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RESUMO 

 

Introdução: Extensas perdas cutâneas, consequentes a traumas ou 

operações, apresentam grande incidência de complicações. Várias 

terapêuticas podem ser úteis, visto que essas afecções requerem tratamentos 

intervencionistas, onerosos, com inúmeras internações e preparos para 

enxertias. Objetivo: Avaliar o uso da membrana amniótica (MA), fresca e 

preservada em glicerina a 98%, como curativo biológico em extensas perdas 

cutâneas induzidas no dorso de ratas, observando-se, à macroscopia, a 

redução da área cruenta e, histologicamente, as fases inflamatória, de 

granulação e fibroplasia. Métodos: Estudaram-se 56 ratas submetidas à 

indução de feridas em seu dorso e aleatoriamente distribuídas em quatro 

grupos: Cont, Col, MF e MP. O grupo Cont não recebeu qualquer tratamento, 

ficando a ferida exposta e seca. O grupo Col recebeu tratamento exposto diário 

com colagenase. O grupo MF recebeu a membrana amniótica fresca uma única 

vez, permanecendo exposto, sem curativos e o grupo MP recebeu a membrana 

amniótica preservada uma única vez, permanecendo exposto, sem curativos 

diários.  Cada grupo continha 14 animais, sendo sete de cada grupo biopsiados 

nos sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas, e os demais 

avaliados macroscopicamente, no primeiro dia, 13° e 27° dias após a indução 

das feridas. Resultados: À macroscopia, no 13° dia, as áreas cruentas foram 

significativamente maiores nos grupos Cont e MF e no 27° dia as áreas 

cruentas no grupo MF foram significativamente maiores que aquelas 

observadas nos grupos Cont e MP. À microscopia a reação inflamatória, o 

tecido de granulação, a reação de células gigantes a corpo estranho, e a 

fibroplasia organizada não mostraram diferença significativa entre os grupos 

em nenhuma fase cicatricial. A fibroplasia jovem mostrou diferença entre os 

grupos Col e MP no sexto dia, e a presença de áreas de necrose foi maior no 

grupo MP no sexto dia quando comparada com os outros grupos. Conclusões: 

A MAF desencadeou um menor fechamento das áreas cruentas, comparada 

aos outros grupos.  A MAF e MAP, não alteraram significativamente as fases 

cicatriciais inflamatória, de granulação e fibroplasia organizada. A MAP 

manteve o processo de angiogênese presente até no 20° dia. 



 

Descritores: Membrana amniótica. Inflamação. Curativo biológico. Ferida 

aberta.  Cicatrização de feridas. 



 

ABSTRACT 

 

Introduction: Extensive skin losses following trauma or surgery are often prone 

to complications. Several treatments can be useful because these conditions 

often require costly and invasive treatments with a number of hospitalizations 

and preparations for grafts. Objective: To assess the use of amniotic 

membrane (AM), both fresh and preserved in glycerin 98%, as a biological 

bandage for extensive skin loss induced on the back of rats, observing the 

contraction of the bleeding areas macroscopically and the scarring (in the 

inflammatory, granulation, and fibroplasia stages) histologically. Methods: Fifty-

six rats were submitted to wound induction on their backs and randomly 

distributed into four groups: Cont, Col, FM and PM. Group Cont did not receive 

any treatment, and the wound was left dry and exposed. Group Col received 

daily exposed treatment with collagenase. Group FM received the fresh 

amniotic membrane, whereas group PM received the preserved amniotic 

membrane, both groups remaining exposed without daily bandages. Each 

group contained fourteen animals, and seven of each group was biopsied on 

the 6th, 13th, 20th, and 27th days after wound induction, and the remainder 

were assessed macroscopically on the 1st, 13th, and 27th day. Results: 

Macroscopically, on the 13th day, there was a significant difference between the 

injury areas of groups Cont and FM. On the 27th day, the injury area of group 

FM was significantly larger than in groups Cont and PM. Microscopically, there 

was no significant difference regarding inflammatory reaction, granulation 

tissue, giant cell reaction to foreign body, and fibroplasia between any of the 

groups in any of the scarring stages. Early fibroplasia was different between 

groups Col and PM, and there were larger necrotic areas in the PM group on 

the 6th day. Conclusions: FAM triggered a minor closure of raw areas, 

compared to the other groups. FAM and PAM did not significantly alter the 

inflammatory healing phases, granulation and organized fibroplasia. The PAM 

remained the process of angiogenesis even at the present day 20. 

 

Keywords: Amniotic membrane. Inflammation. Open wound. Biological 
dressing.  Healing wound. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

O interesse por tratamentos às injúrias cutâneas, na tentativa de seus reparos, 

vem evoluindo desde a antiguidade, onde os curativos sempre foram 

relevantes e a sua utilização foi extremamente empregada em feridas tanto nas 

mais simples quanto nas mais complexas1,2. 

Feridas podem ser definidas como descontinuidades agudas ou crônicas de 

quaisquer partes moles do corpo, com ou sem prejuízos de suas funções 

básicas, e causadas por fatores externos e ou internos. Classificam-se de 

acordo com sua etiologia, complexidade e tempo de existência3. De acordo 

com Smaniotto, (2010)3, Ferreira e cols.,  definiram critérios para classificar as 

feridas complexas separando-as das simples. Fazem parte do grupo das 

complexas as com extensas perdas cutâneas, que ocorrem em consequência 

de traumas, operações  com grandes ressecções tumorais e desbridamentos. 

Geralmente, requerem um tempo cicatricial prolongado, com riscos de 

complicações e em sua maioria, demandam internações frequentes, com 

preparo para posteriores enxertias de pele ou confecções de retalhos, 

acarretando um impacto negativo sobre o equilíbrio psíquico, social e 

econômico dos pacientes1,2,3. Esses tratamentos frequentemente evoluem para 

uma cicatriz inestética e pouco funcional. 

Na tentativa de diminuir o tempo de cicatrização das feridas, vem-se utilizando 

diversos materiais para suas coberturas buscando manter o ambiente propício 

a uma reparação tissular mais rápida, com pouca ou nenhuma sequela. Muitas 

coberturas utilizadas apresentam contraindicações para alguns tipos de feridas. 

O filme de poliuretano não deve ser utilizado em feridas infectadas ou 

exsudativas; o hidrocolóide é contraindicado em feridas exsudativas, bem como 

o hidrogel em feridas infectadas; o carvão ativado e o alginato de cálcio não 

são recomendados em feridas secas ou com crostas e a colagenase, embora 

seja um desbridante químico, é pouco efetiva em grandes áreas necróticas; os 

sais de prata não devem ser usados em quem tem hipersensibilidade à prata e 

a papaína é contra indicada em feridas limpas e secas1,3,4. 
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Uma cobertura que altere o microambiente do leito de uma ferida complexa, 

estimulando sinalizadores endógenos da cicatrização, é chamada de “cobertura 

inteligente” 3. Ainda de acordo com Smaniotto (2010)3, Fan e cols.,  classificam 

os curativos em:  

- coberturas passivas: curativo aderente, o filme transparente, o 

hidrogel, o hidrocolóide e o alginato de cálcio. 

- coberturas com princípios ativos: curativos de papaína, colagenase. 

- coberturas inteligentes: curativos com carvão ativado com prata, 

espuma com prata, placa de prata. 

- coberturas biológicas: matriz de colágeno, matriz de celulose, pele 

alógena.   

A cobertura ideal deveria conter as seguintes características: aderir bem ao 

ferimento, resistir aos movimentos articulares, não ser citotóxica nem incluir 

partículas, manter a umidade fisiológica da ferida, remover o excesso de 

exsudado, permitir a troca gasosa e o isolamento térmico, proporcionar defesa 

contra as infecções, necessitar de menos observação, e ainda, ser de fácil 

disponibilidade, fácil manuseio e baixo custo1,4.Não existem evidências que 

mostrem um melhor produto ou aquele que possa ser utilizado durante todo o 

processo de cicatrização, principalmente nas feridas com extensas perdas 

cutâneas, com exposição fáscio-muscular e até ósseas, que exigem uma 

cobertura com finalidades práticas e funcionais. 

A cicatrização é a tentativa do organismo de reparar a área lesada4-7 e é um 

evento complexo de reações e interações entre células e mediadores 

bioquímicos3,5-7. Pode ocorrer de três formas: por primeira, por segunda e por 

terceira intenção1,6.De modo geral, uma ferida com extensa perda cutânea 

cicatriza-se por segunda ou terceira intenção, em um processo mais demorado 

e suscetível a complicações, com necessidade de enxertia de pele ou 

confecções de retalhos.  

Os aspectos celulares de uma cicatrização ocorrem em três fases distintas, 

porém interligadas: 
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- A primeira fase, a inflamatória, inicia-se imediatamente após a lesão e 

pode durar seis dias. Inclui a hemostasia, com a formação do trombo 

fibrinoso com a migração das plaquetas, células endoteliais, 

polimorfonucleares como neutrófilos e monócitos que vão se 

transformar em macrófagos, além de vários outros mediadores 

químicos5-8 . 

- A segunda fase, a proliferativa, compreende a granulação e a 

reepitelização, que se iniciam algumas horas após a lesão. O 

fibrinogênio do exsudado inflamatório transforma-se em fibrina, 

formando uma rede onde os fibroblastos se multiplicam e ocorre uma 

intensa proliferação vascular. É o tecido de granulação. A proliferação 

epitelial ocorre de maneira centrípeta, das bordas para o centro da 

ferida, por estimulação mitogênica e quimiotática dos queratinócitos, 

pelo fator transformador de crescimento α (TGF-α) e fator de 

crescimento epitelial (EGF). Começam a se apresentar os 

miofibroblastos, uma célula que confere capacidade contrátil à ferida, 

reduzindo a área cruenta e facilitando a reepitelização5-8. 

- A terceira fase, de maturação ou remodelagem, é a responsável por 

conferir ao tecido cicatricial aspecto próximo ao do tecido normal. Os 

fibroblastos se transformam em miofibroblastos com características 

funcionais similares às células do músculo liso, promovendo a 

contração da ferida. A maioria dos vasos, fibroblastos e células 

inflamatórias desaparece do local da ferida, mediante processos de 

emigração, apoptose ou outros mecanismos desconhecidos de morte 

celular. Isso leva à formação da cicatriz com reduzido número de 

células5-8. As principais citocinas dessa fase são: fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), interleucina1 (IL1), fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), 

fator de crescimento epitelial (EGF) e fator transformador de 

crescimento β (TGF-β)9-12.  Nesta etapa surgem as primeiras fibras de 

colágeno tipo I, que vão se depositando para formar o tecido 

cicatricial. Alguns eosinófilos aparecem nesta fase final, e acredita-se 

estarem relacionados com a produção de fatores de crescimento. O 
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processo de remodelagem envolve etapas sucessivas de produção, 

digestão e orientação das fibras de colágeno. A princípio, esta 

deposição é feita de maneira aleatória e as primeiras fibras que são 

quebradas pela colagenase são ressintetizadas e arranjadas de 

acordo com a organização das fibras do tecido conjuntivo adjacente. 

Ao final desta fase, os anexos da pele sofrem regeneração limitada e 

a coloração da cicatriz permanece pálida, pois a regeneração dos 

melanócitos é deficiente5,7,8. Clinicamente, a cicatriz torna-se menos 

espessa e mais esbranquiçada, com 70% a 80% de sua força de 

tensão inicial. Ocorre a reorganização da matriz extracelular, que de 

provisória se torna definitiva. 

A intensidade fenotípica das cicatrizes reflete a intensidade dos fenômenos que 

aí ocorreram5,7,8. Vários tipos de curativos e técnicas de tratamentos tentam 

controlar ou diminuir a intensidade destes fenômenos na tentativa de obtenção 

de uma cicatriz o mais natural e funcional possível. 

De acordo com Porter (2007)11, a diminuição da área cruenta é uma 

necessidade da ferida na tentativa de reduzir o tempo de cura da lesão. Inicia-

se três a quatro dias após a injúria, com a migração dos fibroblastos, atingindo 

seu pico máximo em 14 dias11-13, com a predominância dos miofibroblastos e 

progredindo lentamente de 0,60mm a 0,75mm por dia, cessando em torno de 

quatro meses a seis meses. 

Os fibroblastos são essenciais na diminuição da área cruenta da ferida e 

sintetizam fibronectinas, que são segregadas para a matriz extracelular como 

fibrilas insolúveis, que mantém as células ligadas à matriz. Na superfície das 

células estas fibrilas estão sob tensão e alongadas. A migração dos 

fibroblastos na matriz extracelular é influenciada pelo fator transformador de 

crescimento β1 (TGFβ1), que vai iniciar a transformação de uma nova matriz 

rica em colágeno. Este colágeno é predominantemente extracelular e acredita-

se que esteja relacionado com os níveis de vitamina C no organismo11. A 

contração no processo cicatricial de uma ferida se dá das bordas para o centro 

(centrípeta) e do leito da ferida para suas margens (da profundidade para a 

superfície)9, no intuito de reduzir a área cruenta.  
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Os fibroblastos, células envolvidas neste processo, se diferenciam em 

miofibroblastos na matriz extracelular, sob a ação da alfa-actina do músculo 

liso (αSMA: alfa-smooth muscle actin). Descrito por Sharpe e Martin (2013)9 

este processo inicial depende de três fatores primários: adesão dos fibroblastos 

à matriz extracelular via integração com células receptoras; estimulação do 

TGFβ1 e tensão mecânica da ferida. Porter (2007)11 descreveu que a tensão 

mecânica na ferida se dá pela força gerada pelas células da parte central da 

ferida, no tecido de granulação. Há a presença de colágeno tipo I na matriz 

extracelular nessa fase10 e outros estudos relataram que o uso de antagonistas 

do TGFβ e inibidores do αSMA para diminuir a contração cicatricial11,12. 

Estudos in vitro sugerem que o fator de crescimento de fibroblastos básico 

(bFGF), estimula a apoptose seletiva de miofibroblastos, mas não de 

fibroblastos. 

Porter (2007)11 relatou duas teorias para a redução das áreas cruentas das 

feridas. A primeira, a teoria do miofibroblasto, onde os fibroblastos adquirem 

características de fibras musculares lisas, ricos em microfilamentos de actina 

(fibras de estresse) que, juntamente com a expressão de αSMA, contraem a 

ferida. Estes miofibroblastos se uniriam por meio de junções desmossômicas 

célula a célula e célula à matriz (fibronexus), tracionando o colágeno tipo I e III 

em direção as células, reduzindo o tecido de granulação e mantendo a área 

contraída. Os miofibroblastos sofrem então apoptose e a ferida se fecha. A 

rapidez com que os fibroblastos mudam de fenótipo depende do grau de 

tensão mecânica local e forças que resistem à contração.  A segunda teoria, a 

do fibroblasto, pressupõe que vários fibroblastos exerceriam uma força de 

tração em todo o centro da matriz, reorganizando e compactando as fibras de 

colágeno, causando a contração da ferida.    

Rhett e cols.(2008)12 descreveram que os TGFβs são secretados pelas 

plaquetas, fibroblastos e macrófagos desde o início do processo cicatricial e in 

vitro, são estimulados pelos queratinócitos, mas os TGFβ1 induzem a 

diferenciação dos miofibroblastos e estão em quantidade diminuída no tecido 

fetal se comparado com o do adulto, ao contrário de TGFβ3, que está elevado. 

Acreditam ser este um dos fatores de redução cicatricial no feto. Tratamentos 

com neutralizadores endógenos de TGFβ1 e TGFβ2 (efeito do fator de 
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crescimento hepático - HGF) e estimuladores de TGFβ3 são propostos  a 

redução da contração cicatricial, embora ainda segundo os mesmos autores,  

existem estudos que comprovaram o contrário. O gene Smad3 é outro 

mediador do TGFβ1, pesquisado como provável opção para diminuir a 

contração cicatricial. O estradiol também tem sido sugerido por seus efeitos de 

diminuir o TGFβ1. 

 

Outro mecanismo de diminuição das áreas cruentas das feridas se relaciona 

com os fatores de crescimento polipeptídeos assim como os TGFβs, que são 

secretados no leito das feridas, reduzindo sua área inicial. Diferentes tipos de 

genes de conexão são expressos: Cx26, Cx30, Cx31 e Cx43 e estão presentes 

nas camadas epidérmica e dérmica da pele. Eventuais interligações entre 

genes de conexão com TGFβs, carecem de estudos12. Inibidores de peptídeos 

reduzem a zona de oclusão1, localizada no leito da ferida, reduzindo sua 

contração. 

 

Ainda de acordo com Rhett e cols. (2008)12, além de produtos e substâncias 

que tentam reduzir os valores de TGFβs e os conectores, o uso de ácido 

hialurônico (muito presente no feto), HGF, fibromoduladores, inibidores de 

matriz metaloproteases (MMPs), pro-colágeno C proteinase e dipeptidil 

peptidase IV, tem sido mencionados como prováveis redutores da contração 

cicatricial. 

Vários métodos de tratamentos tem sido introduzidos com o objetivo de 

melhorar a cicatrização de feridas complexas. Dentre esses tratamentos, a 

membrana amniótica (MA) foi testada em vários estudos como cobertura capaz 

de melhorar a cicatrização após queimaduras14-17, úlceras18,19, lesões 

oculares20-22, com bons resultados. Não há ainda na literatura estudos 

avaliando seu uso em feridas com grandes perdas de substância em relação 

ao melhor resultado cicatricial com menor contração final da área cruenta da 

ferida. 
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A membrana amniótica ou âmnio recobre toda a placenta em sua face fetal. 

Sua estrutura histológica varia desde a concepção até o momento do parto, 

sendo resistente, lisa, brilhante, flexível e delgada23-25.  

Vários autores descreveram as camadas da membrana amniótica e suas 

características20,26,27, mas de acordo com Matthews (1982)25 as camadas da 

MA foram descritas por  Bourne, em número de cinco. A mais interna, em 

contato com o líquido amniótico, é formada de uma monocamada de células 

epiteliais cubóides, não adesiva, rica em citoquinas imunomoduladoras e 

fatores de crescimento epitelial26. Ela se une mediante interdigitações à 

segunda camada, a basal, fina e resistente, formada basicamente por fibras 

reticulares, colágeno tipo IV e laminina. Aderida a esta segunda camada, a 

terceira, a mesenquimal ou estromal é totalmente avascular, e é dividida em 

três outras camadas: camada compacta de colágeno (compact collagenous 

layer), a camada de fibroblastos (fibroblastic layer) e uma última camada, a 

esponjosa (sponge layer)19,26,28,29 (Figura 1). 

 

 

                 FIGURA 1- Desenho esquemático da descrição das camadas da  
                 membrana amniótica descritas por Bourne. 
                 Fonte: MATTHEWS RN. e cols., 1982 

25
. 
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A face epitelial, também chamada de apical, contém inúmeras microvilosidades 

e numerosas vesículas dentro do citoplasma das células epiteliais, abundantes 

organelas como complexo Golgi e retículo endoplasmático. Seu núcleo tem 

configuração irregular e os nucléolos são frequentemente grandes e 

homogêneos, sugerindo atividade nuclear27-30. Esta estrutura sugere que este 

epitélio funcione, além de estrutura comum, como um secretor de novas células 

epiteliais e meio onde ocorre intenso transporte inter e transcelular27-30. Esta 

membrana origina-se precocemente do embrião a partir do epiblasto 

(ectoderma fetal) e encontra-se aderida ao córion, mas ambos podem ser 

separados facilmente por dissecção romba.  

A MA não tem músculo liso, nervos ou vasos linfáticos e sanguíneos20,25,31. A 

face em que a membrana amniótica é implantada sobre a lesão reflete sua 

capacidade como um curativo biológico: se utilizada sua face epitelial, funciona 

como um suporte biológico e quando usada sua parte estromal funciona como 

um enxerto32,33. Ninknejad e cols. (2013)26 supõem uma ação angiogênica em 

sua face estromal devida à capacidade de induzir proliferação endotelial e pela 

ação anti-angiogênica de sua face epitelial. 

A MA tem importância crescente por suas características, como baixa 

antigenicidade, capacidade de diminuir o exsudado local e aderências, acelerar 

a reepitelização, reduzir a dor local e ainda agir como substrato para o 

crescimento de tecidos20-22,34-37. De acordo com alguns trabalhos, essas 

propriedades permaneceriam mesmo após sua preservação em glicerol38-41. 

Outra característica que alguns estudos mostraram, é que a MA poderia 

diminuir a contração da cicatriz em sua fase de maturação, tornando a área 

final com características macroscópicas mais semelhantes à da pele 

local20,30,36. A MA assemelha-se ao tecido fetal com a mesma origem 

embrionária, mantendo suas características, tanto fresca quanto preservada, 

além de uma plasticidade e a presença de efeitos imunomoduladores42-51.  

Por suas características, é possível que a MA possa ser utilizada como curativo 

biológico, reduzindo o tempo de cicatrização e ou complicações de feridas 

extensas, atuando de forma a permitir um reparo mais fisiológico da ferida, com 

melhores resultados estéticos e funcionais na aparência final da cicatriz. 
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2- OBJETIVOS 

 

Avaliar a membrana amniótica fresca e preservada como curativo biológico, na 

cicatrização de feridas cutâneas com perdas de substância, em ratas.  
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Comitê de Ética 

Trabalho aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), protocolo nº 140-2010, em 

reunião no dia 25 de agosto de 2010 (Anexo A).  

Os termos de consentimento do Comitê de Ética da UFMG, e de consentimento 

da paciente para obtenção da MA estão expostos nos Anexos B e C. 

3.2. Material e Métodos 

3.2.1. Animais utilizados e cuidados dispensados 

Foram utilizados 56 ratos da raça wistar, fêmeas, adultas jovens, peso médio 

de 197,8g (195,0g a 256,0g), fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto 

de Ciências Biológicas da UFMG. Todos os animais passaram por um período 

de aclimatação de sete dias, sob temperatura controlada, umidade e ciclo de 

luz ambiente. No momento da admissão no Biotério da Faculdade de Medicina 

da UFMG, foram avaliados clinicamente, pesados e distribuídos aleatoriamente 

nos seguintes grupos: Cont (controle), Col (colagenase), MF (membrana 

amniótica fresca) e MP (membrana amniótica preservada).Em sete animais de 

cada grupo foram realizadas biópsias seriadas, e nos sete animais restantes de 

cada grupo fez-se a avaliação macroscópica. 

Os 56 animais foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo água e ração 

padrão (Presence  Alimentação Animal®) à vontade, durante todo o período da 

experimentação (Figura 2). 
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FIGURA 2- Acomodação de 42 animais do estudo, em estantes com gaiolas 
individuais na sala de pequenos animais do Biotério da Faculdade de 
Medicinada da UFMG. 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

3.2.2. Cálculo do tamanho da amostra 

O cálculo do tamanho da amostra foi realizado através do endereço eletrônico   

www.lee.dante.br considerando-se desvio padrão da média para as feridas 

iniciais de 0,47cm2, com diferença a ser detectada de 0,80 cm2, nível de 

significância de 5%, poder do teste de 85% e teste de hipótese bicaudal. Foi 

então definido o tamanho da amostra em n=6. 

3.2.3. Registro fotográfico 

As fotografias deste estudo foram registradas com máquina fotográfica  D7000 

da Nikon com sensor CMOS formato DX de 16,2 MP, disparo contínuo de 6 

qps e Full HD (1080p) com foco automático contínuo.  Utilizou-se iluminação 

flash para todas elas, mesmo diante de luz natural. Foram obtidas a uma 

distância de 50 centímetros (objeto-máquina), em ângulos variados. 

3.3. Desenho do experimento 

Grupo Cont (n=14), controle. Os animais foram submetidos à ferida dorsal, 

tratada seca e exposta. 

http://www.lee.dante.br/
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Grupo Col (n=14), tratados com colagenase. Os animais foram submetidos à 

ferida dorsal e tratados com uso diário de colagenase. 

Grupo MF (n=14), tratados com membrana amniótica fresca. Os animais foram 

submetidos à ferida dorsal e tratados com aplicação única de MAF, expostos. 

Grupo MP (n=14), tratados com membrana amniótica preservada. Os animais 

submetidos à ferida dorsal e tratados com aplicação única de MAP, expostos. 

Para observação microscópica, sete animais dos grupos Cont, Col, MF e MP, 

foram avaliados histologicamente nos sexto, 13°, 20° e 27° dias. A avaliação 

macroscópicas foi feita em outros sete animais de cada um dos grupos Cont, 

Col, MF e MP, por meio da avaliação das áreas cruentas no primeiro, 13° e27° 

dias após a indução das feridas.  

3.4. Indução das feridas 

O procedimento cirúrgico para indução das feridas foi realizado sob anestesia 

(sedação) com solução de cloridrato de quetamina (50mg/Kg) associada a 

cloridrato de xilazina (8 mg/Kg), aplicadas por via intramuscular no quarto 

posterior  direito de cada animal, com o objetivo de promover a sedação52. 

Após confirmação do plano anestésico, pela observação do reflexo coclear 

negativo, ataxia, reflexos voluntários negativos52, fez-se o corte dos pelos no 

dorso dos animais, em uma extensão de 5cmx5cm, primeiramente com 

tesoura, seguida da depilação com lâmina. Após a antissepsia com solução 

aquosa de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) a 10%, procedeu-se a  excisão de 

2cmx2cm de pele e subcutâneo no dorso dos animais, com exposição do plano 

da fáscia muscular a aproximadamente 3cm abaixo das bordas internas das 

escápulas, indo em direção à região pélvica (Figura 3A e B). Para analgesia, 

todos os animais receberam injeção de cloridrato de nalbufina na dose de 

3mg/kg/dia (12/12 horas) nas primeiras 48 horas  após indução das feridas. 
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FIGURA 3- Animais após sedação. A: depilação do dorso do animal com lâmina, após tonsura 
com tesoura e marcação da área de 2cmx2cm. B: exposição do plano da fáscia muscular após 
excisão de toda pele e subcutâneo. 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

3.5. Obtenção, preparo e preservação da membrana amniótica 

O uso da MA humana, foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) 

da Universidade Federal de Minas Gerais e pelo Comitê de Ética Hospitalar 

(Anexo B), e após consentimento livre e esclarecido da paciente (Anexo C) 

DPS, 33 anos, adulta, durante procedimento de cesariana eletiva, após 

prenhez a termo de 39 semanas. A paciente apresentava sorologia VDRL 

negativa, HIV negativa e provas de função hepática sem alterações, assim 

como ausência de Doença de Chagas. Em condições estéreis, obteve-se uma 

MA, que foi isolada das demais membranas fetais. Foi lavada em bandeja 

esterilizada contendo solução salina a 0,9%, em quantidade suficiente para 

encobri-la, com o objetivo de removerem-se os coágulos. Esta solução salina 

foi trocada em um total de nove vezes, até que a MA se apresentasse limpa. 

Em seguida, ela foi imersa em 500 ml de solução salina tamponada (SST), ph 

7,2 e contendo cloreto de sódio 0,15 mM /mL e fosfato de potássio 6,5 mM /mL 

(solução tampão PBS® - Laborclin LTDA. Pinhais, Brasil).  A membrana foi 

deixada nessa solução tampão por 1 hora e, em seguida, cortada em 

fragmentos de aproximadamente 5cmx5cm (Figura 4A e B) que foram 

estendidos separadamente sobre papel filtro de nitrocelulose, cor branca, 

esterilizado, com poros de 0,2 micron de espessura e diâmetro de 6cm 

(Hybond - ECL®, Amersham Pharmacia Biotech, Buckhinghamshire, 

Inglaterra).  

 

A B 
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FIGURA 4- Membrana amniótica. A: mantida mergulhada em solução tampão por 1 hora. 
B: membrana amniótica sendo estirada para corte em fragmentos de aproximadamente  
5cmx5cm.  
Fonte: Arquivo pessoal 

 

 

As faces estromais das membranas ficaram em contato com o papel. Em 

seguida, elas foram imersas em frascos de plásticos esterilizados, de boca 

larga, contendo 10mL de glicerina a 98% como meio de estocagem, e mantidas 

sob refrigeração de 8° C até a data de sua utilização, que ocorreu 34 dias após 

o seu preparo e conservação (Figura 5A e B). 

 

 

 

FIGURA 5- Membrana amniótica.  A: fixada em papel de nitrocelulose. B: papel de 
nitrocelulose com a MA colocados em um frasco de boca larga, contendo 10mL  glicerina a  
98%. 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

 

A B 

A B 
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3.6. Tratamentos instituídos 

3.6.1. Tratamento do grupo controle:  Cont 

Os 14 animais do grupo Cont   foram mantidos em suas gaiolas individuais sem 

que suas lesões fossem limpas diariamente. Desses, sete animais foram 

avaliados nos sexto, 13º, 20º e 27º dias após a indução das feridas, que foram 

fotografadas e após a limpeza com solução salina a 0,9%, realizada biópsia de 

suas feridas. Os outros sete animais do grupo, foram fotografados e suas 

feridas permaneceram expostas e secas, sem gazes, oclusões ou qualquer 

intervenção local. 

3.6.2. Tratamento com desbridamento químico no grupo Col 

Os 14 animais do grupo Col foram mantidos em gaiolas individuais e 

receberam aplicação tópica diária em suas feridas, pela manhã, de 1,2 UI de 

colagenase clostridiopeptidase A e 0,24 UI de suas proteases por grama de 

pomada, sem limpeza prévia, que permaneceram expostas, sem gazes ou 

oclusões secundárias. Metade dos animais do grupo foi avaliada, fotografada e 

biopsiada nos sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas. As feridas 

dos demais sete animais desse grupo foram fotografadas e medidas no dia da 

indução da ferida, no 13°e no 27º dias (Figura 6).  

 

 

 

FIGURA 6- Ferida exposta, com aplicação da 
pomada de colagenase, antes da 
homogeneização do produto na ferida. 
Fonte: Arquivo pessoal 
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3.6.3. Tratamento com membrana amniótica fresca no grupo MF 

Os 14 animais do grupo MF foram mantidos em gaiolas individuais. A indução 

das feridas foi feita 1 hora após a membrana amniótica fresca ser preparada. 

Após o coleta e separação da MA das membranas fetais, ela foi retirada da 

solução tampão e cortada em fragmentos de 5cmx5cm e com o auxílio de uma 

lente de aumento frontal 6x, eles foram colocados sobre as feridas dos animais 

previamente limpas com solução salina a 0,9%. Foram colocados com suas 

faces estromais em contato com a área cruenta e bordas ultrapassando cerca 

de 3mm os limites das feridas. Foram fixados à pele íntegra com pontos 

separados de mononylon 6.0. Em seguida, com auxílio de gazes, as feridas 

foram secas e retiradas pequenas bolhas de ar entre elas e a MA, para melhor 

aderência entre as superfícies. Nos sexto, 13º, 20º e 27º dias após a indução 

das feridas, em metade dos animais, as feridas foram limpas com solução 

salina a 0,9%, observadas, fotografadas e realizadas biópsias. As feridas dos 

sete animais restantes do grupo MF foram observadas, fotografadas e medidas 

no dia da indução das feridas e nos 13° e 27° dias. Não houve a troca da 

membrana amniótica e nem curativos diários, ficando as feridas expostas 

somente com a aplicação única de MAF (Figura 7A e B).  

 

 

 

 

FIGURA 7- Ferida: A: recebendo a aplicação única de MAF. B: MAF fixada à ferida com pontos 
de nylon 6.0. 
Fonte: Arquivo pessoal 
 

 

A B 
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3.6.4.  Tratamento com membrana amniótica preservada no grupo MP 

Após 34 dias do preparo e preservação da MA, os 14 animais do grupo MP 

foram submetidos à confecção das feridas e, em seguida, receberam os 

fragmentos de MA, preservados e fixados em papel de nitrocelulose. A MA 

preservada, foi retirada do refrigerador 30 minutos antes de sua utilização e 

colocada em imersão por 10 minutos em cuba estéril para reidratação em 

solução salina a 0,9% em volume suficiente para cobrir todo o papel, avaliando-

se o sucesso da reidratação pela modificação da aparência do papel, que de 

translúcido passa a leitoso. Depois, com o auxílio de uma lente de aumento 

frontal 6x, elas foram separadas do papel e colocadas sobre as feridas 

previamente limpas com solução salina a 0,9%, com suas bordas 

ultrapassando cerca de 3mm os limites das feridas. A face estromal da MA foi 

colocada em contato com a área cruenta da lesão e a membrana foi fixada à 

pele íntegra com pontos separados de mononylon 6.0. Em seguida, com auxílio 

de gazes, as feridas foram secas e retiradas pequenas bolhas de ar entre elas 

e as MAs, para melhor aderência entre as superfícies. Desses 14 animais, sete 

tiveram suas feridas observadas, fotografadas e retiradas biópsias nos sexto, 

13º, 20º e 27º dias após a indução das feridas. Nos outros sete animais, as 

feridas foram observadas, fotografadas e medidas no dia da sua indução, nos 

13° e 27° dias. As feridas não foram limpas diariamente e permaneceram 

expostas, somente com a aplicação única da MAP (Figura 8A e B). 

 

 

 

 

FIGURA 8- Ferida: A: recebendo a aplicação única de MAP retirada do papel de 
nitrocelulose. B: MAP sendo fixada à ferida com pontos de nylon 6.0. 
Fonte: Arquivo pessoal 

A B 
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3.7. Obtenção de amostras das feridas 
 

Em sete animais de cada grupo nos sexto, 13º, 20º e 27º dias após a indução 

das feridas fez-se a avaliação macroscópica para observação de infecção e/ou 

secreção local, sinais de necrose e edema ou outras alterações locais. 

No sexto dia após a indução das feridas, os animais foram posicionados em 

decúbito ventral, em campo estéril e anestesiados com solução de cloridrato de 

quetamina (50mg/Kg) associada a cloridrato de xilazina (8 mg/Kg)52, aplicadas 

por via intramuscular no quarto posterior  direito de cada animal, observando-

se os cuidados relativos  ao jejum hídrico de duas horas e alimentar de oito 

horas52. Foi feita biópsia da ferida, por excisão em elipse no quadrante superior 

direito, interessando a área lesada e parte da pele adjacente, após limpeza 

com solução salina a 0,9%. A área biopsiada foi suturada com pontos simples 

de mononylon 6.0 e os fragmentos de tecido colocados em frascos com formol 

a 10%, identificados e enviados para o laboratório de histologia. 

Nos 13º, 20º e 27º dias após a indução das feridas, foi feito o mesmo 

procedimento descrito anteriormente, nos quatro grupos, exceto pelo local de 

onde foram retirados os fragmentos de tecido, que foram: no 13º dia, no 

quadrante inferior direito; no 20º dia, no quadrante inferior esquerdo e no 27º 

dia, no quadrante superior esquerdo (Figura 9). 

 

 

 

FIGURA 9- Área de demarcação em quadrantes da ferida, 
para a retirada da peça para biópsia: parte da ferida e parte 
da pele sadia. 
Fonte: Arquivo pessoal 
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Nos fragmentos de tecido retirados, foram avaliados: infiltrado inflamatório, 

angiogênese  e  fibroplasia. Avaliou-se também as células presentes na reação 

inflamatória, a reação de células gigantes a corpo estranho e a presença de 

necrose tecidual. 

Nos outros sete animais de cada grupo não se fizeram biópsias seriadas das 

feridas, cujas bordas foram delineadas em filmes de acetato para as medidas 

das áreas cruentas, além de serem fotografadas e avaliadas 

macroscopicamente para observação de infecção e/ou secreção local, sinais 

de necrose e edema ou outras alterações locais (Figura 10A e B).  

 

 

 

FIGURA 10- A e B: delineamento das áreas das feridas, em filme de acetato  
Fonte: Arquivo pessoal 

 

3.7.1. Avaliação macroscópica 

Após a indução das feridas em seu dorso, os 28 animais não submetidos à 

biópsia seriada, dos grupos Cont, Col, MF e MP, foram fotografados e tiveram 

as bordas de suas feridas delineadas, nos primeiro, 13˚ e 27˚ dias, em filme de 

acetato, com caneta para retro projetor, ponta fina, 1,0mm, cor preta, para 

comparação entre os grupos da medida final da área cruenta da ferida (Figura 

10A e B e Figura11). 

 

A 
B 
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FIGURA 11- Desenhos das áreas nos primeiro, 13° e 27° dias: Verde: áreas cruentas das 
feridas dos animais do grupo Cont. Azul: áreas cruentas das feridas dos animais do grupo 
Col. Lilás: áreas cruentas das feridas dos animais do grupo MF.  Vermelho: áreas cruentas 
das feridas dos animais do grupo MP. 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

 

Os cálculos das figuras planas, irregulares, foram determinados por meio do 

traçado de segmentos de retas suficientemente curtas de forma a acompanhar 

as irregularidades das bordas das figuras, transformando-as de figuras 

irregulares a figuras o mais regular possível, diminuindo a possibilidade de 

erros nas medidas das áreas. Desta forma a figura irregular foi convertida em 



 39 

um polígono multifacetado e assim pode-se determinar o seu perímetro. Estas 

áreas foram determinadas usando-se o programa AUTOCAD Versão 2009. 

3.7.2. Avaliação microscópica 

Os fragmentos biopsiados nos 28 animais dos grupos Cont, Col, MF e MP, nos 

sexto, 13º, 20º e 27º dias, foram fixados em formol a 10% e encaminhados 

para processamento por desidratação com álcool, diafanização em xilol e 

inclusão em parafina. Os blocos foram cortados em micrótomo com cortes de 

4micrômetros a 6micrômetros de espessura e submetidos à coloração com 

Hematoxilina e Eosina (HE) e as últimas amostras retiradas foram também 

submetidas a coloração de Gomori para avaliação do colágeno. 

Esta avaliação foi subjetiva, baseada unicamente na experiência de um único e 

mesmo observador que desconhecia de qual grupo eram as amostras. Foram 

avaliadas segundo os parâmetros descritos abaixo (Apêndices A e B):  

1- Infiltrado inflamatório, classificado como ausente (quando ausente ou 

discreto) e presente (quando moderado ou acentuado), de acordo com a 

presença de mais ou de menos células. 

2- Angiogênese: observada pela presença do tecido de granulação que 

analisou a abundância de brotos vasculares e quantidade de fibroblastos e 

classificada como ausente (quando ausente ou discreta) e presente (quando 

moderada ou acentuada). 

3- Reação de células gigantes a corpo estranho, caracterizada por células com 

núcleo desorientado, às vezes até com corpo estranho fagocitado. Essa reação 

foi classificada como ausente (quando ausente ou discreta) e presente, 

(quando moderada ou acentuada). 

4- Necrose  tecidual caracterizada por homogeneização do citoplasma, células 

com núcleos picnóticos e cariorrexe, classificada também como ausente 

(ausente ou discreta) e presente (moderada ou acentuada). 
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5- Fibrose composta de fibras jovens, caracterizada pela presença de 

fibroblastos com núcleos maiores e sem colágeno, classificadas como ausente 

(ausente ou discreta) e presente (moderada ou acentuada). 

6- Fibrose composta de fibras antigas, caracterizada por fibroblastos de 

núcleos pequenos e maior número de fibras de colágeno, classificada como 

ausente (ausente ou discreta) e presente (moderada ou acentuada).  

 

3.8. Destinação dos animais ao término do estudo 

Todos os animais, após a retirada do fragmento de biópsia no 27º dia, foram 

mortos com solução de cloridrato de quetamina (200mg/Kg) associada a 

cloridrato de xilazina (30 mg/Kg), aplicadas por via intramuscular no quarto 

posterior  direito de cada animal, estando eles anestesiados anteriormente, 

segundo os  parâmetros  de eutanásia citados por Oliveira, Alves e Rezende 

(2003)53, recomendados pela Directate General XI da Comissão das 

Comunidades Europeias: rapidez +2 (velocidade com que se obtém a morte 

dos animais, classificada em +2; +1 e -1);  nível de experiência 0 (exigência de 

conhecimentos técnicos e científicos nos níveis -3; -2; -1 e 0); eficácia +2 (êxito 

de resultados após a aplicação da técnica, nos níveis +2; +1 e -1); segurança 

para o operador +1 (segurança durante a execução classificada em +2; +1 e -

1) e valorização estética +2 (aceitabilidade para o operador e terceiros, nos 

níveis +2; +1 e -1). 

 

3.9. Análise estatística 

A comparação das áreas cruentas das feridas foi feita por meio do teste de 

ANOVA, considerando-se significativas diferenças para p≤0,05. Na presença 

de significância, utilizou-se o teste de comparações múltiplas (Bonferroni) para 

cada tempo e medidas das áreas cruentas.  
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À microscopia, avaliaram-se os achados intergrupos, na evolução entre os 

sexto e 27° dias, utilizando-se o software R - Teste Exato de Fisher, com nível 

de significância considerado de 5% (p≤0,05).   
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4-RESULTADOS 

O animal 2 do grupo MF foi excluído do estudo por ter morrido logo após a 

indução anestésica no sexto dia após a colocação da MA. 

4.1. Medidas macroscópicas das feridas (áreas cruentas) 

As médias das medidas das áreas cruentas das feridas, estão especificadas na 

Tabela 1 e Gráficos 1,2,3, e 4. O grupo MF sofreu uma diminuição menor das 

áreas cruentas de suas feridas quando comparado aos outros grupos. O grupo 

Cont foi o que sofreu maior redução das áreas cruentas das feridas.   

As médias iniciais das áreas cruentas das feridas, em cm2, nos quatro grupos, 

foram de 6,894 ± 0,428 no grupo Cont, 6,958 ± 0,497 no grupo Col, 6,474 ± 

0,427 no grupo MF e 6,902 ± 0,512 no grupo MP. Não houve diferença 

significativa entre os grupos na medida inicial (p=0,219) (Tabela 1 e Gráfico 1). 

 

 

 

 

TABELA 1- Médias das medidas por aproximação, em cm
2
, das áreas cruentas no dia da 

indução das feridas,13° e 27° dias em ratas wistar não tratadas: controle (Cont) ou tratadas 
com colagenase (Col), membrana amniótica fresca (MF) e membrana amniótica preservada 
(MP). 

GRUPO INDUÇÃO 13° DIA 27° DIA 

Cont 6,9 0,7 0,4 

Col 7,0 0,9 0,6 

MF 6,5 1,3 0,8 

MP 6,9 0,9 0,5 
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GRÁFICO 1- Médias das medidas das áreas cruentas das feridas no dia de suas  induções (0), 
em dorso de ratas wistar não tratadas controle: Cont0;tratadas com colagenase: Col0; tratadas 
com membrana amniótica fresca: MF0 e  membrana amniótica preservada: MP0.Sem diferença 
significativa entre os grupos. 
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  0: medidas obtidas no tempo zero, no dia da indução das feridas. 

 

 

 

 

Após 13 dias da indução das feridas e início dos tratamentos, as áreas das 

feridas foram de 0,651 ± 0,212 no grupo Cont, 0,891 ± 0,182 no grupo Col, 

1,294 ± 0,170 no grupo MF e 0,913 ± 0,454 no grupo MP. Houve diferença 

significativa quando comparadas as áreas das feridas dos animais do grupo MF 

e aqueles do grupo Cont (p=0,001), como pode ser visto na Tabela 1 e Gráfico 

2. 
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   GRÁFICO 2- Médias das medidas das áreas cruentas das feridas induzidas em dorso de 
    ratas wistar no 13° dia (1) nos grupos não tratadas: controle (Cont1), ou tratadas com 
    colagenase (Col1), membrana amniótica fresca (MF1) ou membrana amniótica preservada  
    (MP1). Diferença significativa entre os grupos Cont e MF, com p=0,001. 
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    1: medidas obtidas no tempo 1, no 13° dia  após a indução das feridas. 

 

 

 

 

 

Ao final do período de observação, aos 27 dias, as áreas das feridas, em cm2, 

foram 0,410 ± 0,132 no grupo Cont, 0,609 ± 0,173 nos animais do grupo Col, 

0,779 ± 0,141 no grupo MF e 0,488 ± 0,252 no grupo MP. Houve diferenças 

significativas entre os grupos MF e Cont (p=0,005), e entre os grupos MF e MP 

(p=0,035), como demonstrado na Tabela 1 e Gráfico3. 
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GRÁFICO 3- Médias das medidas das áreas cruentas das feridas induzidas em dorso de 
ratas wistar no 27° dia (2) e pertencentes aos grupos não tratadas controle (Cont2), tratadas 
com colagenase (Col2), tratadas com membrana amniótica fresca (MF2) ou membrana 
amniótica preservada (MP2). Diferença significativa entre os grupos Cont e MF, com p=0,005 
e entre os grupos MF e MP, com p=0,035. 
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2: medidas obtidas  no tempo 2, no 27° dia após a indução das feridas. 

 

 

 

 

4.2. Microscopia dos grupos Cont, Col, MF e MP, nos sexto, 13°, 20° e 27° 

dias 

 

4.2.1. Infiltrado inflamatório 

 

O infiltrado inflamatório no sexto dia esteve presente em quatro (57%) animais 

de cada grupo Col, MF e MP. No 13° dia, manteve-se presente em quatro 

(57%) animais do grupo Cont, três (43%) em cada um dos grupos Col e MF e 

dois (29%) no grupo MP. No 27° dia, manteve-se  ausente em todos os grupos. 
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Não houve diferença significativa entre nenhum dos grupos nesta fase 

cicatricial (Tabela 2 e Apêndice B).  

 

 

TABELA 2- Número e porcentagem de ratas wistar que apresentou infiltrado inflamatório nos 
sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas em seu dorso e tratamentos: controle 
(Cont); colagenase (Col); membrana amniótica fresca (MF) e membrana amniótica preservada 
(MP). 

DIAS                   6                    13                    20                       27 

GRUPOS  
    n         % 

 
   n          % 

 
   n          % 

 
   n             % 

Cont     1   14    4    57    3    43    0      0 
Col     4   57    3    43    2    29    1     14 
MF     4   57    3    50    1    17    0      0  
MP     4   57    2    29    1    14    1     14 

 

 

4.2.2. Tecido de granulação 

 

O tecido de granulação esteve presente na maioria dos animais dos quatro 

grupos nos sexto e 13°dias. Foi evoluindo para ausente (poucos animais) nos 

grupos Cont, Col e MF no 20° dia, embora em seis (86%) animais do grupo MP 

tenha permanecido presente. Ficou predominantemente ausente no 27° dia em 

todos os grupos. Não houve diferença significativa com relação ao tecido de 

granulação entre nenhum dos grupos, em nenhuma fase cicatricial (Tabela 3 e 

e Apêndice B). 

 

 

TABELA 3- Número e porcentagem de ratas wistar que apresentou tecido de granulação nos 
sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas em seu dorso e tratamentos: controle 
(Cont); colagenase (Col); membrana amniótica fresca (MF) e membrana amniótica preservada 
(MP). 

DIAS                 6                      13                     20                      27 

GRUPOS     

  n            %    n           %    n         %    n           % 

Cont   7   100    4    57    3 43    2   29 
Col   7   100    5    71    3 43    2   29 
MF   5    71    5    83    3 50    0    0 
MP   7   100    7   100    6 86    0    0 
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4.2.3. Reação de células gigantes a corpo estranho 

 

A reação de células gigantes à presença de corpo estranho predominou 

ausente em todos os grupos durante todo o processo cicatricial, embora tenha 

estado presente em dois (29%) animais do grupo Col nos 13° e 20° dias e em 

um (14%) animal do grupo MP nos 20° e 27° dias. Também nestes dados, não 

houve diferença significativa entre os grupos em nenhuma fase cicatricial 

(Tabela 4 e Apêndice B). 

 

 

 

TABELA 4- Número e porcentagem de ratas wistar que apresentou reação de células gigantes 
a corpo estranho, nos sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas em seu dorso e 
tratamentos: controle (Cont); colagenase (Col); membrana amniótica fresca (MF) e membrana 
amniótica preservada (MP). 

DIAS                 6                      13                       20                    27 

GRUPOS  
n             % 

 
   n         % 

  

   n          %  n          % 

Cont 0    0   0   0    0     0    2   29 
Col 0    0   2  29    2    29    1   14 
MF 0              0   0   0    0     0    0    0 
MP 0    0   0   0    1    14    1   14 

 

 

 

 

4.2.4. Necrose 

 

A presença de tecido necrótico ocorreu em todos os grupos no sexto dia, mas 

predominou (100%) nos animais do grupo MP. Esteve ausente na maioria dos 

animais dos quatro grupos nos 13°, 20° e 27° dias. Houve diferença 

significativa entre os grupos Cont e MP, com p = 0,014, no sexto dia (Tabela 5 

e Apêndice B). 
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TABELA 5- Número e porcentagem de ratas wistar que apresentou necrose nos sexto, 13°, 
20° e 27° dias após a indução das feridas em seu dorso e tratamentos: controle (Cont); 
colagenase (Col); membrana amniótica fresca (MF) e membrana amniótica preservada (MP). 
 ⃰ Diferença significativa entre os grupos Cont e MP, no sexto dia, com p = 0,014. 

DIAS                6                      13                    20                     27 

GRUPOS   
n 

 
% 

 
n 

 
% 

 
n 

 
% n % 

Cont 1* 14 2 29 1 14 1 14 
Col 4 57 0 0 0 0 0 0 
MF 3 43 0 0 0 0 0 0 
MP 7* 100 1 14 0 0 0 0 

 

 
 

 

4.2.5. Fibroplasia jovem 

 

A presença da fibroplasia jovem, formada por fibras jovens de colágeno e 

presença de mais fibroblastos, esteve presente em cinco (71%) animais do 

grupo Col e quatro (57%) do grupo MF, no sexto dia.  Houve diferença 

significativa entre os grupos Col e MP (predominou 100% ausente neste 

segundo grupo), com p=0,016, no sexto dia. No 13° dia, estava presente em 

cinco (83%) animais do grupo MF, quatro (57%) do grupo Col, três (43%) do 

grupo Cont e dois (29%) do grupo MP. Foi tornando-se progressivamente 

ausente em todos os grupos nos 20° e 27° dias (Tabela 6 e Apêndice B). 

 

 

TABELA 6- Número e porcentagem de ratas wistar que apresentou fibroplasia jovem nos 

sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas em seu dorso e tratamentos: controle 

(Cont); colagenase (Col); membrana amniótica fresca (MF) e membrana amniótica preservada 

(MP). ⃰ Diferença significativa entre os grupos Col e MP no sexto dia, com p = 0,016. 

DIAS                  6                     13                      20                     27 

GRUPOS     

 
   n          % 

 
  n           % 

 
   n           % 

 
   n          % 

Cont   1   14   3   43    3    43    0    0 
Col   5*   71   4   57    4    57    2   29 
MF   4   57   5   83    3    50    0    0 
MP   0*    0   2   29    2    29    0     0 
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4.2.6. Fibroplasia antiga ou organizada 

 

A fibroplasia antiga, caracterizada por fibras de colágeno mais maduras e 

poucos fibroblastos, predominou ausente em todos os grupos no sexto dia, 

com exceção da presença em um (14%) animal do grupo MF. No 13° dia, 

estava presente em dois(29%) animais de cada um dos grupos Cont, Col e MF. 

No 20° dia, predominou ausente no grupo MP e presente nos grupos Cont, Col 

e MF. No 27° dia, predominou a fibroplasia antiga nos animais de todos os 

grupos. Não houve diferença significativa em nenhuma fase cicatricial com 

relação à fibroplasia antiga (Tabela 7 e Apêndice B). 

 

 

 

TABELA 7- Número e porcentagem de ratas wistar que apresentou fibroplasia organizada nos 
sexto, 13°, 20° e 27° dias após a indução das feridas em seu dorso e tratamentos: controle 
(Cont); colagenase (Col); membrana amniótica fresca (MF) e membrana amniótica preservada 
(MP). 

DIAS                   6                    13                       20                    27 

GRUPOS  
 
  n           % 

 
 
   n          % 

 
 
   n           % 

 
 
  n             % 

Cont   0    0    2   29   4    57   7   100 
Col   0    0    2   29   3    43   6    86 
MF   1   14    2   33   2    33   6   100 
MP   0    0    0    0   0     0   7   100 
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5-DISCUSSÃO 

 

Quando a pele tem sua integridade alterada, chama-se a isto de ferida, e o 

organismo inicia sua reparação imediatamente após o dano1-5. Essas feridas 

são causadas por fatores externos como efeitos químicos, físicos, térmicos, 

radioativos e fatores internos como doenças concomitantes. Várias são as 

classificações das feridas: agudas ou crônicas; superficiais ou profundas; 

simples ou complexas.  De um modo geral, a ferida crônica ou com grande 

perda cutânea, tende a cicatrizar por segunda ou terceira intenção, em um 

processo mais lento e susceptível de complicações, com um tratamento mais 

difícil e oneroso1,2,13,54. 

As perdas cutâneas extensas, classificadas como feridas complexas3, 

atualmente estão mais frequentes em função dos traumas por acidentes ou 

operações  com grandes ressecções de tumores ou desbridamentos. Pacientes 

com extensa perda cutânea sofrem um longo período de preparo, tanto 

hospitalizados quanto a nível ambulatorial, aguardando a fase de granulação 

da ferida para colocação do enxerto, ou ainda confecção de retalhos, 

envolvendo gastos hospitalares e individuais, acompanhados do afastamento 

das atividades sociais e profissionais1,2,7,8. 

O homem vem buscando por meio de diferentes tipos de coberturas uma cura 

mais rápida e eficaz na recuperação da área lesada. As coberturas biológicas, 

como matriz de colágeno, com colágeno bovino ou suíno descelularizado com 

celulose oxidada, agrega sinalizadores que coordenam a ativação de fatores de 

crescimento endógenos, mas muitas estão ainda em estudos1-4. Os de matriz 

de celulose, como a membrana de celulose produzida por Acinetobacter  

xylinum, desidratada e acrescida de poros artificialmente, mantém a umidade 

da ferida, a ativação de fatores de crescimento, mas é contra indicada em 

feridas muito exsudativas e infectadas. A pele alógena, de pele humana 

descelularizada, é um substituto temporário da pele humana e tem sua 

limitação nos bancos de tecidos em nosso meio1,3,4. Vários outros tipos de 

curativos tem surgido, com as mais variadas propostas como a busca por 
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novos curativos com membranas biológicas como peritônio, pericárdio, tendão, 

cartilagem, membrana amniótica e membranas biológicas sintéticas como o 

látex55, mas ainda não se produziu um curativo que cumprisse as necessidades 

de todas as fases da cicatrização. 

Novas pesquisas buscam desenvolver tecnologias mais simples, baratas e 

igualmente eficientes, objetivo pelo qual se tem procurado usar tanto a MAF 

quanto MAP, como curativo biológico. 

Em 1890, Ivanova publicou sobre o uso de pele fetal em queimados20. Em 

1910, Davis injetou fragmentos de saco amniótico em feridas abertas20. Em 

1913, Stern e Sabella utilizaram a MA no tratamento de feridas e queimaduras, 

onde observaram a ausência de infecção, com redução da dor e aumento na 

velocidade de reepitelização20,22,30,36.De Rotth em 1940 iniciou o uso da MA em 

defeitos conjuntivais e em 1955 Kim e Tseng reintroduziram o uso da MA no 

tratamento de lesões oculares, onde é mais utilizada e pesquisada na 

atualidade34. 

A MA é uma estrutura resistente, lisa, brilhante, flexível e delgada, que recobre 

a placenta em sua face fetal. Origina-se no embrião a partir do epiblasto 

(ectoderma fetal) e encontra-se aderida ao córion de onde pode ser facilmente 

separada por dissecção romba20,30.Suas características como a baixa 

antigenicidade, ação antimicrobiana, capacidade de diminuir o exsudado e 

aderências, acelerar a reepitelização20,22,30,36, agir como substrato para o 

crescimento de tecidos37, a tornam um produto de especial atenção. Outra 

característica citada na literatura foi a de diminuir a contração da cicatriz, 

tornando a área final com características macroscópicas mais semelhantes à 

pele local20,30,36. 

Uma das propostas do presente estudo foi verificar a possibilidade do uso da 

MA para diminuir a redução da área cruenta cicatricial. No dia da indução das 

feridas e início de cada tratamento, foi feito a primeira medição das áreas 

cruentas em metade dos animais  nos grupos Cont, Col, MF e MP. Como era 

de se esperar, não houve diferença significativa entre elas, uma vez que foram 

feitas com aproximadamente 2cmx2cm cada. 
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No 13° dia, as áreas cruentas das feridas do grupo MF mantiveram-se maiores 

em relação às áreas do grupo Cont. No 27° dia, houve também uma diferença 

entre os grupos MF e Cont, e ainda entre os grupos MF e MP. Sabe-se que um 

dos processos que atuam na redução da área cruenta de uma ferida é o 

mecânico. Estaria nesse processo a presença de uma ação mecânica da MAF, 

mantendo os fibroblastos e miofibroblastos do leito da ferida com menor 

distensibilidade e movimentação mantendo a área cruenta da ferida maior? 

Embora esses dados estejam presentes neste estudo, não são suficientes para 

se concordar com alguns trabalhos na literatura, que descreveram a MA com 

uma característica de diminuir a redução da área cruenta da ferida30,36, uma 

vez que não se tive como pesquisar a presença de fatores de crescimento, 

número de fibroblastos e miofibroblastos ou ainda de genes de conexão da 

zona de oclusão 1, que são fatores ligados à contração cicatricial.  

Na literatura nenhum estudo especifica se esta diminuição de redução das 

áreas cruentas das feridas ocorre com a membrana fresca ou ainda se com ela 

preservada, e de que maneira chegou-se a esta conclusão. Acredita-se serem 

necessários mais estudos, principalmente histológicos, avaliando células 

envolvidas neste processo, como os miofibroblastos, fatores de crescimento e 

genes de conexão.  

O uso da rata fêmea como animal experimental foi em função de sua fácil 

disponibilidade, manuseio, hospedagem, podendo ser usado em quantidade 

maior. Esse estudo questiona o uso desse modelo experimental nesta pesquisa 

específica, já que a pele dos ratos além de um subcutâneo muito fino tem um 

processo cicatricial mais rápido que o da pele humana, sendo provavelmente 

um dos fatores que atuariam em nossos resultados.  

 A opção neste estudo, em se usar como grupo controle, aquele com exposição 

seca das feridas, foi  para que se tivesse um grupo sem qualquer interferência 

medicamentosa. A escolha de um grupo, com o uso da colagenase teve como 

objetivo, contar com um segundo grupo controle, que usasse uma medicação 

tópica de amplo uso, fácil acesso e preço mais acessível.  
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Embora em Buenos Aires, desde 2001 a resolução 187 da INCUCAI, de 19 de 

novembro56 tenha normatizado o uso da  MA, no Brasil se tem certa dificuldade 

na obtenção da mesma, com a necessidade de aprovação prévia do Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital e uma autorização de conhecimento e 

consentimento da paciente para a obtenção da MA, que é desprezada no lixo 

hospitalar após o parto.  

O bom resultado obtido em vários estudos com a MA nos mais variados tipos 

de tratamentos30,35,36,57, foi o constante incentivo para se fazer  este estudo, 

levando-se em conta que na atualidade, além do resultado funcional das 

cicatrizes, é desejável que elas sejam o mais próximo possíveis em aparência 

de uma  pele normal. 

Neste estudo, utilizou-se a membrana amniótica fresca e preservada, com sua 

face estromal em contato com a área cruenta da ferida, funcionando como um 

enxerto. Observou-se na literatura unanimidade entre os autores tanto na forma 

de isolamento das membranas fetais (membrana amniótica e córion), mas 

também grande variabilidade de técnicas no preparo (quantidades e diferentes 

medicamentos)30-32,36 e preservação da membrana amniótica (meio utilizado e 

temperatura adequada)30-32,36, assim como no tempo de uso após a sua 

obtenção e preparo (de 2 horas a 12 meses)30-32,36.  

As membranas amnióticas preservadas foram mantidas sob refrigeração de 

8°C até a data de sua utilização, que ocorreu 34 dias após o seu preparo e 

conservação. Há consenso de que tanto a criopreservação quanto a glicerina 

em altas concentrações mantém a maioria de suas características, algumas 

com poucas alterações30,38,40,41, embora em nenhum trabalho foram mostradas 

quais as alterações encontradas. 

Nesta pesquisa não se evidenciou a redução do infiltrado inflamatório com o 

uso da MAF e MAP (grupos MF, MP) quando comparadas ao  grupo controle 

(Cont) e da colagenase (Col). Acredita-se que a manutenção do infiltrado 

inflamatório pode estar relacionada ao meio seco no grupo Cont e à presença 

do glicerol utilizado como conservante da  MA, causando provavelmente um 

grau de desidratação inadequado na MA41, no grupo MP. É possível que no 
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grupo Col, tal achado tenha ocorrido pelo fato de a colagenase, agindo com 

suas enzimas proteolíticas, aumentaria a quantidade de material amorfo na 

lesão, prolongando o infiltrado inflamatório. 

O tecido de granulação presente no grupo MP, no sexto dia, permanecendo até 

o 20° dia, acredita-se estar relacionado ao fato de a MA, manter o meio da 

ferida mais úmido diminuindo a perda do exsudado, favorecendo a migração 

celular e com isso acelerando a neovascularização, falando a favor de autores 

como Ninknejad (2013)26, Rosato e cols. (1992)57 e Subrahmanyam (1995)58, 

que citam o aumento deste tecido estimulado por substâncias ainda 

desconhecidas, presentes na MA, mas contradizendo outros autores como Del 

Campo (2002)30  e Martim e cols. (2001)59 que descreveram que a MA reduziria 

a neovascularização.  

Por ser semelhante ao tecido fetal, com a mesma origem embrionária, a MA 

apresenta ainda a plasticidade e a presença de efeitos inunomoduladores49-51 e 

baixa antigenicidade devido à ausência de alguns antígenos de superfície nas 

células epiteliais amnióticas (antígenos de leucócitos humanos tipos A,B,C e D 

- HLAA, HLAB, HLAC e HLAD)20,31,46,60-62. Este estudo usou MA humana em 

ratas, ou seja, animais de espécies diferentes. Mesmo com características 

antigênicas, isto poderia ser um dos fatores que explicaria as alterações 

histológicas como o predomínio de células mononucleares, a presença 

acentuada da necrose ou ainda o retardo na fase de fibroplasia? 

A literatura não apresenta informação conclusiva sobre o que ocorre com a 

membrana amniótica implantada. Alguns autores não a observaram à 

macroscopia nem à microscopia depois do término do estudo57,58.Outros 

descreveram sua perfeita integração ao tecido autóctone36,alguns sua 

eliminação45 e outros sua dissolução ou reabsorção59e ainda sua remoção 

mecânica36.  Houve ausência de células gigantes à presença de corpo estranho 

nos quatro grupos, nos sexto, 13°, 20° e 27° dias. Nos dois animais dos grupos 

Col e Cont e um do grupo MP nos 20° e 27° dias, acredita-se estar relacionada 

a prováveis células desidratadas presentes na lesão seca exposta e pela 

própria MA apresentar pequenos fragmentos, que seriam fagocitados, assim 

como a ação enzimática da colagenase degradando o colágeno e o material 
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amorfo, o que aumentaria a necessidade de fagocitose local pelas células 

gigantes, embora à histologia, não tenha sido possível a verificação desse 

processo, uma vez que não se teve como confirmar qual era o material amorfo 

fagocitado, presente no interior das células gigantes.  

Achados no presente estudo de diferença significativa da presença de necrose 

entre os grupos MP e Cont, acredita-se estar relacionada também com o meio 

de preservação que se utilizou o glicerol a 98%, que provavelmente agindo 

como um desidratante ainda presente na MAP agiria como um irritante das 

células das feridas funcionando como um dos fatores que aumentaria a 

necrose local41. Esta mesma desidratação provocaria a diminuição de umidade 

local como outro fator, que dificultando o movimento e crescimento das células 

na área cicatricial, acelerasse a necrose celular. Acredita-se que mais estudos 

sejam necessários para se chegar a um meio de preservação mais adequado, 

que mantenha as características físicas e histológicas do material preservado. 

 A fase da fibroplasia jovem foi significativamente diferente entre os grupos MP 

e Col, no sexto dia, e manteve-se presente nestes grupos, até o 20° dia, em 

concordância com a manutenção da angiogênese, ou seja, entende-se que  

uma angiogênese mais prolongada provavelmente irá também prolongar a 

fibroplasia jovem, levando a fibroplasia organizada a ser detectada em mais 

animais somente a partir do 27° dia.  

Embora o presente estudo não tenha confirmado, alguns autores sugerem que 

a MA apresenta características inatas, como sua ação antibacteriana20,28,31,33,46;  

por conter citocinas  como o interferon31,60,61;  lisozina, transferina e  

progesterona60;  imunoglobulina 7S e globulinas B1c/B1a presentes no líquido 

amniótico60;  da epitelização mais rápida20,30,36,46,57; pelo seu elevado número 

de fatores de crescimento (fator de crescimento epitelial – EGF; fator de 

crescimento de queratinócitos - KGF; fator de crescimento hepático – HGF; 

fator de crescimento dos fibroblastos; FGF; fator transformador de crescimento 

- TGF-α, TGF-β1, TGF-β2)20,26,28,31,46; ação anti-inflamatória, por conter grande 

quantidade de substâncias inibidoras dos mediadores da inflamação, como as 

proteases; e redução da formação de cicatriz retrátil, provavelmente por atuar 

como uma barreira mecânica ante a formação de fibrose28,29,30,31,60-62. 
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Outras prováveis ações são o aumento do índice de apoptoses das células 

inflamatórias31,32; redução de apoptose das células epiteliais; redução do 

exsudado local, por sua boa aderência à ferida 28,30,32,61,62,  além da redução do 

número de aderências entre as estruturas neurais e peritoneais62,63. Por estas 

propriedades, é  utilizada como substrato in vitro para cultura de vários tipos de 

células17,22,31,  além de ter aparente efeito antiálgico, impedindo a exposição de 

feixes nervosos21,32,63.  

Para o cálculo amostral para avaliação macroscópica, utilizou-se o endereço 

eletrônico  www.lee.dante.com,br, por meio do qual se chegou ao número de 

seis animais. Como não existe na literatura dados suficientes para se  inferir 

uma amostragem64 para as variáveis microscópicas, fez-se a opção de utilizar 

a amostragem não probabilística por conveniência, que é aquela 

frequentemente utilizada para a geração de ideias, em pesquisa exploratória, 

como base para a geração de uma nova hipótese e onde se aceita os riscos da 

imprecisão dos resultados do estudo. Chegou-se ao número de pelo menos 

seis animais por grupo, na tentativa, não de se inferir um resultado, mas de se  

usar os resultados obtidos para novas hipóteses64. 

É possível que a MA, tanto fresca quanto preservada, possa ser utilizada como 

curativo biológico, alterando o tempo de cicatrização em algumas de suas 

fases e provavelmente diminuindo a redução das áreas cruentas das feridas, 

resultando em uma cicatriz com melhor aspecto estético e funcional. O fato de 

a MP ter desencadeado maior angiogênese haveria a possibilidade de ela ser 

empregada para tal finalidade, como em feridas com menor aporte vascular? 

  

http://www.lee.dante.com,br/
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6- CONCLUSÕES 

A MAF desencadeou um menor fechamento das áreas cruentas quando 

comparada ao grupo controle. 

 A MAF e MAP, não alteraram significativamente as fases cicatriciais 

inflamatórias, de granulação e fibroplasia organizada. 

A MAP manteve o processo de angiogênese presente até no 20° dia. 
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8- ANEXOS E APÊNDICES 

Anexo A– Certificado de aprovação do CEUA 
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Anexo B – Termo de consentimento do Comitê de Ética Hospitalar 
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Anexo C- Termo de consentimento para obtenção da membrana amniótica 
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Apêndice A – Protocolo de avaliação da histologia 

 

DIAS        6 13  20 27 

Tecido de granulação Ausente     

Discreto     

Moderado     

Acentuado     

Infiltradoinflamatório Ausente     

Discreto     

Moderado     

Acentuado     

Reação de células 

gigantes  a corpo estranho 

Ausente     

Discreta     

Moderada     

Acentuada     

Necrose tecidual Ausente     

Discreta     

Moderada     

Acentuada     

Fibrose jovem Ausente     

Discreta     

Moderada     

Acentuada     

Fibrose antiga Ausente     

Discreta     

Moderada     

Acentuada     
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Apêndice B - Número de achados de parâmetros histológicos das feridas, com 
a soma dos achados: ausentes com discretos e moderados com acentuados. 
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a 0 0 0 0 0 2 0 0 1 3 1 2 1 1 0 0 1 4 1 4 0 3 0 1 4 5 3 5 5 6 6 7 

 d 0 0 2 0 2 1 0 0 3 3 3 1 1 2 1 1 

 m 1 7 2 7 3 5 0 7 2 4 2 5 3 5 1 7 3 3 1 3 3 3 0 6 2 2 2 2 0 0 0 0 
 A 6 5 2 7 2 3 2 6 0 2 0 6 0 0 0 0 

II a 0 6 0 3 0 3 0 3 0 3 0 4 0 3 0 5 1 4 1 5 0 5 0 6 2 7 4 6 4 6 3 6 
 d 6 3 3 3 3 4 3 5 3 4 5 6 5 2 2 3 

 m 1 1 3 4 3 4 2 4 3 4 3 3 2 3 1 2 3 3 2 2 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 
 A 0 1 1 2 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

C

G 

a 6 7 7 7 6 7 5 7 4 7 5 5 6 6 6 7 3 7 1 5 5 6 5 6 3 5 5 6 6 6 5 6 

 d 1 0 1 2 3 0 0 1 4 4 1 1 2 1 0 1 

 m 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 1 1 0 2 1 1 0 0 1 1 
 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 

C

II 

m 6  2  3  3  4  3  2  5  5  4  5  6  4  4  2  4  

 p 0  1  2  2  1  1  1  1  1  0  0  0  0  0  0  0  
 m 1  4  2  2  2  3  3  1  0  1  1  1  1  0  0  0  

N

C 

a 3 6 2 3 0 4 0 0 2 5 4 7 4 6 5 6 5 6 7 7 4 6 6 7 6 6 7 7 6 6 7 7 

 d 3 1 4 0 3 3 2 1 1 0 2 1 0 0 0 0 

 m 0 1 2 4 1 3 2 7 1 2 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
 A 1 2 2 5 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

F

J 

a 3 6 0 2 0 3 6 7 2 4 1 3 0 1 1 5 2 4 2 3 1 3 3 5 6 7 3 5 6 6 6 7 

 d 3 2 3 1 2 2 1 4 2 1 2 2 1 2 0 1 

 m 1 1 5 5 4 4 0 0 3 3 4 4 4 5 1 2 3 3 3 4 3 3 2 2 0 0 2 2 0 0 0 0 
 c 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 

F

A 

a 7 7 6 7 6 6 7 7 3 5 4 5 4 4 7 7 3 3 4 4 3 4 6 7 0 0 0 1 0 0 0 0 

 d 0 1 0 0 2 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 

 m 0 0 0 0 1 1 0 0 1 2 2 2 1 2 0 0 3 4 2 3 2 2 0 0 1 7 1 6 0 6 1 7 
 A 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 6 5 6 6 

 

TG = tecido de granulação    

II = infiltrado inflamatório        

CG = reação de células gigantes         

CII = células do infiltrado inflamatório     

NC = necrose                                 

FJ = fibrose jovem           

FA = fibrose antiga      

 A = ausente     d = discreta      m = moderada        A = acentuada            S = soma de a+d e soma de m+A 

Cont = controle                         

Col = colágenase    

MF = Membrana amniótica fresca        

MP = membrana amniótica preservada 

           = números considerados ausentes para efeito estatístico     

         

            = números considerados presentes para efeito estatístico    


