celular. A trealose € um
dissacarideo ndo redutor encontrado em altas concentracdes em varios
organismos sendo capazes de sobreviver a quase completa desidratacéo
(48).

Existem alguns estudos que demonstraram a eficacia da combinacao
de liofilizacdo e irradiacdo y- da MA como técnica de esterilizacdo (21).
Contudo, a utilizacdo de um produto quimico da familia dos peroxidos
organicos o acido peracético (PAA) vem sendo normalmente utilizado como
agente esterilizante contra inUmeros virus, bactérias e esporos devido ao
seu potencial de alta oxidagéo e a ndo geracgéo de residuos toxicos. Wilshaw
et al. (2006), demonstrou que a utilizacdo do PAA para esterilizar pele
humana foi efetivo, pois preservou os componentes da matriz extracelular
como: colageno tipo 1V, tipo V, fibronectina, elastina, laminina e
glicosaminoglicanos. Além disso, ndo houve reducéo significativa na tensao,

resisténcia e elasticidade apds o tratamento da membrana amnibtica com
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acido peracético. O tratamento da membrana amnidtica com PAA foi
relatado com sucesso na pratica clinica, pois as membranas amnioticas
tratadas apresentaram uma taxa de proliferacdo celular similares
morfologicamente se comparadas com as membranas n&o esterilizadas com
0 PAA (49).

Souza et al. (2004), relata a contaminacdo de membranas amnidticas
apos parto cesarea e a contaminacao do liquido amnidtico tem sido descrita
de 13 a 23% de pacientes com membranas intactas. Os mesmos autores
sugeriram cuidados assépticos, antes do manuseio da membrana antes da
sua utilizacédo. Dual et al. (2004) afirmam que existe risco de infeccdo e que
devem ser realizados procedimentos de anti-sepsia ndo apenas nha
preparacao e estocagem, mas sim durante o seu uso clinico (22, 50).

O uso da membrana amniética associada a bioengenharia tecidual
sera uma poderosa ferramenta para a reparacao, protecdo e reconstrucao

de varios 6rgaos e tecidos (43, 51).
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3.5.3 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

A constituicdo basica da MEC é de proteinas fibrosas como o
colageno e elastina, e de glicoproteinas alongadas como a fibronectina e
laminina que tém a fungcdo de proporcionar adesdo célula-matriz, além de
glicosaminoglicanas e proteoglicanas que formam um leito constituido por
um gel onde se encontram imersos todos o0s constituintes da matriz (3, 52).

O colageno é a proteina mais abundante do tecido conjuntivo,
podendo ser encontrada em quase todo corpo humano, tendo como principal
caracteristica a formacdo de fibras insoliveis com alta forca elastica. Os
coldgenos representam uma familia de proteinas caracteristicas com mais
de 20 tipos conhecidos, presente em todos os animais multicelulares, sendo
o componente de maior quantidade em todas as matrizes extracelulares.
Essa familia de colagenos ganhou importdncia e a sua aplicacdo na
engenharia de tecidos devido a sua grande capacidade de formar novos
tecidos tem sido bem estudada (28, 34). A elastina é outra proteina da MEC
formada a partir de cadeias polipeptidicas frouxas e relativamente poucas
estruturas, que sao ligadas entre si covalentemente de modo a formar uma
rede elastica (17, 20, 53).

A laminina € uma proteina associada a membrana basal que funciona
como adesina, ligando as células basais do epitélio ao colageno IV. Tem
sido relacionada diretamente a estagios avancados de diferenciacao celular,
sendo pré-requisito para diferenciacdo terminal e execucdo de funcgbes
especializadas, por interagir com as integrinas e outros componentes da
superficie celular assim como controlar a migracdo celular, polarizacao,
proliferacéo e apoptose (17).

A fibronectina € considerada uma glicoproteina grande com,
aproximadamente, 440 mil daltons que consiste de duas cadeias
semelhantes dissulfeto ligado ao terminal carboxila. Elas sdo articuladas em

namerosos dominios, através dos quais se ligam receptores da superficie
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celular no colageno, na fibrina e em diferentes proteoglicanos. Com isso
possuem a propriedade de “cola molecular” (17).

A matriz extracelular derivada da matriz amniotica possui potencial
para ser usada como armacéo para o desenvolvimento de biomateriais na
engenharia tissular, pois apresenta matriz extracelular rica em colageno e
membrana basal, potencial de enxerto para futuras aplicacfes reconstrutivas
dos mais diversos tratamentos cirargicos. Os tecidos descelularizados
derivados de 6rgdos tém sido utilizados com sucesso em ambos 0s estudos
pré-clinicos em animais e em humanos na aplicacao clinica (1, 54, 55).

A MEC ¢é constituida de uma mistura complexa de proteinas
estruturais e funcionais e a remocao de células de um 6rgéo ou tecido € um
processo que exige o conhecimento sobre a origem e a espécie deste
tecido. Os métodos de descelularizacédo fisicos, quimicos e enzimaticos e de
esterilizacdo variam amplamente dependendo do material biolégico. Cada
uma dessas variaveis afeta a composicao e a ultra-estrutura da MEC e, por
conseguinte, afeta a resposta do tecido hospedeiro para a matriz (53).

Varios estudos dentro da engenharia de tecidos ocorreram com 0
objetivo de desenvolver um protocolo de descelularizagdo eficiente para
remover todo o material celular e nuclear minimizando qualquer efeito
adverso sobre a composicéo, a atividade biolégica e a integridade mecanica
da MA. No entanto, os componentes da MEC sao geralmente conservados
entre as espécies e é bem tolerada mesmo por destinatarios xenogenéticos
(21, 49).

Qualquer etapa de processamento que se destina a remover as
células ira alterar a arquitetura da MEC. Os métodos mais comumente
utilizados para descelularizacdo de tecidos envolvem uma combinacéo de
tratamentos fisicos e quimicos (56). Os tratamentos fisicos podem incluir
agitacdo, ou sonicagdo, massagem mecanica ou pressdo, congelamento e
descongelamento, presséo direta, tem sido utilizado freqliientemente para
descelularizacdo de tecido tendinoso e ligamentar (57). Estes métodos
fisicos rompem a membrana celular e ocorre a liberacdo de conteudo celular

para facilitar a posterior lavagem e remocé&o do conteudo da célula da MEC.
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Estes tratamentos fisicos sdo geralmente insuficientes para atingir a
descelularizacdo completa e devem ser combinados com um tratamento
quimico.

Os tratamentos alcalino e acido sdo usados em protocolos de
descelularizacdo para solubilizar o componente citoplasmético das células,
bem como eliminar os acidos nucléicos como o DNA e RNA. Por exemplo,
0s acidos acético e peracético (PAA), acido cloridrico, acido sulfarico e o
hidroxido de amoénio (NH,OH) pode efetivamente romper membranas
celulares e organelas intracelulares. No entanto, estas substancias quimicas
também podem dissociar moléculas importantes, como glicosaminoglicanos
(GAGS) e colagenos (58, 59).

Gamba et al. (2002), observaram que o tratamento enzimético, como
a tripsina, e os tratamentos quimicos, como detergentes e solu¢des ibnicas,
rompem as membranas celulares e as ligacdes responsaveis por conexdes
intercelulares e extracelulares (60). A MEC deve ser adequadamente
rompida durante o processo de descelularizacdo para permitir a adequada
exposicdo de todas as células aos agentes quimicos e para fornecer a
remocao do material genético do tecido (11).

Um estudo realizado por Teebken et al. (2000) relata que a tripsina é
uma das enzimas proteoliticas mais comumente utilizadas em protocolos de
descelularizacdo. A tripsina € uma enzima altamente especifica que cliva as
ligagbes peptidicas no lado da carboxila de arginina e lisina. A maxima
atividade enzimatica da tripsina ocorre a 37 °C e a um pH de 8,0 sendo
efetiva para remover os componentes celulares, lipideos, antigenos e para
alguns glicosaminoglicanos soluveis quando utilizaram em aortas porcinas
(11).

A eficacia de tratamentos enzimaticos para a remog¢ao ou separacao
do material genético da MEC tem sido estudada em varios tecidos. Alguns
estudos mostram a eficiente remogdo do material genético em valvula
pulmonar de suinos ap6s o tratamento com 0,05% de tripsina associda com
0.02% EDTA em agitacdo por 24 horas (61).
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A intenc@o da maioria dos processos descelularizacdo é minimizar as
alteracdes e, portanto, manter as propriedades mecanicas e biologicas da
membrana (62). Ketchedjan et al. (2005), estudaram as proteinas de
membrana e relataram que os tratamentos com detergentes nao-idnicos tém
sido amplamente utilizados em protocolos de descelularizacdo devido aos
seus efeitos relativamente suaves sobre a estrutura do tecido.

Os detergentes ndo-idnicos alteram a camada lipidica e as interacdes
entre proteinas, deixando as interacdes proteina-proteina intactas. O Triton
X-100 ndo € o detergente i6bnico mais estudado para os protocolos de
descelularizacdo. No entanto os tecidos que utilizaram Triton X-100 tem
mostrado resultados mistos. Quando Triton X-100 foi usado para
descelularizar valvulas do coracéo, a remocédo completa de material nuclear
foi observada com a manutencgédo da estrutura valvar apés 24 h (63).

Outros estudos mostraram que Triton X-100 ndo foi eficiente na
remocdo completa do material genético de vasos sangulineos, tenddes,
ligamentos apds a exposicdo por até 4 dias. O material nuclear foi observado
pela coloracdo histoldgica em todos os tecidos e por imuno-histoquimica
onde se observou a presenca da proteina vimentina do citoesqueeto no
ligamento (64).

Estudos também demonstram que o0s detergentes idnicos sao
eficazes para solubilizar tanto o material citoplasmatico quanto nuclear e
membranas celulares, mas tendem a desnaturar proteinas interrompendo
interacBes proteina-proteina (62). Os detergentes ibnicos mais utilizados sao
o dodecil sulfato de sddio (SDS), o desoxicolato de sédio e o Triton X-200. O
SDS é muito eficaz para a remocdo de componentes celulares do tecido
gquando comparado com outros detergentes, pois promove a remocdo do
SDS é eficiente na remocgdo completa de restos nucleares e de proteinas
citoplasmaticas, tais como vimentina. Este tende a provocar uma diminui¢do
na concentracdo de (GAGs) e uma perda da integridade do colageno (55,
63).

Hudson et al (2004), descrevem que o desoxicolato de sédio (SD)

7

também €& muito eficaz para a remocdo de restos celulares, mas tende a
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provocar uma maior ruptura na arquitetura estrutural do tecido quando
comparado a SDS. Nao ha relatos de descelularizacdo de tecido usando
desoxicolato de sodio sozinho, por isso, é dificil dizer seus efeitos sobre a
matriz. O uso do desoxicolato de sédio combinado com varios detergentes
anféteros para descelularizar tecido nervoso, no entanto, verificou-se que s6
uma combinacédo de Triton X-200 com os detergentes anfoteros resultou um
nervo completamente descelularizado (13).

Segundo Dahl et al. ( 2003), os detergentes anfoteros relinem a
propriedades dos detergentes ndo-idnicos e idnicos. Detergentes anfoteros
tém uma maior tendéncia para desnaturar proteinas do que detergentes nao-
ibnicos. Exemplos de detergentes anfoteros incluem 3 - 3-dimethylammonio
Cholamidopropy I-1-propanesulfonate (CHAPS) que tem sido estudado para
descelularizagédo de vasos sanguineos (65).

Além dos processos classicos, Woods e Gratzer (2005) descrevem
gue o choque osmdético com solucédo hipotbnica ou hiperténica, como a agua
deionizada ou solucédo de baixa forca ibnica, € usado para lisar as células.
Um estudo utilizou como tratamento uma solugéo hipoténica (10 mm Trizma
HCL, 5 mm EDTA) por 11 h, seguido por um tratamento de 11 h em uma
solucéo hipertdnica (50 mm Trizma HCL, 1m NaCl, 10 mm EDTA) para
causar a lise celular mas, geralmente este tipo de tratamento ndo remover
os restos celulares e restos de DNA do tecido devido a sua "natureza
pegajosa " e sua tendéncia a aderir a proteinas da matriz extracelular (16).

A utilizacdo de agentes queantes, como EDTA e EGTA, formam um
anel em torno de um complexo molecular que se liga firmemente e isola um
fon metéalico central. Demonstrou-se que cations divalentes, como Ca®* e
Mg® *, sdo necessarios para a montagem de fibras de colageno e
fibronectina. Ao ligar-se a cations divalentes que estdo presentes nas
adesoOes celulares, esses agentes podem facilitar a remocéo do material
celular do tecido sendo que EDTA € normalmente usado em combinacéo
com a tripsina em tratamentos enzimaticos (49).

Grauss et al. (2005), descreveram que a eficiencia de um dado

método descelularizacdo depende do tecido de interesse. Quando os tecidos
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sdo expostos a tempos idénticos a tripsina em concentracdes de 0,5% e
0,05%, verificou-se que o protocolo utilizando a tripsina foi ineficaz para
remover o material genético da valva adrtica e coracdo de ratos, por outro
lado houve a completa remocéo de células de valvula pulmonar porcina (61).
A literatura descreve que a eficacia da descelularizagcédo e as alteracdes na
MEC séo dependente da origem do tecido bem como a sua composicao,
densidade e outros fatores. Portanto é necessario aperfeicoar o protocolo de

descelularizacdo para se obter uma remocéao celular aceitavel (66).

3.5.4. USO TERAPEUTICO DA MEMBRANA AMNIOTICA

Davis em 1910 utilizou a MA como material cirargico no transplante de
pele e, trés anos depois, Sabella descreveu seu uso a fresco para
tratamento de queimaduras e ulceracdes de pele em pacientes humanos.
(23) De Roth (1940), descreve o transplante da MA para acorrecdo em
defeitos de simbléfaros e conjuntivais (24). Sorby e Symons (1946)
descreveram seu uso no tratamento de queimadura quimica aguda. Desde
entdo o seu emprego tem se estendido a outras areas da medicina como na
criacao de curativos cirargicos, bem como a reconstru¢do da cavidade oral,
bexiga, timpanoplastia; artroplastia, onfalocele e na prevencédo de adesé&o
tecidual em cirurgias da cabega, abdémen, pélvis, vagina e laringe (25, 26).
Estes mesmos autores reintroduziram o uso da MA na cirurgia oftalmoldgica
em modelo experimental e descreveram a sua capacidade da membrana em
reforcar a cicatrizagéo e epitelizacdo de feridas, notando-se um aumento do
uso da (MA) como um biomaterial em cirurgias nas ultimas décadas.

Em 1954, Douglas descreveu a utilizacdo da membrana em
gueimaduras temporarias e, desde entdo vem sendo relatado na literatura o
Seu uso como curativo temporario para o tratamento de queimaduras com
resultados bem satisfatorios. Percebeu-se que as MA reduzem a dor e a
taxa de infeccdo no local das lesdes (67). Quando aplicada em &reas

cruentas, a MA atua como matriz reparadora, regenerando e promovendo a
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reepitelizacdo, reduzindo a dor, aderindo bem a ferida, produzindo efeito
anti-inflamatério e antiangiogénico além de formar uma barreira protetora
conferiada ao seu poder antimicrobiano. Seu baixo custo, por ser um
material de descarte, a torna vantajosa pela disponibilidade de doacao e
facilidade aceitacdo pelas gestantes (38, 39). Estudos realizados por
Gajiwala et al.(2003), relatam que as membranas amniéticas utilizadas em
feridas profundas deve ser trocadas varias vezes para evitar o0 acumulo de
secrecbes purulentas, sendo a transparéncia do material ideal para o
controle da infecg¢ao (68).

Sua propriedade de reducao da dor deve-se ao seu excelente efeito
protetor das terminacdes nervosas, prevenindo a invasdo bacteriana,
reduzindo a inflamacédo local devido a reducdo do numero de trocas de
curativo e mantendo a hidratagao da pele (33, 69).

Ravishanker et al.(2003), descreve que o uso da MA quando
comparado com curativos convencionais, proporcionava em pacientes um
significante alivio da dor logo apd6s aplicacdo da membrana no local lesado
(69).

A MA pode ser aplicada em éareas irregulares como as méos, face e
outras regibes do corpo devido a sua capacidade de aderéncia quando
deixada sobre a lesdo. Forma-se uma cobertura seca que gradualmente se
destaca quando o novo epitélio forma abaixo (68, 70).

As células amnitticas produzem vérios fatores de crescimento,
epidérmico; transformador; semelhantes ao da insulina; hepatécito; neural e
vascular endotelial, conferindo a capacidade de agir como uma matriz de
regeneracao epitelial (22). Todas estas citocinas tém sido apontadas como
mecanismos de influencia positiva sobre o crescimento das células epiteliais
(6).

Quinby et al. (1982), utilizou a MA em um estudo que comparava
quatro grupos em situagOes distintas: (1) em curativos sobre areas de
doadoras de enxertos autélogos; (2) em queimaduras de segundo grau; (3)
no preparo do leito receptor para posterior enxertia autéloga; (4) em feridas

contaminadas. Com 95% de sucesso houve a integracdo da membrana com
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processo de reepitelizagdo e com acentuada reducdo da dor. Observaram
também que nas feridas contaminadas houve uma reducdo da contagem
bacteriana (71).

Outros estudos relatam a presenca de infiltrado inflamat6rio nos
transplantes alégenos conflitando com os achados de Douglas et.al com
relacdo a antigenicidade,sugerindo que o corion seja uma estrutura
antigénica que estimula a rejeicdo ao curativo. Entretanto, quando a
aplicacdo incide com a face epitelial voltada a ferida, a invasdo vascular
deixa de ocorrer, 0 que sugere pouca antigenicidade da MA isolada (67).

Recentemente, descobriu-se que o0 amnio pode servir como suporte
para o cultivo de células humanas (72). Os primeiros cultivos foram
utilizados no campo da oftalmologia, sendo descrito em 1999 por Schwab
que utilizou células limbicas cultivadas sobre diferentes carreadores de
células para aplicacdo em pacientes com lesé@o da cérnea (73).

Seguindo os experimentos de Schwab (1999), outros pesquisadores
obtiveram sucesso ao realizar cultivo de células limbicas sobre membranas
frescas criopreservadas e liofilizadas na formacéo de epitélio (73, 74).

Em 2006, Ahn et al. descreveram o cultivo de células de
queratinécitos bucais sobre membranas na reconstituicdo de mucosa oral
em coelhos (75). Yang et al. (2006), propuseram a criagdo de um novo
substituto dermoepidérmico no qual os queratindcitos eram cultivados sobre
as membranas criopreservadas desnudadas de seu epitélio e, por sua vez,
eram postas sobre matrizes de colageno povoadas por fibroblastos e por
isso, mais resistente aos traumas (76).

Wilshaw et al. em (2008), fizeram uso do PAA para esterilizar e
demonstraram que a membrana amnidtica era biocompativel com adeséo e
proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos humanos (77).

Em 2009, Yang et al. relataram que a MA criopreservada servia como
suporte para o cultivo celular tanto de queratindcitos como de fibroblastos
sem a presenca de matrizes colagenas e observaram que, quando a por¢cao

estromal do amnio era cultivada com a face para o frasco, os fibroblastos
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humanos migravam para o amnio e trés dias depois formavam um tipo

equivalente cutaneo (78).



4 MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODO

Este estudo foi realizado no laboratério do Instituto de Pesquisa Pelé
Pequeno Principe (IPPPP), aprovado pelo comité de ética em pesquisa em
seres humanos do hospital pequeno principe sob protocolo N° 427652 com
parecer n°® 0948-11. (ANEXO 1)

Para a realizacdo dos testes “in vivo”, delineou-se um estudo
experimental com 30 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus. Rodentia mammalia) aprovado no Comité de Etica no Uso de
Animais da Pontificia Universidade Catodlica do Parana (CEUA PUC PR- N°
596). (ANEXO 2)

As membranas amniéticas (MA) foram cedidas pelas gestantes do
Hospital Victor Ferreira do Amaral, apos o termo de livre esclarecimento
concedido.

O processo esta em anexo no fluxograma. (FIGURA 2)

Declara-se a inexisténcia de qualquer tipo de conflito de interesses.
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@ FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE DESCELULARIZAGAO

Padronizagao da

descelularizagao

SDS/SD 0,01%
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FIGURA 2 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE DESCELULARIZACAO DA
MEMBRANA AMNIOTICA ATE OBTENGAO DO PRODUTO
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4.1. TRIAGEM DAS DOADORAS

A membrana amniotica foi obtida de placentas cedidas por gestantes
jovens da Maternidade Victor Ferreira do Amaral (Curitiba, PR) com idade de
20 a 30 anos, ap6s a assinatura do termo de livre esclarecimento. Sem
antecedentes medico-sociais sem historia de intercorréncias clinicas e com

exames sorolégicos negativos para HIV, Virus da hepatite B e C e sifilis.

4.2. PROCESSAMENTO DAS MEMBRANAS AMNIOTICAS

As membranas foram coletadas de forma estéril, imediatamente apos
a dequitacdo placentaria, ainda em ambiente cirargico. Com manobra
digitiforme utilizado-se de tesoura e pinca estéreis, o0 amnio foi separado do
cérion e, em seguida, foi estendido sobre um filtro de nitrocelulose estéril*
com a face epitelial para cima. (FIGURA 3) Transportou-se o material para o
laboratério do IPPPP onde todo o manuseio ocorreu dentro da protecao do
fluxo laminar. Removidos os residuos remanescentes de sangue e corion, as
membranas foram acondicionadas em solucdo tampao fosfato contendo
solucdo de dioxido de cloro (CIO,) estabilizado em solucdo aquosa (8%)
80.000 ppm diliuidos na concentragédo de 100 ppm, e mantidas sob agitacéo
em temperatura de 25° C por 20 minutos. Transcorrido este intervalo,
efetuou-se a troca da solugcdo por outra de solucdo tampdo PBS 7,2.
Posteriormente, as membranas foram colocadas em papel filtro, com a
porcdo epitelial voltada para cima e recortadas em fragmentos de
aproximadamente 10x10 cm, seguido de coleta de amostras para analises
em meio Mackonkey e meio Agar sangue, por 7 dias a 37°C, em condi¢cdes

de aerobiose e anaerobiose, para exames microbioldgicos, (ANEXO 4)

! Millipore, Bedfort, MA, EU)
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FIGURA 3. MANOBRA DIGITIFORME DE SEPARACAO DO AMNIO DO CORION.
(A), LAVAGEM DO MATERIAL PARA RETIRADA DE RESIDUOS DE SANGUE E
CORION. (B)

4.2.1. PROCESSO DE DESCELULARIZACAO DA MEMBRANA
AMNIOTICA

Os testes de descelularizacdo foram realizados em uma cabina de
seguranca bioldgica classe Il BioSAFE? (Veco®) e com técnica asséptica.
Os fragmentos de membrana foram retiradas do meio (PBS)* tampé&o fosfato
pH 7.2 e tratados com solucdo de SDS (dodecil sulfato de sédio), a 0,01% e
SD (desoxicolato de sédio), a 0,01% por 24 horas a 37° C, com auxilio de
agitador mecanico (Mesa agitadora 109M)*. Em seguida foram conservadas
em PBS a 4 °C.

A efetividade do processo de descelularizacdo foi comprovada por
amostragem em analise histolégica com coloracdo HE e microscopia
eletrbnica de varredura. (MEV) (FIGURA 4)

% Veco® - Campinas — SP - Brasil
® Gibco, Gaithersburg, MD
* Nova Etica Ltda
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FIGURA 4. A E B: PROCESSO DE DESCELULARIZAGAO SOB AGITAGCAO (A),
MEMBRANA DESCELULARIZADA (B) EXPOSIGAO POS DESCELULARIZACAO.

4.3. AVALIACAO MICROBIOLOGICA DAS MEMBRANAS
AMNIOTICAS

Em um total de 12 amostras, dois fragmentos aleatérios de cada
membrana foram tratados com antimicrobianos contendo 1000 U/ml de
penicilina, 20 pg/ml de estreptomicina e 2,5 pg/ml de anfotericina B e outro
com dioxido de cloro estabilizado a 100 ppm. Posteriormente estes
fragmentos foram cultivados em 2 ml no caldo infusdo de cérebro e coracéo

de bezerro (BHI) e 4 ml de tioglicolato, em diferentes tempos.

Apés a colocacdo em meio de cultivo liquido, as amostras foram
incubadas em estufa a 37°C por até sete dias ou até crescimento de micro-

organismo fosse observado.

4.3.1 AVALIACAO DE ENDOTOXINAS

Para avaliacdo de endotoxinas testou-se a MA com reagente LAL
(Endosafe, 0,125 UE/mL) e endotoxina padréo de controle (CSE Endosafe).
As amostras e controles foram diluidos em agua reagente para LAL. Uma

porcdo de 0,1 mL das solu¢cdes contendo endotoxina bacteriana foram
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misturadas com 0,1 mL de LAL em tubos apirogénicos (10 mm x 75 mm) e
incubados a 37 = 1 °C por 60 £ 2 minutos em banho-maria (Uniqgue modelo:
USC2800A). Todos os testes seguiram as recomendacdes da Farmacopéia
Brasileira (2001). Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Brasilia: ANVISA,
2010. United States Pharmacopeia, USP 33 — NF 28, 2010. FDA — Food and
Drug Administration. Guideline for Validation of the LAL Test as an End-
product Endotoxin Test for Human and Animal Parenteral Drugs, Biological
Products and Medical Devices, 1987 (79, 80).

4.4. CARACTERIZACAO

O material obtido foi caracterizado apds descelularizacdo por analise
histol6gica, microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie e da
secao transversal, microscopia de confocal, avaliagdo da biocompatibilidade

“in vitro”, andlise dindmico-mecanica (ADM).

4.4.1. MICROSCOPIA CONFOCAL

Amostras de MA intacta e descelularizada foram inclusas em parafina,
cortadas e preparadas em laminas de microscopia. Posteriormente, foram
desparafinizadas em xilol e lavadas em concentracfes decrescentes de
etanol. Para a exposicdo dos sitios imunogénicos, realizou-se o tratamento
enzimatico das amostras com tripsina EDTA (10.000/ unidades de tecido
seco-UTD)’ , em tampd&o &cido tris de HCL (pH = 2.2) (2 mg/mL) por 30 min
a 37°C. Em seguida, foram lavadas por trés vezes com solu¢do salina
fosfato tamponado (PBS)® e incubadas com BSA a 1% em PBS pH=7,0. As

laminas foram incubadas por uma noite, a 4 °C com antilaminina humana em

° Sigma Chemical Co, St Louis
® Dako A/S Copenhagen, DK
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concentracéo inicial de 1: 20, obtido de camundongo, diluidos em PBS nas
concentracoes de 1:125.

Na sequéncia, as laminas foram lavadas com PBS contendo saponina
a 0,01% por trés vezes e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de
cabra conjugados com streptavidina isoticianato (FITC)’ com concetracdo
inical de 1:20, diluidos 1: 50, lavadas cinco vezes em PBS com saponina a
0,01% e posicionadas as laminulas com solucdo de glicerina tamponada. A
reacao foi avaliada em microscopio de fluorescéncia Olympus BX2, 400X.
Para andlise tridimensional por microscopia confocal, as amostras foram
incubadas os anticorpos primarios biotinilados. Como segundo passo, usou-
se estreptavidina conjugada ao fluorocromo (FITC). A estreptavidina
apresenta afinidade pela biotina presente nos anticorpos primarios,
funcionando como um revelador. O ndcleo das células foi corado com DAPI
(4,6 — diamidino — 2 — fenilindole, dihidroxicloride) na concentragédo de 300
nM. A reacao foi observada em microscépio a Confocal Radiance 2001 (Bio-
Rad) acoplado a uma camera Eclipse E8008. A ficoeritrina foi excitada pelo
laser de ion argbnio a 488 nm e o DAPI pelo laser blue diode a 350 nm em
aumento de 400X.

4.4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Esta andlise foi realizada com o objetivo de verificar a superficie das
membranas antes e depois da descelularizagdo, as amostras foram lavadas
rapidamente em tampdo Cacodilato de Sédio 0,1M, pH 7,4 a 4°C para
remogdo das possiveis impurezas. Apoés, foram fixadas em solucdo de
Karnovski (glutaraldeido 2,0%, paraformaldeido 4,0%, CaCl, 1mM em
tampéao Cacodilato 0,1M, pH 7,2-7,4) por 1 hora, lavadas 3 vezes em tampéao

Cacodilato de Sédio 0,1M com pH 7,4. A seguir foram desidratadas em

" Becton Dickinson,USA

® Nikon, Japéo
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concentracdes crescentes de etanol® (30%, 50%, 70%, 90% duas vezes,
100%), por um periodo de 10 minutos em cada concentracao.

As amostras foram fixadas em porta-amostras de aluminio com fita
adesiva de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro (20 nm) em
um metalizador Balsers modelo SDC 050, sendo, posteriormente,
analisadas no microscépio eletronico de varredura® Jeol JSM — 6360LV,
(FIGURA 5 Ae B)

FIGURA 5 A - METALIZADOR BALSERS e B. MICROSCOPIO DE VARREDURA

4.4.3. ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO DA MA

Esta andlise foi realizada com o objetivo de verificar a presenca de
células e a distribuicdo das fibras de colageno nas membranas antes e
depois da descelularizacdo, por meio da coloragdo com hematoxilina: eosina
HE.

Os fragmentos de membrana foram conservados em frascos
contendo formol 10% durante 24 horas. ApoOs este periodo, foram cortados
em 4 partes iguais transversais no micrétomo*? Leica modelo RM 2145 com

® Merck & Co., Inc.
1% Balzers Union/ Baltec, Alemanha
1 Jeol JSM, Japao

12 eica, Bentein, Alemanha
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espessura de 5 um. Foi realizada desidratagdo dos cortes, apos banhos
sucessivos em élcool 70%, 80%, 90%, 3 banhos em &lcool 100% no
autotec'® modelo TP1020, durante 1 hora. A amostra foi impregnada com
parafina liquida nos cortes através de 3 banhos a 65°C no mesmo aparelho.
Os cortes histolégicos foram montados em laminas e corados com solucéo
de HE e Tricromico de Gomori. De cada fragmento foram realizadas duas

laminas com os quatro cortes e com as coloragdes citadas.

4.4.4. CORPOS DE PROVA PARA ANALISE DINAMICO MECANICA
(ADM)

Os corpos de prova para a realizacado do ensaio de analise dinamico-
mecanica (A.D.M.) tinham o formato de “gravata borboleta” ou dumb-bell.
Foram confeccionados com base na norma ASTM D 638- 03, seguindo as
dimensdes ali especificadas.

Para fazer os corpos de prova do material desenvolvido, foi preciso
primeiramente desidratar a amostra de membrana amnidtica em

concetracdes diferentes de alcool.

FIGURA 6. CORPO DE PROVA (81)
FONTE: Sinnott, (1989)

4.4.4.1. ANALISE DINAMICO- MECANICA (A.D.M)

13 Leica, Bentein, Alemanha
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Esta analise foi realizada com o objetivo de verificar o comportamento
das membranas quando submetidas a uma solicitacdo dinamica. O estudo
das propriedades dindmico-mecanicas das membranas é necessario uma
vez que elas podem ser submetidas a tensdes na forma dinamica durante a
sua aplicacao.

As analises foram feitas em um equipamento (Netzsch, modelo 242,
seguindo a ASTM D5026-01: Standard Test Method for Plastics: (Dynamic
Mechanical Properties: In Tension, 2001 Instruments), acoplado a um termo-
analisador. As garras utilizadas foram do tipo tension film, com as seguintes
dimensdes das amostras: 10 mm (comprimento/ largura/ espessura), sendo
a frequéncia de 1 Hz, amplitude de oscilagdo de 4 ym, pré-carga de 0,15 N,
razdo de aquecimento de 3°C min em atmosfera estatica de ar. As medidas
foram feitas com o material desidratado e a faixa de temperatura de trabalho
nao excedeu 250°C pois as amostras comecam a se decompor (82).

Esta andlise € uma maneira rapida e simples de avaliar as
propriedades mecéanicas dos materiais através do tracionamento de um
corpo de prova até a sua ruptura. Utilizou-se o equipamento DMA devido ao
fato dele ser mais adequado para o ensaio de tracdo de materiais finos, ja
gue em dispositivos convencionais de testes fisicos a tenséo aplicada por
eles provoca a ruptura do material antes de avaliar seu desempenho

tornando, assim, duvidosa a precisao dos resultados (FIGURA 7).
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FIGURA 7. ANALISADOR DINAMICO MECANICO MOD. 242 NETZSCH

4.45. TESTE DE BIOCOMPATIBILIDADE “IN VIVO”

Esta andlise foi realizada com o objetivo de verificar o comportamento
da MA pos transplantada em modelo animal, analisando presenca ou
auséncia de reacgéao inflamatoria.

O teste de efeitos locais apos a implantagdo da MA, foi realizado com
o implante do biomaterial sobre o miocérdio de ratos wistar e seguida de
avaliacdo dos efeitos no tecido vivo adjacente. A andlise considerou a
ocorréncia de reacao celular local em resposta a presenca do material e a
caracterizando em a) quase inerte, com pouquissima mobilizacdo celular, b)

com a resposta intensa inflamatéria crénica, c) com necrose.

445.1. MODELO ANIMAL E PROCEDIMENTO CIRURGICO

Delineou-se um estudo experimental com implantacdo da membrana
amnidtica sobre o coracdo de 30 ratos machos pesando 250,74 + 8,25
gramas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus. Rodentia

mammalia).
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Os ratos foram divididos em trés grupos de 10 animais: o primeiro,
grupo GATB, onde foi implantada membrana tratada com antibioticos; o
segundo, grupo GDIOX, com membrana descontaminada com dioxido de
cloro estabilizado e descelularizada; e o terceiro, grupo GN ratos normais.

As cirurgias para implantacdo das membranas foram realizadas no
laboratorio de cirurgia experimental no bloco de técnicas operatérias do
Centro de Ciencicas Biologicas e da Saude da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana

Os animais foram anestesiados com uma dose de 0,6 ml de uma
solugdo composta por quetamina (Ketalar®) 50 mg/kg e xilazina (Xylazina®)
10 mg/kg, administrada por via intramuscular de acordo com o manual de
utilizacdo de animais\FIOCRUZ 2008 (83). Foi realizada toracotomia lateral
esquerda, por onde foi retirado o pericardio e exposto o miocéardio (FIGURA
8 C e D). Em seguida, implantou-se um segmento de 7 x 7 mm da
membrana amnidtica obtido por um “puncth” e suturado as bordas da
membrana no ventriculo esquerdo com fio polipropilene 7.0 (Ethicon®, Inc.,
Somerville, NJ) (FIGURA 8 B). ApOs ter sido verificada homeostasia, 0s
arcos costais e a pele foram suturadas com fio mononylon 5.0 (Ethicon®,
Inc., Somerville, NJ). Ao término foi realizada uma assepsia com

lodopovidona (PvPi).
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FIGURA 8. A e B (A) MEMBRANA E (B) PUNCH, (C) e (D) EXPOSICAO DO
CORACAO PARA O PROCEDIMENTO DE TRANSPLANTE DA MEMBRANA.

Para analgesia foi utilizado anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE),
Ibuprofeno Sterile Injectable Solution 20 mg/kg Pfizer Animal Health, com
duracdo de 8 a 12 horas, (Food and Drug Administration Center for
Veterinary Medicine — (FDA CVM, 2009). Os animais foram mantidos no
Biotério da Pontificia Universidade Catdlica do Parani, em gaiolas
adequadas com maximo de cinco animais por gaiola, com temperatura
ambiente entre 22-23°C, com ciclo luz/escuro natural, sendo alimentados
com racdo Nuvilab® e 4gua “ad libitum”. A higiene das gaiolas foi realizada
de acordo com os padrées estabelecidos pelo Biotério da PUCPR. A
eutanasia foi realizada apds 30 dias do procedimento com a dose letal
(DL50) (148 mg/kg) do anestésico quetamina e xilasina (84).

4.45.2. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os coracgdes foram preservados em frascos contendo solugdo de
formol 10% durante 24 horas. Apos este periodo os coragfes foram cortados
em 4 partes iguais transversais no micrétomo (Leica modelo RM2145) com
espessura de 5um. Para a desidratacdo dos cortes foram realizado banhos

sucessivos em alcool 70%, 80%, 90% e trés banhos em alcool 100% no
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autotec’® modelo TP1020, durante uma hora. Logo apés, impregnada
parafina liquida nos cortes através de trés banhos a 65°C no mesmo
aparelho. No final os cortes histologicos foram montados em laminas e
corados com solucao de HE.

De cada fragmento foram realizadas duas laminas com os quatro
cortes. A analise histopatolégica foi realizada no Laboratorio de
Anatomiapatoldgica Experimental do CCBS da Pontificia Universidade

Catolica do Parana.

4.45.3. ANALISE MORFOMETRICA

Fez-se a analise da area transplantada no coracdo corando-se 0s
cortes histologicos pela técnica de HE e examinou-se em microscopia optica.
Examinaram-se as laminas com conhecimento da identificagcdo conhecida,
em microscépio 6ptico™ (Olympus®BX40), aumento de 200 X, acoplado a
uma camera Sony® e a um computador. Utilizou-se um software um
programa de analise de imagens digitais Image Pro-plus® for Windows.
Capturaram-se as imagens das laminas para o computador, e com auxilio do
programa Image Pro-plus® mediam-se as areas selecionadas e de
interesse. Com a ferramenta “medidas de distédncia mediu-se a distancia
entre o pericardio visceral até o parietal e 0 programa automaticamente
gerou a medida’. Uma vez que a area total do exame era constante,
selecionou-se a estatistica do programa que fornecia o percentual da area
ocupada pelo objeto do estudo, ou seja, espessamento do pericardio.

Mediram-se dez campos por cortes histolégicos em cada lamina, na
area do espessamento, proximo e longe da area transplantada, obtendo-se

entdo, uma média da leitura daquees cortes.

4 Leica, Benstein, Germany

1o Olympus, Japan
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4.6. ANALISE DA CAPACIDADE DE SERVIR COMO SUPORTE
PARA O CULTIVO DE CELULAS

Os mioblastos esqueéticos foram isolados a partir de fragmentos do
musculo tibial anterior obtido por bidpsia com auxilio de sedag¢do, uma
mistura 1:1 de uma solucdo de 50- mg.kg de quetamina com 10 mg.kg de
Xilazina, administrada por via intramuscular, em um animal do estudo de
biocompatibilidade. Apds antissepsia cirlrgica com solucdo degermante
PVPi foi retirado um fragmento de musculo e foi lavado em solucdo salina a
0,9% para a remocao de residuos grosseiros de sangue.

A seguir, foi transportado até o laboratorio em frasco estéreil com
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)*.

A partir desse momento, toda a manipulacao foi realizada no IPPPP
em cabina de seguranca bioldgica classe Il BioSAFE' (Veco®),
empregando-se técnica asseptica.

ApoOs a transferéncia para placa de Petri contendo meio de cultura
DMEM com 1% de antibidtico: penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100
Mg/ml e com auxilio de uma lupa, retiram-se o0s vasos e o0s tecidos
conjuntivos: aponeuroses, tecidos gordurosos e cutaneos. Os fragmentos
sdo colocados em outra placa de Petri em meio de cultura DMEM a 1% de
antibiotico. Segui-se a limpeza do musculo, onde obteve-se um macerado a
partir de pequenos fragmentos, triturados com o auxilio de uma tesoura. O
macerado muscular foi lavado em aproximadamente 15 mL de meio de
cultura DMEM, centrifugado a 1000 rpm por 6 minutos, apdés, o meio foi
aspirado, desprezado e realizou-se a pesagem do material (cerca de 01g
de musculo).

Para a digestdo enzimatica do mausculo, o botdo de células do

musculo recuperado foi diluido em 10 ml de Colagenase tipo 1A, por 1

!® LGC Biotecnologia, Brasil
7 veco®, Brasil,

18 Sigma Chemical CO, St. Louis
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hora a 37 °C em estufa de CO,, sendo agitado a cada 10 minutos. As
células foram centrifugadas a 1.524 g durante 6 minutos. O botdo de
células do musculo foi recuperado em 10 ml de Tripsina-EDTA a 0,25% por
1 h a 37 °C em estufa de CO,, por 20 minutos sendo agitado manualmente
a cada 10 minutos. Interrompe-se a digestdo enzimatica com a adicédo de
10% volume de Soro Bovino Fetal (SBF)*°. Para a filtracdo e semeadura do
material utilizou-se filtros de 100 ym e 40 pm sucessivamente. ApoOs
centrifugacdo a 1829 g por 10 minutos, o botdo de células foi recuperado e
diluido em 4 ml de meio de cultura DMEM?°. Onde realizou-se a contagem

das células com auxilio de Camara de Neubauer (85).

4.6.1. CULTURAS SECUNDARIAS DOS MIOBLASTOS SOBRE AS
MEMBRANAS DESCELULARIZADAS.

Foi adquirido um fragmento da MA aproximadamente 1,5 X 1,5 cm.
Esta membrana foi cortada por um puncth de 7 mm de didametro. Para a
realizacdo do cultivo de mioblastos sobre a membrana foi disposto a
membrana em poco de cultura e sobre ela foi colocada uma gota de 50 pL
(10° cels) de meio DMEM F-12%°. Esta goticula foi deixada por um periodo
de 2 horas em incubadora com objetivo das células aderirem na
membrana. Apés este periodo foi acrescentado meio de cultura com soro
bovino fetal (SBF), penicilna 100U/mL, estreptomicina 0,1 mg/mL e 10ng/ml
de IGF-l (insuline growth factor)** e 10° M de dexametasona na
concentracdo de 0,6 mol a fim de completar o volume no poc¢o. As culturas
foram mantidas em imcubadora com atmosfera de CO, a 5%, a
temperatura constante de 37 °C, sendo o meio de cultivo trocado a cada

dois dias até o 7° dia de estudo.

!9 Sigma Chemical CO, St. Louis
2 LGe Biotecnologia, Brasil
! Gibcco BRL, Life Technologies, Inc, Rockville, Md)
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4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos por médias, medianas, valores
méaximos e minimos e desvios padrdes. Para a comparacdo das medidas
das membranas, obtidas por meio da microscopia, foi utilizado o teste néo
paramétrico de "Mann Whitney". O mesmo teste foi utilizado na comparacao
das membranas amnioticas implantadas com o pericardio parietal normal.
Adotou-se o valor de P< 0,05 como nivel de significancia. Os dados foram
organizados em planilha Excel e analisados no programa computacional

Graphpad prisma v.5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DO PROCESSAMENTO DA MEMBRANA
AMNIOTICA APOS DESCELULARIZACAO E DESCONTAMINAGAO.

As MA foram submetidas ao processo de descontaminacdo e
estocadas em PBS a 4°C. Em média, apresentavam um tamanho de 5 cm?,
perfazendo um total de aproximadamente 12 lotes de MA.

ApoOs a reidratacdo da membrana, a analise em microscopia Optica na
coloracdo em HE demonstrou uma arquitetura estrutural preservada. A
monocamada de epitélio colunar estdva aderida ao estroma, porém as
células mostravam sinais de apoptose com um nucleo celular picnético. Nao
foram observados intervalos entre as células epiteliais revelando a
preservacao das estruturas onde as células estdvam aderidas (FIGURAS 9
A e B).

FIGURA. 9. A B MICROSCOPIA OPTICA, FIGURAS A e B, REPRESENTA MA
ARQUITERURA NORMAL (SETAS) PRESERVADA APOS CONSERVAGAO EM PBS A
4° C, HE 20X E 100 X.
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5.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens da MEV demonstraram a presenca de um epitélio intacto
no grupo controle “In natura” e sua auséncia nas membranas amnioticas
descontaminadas e descelularizadas pelo SDS a 37°C por 24 horas.
(FIGURAS 10 A, B, C e D).

O mesmo pode ser visualizado na microscopia de Opticas: por
confocal (FIGURAS 11 e 12 C e D).

X388 SExm X18588E"Trm

FIGURA. 10. (A e B) REPRESENTAM MA INTACTA (C e D) DESCELULARIZADA .(
AUMENTOS DE 300 X e 10.000 X)
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10um

FIGURA. 11. MICROSCOPIA CONFOCAL, (A) REPRESENTA MA INTACTA COM
NUCLEOS CELULARES CORADOS COM DAPI (SETAS) (B) DESCELULARIZADA
(SETAS) COLORACAO PARA LAMININA.

HE 10x HE10x

i

FIGURA. 12. MICROSCOPIA OPTICA, (C) REPRESENTA MA INTACTA. (D)
DESCELULARIZADA. NOTA-SE A AUSENCIA COMPLETA DE CELULAS EPITELIAIS,
POREM COM DESTRUICAO DA ESTRUTURA COLAGENA EM ALGUMAS CAMADAS.
(COLORACAO HE, AUMENTO 10X).
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5.3. DESCONTAMINACAO

Com relagdo ao processo de descontaminagdo foram realizados os
testes microbiolégicos. Apdés o procedimento, diferentes meios de cultivo
(BHI e tioglicolato) foram utilizados para possibilitar a deteccdo de micro-
organismos aerobios e anaerobios.

A contaminacdo da MA neste estudo foi superior nas amostras
descontaminadas com antibidtico em relacdo as descontaminadas com
dioxido de cloro onde houve crescimento bacteriano em limites aceitaveis.
Do total de 12 amostras de MA colhidas 6 apresentaram crescimento
bacteriano. A bactéria mais prevalente foi o Staphylococcus coagulase
negativo, seguido pelo Stapylococcus aureus, Streptococcus viridans,

Enterobacter spp. Neisseria spp.

‘=

FIGURA 13. (A) APRESENTAM RESULTADOS NEGATIVOS EM AGAR SANGUE (A) E
CALDO BHI (B) PARA MA EM DIOXIDO DE CLORO, (C e D) RESULTADOS POSITIVOS
PARA MA DESCONTAMINADA COM ANTIBIOTICOS.
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5.3.1 TESTE DE ENDOTOXINAS

Para evitar interferéncias devido as condi¢cdes do teste e reduzir a
probabilidade de se detectar niveis de endotoxina clinicamente
insignificantes, podem ser feitas diluicbes do produto. S&o utilizados limites
para se determinar a extensdo da diluicdo (Méxima Dilui¢cdo Vélida - MDV)
gue pode ser aplicada para evitar um problema de interferéncia, e cujo
resultado de concentracdo de endotoxina no produto ndo exceda a
concentracao limite de endotoxina. De acordo com a metodologia utilizada o
limite de endotoxinas bacterianas é de 1,0 UE/mL, baseado nos padrdes
estabelecidos pela United States Pharmacopeia (USP 33 — NF 28, 2010) que
recomenda o limite maximo como ndo mais que 20 UFC/produto médico
estéril. A membrana amniética descontaminda e descelularizada por diéxido
de cloro apresentou resultados satisfatérios estando bem abaixo do que se

preconizam na literatura, > 1,0 * UE/mL para produtos estéreis. (80, 86, 87)

-
.
~

~.
~

FIGURA 14 CALDO SABOURAUD, FIGURAS (A) DILUICAO. 1-10 mL e (B),
DILUICAO, 3-10 mL.

FIGURA 15 C, D AMOSTRAS EM AGAR TRIPTONA DE SOJA (TSA).



Resultados 62

5.4. ENSAIOS MECANICOS

A andlise térmica dindmico-mecanica sobre os modulos de
armazenamento (E’), de perda (E”) e amortecimento mecanico ou atrito
interno (tan & = E”/E’) de um material medindo-se a deformacao sofrida por
ele sob variacdo de temperatura quando sujeito a uma solicitagdo dinamica
(88). O modulo de armazenamento (E’) é a resposta elastica do material e
esta relacionado a habilidade em armazenar energia, sendo correspondente
a energia completamente recuperavel, enquanto o modulo de perda é a
resposta viscosa, relacionado a habilidade do material em dissipar energia,
correspondendo a energia perdida na forma de calor. O amortecimento
mecanico ou atrito interno (tan & = E”/E’), também conhecido como tangente
de perda é a razao entre o médulo de perda e o médulo de armazenamento
e apresenta valores menores para materiais mais rigidos, enquanto
materiais mais flexiveis irdo apresentar valores de tan & maiores (89).

Esses trés parametros (E’, E” e tan ) sdo obtidos em funcdo da
temperatura ou frequéncia e estédo correlacionados com propriedades como
tenacidade, resisténcia ao impacto, tempo de vida sob fadiga, rigidez, entre
outras propriedades (88). A analise dinamico mecanica (ADM) foi realizada
com amostras tanto do material descelularizado quanto do material “in
natura”. (FIGURA 16) No grafico apresenta as curvas obtidas a partir do
material descelularizado. (FIGURA 17)
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FIGURA 16. CURVA DE ANALISE DINAMICO MECANICA DO MATERIAL
DESCELULARIZADO. TAN & EM FUNGAO DA TEMPERATURA, MODULO DE
ARMAZENAMENTO (E’) EM FUNCAO DA TEMPERATURA E MODULO DE PERDA (E”)
EM FUNGCAO DA TEMPERATURA.
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FIGURA 17. CURVA DE ANALISE DINAMICO MECANICA DO MATERIAL “IN
NATURA”. TAN & EM FUNGCAO DA TEMPERATURA, MODULO DE ARMAZENAMENTO
(E’) EM FUNCAO DA TEMPERATURA E MODULO DE PERDA (E’) EM FUNGCAO DA
TEMPERATURA.

Através da andlise das curvas do DMA, observa-se pico da curva Tan
Delta, a temperatura de transicao vitrea do material, isto é, as temperaturas

a partir de suas caracteristicas fisicas se alteram significativamente
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passando de uma fase rigida para uma fase menos rigida
predominantemente. Outra analise importante € a do médulo de elasticidade
de armazenamento (E’), que, na pratica,mostra a rigidez do material, o que,
por sua vez, representa a facilidade de molda-lo a partir de for¢as aplicadas
sobre ele, o0 que € de suma importancia para este estudo.

As Figuras 16 e 17 mostraram as curvas de tan & em fungcao da
temperatura para as membranas amnidticas. As membranas “in natura”
apresentaram picos de decomposicdo com inicio em 42, 83, 97 e 110°C
respectivamente, sendo estes picos referentes a decomposicdo térmica do
coldgeno onde, a decomposi¢do do colageno tem inicio aproximadamente
em 110°C. A MA, apés a descelularizagdo a membrana comeca a se
decompor em temperaturas menores, ou seja, a descelularizacdo diminuiu a
estabilidade do material influenciando, assim, as propriedades viscoelasticas
do colageno presente na membrana anmidtica.

Para as curvas do médulo de armazenamento (E’) e do mdédulo de
perda (E”) em funcdo da temperatura para as MAs. A curva de E’ para o
material que n&o passou por tratamento tem as seguintes caracteristicas: um
valor inicial de 720 MPa a 47°C, aumentando ligeiramente até 780 MPa em
50°C e em seguida decresce continuamente até cerca de 23°C, com uma
gueda brusca chegando ao valor de 420 MPa. O pequeno aumento no
mobdulo corresponde a perda de agua naturalmente absorvida pelo material.
Isso corresponde a um ligeiro aumento da rigidez da amostra, como ja
observado anteriormente por Nguyen, Vu e Wilkes (1974) em uma amostra
de colageno reconstituido obtido de tendao bovino (90). (FIGURAS 16 e 17)
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5.5. ANALISE HISTOLOGICA PARA O TESTE DE
BIOCOMPATIBILIDADE

5.5.1. ANALISE ESTRUTURAL POR MICROSCOPIA OPTICA

Nos grupos pericardio GN normal, pode-se observar presenca de
células normais com parede apresentando espessura normal. (FIGURAS 18
a 20)

S O (BT E=of S A S T AL B i BT

FIGURA 18. FOTOMICROGRAFIA GRUPO NORMAL AREA FOCAL COM
PRESENCA DE FIBRAS NORMAIS. (HE 20X)



Resultados 66

all AT Az S I = B S BB M 2B A2

FIGURA 19. FOTOMICROGRAFIA DE MIOCARDIO DE RATO GRUPO (GDIOX)
AREA FOCAL COM PRESENGA DE FIBRAS COLAGENAS (SETA) E POUCA REACAO
INFLAMATORIA. (HE 20X)

FIGURA 20. FOTOMICROGRAFIA DE MIOCARDIO DE RATO GRUPO (GATB)
AREA FOCAL COM PRESENCA DE FIO DE SUTURA (SETA) E INTENSO INFILTRADO
INFLAMATORIO. (HE 20X)
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5.5.2 ANALISE MICROSCOPICA MORFOMETRICA

A média das medidas da distancia entre o pericardio visceral até o
parietal transplantado com MA tratadas com antibiético (5,263 + 0,5552 um)
mostrou-se significativamente maior que a da membrana tratada com dioxido
de cloro e descelularizada (3,589 + 0,7522 um), P < 0,05. (FIGURA 21)

m  Diox (Cl,) (GDIOX)
A Antibiético (GATB)
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FIGURA 21. Comparagéo entre a distancia do pericardio nos Grupos GATB e o
GDIOX



Resultados 68

A média da MA descelularizada (3,589 + 0,7522 pm) ndo mostrou
diferenca significativa com a média do pericardio normal (3,415 + 0,4501
um), P = 0,420. (figura 22) Entretanto, a média da membrana tratada com
antibiético (5,263 = 0,5552 um) foi significativamente mais espessa que 0
pericardio normal, apresentando P < 0,05. (figura 23)

e Normal
4- m Diox (Cl,)(GDIOX)
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Figura 22. Comparagdo da espessura do pericardio entre o Grupo normal e o
GDIOX
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Figura 23. Comparacao da espessura do pericardio entre o Grupo normal e GATB

5.4.3. CULTURA PRIMARIA DE MIOBLASTOS

O método proposto para obtencdo de mioblastos foi realizado com
bom rendimento celular. Apés os banhos seriados em solucdo enzimética de
tripsina 0,05%/EDTA a 0,02% sob agitacdo continua, obtivemos um
resultado médio de 10° céls/cm2 de musculo total inicial.

Com a densidade de semeadura proposta (10° céls), atingiu-se a
confluéncia em torno de 70% das culturas ao redor do 4° dia de cultivo, o
que permitiu a dissociacdo dessas células da placa de cultura e sua
transferéncia para o cultivo secundario nas membranas amnidticas
descelularizadas (FIGURA 24).
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FIGURA 24 CULTURA DE MIOBLASTOS: A MEMBRANA SEM CELULAS E B
NOTA-SE AS COLONIAS DE MIOBLASTOS CIRCUNDADAS POR ALGUNS
FIBROBLASTOS (seta) QUE DESAPARECERAO COM A EVOLUGCAO DO CULTIVO
(B).(AUMENTO INVERSAO 200X E 400X)

Vale ressaltar que o acompanhamento visual da formacdo da camda
de células musculares foi muito mais facil e rapido (ao redor do 7° ao 8° dia)

de ser visto nas culturas realizadas sobre membranas descelularizadas.
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6. DISCUSSAO

O reparo de 6rgdo e tecidos vem de longa data sendo motivo de
estudo com intuito de encontrar biomateriais que promovam resultados
satisfatorios. A medicina regenerativa propicia o surgimento de alternativas
terapéuticas com o0 objetivo de substituir os transplantes convencionais.
Diante disso, a utilizacdo da membrana amniética (MA) para fins biomédicos
apresenta grande potencial de reparacdo tecidual, servindo como substrato
para cultivo de células autégenas e alégenas. Por estad razdo, decidiu-se
estudar as potencialidades da membrana amnidtica como possivel
biomaterial (21, 42).

A membrana amnidtica vem sendo utilizada em oftalmologia no
tratamento de afeccfGes da superficie ocular devido a sua capacidade de
beneficiar os processos de epitelizacao, angiogénese e cicatrizacao além de
reduzir a inflamac&o. Suas principais aplicacdes ocorrem em defeitos
corneanos  persistentes ou recorrentes, perfuragbes corneanas,
reconstru¢des conjuntivais como enxerto ap0s a remocao cirargica de
pterigeo e tumores simbléfaros graves. Atualmente, 0 seu uso tem se
estendido a outras areas da medicina como na criacdo de curativos
cirdrgicos, na reconstrucdo da cavidade oral, da bexiga, do timpano, do
aparelho articular, na correcdo de onfalocele e na prevencdo de adesao

tecidual em cirurgias da cabega, abdomen, pélvis, vagina e laringe (91, 92).

Muitos estudos tém mostrado beneficios com a utilizacdo deste tecido
descelularizado. O presente estudo mostrou que a utilizacdo de detergentes
nao idnicos como o SDS e 0 SD a 0,01% por 24 horas a 37° C promovem
uma descelularizacdo efetiva da camada epitelial. A descelularizacdo é uma
técnica atrativa para preparacdo de estruturas em engenharia tecidual, pois
0 material resultante pode manter a arquitetura do tecido original incluindo
aspectos funcionais da microvasculatura ativa. As potenciais aplicacfes de
matrizes descelularizadas em engenharia tecidual tém sido demonstradas

em namerosos tecidos incluindo bexiga, artérias, eséfago, pele, traquéia e
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figado (27, 43, 93). Diferentes protocolos para descelularizacdo tém sido
usados e baseiam-se no uso de diferentes concentracdes de enzimas com
tempos variados de exposicdo utilizando tripsina e EDTA entre outras
enzimas proteoliticas que clivam as ligacdes de hemidesmossomos das

células epiteliais a membrana basal. (49, 77, 94).

Gamba et.al (2002), estudaram os tratamentos enzimaticos e
concluiram que a tripsina e tratamentos quimicos, como detergentes e
solugbes ibnicas, rompem as membranas celulares e as ligacdes
responsaveis por conexdes intercelulares e extracelulares. (11). A tripsina é
uma enzima altamente especifica que cliva as ligacdes peptidicas no lado de
carbono de arginina e lisina. A sua méaxima atividade ocorre a 37°C e a um
pH de 8,0.

Melo et al (2007), demonstram que quando diferentes enzimas como
a tripsina e a dispase sdo associadas e utilizadas em diferentes tempos, ha
a desepitelizacdo completa do amnio e, ao mesmo tempo, retira a
membrana basal. Assim, recomendam novos estudos, enfatizando a
necessidade de reduzir o tempo de acdo das enzimas, além de que estas
enzimas de origem animal podem ser também fonte de contaminacéao (91).

Cartmell et. al (2000) utilizaram ratos em seus experimentos com
tendBes expostos ao Triton X-100 e concluiram que ndo era eficiente na
remocado completa do material genético apdés a exposicao por até 4 dias,
evidenciando a presenca de vimentina proteina do citoesqueeto nos
ligamentos (64).

A despeito da falta de unanimidade na literatura sobre o melhor
protocolo de descelularizacdo, este estudo deu preferéncia pela
descelularizacdo completa. De maneiras similares, varios autores relatam
uma melhor integracdo celular em membranas completamente denudadas
em comparagdo agueas com epitélio integro ou parcialmente retirado. Isso
pode ser potencializado pelo uso de elementos clorados como di6xido de
cloro, que pode lisar as células (54).

As analises histologicas das membranas descelularizadas neste

estudo, evidencaram que sua arquitetura estava preservada, apresentando
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alguns componentes celulares com sinais de inviabilidade, possivelmente
pelo uso de detergentes ibnicos como SDS, que pode provocar diminuicdo na
concentracdo da GAG com uma possivel perda da integridade do colageno.
(FIGURA 9 D). Estudo realizado por Ponce Marquez et a.l (2009), com
utilizacdo de detergentes anibnicos para a descelularizacdo de coérneas
bovinas, obteve resultados semelhantes a este trabalho (55).

Outros estudos também demonstram que os detergentes ibnicos sao
eficazes para solubilizar tanto o material citoplasmatico quanto o nuclear em
membranas celulares, mas tendem a desnaturar proteinas interrompendo
interacdes proteina-proteina (12, 13, 49, 62).

A utilizacdo de detergentes nao i6nicos pode alterar a camada lipidica
e as interacfes entre proteinas. Estudos com Triton X-100, que ndo é o
detergente i6nico mais estudado para os protocolos de descelularizagao,
mostram resultados contraditérios. Quando Triton X-100 foi usado para
descelularizar valvulas do coracdo, observou-se remocdo completa de
material nuclear apés 24 h (49, 63).

Sabe-se que preservacdo da complexa composicdo de uma MEC é
altamente desejavel. Porém os métodos de descelularizacdo resultam numa
ruptura da arquitetura da membrana e potencial perda da estrutura da
superficie e da composicdo.Métodos fisicos e quimicos, além de agentes
biolégicos sdo usados em combinacdo para lesar células, seguido pela
lavagem para remover as células remanescentes. A metodologia de uma
efetiva descelularizacédo € ditada por fatores como a densidade do tecido e
sua organizacao, propriedades biolégicas e geométricas para o produto final
e o0 alvo da aplicacao clinica. A descelularizacdo tecidual com preservacao da
integridade e da bioatividade da MEC pode ser otimizada pela escolha
correta dos agentes e técnicas utilizadas durante o processo (95).

Com o intuito de estabelecer o ponto de clivagem de liberacdo
epitelial,foram realizadas, neste estudo, analises em MEV. Essa avaliacao
foi conclusiva quanto a existéncia ou ndo de membrana basal ap0s o
processo de descelularizacdo. Apés a exposi¢cdo ao SDS e ao SD a 0,01%

por 24 horas, observou-se que as MAs apresentavam sua estrutura basal
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preservada. Corroborando com os resultados da micoroscopia Optica e da
imunofluorescéncia, a analise da MEV comprovou a presenca da membrana
basal no grupo néo tratado. Esse achado foi considerado bastante favoravel
para o cultivo de células, o que determinou o proximo passo a ser dado.
(Figura 21 A e B).

A anase histolégica das MAs descontaminadas e descelularizadas,
evidenciou auséncia de elementos da membrana basal, sugerindo, portanto,
gue o protocolo de descelularizacdo utilizado preservou a membrana basal
permitindo atribuir um potencial de biocompatibilidade. A biocompatibilidade
que foi testdda a seguir com a semeadura de células aderentes, como 0s
mioblastos que expressam M-Caderina (96).

Os resultados de imunofluorescéncia indireta mostraram-se positivos
para laminina na superficie epitelial do lado sem células. A laminina € uma
proteina associada a membrana basal que funciona como adesina, ligando
as células basais do epitélio ao colageno IV. Tem sido relacionada
diretamente a estagios avancados de diferenciacdo celular, sendo pré-
requisito para diferenciacao terminal e execucéo de funcdes especializadas,
por interagir com as integrinas e outros componentes da superficie celular
assim como controlar a migracdo celular, a polarizacdo, a proliferacdo e a
apoptose (17) (FIGURA 11 A e-B).

Ao longo do periodo das andlises ndo foram realizados testes de
esterilizacdo, mas sim de descontaminacdo das membranas, mas
atualmente, a esterilizacdo complementar de tecidos, tem sido recomendada
como mecanismo fundamental de garantia de qualidade e seguranca aos
receptores dos enxertos alégeno (97).

Os resultados do presente estudo também revelaram que a
descontaminacdo com dioxido de cloro estabilizado na concentracédo de 100
ppm por um periodo de 20 minutos levam a carga microbiana em niveis
inferiores ao que preconizados pela legislacdo para produtos meédicos.
Salientando que este estudo € o primeiro que utiliza o dioxido de cloro para

esta finalidade em biomateriais, e que este produto foi selecionado por suas
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fortes propriedades antimicrobianas, a compatibilidade com o tecido vivo, a

facilidade de uso e ampla disponibilidade.

Da mesma forma, uma avaliagcdo microbiolégica das membranas
amnioticas utilizadas como biomaterial neste estudo, constatou auséncia de
fungos ou bactérias no material testado e armazenado em PBS e em
geladeira por 30 dias apds descontaminacdo com dioxido de cloro. Na
avaliacdo microbioldégica foram encontrados microrganismos em niveis
aceitaveis, o que permitiu a utilizacado nos procedimentos cirargicos.

A literatura aponta a necessidade de esterilizar as estruturas
bioldgicas da matriz extracelular antes da sua implantacédo ou do seu uso “in
vitro”, com a finalidade de eliminar endotoxinas e DNA intacto de virus e
bactérias que possam estar presentes (95).

Os resultados dos testes de endotoxinas deste estudo mostraram
valores bem abaixo do limite permitido para endotoxinas bacterianas que é
de 1,0 UE/mL, de acordo com o preconizado pela vigilancia sanitaria. Esse
limite é baseado nos padrbes estabelecidos pela United States
Pharmacopeia (USP 33 — NF 28, 2010) que recomenda o limite maximo
como ndo mais que 20 UE/produto meédico estéril (80) (FIGURAS 13 e 14).

Portanto, a descontaminacdo com diéxido de cloro estabilizado na
concentracdo de 100 ppm por um periodo de 20 minutos, mostra-se efetiva, e
justifica a sua escolha. O método foi de facil execucéo, e permitiu que nao
houvesse contaminacdes depois das membranas estocadas e nao
apresentou rompimento das suas estruturas. Este achado esta de acordo
com os dados de Gomes et al. (2001), que.demonstraram que a utilizacéo de
produtos clorados como o diéxido de cloro como desinfetante endoddntico
em uma concentracdes de 5,25% é efetiva como agente antimicrobiano (98).

O didéxido de cloro (CIO2) que é um agente oxidante forte e na maioria
das vezes, reage por meio do mecanismo de transferéncia de elétrons
atacando a membrana celular, penetrando, desidratando, e por ultimo,
oxidando os componentes internos da célula microbiana sem, no entanto,

causar acado toxica como a maioria dos compostos de cloro. Apresenta,
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também, a vantagem de ser eficaz contra 0os microrganismos gram negativos
e gram positivos.

Atualmente, vem sendo utilizado como um purificador de agua,
desinfetante de superficie e foi recentemente considerado como um irrigante
de canais radiculares por causa de sua atividade antibactericida e sua
compatibilidade com tecido vivo (99).

Outro aspecto importante do diéxido de cloro € sua acentuada acao
sanitizante e esporicida, que se da em concentracbes menores de cloro, e
que é resultante do mesmo ser solavel em 6leos, graxas e substancias de
composi¢do mista, como ceélulas de virus e de bactérias, em cujas
membranas penetram facilmente, ao contrario dos outros sanitizantes de
natureza polar (100, 101).

A contaminacdo encontrada nas amostras deste estudo os resultados
estdo em concordancia com o estudo publicado por Adds et al (2001), que
mostraram contaminacdo bacteriana em todas as membranas estudadas
provenientes de parto normal ou ceséarea (102).

O desenvolvimento dessa padronizagdo permite o estabelecimento de
um protocolo de descontaminacgéo, preservacdo e armazenamento da MA, e
deve servir como modelo para a captacdo e distribuicdo de tecidos para
varios centros de todo o pais (FIGURA 4 A e B).

Neste estudo, com objetivo de reduzir a antigenicidade, houve a
preocupacao constante de retirar por completo os restos coriénicos, 0s
residuos de SDS, SD e o diéxido de cloro e, para isso, € fundamental a
realizacdo de lavagens exaustivas previamente ao inicio dos testes.

Sabe-se que os biomateriais de origem organica ou sintética quando
inseridos no corpo humano, devem ser biocompativeis e, conseqientemente
proporcionem uma resposta adequada com o minimo de reacfes alérgicas
ou toxicas. Isso é uma tentativa de criar um substitutivo com as mesmas
propriedades do tecido beneficiado (40, 92, 103).

Os achados de Akle et.al. (1981) demonstram que membranas
criopreservadas apresentaram taxa quase nula nos seus receptores,

provavelmente devido a propriedade Unica da membrana amniética de nao
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induzir a rejeicdo imunologica apos o transplante. Isso deve-se ao fato de
nao expressar os antigenos de histocompatibilidade HLA-A, B ou DR, o que
a torna excelente opcéo para enxerto (5, 35-37).

Com o objetivo de demonstrar o potencial da descontaminacdo e o
processo de descelularizagdo, que transplantado a membrana “in vivo” no
miocardio de ratos. Neste estudo, onde se implantaram membranas
amniodticas descontaminadas com antibiético e com dioxido de cloro sobre o
pericardio parietal do ventriculo esquerdo, observou-se apds 30 dias um
infiltrado mononuclear mais intenso quando se utilizou antibiéticos. Os dois
tipos de tratamento para as membranas mostraram-se efetivas, pois houve a
incorporacdo ao pericardio parietal sem possibilidade de diferencia-la. A
morfometria mostrou um diametro significativamente menor na membrana
descontaminada com diéxido de cloro, o que pode indicar a ocorréncia de um
processo inflamatério menos intenso neste grupo. Nossos resultados
corroboram com os achados de Wishaw et.al onde testaram a MA
descelularizada em murinos, verificando boa integracdo ao tecido e pouca ou
rara reacao imunologica (77).

A presenca de angiogénese nas areas de membranas
descelularizadas transplantadas neste estudo reitera a idéia de alguns
autores citam que inibidores quimicos de angiogénese estariam presentes
nas membranas frescas, deste modo estas seriam mais efetivas que as
tratadas. Hao et al. (2000) demonstraram a acdo antiangiogénica da
membrana a fresco por meio da aplicacdo um potente antiangiogénico
quimico, em células epiteliais e em 20% das células mesenquimais do
amnion. Contudo estes mesmos autores afirmam que a propriedade
antiinflamatéria da membrana diminui o estimulo a angiogénese e
consequentemente a neovascularizacao (22, 38).

Também foi observado no presente estudo que o numero de células
do tipo polimorfonucleares invadindo o pericardio visceral foi maior no grupo
onde as membranas foram tratadas com antibiotico, por isso, a reparagao da
lesdo nos animais deste grupo se manifestou de forma mais lenta. Um dos

papeis desenvolvidos pela membrana € de conter as células inflamatérias
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vindas do endocardio. Os polimorfonucleares foram encontrados em menor
namero nas membranas tratadas com dioxido e circundando o fio de sutura.
De acordo com Cassatella et al.(1995) os leucocitos participam nos processo
de reparacdo através de liberacdo de citocinas e fatores de crescimento
(104).

Por outro lado, o implante pode provocar uma reacao inflamatéria
conhecida como reacéo de corpo estranho apos a implantacdo. A inflamacéo
pode ser benéfica causando a cicatrizacdo de uma lesdo, mas também pode
levar a faléncia do implante. Reagdo de corpo estranho provoca estimulagéo
de células gigantes e macréfagos, que produzem citocinas e atraem
fibroblastos levando a formacdo de fibroses. Por isso, baixo risco de
imunogenicidade € um importante componente para um material
biocompativel (21).

Courtman et al.(1994), afirmam que a descelularizacdo é um processo
gue acarreta um decréscimo na carga antigénica do tecido, reduz a resposta
imune do hospedeiro apds o implante e facilita sua incorporacdo ao
organismo (105). Entretanto, residuos de cada produto pode permanecer no
tecido descelularizado e induzir uma grave resposta inflamatéria apos a
implantacdo em um receptor.

Os testes ‘in vivo’ para avaliagdo da biocompatibilidade da MA
mostrou que esse biomaterial € compativel com a arquitetura celular quando
transplantado no miocardio de ratos proporcionando potencial para o uso
clinico no tratamento de queimaduras e feridas.

Para as amostras descelularizadas se pode observar que, com
excegdo, apos o tratamento as membranas apresentaram valores menores
de E’ e, quanto menor o tempo de hidrélise, menor 0 aumento, ou seja,
houve uma diminuicdo da elasticidade ou da capacidade de armazenar
energia. As curvas para perda E” mostraram que as membranas
apresentaram maiores valores de E” “in natura” e ap0s a descelularizacao,
ou seja, ocorreu uma diminuicdo da capacidade de dissipar energia. Em
contrapartida, a temperatura mais elevada sem duavida significa menor

conforto tanto para quem manipula quanto para o paciente. (FIGURAS 16 e
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17) A andlise termomecanica foi importante para este estudo ja que, por
meio dela, € possivel determinar parte do comportamento do material
gquando submetido ao resfriamento e a elevacdo de temperatura. Para a
utilizacdo dos biomateriais € imprescindivel conhecer o comportamento
deles quando expostos a diferentes temperaturas.

Indiscutivelmente, o processo de descelularizacdo implicaria na
remocao completa de componentes celulares e simultanea manutencao da
MEC com minima influéncia na matriz de montagem. Considerando que a
matriz celular diminui a imunogenicidade do enxerto, € esperado que uma
Otima preservacdo dos componentes da matriz extracelular resultaria na
manutencao das propriedades biomecéanicas da estrutura.

Contudo, estudos tém mostrado que alguns detergentes rompem o
colageno de certos tecidos diminuindo a sua forga mecénica. Entretanto, o
mesmo produto ndo altera o coldgeno em tecidos bastante similares como
tendBes e ligamentos. Outra variavel que pode afetar as propriedades
mecanicas dos enxertos € a duracdo da exposicdo aos agentes
descelularizantes (95).

E importante lembrar que biomateriais apresentam diferencas
especificas e tal especificidade pode levar a exigéncia de materiais com
diferentes propriedades mecanicas. Além disso, estruturas reabsorvieis
fornecem um perfil biomecanico temporério para a substituicdo tecidual até
que as células produzam sua prépria matriz. A matriz gerada acabara
fornecendo integridade estrutural e forca biomecanica para o novo tecido
desenvolvido (61).

E necessario observar que novos testes sdo necessarios para avaliar a
capacidade de membranas amnidticas descontaminadas com dioxido de
cloro e descelularizada de incorporar células em sua estrutura.

Esse estudo demonstrou também que a utilizagdo de protocolos de
descelularizacdo em concentracées menores diminui o dano estrutural ao
amnio, e propicia um processo de descelularizacdo sem que ocorra perda da

membrana basal.
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Com os cuidados na captacdo e no processamento das membranas,
bem como a selecdo rigorosa das doadoras, ha uma reducdo natural da
carga microbiana. Além disso, o dioxido de cloro em baixas concentracdes
possui o efeito de desinfeccdo e, portanto, somente ha necessidade de se
estabelecer um método adequado de esterilizacdo. Todo esse processo
permite a criacdo de uma membrana amnidtica segura e estéril e, a0 mesmo
tempo, compativel ao cultivo de células humanas.

Com o cultivo das células musculares satélites, observou-se que o0s
padrdes de distribuicdo celular na membrana foram normais, como ilustrado
nas imagens de microscopia optica. As células cultivadas apresentaram
formas alongadas, tipicas de células satélites, e atingiram confluéncia em 7
dias (Figura 21b). Sabe-se que a morfologia celular é influenciada pela
confluéncia ou densidade de células e, embora seja medida qualitativa e
subjetiva, muitas informacgoes quantitativas podem ser extraidas pela analise
de imagem (1) (Figura 21).

Depois da semeadura dos mioblastos, praticamente todas as células
aderiram a membrana amniética, no qual se distribuiram completamente,
mostrando-se agrupados em determinadas regides, 0 que evidencia maior
densidade celular. Os resultados obtidos demonstraram que a MA nao €
citotoxica e suporta tanto a adesdo quanto a proliferacao e a viabilidade
celular. Recentemente, descobriu-se que o amnio tem a capacidade de
servir como suporte para o cultivo de células humanas. Nesse sentido, 0s
primeiros usos do amnio como base ao cultivo celular ocorreram no campo
oftalmoldgico (72).

Em 2008, Wilshaw et al. demonstraram que o amnio, decelularizado e
esterilizado pela exposicado ao acido paraceético, era biocompativel a adeséo
e a proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos humanos (77).

Em 2009, experimentos de Yang et al. comprovaram que o uso de
membranas amnidticas criopreservadas servindo como suporte ao cultivo
celular tanto de queratindcitos como de fibroblastos sem a presenca de
matrizes colagenas. Primeiramente, as membranas eram desepitelizadas e,

sobre o lado epitelial foram cultivados os queratinécitos. Apos trés dias, o
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amnio era posicionado com a porgcdo estromal voltada ao fundo de um
frasco, onde fibroblastos humanos eram cultivados. Essas células migraram
para o amnio e formavam um novo tipo de equivalente cutaneo (78).
Pesquisas interdisciplinares sdo necessarias, para explorar a
versatilidade e a potencialidade da membrana amnidtica como material
biomédico, para fazer deste biomaterial um candidato com maiores

beneficios para a medicina moderna e engenharia de tecidos.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados dos experimentos propostos, podemos chegar

as seguintes conclusoes:

1 A exposicdo de membranas amnidticas em solucdo de
dioxido de cloro estabilizado para descontaminacao foi efetiva.
2 Obteve-se completa desepitelizacdo com manutencdo da
integridade das estruturas da matriz apos exposicdo das MAs ao
protocolo proposto.
3 O grupo de membranas descontaminadas com dioxido de
cloro apresentou menor reacdo inflamatéria e menor area de
tecido cicatricial, do que as membranas que utilizaram o protocolo
convencional com antibidticos.
4 As MAs descontaminadas e descelularizadas segundo
protocolo proposto, promoveu a proliferacdo e adesdo celular em

sua superficie.
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LIMITACOES DO TRABALHO

As limitacdes deste estudo foram a impossibilidade de realizar uma
analise das moléculas expressas na matriz ap0s a utilizagcdo do protocolo
proposto e a caracterizagdo por imunofenotipagem as células cultivadas
sobre a matriz.

No entanto, estas limitacées ndo constituiram impedimento para
validar os resultados do estudo efectuado e as conclusdes que se retiraram

a partir da analise dos mesmos.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Cultivar sobre a membrana amniética com diversos tipos celulares,
para fins biomédicos,transferindo a metodologia da descelularizacao

e descontaminacéo para escala industrial.
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9. ANEXOS

9.1 CARTAS DE APROVACAO DOS COMITES
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Curitiba, 31 de agosto de 2011.

Julio Cesar Francisco
Pesquisador Responsavel

Prezado Senhor,

Comunicamos que as pendéncia solicitadas por este Comité referente ao projeto de
pesquisa intitulado Desenvolvimento de Biomaterial a partir de Matriz Amniética
Humana, registro no CEP 0948-11, foram avaliadas em reunido plendria em 29 de
agosto de 2011, chegou-se ao seguinte parecer: foi aprovado, mas por se tratar de
um novo procedimento o mesmo sera encaminhado para Comisséo Nacional
De Etica em Pesquisa - CONEP.

Atenciosamente;

Lol ot
Prof. Dr. Luiz Antonio Munhoz da Cunha
Coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa de Seres Humanos - HPP

ASSOCIACAO HOSPITALAR DE PROTEGCAO A INFANCIA DR, RAUL CARNEIRO
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a Desembargador Motta, 1070 « Curitiba . PR . Brasil ® CEP B0.250-060  tel.: + 554 33 1010 * fax {1 3225229 * info@hpr
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Universidade Federal do Parana

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos realizando uma pesquisa com titulo DESENVOLVIMENTO DE
BIOMATERIAL A PARTIR DE MATRIZ AMNIOTICA HUMANA que terd como
objetivo maior analisar se este tecido pode ser utilizado como biomaterial para corre¢do
de varias anomalias ¢ em corregdes cirlirgicas como o caso de pacientes com
queimaduras severas dentre outras. Esta pesquisa se restringe a etapas “in vitro ¢ in
vivo" com animais de laboratorio posteriormente. Utilizando a membrana amniotica
retirada da placenta apos o nascimento do seu filho, antes de ser descartado no lixo
hospitalar. A membrana amni6tica ¢ a “pele” que recobre toda a parte interna' da
placenta, e é responsavel pela formagdo do liquido que protege o seu filho dentro do
utero. Portanto, esta membrana, como ¢ parte da placenta sera desligada de seu filho
com o corte do corddo umbilical.

A sua autorizagdo para utilizar a placenta, podera beneficiar muitas criangas com
cardiopatia congénita que morrem durante o periodo de tratamento.

O pesquisar responsavel ¢ o Dr. Julio Cesar Francisco, Farmacéutico,
pesquisador da Pontificia Universidade Catolica do Parana e doutorando da
Universidade Federal do Parana, sob orientagdo da Prof*. Dra. Katherine Athayde
Teixeira de Carvalho.

A sua participagdo é voluntaria e vocé ndo sofrera qualquer punigdo ou perda
caso venha desistir de participar da pesquisa. A sua identidade ficarda guardado
confidencialmente, sendo exposto por meio de codigo nas publicagdes.

A pesquisa esta sendo realizado com a ajuda da Universidade Federal do Parana

¢ vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro pela participagdo na pesquisa.
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9.2 ESPECIFICAGCOES TECNICAS DOS KITS PARA
MICROBIOLOGICO.




