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AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE MEMBRANA AMNIOTICA
CONSERVADA POR ATE 48 MESES EM GLICERINA 99%
EM TEMPERATURA AMBIENTE
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Andrea Pacheco Batista Borges®’, Rodrigo Viana Sepulveda*,
Renato Barros Eleotério’, Rogério Pinto®

Resumo: Diversas enfermidades acometem o olho dos animais domésticos, de
tal forma que podem comprometer a visdo desses. Na Medicina Veterindria e
Humana, a membrana amnidtica tem demonstrado resultados satisfatorios em
cirurgias oftdlmicas e a necessidade de meios de armazenamento que mantenham
sua esterilidade se faz necessdria. Foram utilizados 80 frascos contendo amostras
de membrana amniética bovina conservada em glicerina 99%, em meio ambiente,
divididos aleatoriamente em quatro grupos de igual niimero. As membranas foram
avaliadas apés 1, 6, 12 e 48 meses de armazenamento. Com o objetivo de avalizar
a possivel presenga de bactérias e fungos nas amostras, essas foram inoculadas
em dgar-sangue e incubadas a 37°C por 48 horas, em dgar Sabouraud a 25°C
durante 5 a 10 dias e a 37°C por 48 horas. Ndo houve crescimento fiingico ou
bacteriano em nenhuma das amostras. Conclui-se que a glicerina é um excelente
meio de conservagdo de membrana amniética bovina, mantendo o tecido isento
de bactérias e fungos por um periodo de até 48 meses.
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Introducao

Muitos tipos de membranas biolégicas vém sendo estudadas em
procedimentos cirtrgicos oftalmicos reconstrutivos. Dentre os diversos
tipos de membranas bioldgicas, a amnidtica ¢ a que tem demonstrado maior
eficiéncia e tem sido amplamente utilizada na Medicina Veterinaria e Humana.
Ela pode ser empregada de varias formas, porém, o seu uso em cirurgias
oftalmicas merece destaque devido as inimeras propriedades que possui. Tem
efeitos anti-inflamatdrios e antiformacio de cicatrizes, além de conter fatores
de crescimento que promovem a cicatrizagdo de feridas epiteliais da superficie
bulbar.

A manuten¢do da esterilidade é preocupacio fundamental qualquer
que seja o método de conserva¢ao de um biomaterial. Assim, varios meios
tém sido estudados para preservacao de membranas bioldgicas e a glicerina
tem demonstrado bons resultados. A glicerina, ou glicerol, possui excelente
acdo antisséptica, além de atuar como agente fixador e desidratante. Esta
composicdo esta indicada para conservagao de varios materiais bioldgicos por
preservar a concentragdo idnica e a integridade celular. Além disso, ela é de
baixo custo e de facil manuseio, o que estimula o seu uso em novas pesquisas. O
modo adequado de conservagdo do amnion é importante e, sem davida, o uso
deste material degenerado prejudica o sucesso do tratamento, confirmando a
necessidade de eficiéncia do meio de conserva¢ao. Porém, nio existem relatos
na literatura que identifiquem por quanto tempo a membrana amnidtica
permanece viavel conservada em glicerina 99% em temperatura ambiente, no
que diz respeito a contaminagdo bacteriana e fingica, para ser utilizada em
cirurgias. Desse modo, foi proposto neste trabalho, a avaliagao microbioldgica
de membrana amniética bovina preservada em glicerina 99%, em temperatura
ambiente por até 48 meses, para posterior utilizagdo em cirurgia oftdlmica.

Material e Métodos
A membrana amnidtica foi preparada segundo as orientagdes da

literatura (KIM & TSENG, 1995), sendo coletada, de forma asséptica, de uma
fémea bovina sadia, gestante e com feto a termo, encaminhada ao Hospital
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Veterinario da Universidade Federal de Vicosa para realizagdo de cesariana
eletiva. A membrana amnidtica, juntamente com o cérion, foi lavada em
solugdo fisioldgica estéril a 0,9%1 em temperatura ambiente, imersa em
solucdo tampao fosfato estéril, contendo 1000UI/ml de penicilina G, 20 mcg/
ml de estreptomicina e 2,5 mcg/ml de anfotericina B2, separada manualmente
do cérion, estendida sobre papel de nitrocelulose com sua face epitelial voltada
para cima, e cortada no tamanho de 0,5cm2. Posteriormente, foi imerso um
fragmento da membrana em frasco de vidro estéril contendo glicerina 99%
3 em quantidade suficiente para cobri-lo. Foram preparados 80 frascos
contendo a membrana amnidtica com glicerina 99%, que foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de nimero igual, G1, G2, G3 e G4.

Os frascos foram estocados em temperatura ambiente por um periodo
minimo de 30 dias e as membranas foram avaliadas microbiologicamente de
acordo com Pontes et al. (2008). As membranas foram avaliadas apds 1,6, 12 e
48 meses de armazenamento.

Os fragmentos das membranas foram coletados assepticamente,
utilizando material autoclavado e em camara de fluxo laminar. Foram
triturados com solugao salina a 0,85% estéril e inoculados em placas contendo
agar-sangue e em placas contendo dgar Sabouraud. As amostras inoculadas
em agar-sangue foram incubadas a 37°C por 48 horas, visando isolamento de
bactérias e, as em agar Sabouraud a 25°C durante 5 a 10 dias e a 37°C por 48
horas visando o crescimento de fungos.

As analises microbiologicas dos grupos de membranas G1, G2 e G3
foram realizadas no laboratério de microbiologia da UFV e as membranas do
grupo G4, no laboratdrio de microbiologia da UNIVICOSA/ESUV.

Resultados e Discussio

A glicerina 99% foi escolhida para ser utilizada como meio de
conservagao da membrana amnidtica bovina neste trabalho porque, ao ser
mantida em temperatura ambiente, apresentou como vantagens o baixo custo,
facil manipulacdo (PIGOSSI, 1967) e aquisicio (PONTES et al., 2008), além
de possuir propriedade antisséptica, atuando como bactericida e fungicida
(GIOSO et al., 2002; PONTES et al., 2008). Este meio de conservacdo reduz a
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antigenicidade do tecido (PIGOSSI, 1967), preserva a sua textura e aumenta
a sua resisténcia, sem alterar o grau de elasticidade ou causar alteragoes
eletroliticas deletérias as células e a matriz extracelular (PIGOSSI, 1967).

Foi verificada a agdo bactericida da glicerina sobre bactérias como
Staphylococcus aureus, Streptococcusfaecalis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginos, porém a glicerina nao ¢é capaz de impedir o crescimento bacteriano
de Clostridium botulinium e Clostridium perfringes (PIGOSSI et al., 1971) e
ndo atua sobre algumas formas esporuladas mais resistentes (PIGOSSI et al.,
1971) e virus (CORONADO et al., 1998).

A utilizagio da membrana amnidtica bovina neste estudo deu-se,
principalmente, a facilidade de obtencao, auséncia de imunogenicidade e por
possuir maiores espessura e resisténcia, quando comparada a canina (PONTES
et al., 2008).

A finalidade da avaliagdo microbioldgica das membranas foi constatar
a presenca ou auséncia de fungos ou bactérias no material em periodos pré-
estabelecidos. Nos grupos G1, G2 e G3 nao foi verificado crescimento bacteriano
e fiingico em nenhuma das amostras apos inocula¢ao das membranas em agar-
sangue e Sabouraud, durante o periodo de 1 a 12 meses. Entretanto, no grupo
G4, verificou-se entre as 20 amostras de membrana amnidtica conservadas
em glicerina 99%, que duas apresentaram crescimento fingico. As andlises
microbioldgicas foram repetidas e nao foi observado crescimento fungico
e bacteriano, sugerindo que a manipula¢ao das membranas durante coleta
para a primeira analise microbioldgica possa ter levado a sua contaminagao,
corroborando Gioso (et al. 2002) que constataram que a simples manipulagdo
dos ossos, por mais cuidadosa que fosse, poderia introduzir microrganismos
contaminantes nas amostras.

Dessa forma, o presente trabalho analisou microbiologicamente as
membranas amnidticas a partir de 30 dias, pois, para que haja perda da
capacidade de estimular rea¢do imunoldgica, a membrana deve permanecer
pelo menos por 30 dias em glicerina (PIGOSSI, 1967). Krauspenhar (et al.
2003), em um estudo sobre os efeitos da glicerina sobre tenddes inoculados
com bactérias gram negativas e gram positivas, concluiram que o periodo
minimo para preservagao dos enxertos de tendao calcaneo seria de 30 dias,
pois a eliminagdo de bactérias gram negativas poderia requerer até 27 dias.
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Por meio do presente trabalho, foi atribuida a glicerina 99% a auséncia
de crescimento fungico e bacteriano durante conservagdo de membrana
amniotica bovina por um periodo de até 48 meses. Brun (et al. 2002) também
demonstraram o seu poder antisséptico, mesmo a longo prazo, quando
conservaram retalho de pericardio em glicerina 98%, durante 11 anos, e ndo
observaram crescimento de bactérias e fungos, considerando a glicerina um
meio eficiente para conservagao de pericardio. A glicerina também se mostrou
eficiente em conservar tecido 6sseo, que apds nove anos de armazenamento
ndo apresentou crescimento bacteriano significativo e os fragmentos 6sseos
ainda continham medula dssea integra, que preenchia todo o canal medular
(GIOSO et al., 2002).

Monteiro (et al. 2000) usaram membrana amnidtica no tratamento de
ulcera de cornea e afirmaram que o modo adequado de conservagao do amnion
¢ importante, pois o uso deste material degenerado prejudica o sucesso do
tratamento, confirmando a necessidade do meio de conservagio ser eficiente.

Conclusoes

Conclui-se que a glicerina é um excelente meio de conservagio de
membrana amnidtica bovina, mantendo o tecido isento de bactérias e fungos
por um periodo de até 48 meses em temperatura ambiente.
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