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RESUMO - Há muito tempo, procura-se uma alternativa para cobrir as feridas causadas por injúria térmica. Al-
guns autores consideram a membrana amniótica (MA) o elemento mais adequado para substituir a epiderme. 
O objetivo deste trabalho é utilizar a MA acelular como um substituto definitivo da derme em queimaduras. 
24 ratos Wistar foram submetidos a um processo de injúria térmica. Dividiram-se os animais em dois grupos: 
controle e experimental. No último, foi aplicada MA sobre a ferida. Semanalmente, realizou-se a análise pla-
nimétrica das áreas da injúria. No 26º dia foram coletados quatro segmentos da lesão para a avaliação histo-
lógica de dois tipos de colágeno. Foi encontrada diferença significativa entre as médias das 4 áreas (p<0,001) 
nos grupos A e B. Em relação à porcentagem de colágeno tipo I e III não houve diferença significativa entre 
os grupos (p=0,598). Não ocorreu diferença significativa com o uso da MA acelular.

DESCRITORES - Membrana Amniótica Humana, Membrana Amniótica Acelular, Queimaduras em Ratos.

INTRODUÇÃO

A pele, o maior órgão do corpo humano, é um 
dos melhores marcadores da saúde geral1,2. Constitui 
a primeira barreira de defesa contra a invasão do or-
ganismo por agentes bacterianos externos e possui 
propriedades bacteriostáticas e bactericidas3,4. Um 
paciente com grande superfície corporal queimada 
perde esta barreira natural, sendo as queimaduras 
portas abertas à infecção, às perdas de plasma, san-
gue, eletrólitos e líquidos, levando, muitas vezes, o 
paciente a óbito5. 

No Brasil, ocorrem aproximadamente um mi-
lhão de acidentes com queimaduras por ano. Des-
tes, 10% procuram atendimento hospitalar e cerca 
de 4% irão à óbito direta ou indiretamente decor-
rente de suas lesões6. 

Os curativos biológicos, xenoenxerto e homo-
enxerto, como a membrana amniótica7, além de li-
mitar o crescimento e a proliferação de bactérias, 

Trabalho realizado na Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUC-PR)
1 - Acadêmicas da Escola de Medicina da Pontifícia Universidade Católica do Paraná. 
2 - Professor Titular de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, Doutor em Cirurgia pela Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo, Mestre em Princípios de Cirurgia pelo Instituto de Pesquisas Médicas da Faculdade Evangélica do Paraná, 
Membro Especialista e Titular da SBCP.

Endereço: Betania Longo - Rua Lamenha Lins, 212 – Apto 301 – CEP 80.250-020 - Telefone: (41) 3501-0588 / Celular: (41) 9814-5550
Endereço eletrônico: betania_1301@hotmail.com

evitam o ressecamento, amenizam a água evapora-
da e a perda de calor pela ferida. Outras vantagens 
consistem em reduzir a exsudação de proteínas e a 
perda de hemácias pela superfície, atenuar a dor na 
ferida, facilitar a movimentação articular e promover 
a angiogênese tecidual, sem inibir a epitelização7,8. 
O uso desta cobertura temporária diminui a morbi-
dade e a mortalidade do paciente queimado7. 

Há muito tempo procura-se uma alternativa 
para cobrir as feridas causadas por queimadura. Em 
1913, Sabella, citado por Gruss, descreveu o trata-
mento de queimaduras utilizando a membrana am-
niótica9. 

Por ser formada pelo ectoderme do feto, a 
membrana amniótica é considerada por alguns au-
tores uma extensão da pele do bebê, sendo o ele-
mento mais adequado para substituir a epiderme 
perdida na injúria térmica10. 
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As vantagens do uso da membrana amniótica como 
curativo biológico para queimaduras são: disponibilida-
de sem custo; esterilização, armazenamento e aplicação 
simples; aliviar a dor; evitar a perda de fluído, proteína 
e energia; combater infecções, reduzindo o número de 
bactérias; diminuir a necessidade de enxertos; e pro-
mover a cura9-12. A membrana amniótica é elástica e 
facilmente manipulada10. Nas áreas em que é utilizada 
como curativo biológico, a pele que se forma é maleá-
vel, saudável, normal e sem cicatriz hipertrófica9. 

O sucesso da substituição definitiva da pele lesada 
em queimaduras de grandes extensões permanece um 
desafio no campo da cirurgia plástica. O auto-enxerto é 
considerado o substituto ideal por não apresentar rejei-
ção imunológica. Sua desvantagem é que, em pacien-
tes com grande superfície corporal queimada, as áreas 
doadoras são escassas. Além disso, atualmente, há um 
número crescente de grandes queimados, com mais de 
80% da sua superfície lesionada7. Continuam, ainda, as 
pesquisas em busca de biomateriais e cultivo de células 
que ofereçam substitutos definitivos com segurança e 
rapidez7.

O objetivo deste trabalho é utilizar a membrana 
amniótica, já conhecida como um curativo biológico, 
como um substituto definitivo da derme. Seu uso como 
membrana acelular para este fim ainda é desconheci-
do. Busca-se avaliar a formação de uma neoderme, de 
maneira a adquirir resultados comparáveis aos enxertos 
de pele total. 

METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratório de Técnica 
Operatória e Cirurgia Experimental da Pontifícia Uni-
versidade Católica do Paraná. Foram obedecidos aos 
Princípios Éticos na Experimentação Animal do Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA).

Para este experimento foram utilizados 24 ratos 
machos, da linhagem Wistar Rattus norvegicus albinus, 
Rodentia mammalia com idades entre 10 a 12 semanas 
e pesos variando de 340 a 400 gramas13,14 distribuídos 
em 2 grupos (controle e experimental) com 12 animais 
cada um. 

A membrana amniótica foi obtida de placentas 
cedidas por gestantes da Maternidade Victor Ferreira 
do Amaral (Curitiba, PR) após a assinatura de termo 
de consentimento livre e esclarecido. O processo de 
obtenção e tratamento da membrana amniótica está 
vinculado ao projeto de pesquisa aprovado pelo Co-
mitê de Ética em pesquisa em seres humanos do Hos-
pital Pequeno Príncipe (Curitiba, PR) sob protocolo nº 
427652, com parecer nº 0948-11. 

Em câmara com proteção do fluxo laminar, a 
membrana e o filtro foram lavados com soro fisiológi-
co estéril. Após a remoção dos resíduos remanescen-
tes, as membranas foram divididas em fragmentos. Os 
fragmentos foram suspensos em uma solução tampão-
-fosfato contendo dióxido de cloro estabilizado em 

solução aquosa (8%) na concentração de 100 ppm e 
mantidos sob agitação em temperatura ambiente por 
60 segundos. Em seguida, as membranas foram apostas 
em papel filtro, com a porção epitelial voltada para 
cima e recortadas em fragmentos de aproximadamente 
10x10cm2. 

A descelularização foi realizada com técnica assép-
tica em uma cabine de segurança biológica classe II 
BioSAFE (Veco®). Para esse processo, as membranas 
foram retiradas do meio (PBS) tampão fosfato pH 7.2 
(Gibco®) e tratadas com solução de SDS (duodecil sul-
fato de sódio) a 0,01% e SD (desoxicolato de sódio) 
a 0,01% por 24 horas a 37ºC, com auxílio de agitador 
mecânico (Mesa agitadora 109M, Nova Ética Ltda.). De-
pois foram conservadas em PBS a 4ºC. A efetividade 
da descelularização foi comprovada por amostragem e 
análise histológica utilizando coloração Hematoxilina-
-Eosina (HE).

Os animais foram submetidos à anestesia geral 
pela administração intramuscular de ketamina (75mg/
kg) e xylazina (10mg/kg)15. Os animais permaneceram 
em plano anestésico profundo durante o processo de 
injúria térmica. Após a queimadura, permaneceram 
durante 7 dias com analgesia através da aplicação de 
ketoprofen 5mg/kg, por via subcutânea, a cada 24 ho-
ras16,17. 

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, 
mantidas em ambiente controladamente aquecido para 
evitar hipotermia, recebendo água “ad libitum”, e ração 
à vontade. Os ratos tiveram todo o dorso tricotomizado 
e foram colocados com as patas presas em decúbito 
ventral, sendo realizada antissepsia com PVPI (Povidi-
ne Tintura®).

Ambos os grupos foram submetidos a um proces-
so padronizado (Figura 1) de injúria térmica. Foi uti-
lizada uma placa metálica, medindo 7x6 cm2, com a 
temperatura variando de 150ºC a 165ºC18. Esta foi aferi-
da por um termômetro pistola com infravermelho, com 
o tempo de contato estimado em 10 segundos, tendo 
como pressão de contato o próprio peso do dispositivo 
utilizado19. 

FIGURA 1 – PADRONIZAÇÃO DAS QUEIMADURAS APÓS UMA 
SEMANA DA INJÚRIA TÉRMICA

Após uma semana da queimadura, os animais fo-
ram colocados em plano anestésico profundo, com a 
administração intramuscular de ketamina (75mg/kg) 
e xylazina (10mg/kg)15. O tecido necrosado foi remo-
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vido, através do debridamento da escara, seguido da 
aplicação da membrana amniótica acelular sobre a fe-
rida. A membrana foi suturada com fio nylon 5.0 para 
a imobilização e coberta com um curativo de gaze em-
bebida em ácidos graxos essenciais (fio nylon 4.0), o 
qual foi trocado após uma semana e retirado sete dias 
após a troca; posteriormente à colocação da membrana 
amniótica acelular, não haveria necessidade de subme-
ter os animais à analgesia subcutânea, devido a sua im-
portante propriedade analgésica baseada na proteção 
das terminações nervosas9,11. No entanto, para manter 
o modelo seguido pelo grupo controle e, assim, não 
anular os resultados da pesquisa, os ratos receberam 
durante sete dias ketoprofen 1mg/kg20.

No grupo controle, foi seguida a mesma padro-
nização anteriormente descrita, exceto aplicação da 
membrana amniótica acelular; a analgesia dos animais 
foi mantida com ketoprofen 1mg/kg20 por mais sete 
dias após a debridação. Depois desse período, pelo 
fato de ocorrer formação de tecido de granulação, o 
uso de analgésicos poderia interferir no processo de ci-
catrização, constituindo-se em um viés do trabalho21,22.

Foi realizada análise planimétrica através da medi-
ção das áreas de contração da ferida, com papel trans-
parente, após 7º, 14º, 21º e 26º dia da injúria térmica, 
conhecendo-se assim a sua porcentagem de contração. 

Após a última medida de planimetria, os animais 
foram submetidos à eutanásia, com a utilização de tio-
pental sódico, na dose de 100mg/kg, injetado via intra-
peritoneal, até a cessação do movimento respiratório, 
seguido da parada cardíaca15,23.

Posteriormente à morte dos animais e à marcação 
da área de necrose, foram coletados quatro segmentos 
de tecido, interessando pele, tecido celular subcutâneo 
e tecido muscular adjacente. Os fragmentos foram re-
tirados trasnversalmente, envolvendo pele sadia, quei-
madura e membrana.

Os fragmentos de tecido foram imediatamente 
colocados em frascos com solução de formalina tam-
ponada para fixação tecidual (formaldeído a 10%), e 
em seguida enviados para o laboratório de anatomia-
-patológica para processamento em blocos de parafina 
e montagem de lâminas para leitura microscópica. Para 
a comparação dos grupos foram avaliados os tipos de 
colágeno I e III através da histologia, com as colorações 
de Hematoxilina-Eosina e Picrosirius.

Análise Estatística
Os resultados obtidos no estudo foram expressos 

por médias, medianas, valores mínimos, valores má-
ximos e desvios padrões. Para a comparação dos gru-
pos em relação ao percentual de colágeno (maduro 
e imaturo) foi considerado o teste t de Student para 
amostras independentes. A condição de normalidade 
foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores 
de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados 
foram analisados com o programa computacional SPSS 
v.20.0.

RESULTADOS

Durante o experimento, dois ratos foram à óbi-
to na semana seguinte do processo de injúria térmica, 
ficando 11 ratos no grupo A (controle) e 11 ratos no 
grupo B (membrana amniótica).

Análise Planimétrica
Inicialmente, considerando-se cada uma das ava-

liações de área realizadas no 7º (A1), 14º (A2), 21º 
(A3) e 26º dia (A4), a redução absoluta e a redução 
percentual ocorrida entre as avaliações 1 e 2, entre as 
avaliações 1 e 3 e entre as avaliações 1 e 4, testou-se 
a hipótese nula de que as médias são iguais nos dois 
grupos, versus a hipótese alternativa de que as médias 
são diferentes. Nos gráficos abaixo são apresentadas as 
médias das áreas da ferida de cada grupo, separadas 
pelas datas da planimetria.

FIGURA 2 – ÁREA DO 7º DIA (EM CM2)

FIGURA 3 – ÁREA DO 14º DIA (EM CM2)

FIGURA 4 – ÁREA DO 21º DIA (EM CM2)

FIGURA 5 – ÁREA DO 26º (EM CM2)

Uso da Membrana Amniótica Humana Acelular na Cicatrização de Queimaduras Térmicas de Terceiro Grau em Ratos.
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Em seguida, para cada grupo, testou-se a hipótese 
nula de que as médias das áreas das 4 avaliações são 
iguais, versus a hipótese alternativa de que pelo menos 
uma das médias é diferente das demais. 

	 Tanto no grupo A, quanto no B, foi encontrada 
diferença significativa entre as médias das 4 avaliações 
de área (p<0,001). 

FIGURA 6 – MÉDIA DAS ÁREAS DOS GRUPOS CONTROLE (A) E 
EXPERIMENTAL (B) NAS 4 SEMANAS DA ANÁLISE PLANIMÉTRICA

Para os percentuais de colágeno tipo I (maduro) e 
de colágeno tipo III (imaturo), testou-se a hipótese nula 
de que as médias nos grupos A e B são iguais, versus a 
hipótese alternativa de médias diferentes. Consideran-
do-se que colágeno tipo I e colágeno tipo III são com-
plementares (soma igual a 100%), os valores de p dos 
testes estatísticos são iguais. Nos gráficos abaixo são 
apresentadas as médias de colágeno de acordo com os 
grupos e os valores de p dos testes estatísticos.

FIGURA 9 – MÉDIA DE COLÁGENO TIPO I DOS GRUPOS A E B

Análise dos Colágenos Tipo I e Tipo III
O aspecto histológico do fragmento de um rato 

do grupo controle (sem adição de células) corado com 
hematoxilina-eosina e por picrosirius pode ser obser-
vado na Figura 7. Na Figura 8, observa-se o de um rato 
com membrana.

FIGURA 7 – FRAGMENTO DO GRUPO CONTROLE, SEM ADIÇÃO 
DE CÉLULAS (MICROSCOPIA ÓPTICA, PICROSIRIUS, 40X)

FIGURA 8 – FRAGMENTO DO GRUPO COM MEMBRANA, SEM 
ADIÇÃO DE CÉLULAS (MICROSCOPIA ÓPTICA, PICROSIRIUS, 40X)

* DP = desvio padrão

FIGURA 10 - MÉDIA DE COLÁGENO TIPO III DOS GRUPOS A E B

*DP = desvio padrão

Análise dos colágenos tipo I e tipo III dos 
fragmentos centrais
Para os percentuais de colágeno I e de colágeno 

III, testou-se a hipótese nula de que as médias nos gru-
pos A e B são iguais, versus a hipótese alternativa de 
médias diferentes. Nos gráficos abaixo são apresenta-
das estatísticas descritivas de colágeno de acordo com 
os grupos e os valores de p dos testes estatísticos. Con-
siderando-se que colágeno I e colágeno III são com-
plementares (soma igual a 100%), os valores de p dos 
testes estatísticos são iguais.
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FIGURA 11 - MÉDIA DE COLÁGENO TIPO I DOS FRAGMENTOS 
CENTRAIS DOS GRUPOS A E B

*DP = desvio padrão

FIGURA 12 - MÉDIA DE COLÁGENO TIPO III DOS FRAGMENTOS 
CENTRAIS DOS GRUPOS A E B

*DP = desvio padrão

DISCUSSÃO

Queimaduras são grandes traumas e requerem 
atendimento e cuidados especiais para minimizar sua 
morbimortalidade9. Dentre os cuidados precisos, há ne-
cessidade de uma cobertura temporária e, em casos de 
queimadura de 3º grau, substitutos definitivos7,24. 

É bem documentada a propriedade analgésica da 
membrana amniótica humana celular em queimaduras 
de espessura parcial11; apesar de o trabalho em questão 
utilizar a membrana acelular em injúrias térmicas de 
espessura total, tal particularidade não foi confirmada 
como absoluta, visto que, após a aplicação da mem-
brana, os animais continuaram inquietos e estressados, 
comportamento que somente amenizou após a anal-
gesia.

No desenvolver do estudo, foi encontrado um nú-
mero limitado de artigos que utilizaram membrana am-

niótica humana acelular em queimaduras térmicas de 
3º grau em ratos.

Wilshaw SP et al, em 2008, comparou o uso da 
membrana amniótica humana acelular com o uso da in 
natura. O estudo demonstrou que a membrana amni-
ótica descelularizada foi capaz de suportar a adesão, a 
viabilidade e a proliferação de fibroblastos e queratinó-
citos. Sendo assim, concluiu que a membrana acelular 
possui potencial para tratar diversas condições, como 
úlceras do pé diabético, defeitos da córnea e queima-
duras graves25. Embora o presente estudo tenha ava-
liado somente a quantidade de colágenos imaturo e 
maduro, a membrana acelular, através desse parâmetro, 
não mostrou benefícios em relação à cicatrização es-
pontânea em injúrias térmicas graves.

A obtenção da membrana amniótica humana ace-
lular foi uma das dificuldades deste trabalho. Apesar 
de ser um material biológico sem custo e de grande 
disponibilidade, os protocolos para a sua aquisição são 
burocráticos, exigindo termo de consentimento das 
pacientes e aprovação dos obstetras e diretores das 
maternidades. A quantidade de membrana amniótica 
disponibilizada foi outro obstáculo encontrado durante 
o estudo. 

Sabe-se que a membrana amniótica é elástica e 
facilmente manipulada10, no entanto, durante o seu ma-
nejo e aplicação, não foram evidenciadas tais caracte-
rísticas, considerando sua delicadeza e fragilidade.

Durante a realização do experimento, os ratos fo-
ram colocados em gaiolas individuais, para evitar mu-
tilação e possíveis traumas. Mesmo com tais cuidados, 
os próprios movimentos dos animais não permitiram a 
permanência do curativo, prejudicando a integração da 
membrana amniótica com a superfície queimada.

Para a análise do sucesso do uso da membrana 
amniótica em formar uma neoderme, seria necessário 
o estudo imunhistoquímico da neovascularização; po-
rém, não foi possível executar essa parte da pesquisa 
por falta de recursos financeiros.

CONCLUSÃO

Pode-se concluir que nesse modelo experimen-
tal não ocorreu diferença significativa com o uso da 
membrana amniótica humana acelular, considerando 
as análises planimétricas realizadas e o estudo histoló-
gico dos colágenos tipo I e III. Sugere-se a realização 
da avaliação imunohistoquímica para esclarecimento a 
respeito da formação de uma neoderme, a fim de que 
a membrana descelularizada possa ser utilizada como 
um substituto definitivo de pele no tratamento de quei-
maduras térmicas de 3º grau.

Uso da Membrana Amniótica Humana Acelular na Cicatrização de Queimaduras Térmicas de Terceiro Grau em Ratos.
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ABSTRACT -  Long time an alternative to cover the wounds caused by thermal injury has been searched. Some au-
thors consider the amniotic membrane (AM) is the best element to replace the epidermis. The objective of this study 
is to use the acellular amniotic membrane as a permanent replacement to dermis in burns. 24 male Wistar rats were 
submitted to a process of thermal injury. The animals were divided in two groups: control and experimental. In the 
experimental group, the AM has been applied to the wound. Every week was made the planimetric analysis of the 
areas of injury. On the 26th day, four segments of the lesion were collected to a histological rating of two types 
of collagen. The study showed significant difference between the average of the four areas (p <0.001) in A and B 
groups. About the percentage of type I and III collagen there was no significant difference between the groups (p 
= 0.598). The use of acellular amniotic membrane was not effective.

KEYWORDS - Human Amniotic Membrane, Acellular Amniotic Membrane, Burns in Rats.
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