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RESUMO

A membrana amnidética humana possui grande potencial terapéutico por suas caracteristicas anti-
inflamatérias, antimicrobianas e antiangiogénicas. Na Oftalmologia, seu uso esta consolidado para o
tratamento de lesdes agudas e cronicas da superficie ocular, como defeitos corneanos persistentes e
descemetocele, e até mesmo em cirurgias eletivas, como a exérese de pterigio. O processo de obtencdo
da membrana amnidtica para uso oftalmolégico possui diversas etapas, que incluem a triagem
clinica da doadora, captacao da placenta com as membranas amnidtica e coridnica, processamento,
armazenamento e o monitoramento da qualidade da membrana amniética. Assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de um protocolo a servir como orientacao para a producao de enxertos de membrana
amnidtica preservando suas caracteristicas terapéuticas e reduzindo os riscos inerentes ao seu uso
em pacientes receptores. Apresentamos neste artigo um protocolo operacional padrao para captacéao,
preparo e preservacdo da membrana amniética para uso oftalmoldégico, de modo a possibilitar a
reprodutibilidade segura deste processo.

ABSTRACT

Human amniotic membranes have great therapeutic potential owing to their anti-inflammatory,
antimicrobial, and antiangiogenic characteristics. In ophthalmology, their use is well established
for treating acute and chronic lesions of the ocular surface, such as persistent corneal defects and
descemetocele, and even in elective surgeries such as pterygium excision. The process of obtaining
amniotic membranes for ophthalmic use involves several steps, including clinically screening the donor,
retrieving the placenta along with the amniotic and chorionic membranes, and processing, storing, and
monitoring the amniotic membrane quality. Thus, it is necessary to develop a protocol to serve as a
guideline for producing amniotic membrane grafts, preserving their therapeutic characteristics and
reducing the risks inherent to their use in recipient patients. This study presents a standard operating
protocol for procuring, preparing, and preserving amniotic membranes for ophthalmic use to enable the
safe reproducibility of this process.
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INTRODUCAO

A placenta é um 6rgio efémero materno-fetal, que
possui diversas funcgoes, destacando-se a troca de nu-
trientes da mae para o feto e a eliminacio de metabé-
litos fetais. Quatro diferentes estruturas membranosas
estdo envolvidas no desenvolvimento placentirio do
ser humano: o cérion, 0 4mnio, o saco vitelino e o alan-
toide!. Durante o desenvolvimento fetal, o0 Amnio ou
membrana amnidtica (MA), possui a func¢ao da prote-
cdo fetal contra estresse mecanico e desidratagio. Con-
tudo, também podem ser destacadas outras proprie-
dades importantes como: as acgoes anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antiangiogénica®. Além disso, possui
como propriedade uma imunogenicidade reduzida,
contribuindo para sua aplicabilidade como enxerto.

A MA possui entre 0,02 ¢ 0,5 mm de espessura
total, sendo composta por cinco camadas distintas:
epitélio, membrana basal, camada compacta, camada
de fibroblastos e camada esponjosa (Figura 1)°. Ela foi

Figura 1. Corte histolégico de amostra de mem-
brana amniética (Hematoxilina e Eosina, mag-
nificagdo de 400x) evidenciando o epitélio com
membrana basal (1), camada compacta (2), ca-
mada de fibroblasto (3) e espago onde estaria lo-
calizada a camada esponjosa (*). (Figura cedida
gentilmente pela Prof2 Renata Scarpat Careta).
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utilizada pela primeira vez com finalidade terapéu-
tica em 1910, mas somente 30 anos depois seu uso
foi descrito na Oftalmologia, para o tratamento de
simbléfaro®. Atualmente, existem estudos sugerindo
o beneficio do uso da MA em diversas doencas oftal-
moldgicas além do simbléfaro, como: queimaduras,
sindrome de Stevens Johnson, necrose epidérmica t4-
xica, perfuragoes e afinamentos corneanos (por exem-
plo, descemetoceles, tulcera neurotréfica, defeitos
epiteliais), ceratopatia bolhosa, ceratopatia em faixa,
insuficiéncia limbica, reconstrucido conjuntival, es-
clerite, enxerto no tratamento de pterigio, tumores da
superficie ocular e em cirurgias fistulizantes. Para que
a MA possa ser utilizada, é necessdria a realizacio
de processos de preparo e armazenamento que obje-
tivam a descontaminacdo do material e promogao de
um ambiente o mais inerte possivel em que o tecido
possa ser conservado e suas propriedades mantidas.
H4 diferentes métodos de preservacao como a desi-
dratacdo, liofilizacdo, reticulacdo quimica e criopre-
servacdo, que podem interferir na estrutura tecidual
da MA e influenciar no seu processo de degeneragao
e no sucesso do tratamento*. Um estudo recente con-
cluiu que a MA criopreservada é comparavel 3 MA
fresca no que diz respeito a integridade estrutural e
retencio de componentes bioquimicos essenciais
para fungoes bioldgicas, indicando que a criopreserva-
¢ao oferece um meio seguro e eficaz de preservagao®’.

Considerando a importincia do estabelecimen-
to de métodos padronizados para a obtencdo da MA
pronta para uso em procedimentos oftalmoldgicos,
foi desenvolvido um protocolo operacional padroni-
zado que estabelece fluxos e métodos para a captacao,
processamento e armazenamento de membrana am-
nidtica.

METODOS

Foram revisadas as normativas nacionais e re-
comendacOes internacionais de aplicabilidade da
membrana amnidtica humana na Oftalmologia, bem
como a captacdo, preparo e armazenamento des-
te tecido, por meio de artigos cientificos publicados
no Pubmed, Scielo e Lilacs e legislacio vigente, até
31 de outubro de 2022, utilizando as palavras-chave
em portugués e inglés: membrana amnidtica, Amnio,
transplante, preservacgao, bancos de tecidos e banco
de olhos. A partir desses dados, foi desenvolvido um
protocolo operacional para garantir o cumprimento
de boas praticas clinicas, terapéuticas e organizacio-
nais.
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RESULTADOS

Atribuicoes, competéncias e responsabilidades

O processo de captagio e preparo do tecido, para
estar apto ao uso, ¢ feito de forma multidisciplinar,
envolvendo a equipe de Médica e de Enfermagem do
Banco de Olhos do servigo de Oftalmologia, do servi-
co de Ginecologia e Obstetricia, do servico de Patolo-
gia e do servico de Microbiologia, conforme fluxogra-
ma descrito na Figura 2 e detalhado a seguir.

Etapas
1. Triagem de potencial doadora pela equipe do Banco
de Olhos do servico de Oftalmologia

1.1. Identificar uma possivel doadora: puérpe-
ras maiores de 18 anos internadas na enfermaria de
Obstetricia (eleita aos critérios de inclusao) e que nio
possuam nenhum dos critérios de exclusio. Segun-
do o Regulamento Técnico do Sistema Nacional de
Transplantes, Portaria N° 2.600 - 28/10/2009%°, e

Triagem de potencial doadora pela
equipe do Banco de Olhos do
servigo de Oftalmologia

Coleta e armazenamento da placenta e
membranas pelo servigo de
Ginecologia e Obstetricia

Preparo e Armazenamento da
membrana amniética pela equipe

do Banco de Olhos do servigo de
Oftalmologia

Monitoramento da qualidade das
amostras de membrana amnictica
pela equipe do Banco de Olhos

do servigo de Oftalmologia

Figura 2. Fluxograma de captagao, preparo e armaze-
namento da membrana amniética.

pelos critérios do Banco de Olhos do Hospital Uni-

versitario Cassiano Anténio Moraes da Universidade

Federal do Espirito Santo (UFES), foram construidos

as contraindicacoes absolutas a uma candidata a doagao.

Sao eles:

a) Sepse em atividade;

b) Endocardite (bacteriana ou fingica) em atividade;

c) Linfomas ativos disseminados;

d) Leucemias;

e) Evidéncia clinica ou laboratorial de infec¢io por
HIV, hepatite B ou C;

f) Risco de transmissdo de enfermidades causadas
por prions: Doenca de Creutzfeltd Jakob, doenga
neurolégica de etiologia viral ou indeterminada,
panencefalite subaguda esclerosante, encefalite
viral ativa, encefalite de origem desconhecida,
encefalopatia progressiva ou leucoencefalopatia
multifocal progressiva;

g) Raiva;

h) Rubéola congénita;

i) Sindrome de Reye;

j) Meningite;

k) Colonizagio por bactérias multirresistentes;

1) Intoxicacoes a agrotOxicos;

m) Leptospirose;

n) Dengue em fase febril ou critica;

o) Maldria;

p) Encefalite herpética;

q) Cancer em localizagado com maior probabilidade
de produzir metdstase (mama, pulmaio, figado,
linfoma e leucemias, melanoma cutineo e pin-
creas);

r) As seguintes doencas em atividade: cancer uteri-
no, de colo de ttero ou de canal vaginal, endome-
triose, endometrite, doenca inflamatéria pélvica,
infeccdo intrauterina ou de canal vaginal pelo vi-
rus do papiloma humano (HPV);

1.2. Abordagem e Acolhimento da gestante para o
processo de doagao da placenta.

Etapa vital que necessita de responsabilidade, res-
peito e cuidado para realizar a entrevista. De fato, isso
se faz importante, pois o questiondrio apresentado a
gestante investiga fatos pessoais, intimos e compor-
tamentais, necessitando dessa forma de um ambiente
confortavel para respondé-lo.

Entregar o Termo de Doagdo de Tecido Placen-
tario (Figura 3), coletando assinaturas nas trés vias.
A primeira via serd anexada ao prontudrio médico, a
segunda via serd anexada ao prontudrio de doacdo no
Banco de Olhos e a terceira via sera fornecida para a

eOftalmo. 2023;9(4):181-92.
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TERMO DE DOACAO DE TECIDO PLACENTARIO

Pelo presente instrumento, EU, , natural de
,RG , emitido por: ,
CPF , residente ¢ domiciliado 3 ’
bairro , ha cidade de , estado de b
cep telefone , 13 qualidade de (doador,
conjuge, ascendente ou descendente), responsdvel pelo paciente
, Natural de j
data de nascimento____/___/ , RG n®: , CPF:
residente ¢ domiciiado 3 __
filkagcdo , autorizo, por minha inteira

responsabiidade e por livre e espontinea vontade, 0 procedimento de retirada de membrana amnidtica e
amostra sanguinea para realizacdo de exames sorolégicos, para fins de transplantes, objetivos terapéuticos
e fins cientificos, em conformidade com as disposicdes da Lel n? 9.434 de 04/02/1997, Lei n* 10.211 de
23/03/2001 ¢ o Decreto n? 2.2 68 de 30/06/1997 e toda 3 legislagdo pertinente. Fica ressalvado que a
utilizacdo para fins cientificos somente sera permitida depois de esgotadas as possibilidades de utilizagdo
para transplante, conforme a Portaria GM n® 263 de 31/03/1999. As informacdes deste termo sdo de total
responsabilidade do declarante, inclusive o grau de parentesco com o doador. Enfatizo que esta autorizagho
¢ motivada apenas por razdes humanitirias, sem expectativa de receber nenhuma forma de compensaclo.

"3 eOftalmo

de de
Assinatura do Responsivel Assinatura da doadora
pela entrevista familiar ou responsdvel

Figura 3. Termo de doacéo do tecido placentéario.

potencial doadora. A recusa em assinar o Termo de
Doacao de Tecido Placentario serd considerada crité-
rio de exclusao.

1.3. Proceder a identificacido dos dados iniciais da
doadora de MA (Figura 4), com nome, idade, hora da
dequitagao placentaria, nimero do prontuério e fami-
liares presentes;

1.4. Preencher a ficha de triagem clinica (Figura 5).
O nao preenchimento de todos os critérios obrigat6-
rios impossibilitard a utilizagao do tecido doado, de-
vendo este ser descartado em local apropriado:
a) Parto a menos de 24 horas do dia a ser confeccio-
nado o enxerto (critério obrigatdrio);
b) Sem histéria de abuso de alcool, fumo ou drogas
(critério obrigatdrio);

eOftalmo. 2023;9(4):181-92.
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CcODIGO BOES:
NOME DO DOADOR
DATA DE NASCIMENTO: I | __IDADE
DATA DA DEQUITAGAO PLACENTARIA : ! ' ORA
RESPONSAVEL PELA ENTREVISTA
LOCAL
INTERCORRENCIAS DURANTE O PROCEDMENTO
AMOSTRA SANGUINEA COLETADA ( ) SM ( )NAO -DATA / ? AS
VIA DE COLETA DA AMOSTRA SANGUINEA:
| RE SPONSAVEL PELO PROCESSO DE CAPTACAO |

ACIMA NO Dia_

MORAES (WUCAM)

L ! AS

DECLARO TER REALIZADO A CAPTAGAD DA MEMBRANA AMNIOTICA DA DOADORA INFORMADA
HS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO CASSIAND ANTONIO

COREN

EXAMES SOROLOGICOS HIV | & il HTLY L& Il / HBsAQ /| ANT! HBC TOTAL | ANTI HBs / ANTI HCV

RESULTADORECEBIDODIA: 7 1 AS

O TEMPO DE CENTRFUGAGAD DA AMOSTRA SANGUINEA (GUANDO HOUVER)

CONTROLE DE TEMPERATURA DA CAIXA TERMICA N*__

ENTRADA DA AMOSTRA NA CAXA MAX.___E MIN___ SAIDA DA AMOSTRA MAX.__E NN
ENTREGA NO LABORATORIO DIA:_/ 1 AS - M RESPONSAVEL-
W RESPONSAVEL

{ ) NAD REAGENTE
( ) REAGENTE PARA:

{ INAD REALIZADA:

Figura 4. Formulario de captacéo do tecido placentario e triagem laboratorial.

c¢) Sem histéria de multiplos parceiros nos ultimos

9 meses (critério obrigatdrio);

d) Avaliacao dos exames de triagem do pré-natal

(cartao da gestante), sendo excluida deste protoco-
lo caso apresente algum destes exames positivos:
HBsAg, Anti-HBc IgM e IgG, Anti-HCV, Anti-
HIV-1, anti-HIV-2, VDRL, HTLV 1 e 2, CMV

igM e IgG, Toxo IgM e IgG, (critério obrigatorio);
Preferencialmente partos a termo sem comor-
bidades associadas confirmadas ou suspeitas
(Descolamento Prematuro de Placenta, Parto
Prematuro, Crescimento Intrauterino Restrito,
Malformacoes, Infecgdes venéreas ou congénitas,
Meco6nio durante parto, Sofrimento Fetal Agudo

eOftalmo. 2023;9(4):181-92.
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HOSPITAL UNTVERSITARIO CASSIAND ANTONIO MORAES
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ﬁ;- u Hhngs UNIDADE DO CENTRO DA VISAO EBSERH
el BANCO DE OLHOS DO ESPIRITO SANTO
PROCESSO DE DOACAD DE MEAMREANA AMDIOTICA
Fecwrar da Doadora
Nome do Entrevatado: | Fone:
1 - RS
QUESTIONARO s [0 | espicnaue_|
I'qn “ oergh terra e ose, HPY, VRN, Jrdr e

| ovinio polcistco, clacer Jeanno -
Pouns sipoma doenga? ([n Tuberculone, Pepatte, AIDS whia disteter. sigurm tpo de chroer?)

Teve leucera bigstcs

wnﬂnuhﬂ mnmmum?

Tomave Mg o

> »

Fot submetido » procedmento Crurgeo?

 Fazie hemodkilise, quiricterapss ou redioterspie ? Qual?

st o ecupegto foubema) € duadere?

Portadors de malana, ou retde/viitou repdes endémical de matina? Quando?

Fo exposts ou foi contamunads por sipum tipo de substhncs t9ucs?

Recebeu sigum tpo de vacons ou reforge, nos Utmos § meses? Qual?

Apresertoy sigum Gesses LAtOme) NOs UDmOs 12 Meses sucres
felre CoPteuD Cu Sared D iterte

| Fot tatvagen, purcng maguisger defnitve oy retogues, not uitmor 12 meses
Parceirs () receben transhusbo de tangue ou derados nos Utimos 12 mases?

1]

esce1ancy perderm Ge peso

T exames goecodpcss reguarmente (Fagencoie.)’

£]

| Hatonia de doencas semupimente transmisEvels
Fumants? guanto tempo? Consume de dicool? quantidase’
»

ransmasvel pelo sangue?

13 teve COM PesSOas POrtAsonds 38 SOSNGaS COMO hepatite, AIDS, fils ou Outra doenca

Fox Gerde (prevo) nos Utimon 12 mases? Por quanto tempo?

| Ele () tove rubecia congénita?
lmmwmmﬁﬁ"nﬂ’mw

1E8060 u]nlui:]u NEAC chci[ AE353868083885HE

M mmmnﬂmm orc)?
Teve cONtato cOmM PeLIONI Que BErelentaram LNormal green NOt witenos 15 Sar?
mmmﬂ
Foz 06 ou maa COnptan de pré-ratal?
| Fez consuits de pré-ratel no primews trimestre?
fou # 10001 01 S0 pre-nas p peic M3
‘rmv-mamom
-
Nore 30 [rtrevstador | Cargo/Funche
Asznaturs:
DATA_J_J

Asuratur s 8o sntrevintado (dosdors ou responavel]

Figura 5. Formulario de histéria clinica e social da doadora.

ou Cronico, Ruptura Prematura de Membranas, 2. Coleta e armazenamento da placenta e
Endometrite) (critério facultativo). membranas pelo servigo de Ginecologia e Obstetricia

1.5. Coletar amostras de sangue da doadora e pre-  °
encher a ficha de triagem laboratorial (Figura 4). A
positividade para um (ou mais) dos exames impossi-
bilitara a utilizagao do tecido doado, devendo este ser
descartado em local apropriado.

Higienizar as maos conforme procedimento ope-
racional padrio do Servico de Controle de Infec-
cao Hospitalar;

Apés dequitagio placentdria, estando devidamen-
te paramentado com equipamento de protecao in-

eOftalmo. 2023;9(4):181-92.
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dividual (6culos, mdéscara e luva estéril), colocar a
placenta e membranas de uma potencial doadora
em um saco coletor;

* Fechar e identificar o saco coletor com nome com-
pleto e nimero de prontudrio da parturiente;

* Armazenar o saco coletor por até 24h (a contar a
partir do horario do parto) em um ambiente com
temperatura controlada entre 2°C e 8°C;

* Descartar em local apropriado o saco coletor que
ficou armazenado por mais de 24h.

3. Preparo da membrana amnidtica pela equipe do
Banco de Olhos do servigo de Oftalmologia

3.1 Ap6s identificacao de uma doadora, preenchi-
mento de toda a documentacdo e autorizacio para
uso da membrana amnidtica, transportar o saco co-
letor identificado contendo a placenta e membranas
placentarias diretamente para o Banco de Olhos em
caixa isotérmica em temperatura interior de 2 a 8 °C.

3.2. Separacao e preparo inicial da membrana

amnidtica

e Higienizar as maos conforme protocolo da unidade;

e Paramentar-se com equipamento de protecdo in-
dividual (6culos, touca, mdscara, capote estéril
e luva estéril) e distribuir os campos estéreis na
drea de trabalho;

e Separar o conjunto membrana amnidtica € mem-
brana coriénica do restante da placenta com te-
soura estéril, mantendo a face epitelial da mem-
brana amnidtica (face interna das membranas)
sempre voltada para cima;

* Devolver o restante da placenta para o saco coletor;

* Lavar de forma abundante a membrana amnidtica
e cérion com solucdo fisioldgica de ringer lactato;

e Separar manualmente a membrana coriénica da
membrana amnidtica e colocar o cérion junto ao
restante da placenta em saco coletor para o des-
carte adequado do material;

* Dispor duas cubas e preenché-las com a solucgio
1 (preparo da solucdo 1 conforme arquivo suple-
mentar “Descritivo das solugoes 1 e 2”);

* A membrana amnidtica é dividida em duas par-
tes, sendo cada uma colocada em uma cuba/ba-
cia estéril e irrigada abundantemente com ringer
lactato estéril para remocdo manual e mecinica
de sangue e debris, trocando o ringer lactato de
acordo com a necessidade;

e Colocar as membranas limpas nas cubas conten-

do a solugao 1 (Figura 6), e aguardar 30 minutos;
* Retirar as luvas e capote estéril;
* Higienizar as maos.

3.3. Preparo final das amostras de membrana
amnidtica em capela de fluxo laminar para
armazenamento

e Higienizar as maos conforme protocolo padrao da
unidade;

e Higienizar a capela de fluxo laminar antes de ma-
nipuld-la conforme protocolo padrio da unidade;

* Separar os frascos estéreis de conservagio da
membrana amnidtica (Figura 7), de acordo com o
modo de preservagao que as membranas estario;
OBS: O frasco estéril selecionado é de acordo com

a temperatura do local em que ele serd preservado.

Os destinados para temperaturas de 2 a 8° sio feitos

de polipropileno ou polietileno, com tampa de rosca

simples, ja os feitos para suportar temperaturas de
até - 85 °, sao feitos de polipropileno reforcado, com
tampa acoplada, fechamento hermético e duplo lacre.

e Higienizar as mios conforme protocolo da unidade;

e Paramentar-se com EPI, capote estéril e luva esté-
ril e distribuir os campos estéreis na drea de tra-
balho na capela de fluxo laminar

* Introduzir os frascos de conservacao da membra-
na amnioética na capela de fluxo laminar, abri-lo e
coloca-lo na 4rea estéril;

e Organizar sobre a bancada da capela o material
estéril a ser utilizado e abri-lo de forma a nio o
contaminar, com auxilio de um ajudante que nao
esteja paramentado, bem como os outros mate-
riais de consumo a serem utilizados;

e Dispor sobre o campo impermeavel estéril o papel
de nitrocelulose, pingas, tesoura e bisturi;

e Dispor sobre o papel de nitrocelulose a membrana
amnidtica com a face epitelial voltada para cima;

* Iniciar o corte dos pedacos de 2,5 x 2,5 cm (Fi-
gura 8) e colocar cada pedaco de membrana am-
niética com o papel de nitrocelulose em um fras-
co de conservagdo contendo 10 ml da solugio 2
(preparo da solucao 2 conforme arquivo suple-
mentar “Descritivo das solucoes 1 e 2”);

* Colocar um pedaco de membrana amnidtica em
um tubo contendo BHI (Brain Heart Infusion) e
encaminhar para o servico de Microbiologia (para
pesquisa de fungos, bactérias e germes inespeci-
ficos, bacterioscopia e antibiograma), incubando
por até 15 dias;

eOftalmo. 2023;9(4):181-92.
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Figura 6. Membrana amniética sendo colocada em cuba com a
solucao 1 com epitélio voltado para cima.

A B

Figura 7. Frasco para conservagao para temperaturas mais altas (A)
e frasco de criopreservacao (B).

Legenda: Na figura 7 sdo vistos os frascos que podem ser utilizados
para conservacdo da membrana amniédtica. Sendo o (A) destinado
para conservacao em temperaturas de 2 a 8 °C, o que permite
conservar o material por até 3 meses. Ja o frasco (B) é indicado para
criopreservacao e suporta temperaturas de -75 a -85 °C, permitindo
conservar o material por até 2 anos.

* Enviar para andlise no setor de Patologia um fras-
co contendo uma amostra de membrana amnioti-
ca, assim como o saco coletor contendo a placenta
e a membrana coribnica;

* Desprezar as lAminas na caixa especifica para ma-
terial perfurocortante;

-

Figura 8. Membrana ja aplicada em papel de nitrocelulose, sendo
cortadas em tamanhos préximo a 1 polegada para serem colocados
em solucgao 2 para conservacgao.

e Retirar os materiais da capela apds o término do
procedimento e encaminha-los ao expurgo;

* Retirar EPIs;

e Higienizar as maos conforme protocolo padrao da
unidade;

e Calcar luva de procedimentos;

* Identificar os frascos de conservagio das mem-
branas amnidticas com etiqueta contendo: iden-
tificagdo do produto (membrana amnidtica e
tamanho), nimero do prontudrio de doacdo no
Banco de Olhos, nome do responsavel pelo pre-
paro, temperatura de armazenamento, data do
preparo, data de validade da membrana amniéti-
ca (2°C a 8°C: 3 meses; -75 e -85°C: 2 anos) (10)
(11); e lacrar os frascos;

e Manter os frascos refrigerados em geladeira (2°C
a 8°C) ou em freezer ( -80 C°).

4. Monitoramento da qualidade das amostras de
membrana amnidtica pela equipe do Banco de Olhos
do servigo de Oftalmologia

Ap6s o preparo e armazenamento das amostras
de membrana amnidtica, é necessirio o monitora-
mento mensal dos lotes por meio de inspe¢io visual
externa e envio de uma amostra para andlise micro-
bioldgica e histopatoldgica. Dessa forma o material s6
continuara sendo liberado para uso se nio apresentar
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alteracio a inspegao visual externa, sinais de infec¢ao
no exame microbioldgico e histopatoldgico ou sinais
de necrose tecidual avancada no exame histopatol6-
gico. O resultado dessas andlises devera ser armaze-
nado no prontudrio de doagido no Banco de Olhos,
mediante preenchimento da ficha de monitoramento
da qualidade das amostras (Figura 9).

Caso seja identificado algum problema com a
membrana fornecida para uso, o médico que a uti-
lizou deverd notificar o Banco de Olhos por escrito
sobre o problema ocorrido e o fornecimento de amos-
tras daquele lote serd paralisado até que a situacdo
seja averiguada com o responsavel técnico pelo Banco

Protocolo de captacao, processamento e armazenamento de membrana amniética humana para uso oftalmolégico

de Olhos, que definird se as amostras serdo descarta-
das ou mantidas para uso. Os dados deverao ser ano-
tados no prontudrio de doacdo no Banco de Olhos.

DISCUSSAO

A realidade dos servicos oftalmolégicos no Brasil
no que diz respeito ao uso da membrana amnidtica
ainda é limitada aos grandes centros de pesquisa e
universidades. Parte desse cendrio se deve a estrutura
hospitalar e laboratorial necessaria para possibilitar a
captacgio, processamento, armazenamento, monitori-
zacao e aplicacao do material nos pacientes indicados.

AVALIAGAO DE TECIDO — MEMBRANA AMNIOTICA
Formulario
DE CODIGO BO/E S/MA: ATE CODIGO BO/E SMA:
TOTAL DE FRAGMENTOS: VALIDADE LOTE: ||
DATADAPRESERVACAO_ /7 HORA__._ RESPONSAVEL
DATADAAVALIACAO __ /I HORA____ RESPONSAVEL
INTERVALO DE TEMPO DENTRE A CAPTAGAO E A PRESERVAGAO
MEIO GLICERINA PURA FABRICANTE LOTE
VENC. DOMEIO__/__/
| CLASSIFICACAO DO LOTE |
) VIAVEL | (2 NIAVEL
08S
RESULTADO DE EXAME S
DATA HORA RESPONSAVEL TECNICO PROJETO

Figura 9. Ficha de avaliacéao da qualidade do tecido.
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Visto isso, € de extrema importincia que resolucoes
como a conferida pela Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria RDC N° 55, DE 11
DE DEZEMBRO DE 20158, sejam formuladas com
o intuito de padronizar os Bancos de Tecidos. Dessa
forma, sao estabelecidos requisitos técnico-sanitarios
minimos para o seu funcionamento, visando a segu-
ranca e qualidade dos tecidos fornecidos para uso te-
rapéutico®, de modo a possibilitar que novos centros
possam ser formados e mais pessoas possam usufruir
desse recurso.

E notério observar que um processo com tantas
etapas precisa de uma equipe multidisciplinar co-
esa, formada por profissionais treinados e capacita-
dos, que atuario desde o momento de triagem cli-
nico e laboratorial da gestante até o monitoramento
da amostra para liberagao do uso do material*. Tio
importante quanto o recurso humano no processo,
¢ imprescindivel o acesso a uma estrutura adequa-
da para o armazenamento correto do material, um
laboratoério para andlise anatomopatoldgica e um la-
boratério para pesquisa de possiveis microrganismos
contaminantes da membrana. Dessa forma, € possi-
vel produzir um enxerto cirtrgico com boa qualidade
estrutural e com poucos riscos de contaminacao para
ser utilizado em beneficios de pacientes com doencgas
oftalmolégicas. Além disso, a preservagao e o arma-
zenamento a longo prazo de materiais biolégicos, nio
s6 oferece a vantagem de boa disponibilidade por um
maior periodo, mas também reduz o risco de trans-
missao de doencgas!®!!,

O uso da membrana amnidtica na Oftalmologia é
uma das principais opgdes terapéuticas para doengas
da superficie ocular refratarias a terapia clinica, es-
pecialmente as que envolvem alteragdes no processo
de cicatrizacdo e da barreira fisica ocular. Até o pre-
sente momento, ainda nio foi publicado na literatu-
ra cientifica um artigo orientando a coleta, preparo,
armazenamento € monitoramento das amostras de
membrana amnidtica humana conforme normas bra-

sileiras e padroes internacionais de qualidade. O de-
senvolvimento de um protocolo clinico como descrito
neste artigo € essencial para garantir a qualidade das
amostras de membrana amnidtica, diminuir os riscos
aos pacientes e difundir o uso deste tecido na pratica
oftalmolégica didria.
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1. Solucéo 1

Descritivo das solucoes 1 e 2

1.1. Itens necessarios (todos com conteuido estéril)

2. Solucao 2

2.1. Itens necessarios (todos com contetido estéril)

Substancia e apresentacao

Quantidade e diluicao

Substancia e apresentacao

Quantidade e diluicao

Gentamicina
- Ampola 80mg/2ml

Penicilina benzatina
- Ampola 1.200.000U/4ml

Ciprofloxacino
- Bolsa 200mg/100ml

Anfotericina B
- Ampola 50 mg

Agua destilada
- Ampola 10ml

Ringer lactato
- Bolsa 1000ml

Diluir, com 4gua destilada,
1 ampola de 2ml para 10ml

Diluir, com dgua destilada,
1 frasco para 20ml

1 bolsa, protegida da luz

Diluir, com 4gua destilada,
02 ampolas para 20 mL,
protegido da luz

5 ampolas

1 bolsa de 1 litro
(serdo utilizados 850ml)

1.2. Concentragdes finais

Gentamicina
- Ampola 80mg/2ml

Penicilina benzatina
- Ampola 1.200.000U/4ml

Ciprofloxacino
- Bolsa 200mg/100 ml

Anfotericina B
- Ampola 50 mg

Agua destilada
- Ampola 10ml

Glicerina PA.

Diluir, com 4gua destilada, 1
ampola de 2ml para 10ml -
serdo utilizados 5ml

Diluir, com 4gua destilada,
1 frasco para 20ml - serdo
utilizados 10ml

1 bolsa de 100ml, protegida da
luz - serdo utilizados 50ml

Diluir, com 4gua destilada,
02 ampolas para 20mL,
protegido da luz

8 ampolas

2 frascos de 1 litro (serdo

Gentamicina 80ug/ml
Penicilina benzatina 1200U/ml
Ciprofloxacino 200ug/ml
Anfotericina B 100ug/ml

1.3. Volume final
—1 litro

1.4. Preparo

Misturar 10 ml da solucio de Gentamicina, 20 ml da solugio de
Penicilina benzatina, 01 bolsa de 100 ml de Ciprofloxacino e 20 ml
da solucdo de Anfotericina B com 850 ml de Ringer Lactato (para
completar 01 litro de volume final de solucio).

- Frasco 1000ml utilizados 925 ml de cada frasco)

2.2. Concentragoes finais
Gentamicina 40ug/ml
Penicilina benzatina 600U/ml
Ciprofloxacino 100ug/ml
Anfotericina B 50ug/ml

2.3. Volume final
— 1 litro

2.4. Preparo
— Misturar bem 5ml da solugao com Gentamicina, 10ml da solucio
com Penicilina benzatina, 50ml de Ciprofloxacino e 10ml da solugao
com Anfotericina B com 925ml de Glicerina PA (para completar 1 litro
de volume final de solugdo). Repetir o preparo para produzir 2 litros
da solugao 2.

3. Notas técnicas

3.1. As solugdes 1 e 2 foram baseadas nos antimicrobianos ja aplicados
em outros processos de conservagio (4), tendo sido realizadas
alteragdes na escolha das medicagoes respeitando o espectro de agdo e
disponibilidade das medicagoes.

3.2. Concentragdes e respectivos antimicrobianos utilizados nas
referéncias adquiridas: 50ug/ml de penicilina, 50ug/ml de estrep-
tomicina, 100ug/ml de neomicina e 2,5ug/ml de anfotericina B. (4)
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