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RESUMO

A membrana amnidtica (MA) ou &mnio tem atraido atengdo como biomaterial para a medicina
regenerativa, se consolidando como adjuvante em diversos tratamentos. Sua utilizagdo baseia-
se na capacidade de beneficiar o processo de epitelizagdo, reduzir processos inflamatodrios e
antifibroticos promover a angiogénese, assim acelerando o processo cicatricial. Essas
propriedades sdo atribuidas a morfologia e a fatores soliveis e insoliveis presentes na estrutura
da MA, o que torna imprescindivel sua correta preservacdo. Ademais, t€ém sido demonstrados
algumas diferengas entre regides anatdmicas da MA, sugerindo que essas regides apresentam
diferentes potenciais na regeneragdo tecidual. Porém ainda ndo se conhecem os efeitos dos
diferentes métodos de preservacdo sobre a integridade dessas regides. Nesse contexto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a morfologia da membrana amnidtica nas suas diferentes
regides anatdOmicas, amnio placentario (PA) e amnio refletido (RA), e em seus lados epitelial e
mesenquimal, apos diferentes métodos de preservagdo, por meio da microscopia eletronica de
varredura. Sete placentas humanas, a termo, foram processadas, separando a MA do corion.
Apos lavagem com solugdo antibiotica e antifungica foi dividida em 4 sub-regides: central (R1),
intermediaria (R2), periférica (R3) e amnio refletido (R4), de acordo com sua posicdo
relacionada ao cordao umbilical. Em seguida, as membranas de cada sub-regido foram
fragmentadas e preservadas, seguindo o protocolo para cada grupo experimental. No grupo
controle, os fragmentos de membrana, foram imersos imediatamente em fixador para MEV; no
grupo fresca, os fragmentos foram imersos em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), (temperatura ambiente, 24°C, por 18h); e no grupo criopreservada, os fragmentos
foram imersos em meio DMEM/glicerol 1:1 a -80°C por 30 dias. Apds o tempo de preservagao
proposto para cada grupo experimental, os fragmentos de MA de cada uma das regides foram
processados para a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A andlise das micrografias
eletronicas, do lado epitelial do grupo controle, demonstrou que as células apresentaram
formato hexagonal, pouco globosas em R1 e achatadas em R4, com padrdao em mosaico, jungdo
intercelular bem definidas, microvilos rolicos, densos e aglomerados na regido apical e bordas
das células. As regides R2 e R3 apresentaram células com formato mais circular e globoso,
juncdes intercelulares aumentadas e microvilos achatados e colabados as células. Ja no grupo
fresca houve perda de definicdo dos microvilos, das jungdes intercelulares e as células
apresentaram tamanhos variados. Entretanto, o grupo criopreservada apresentou aspectos
morfoldgicos similares ao grupo controle. No grupo criopreservada, a morfologia de todas as
sub-regides apresentou superficie uniforme/homogénea, com células em forma poligonal e
jungoes intercelulares definidas, dentro do padrao de normalidade. No lado mesenquimal da
MA, as variagdes nos aspectos microscopicos foram menores, demonstrando pouca
diferenciacdo entre as 4 sub-regides. Tanto o método fresca, quanto o criopreservada
mantiveram a trama coldgena homogénea, densa e compacta, com variagdo apenas na
conformagdo da superficie mesenquimal. Finalmente, a criopreservacdo foi considerada 6tima
para preservar a integridade epitelial e estromal/mesenquimal, nas quatro sub-regides da MA.

Palavras-chave: membrana amnidtica humana; microscopia eletronica de varredura;
preservacao de tecido; amnio placentdrio; amnio refletido.



ABSTRACT

The amniotic membrane (AM) or amnion has attracted attention as a biomaterial for
regenerative medicine, consolidating itself as an adjuvant in the treatment of ocular surface
diseases, burns, prevention of tissue adhesion in surgeries of the head, abdomen, pelvis, vagina
and larynx, among others. Its use is based on its capacity to benefit the epithelialization process,
reduce inflammatory and antifibrotic processes, and promote angiogenesis, thus accelerating
the healing process. These properties are attributed to the morphology and to soluble and
insoluble factors present in the structure of AM, which makes its correct preservation essential.
Moreover, some differences between anatomical regions of the AM have been demonstrated,
suggesting that these regions have different potentials in tissue regeneration. However, the
effects of different preservation methods on the integrity of these regions are still unknown. In
this context, the aim of this study was to evaluate the morphology of the amniotic membrane in
its different anatomical regions, placental amnion (PA) and reflected amnion (RA), and on its
epithelial and mesenchymal sides, after different preservation methods, by scanning electron
microscopy. Seven human placentas, at term, were obtained at Santa Casa Hospital in Sdo José
dos Campos and transported to the laboratory where, under sterile conditions, the MA was
separated from the chorion, processed with antibiotic and antifungal solution and divided into
4 subregions: central (R1), intermediate (R2), peripheral (R3) and reflected amnion (R4),
according to their position related to the umbilical cord. Then, the membranes from each
subregion were fragmented and preserved, following the protocol for each experimental group.
In the control group, the membrane fragments, after being processed, were immersed
immediately in fixative for SEM; in the fresh group, the fragments were immersed in
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) at room temperature (24°C) for 18h; and in the
cryopreserved group, the fragments were immersed in DMEM/glycerol 1:1 medium at -80°C
for 30 days. After the preservation time in each experimental group, the MA fragments from
each of the regions were processed for Scanning Electron Microscopy (SEM). The electron
micrograph analysis, on the epithelial side, control group, the cells showed a hexagonal shape,
slightly globose for R1 and flattened for R4, mosaic pattern, well-defined intercellular junction,
plump, dense and clumped microvilli in the apical region and edges of the cells. The R2 and
R3 regions showed cells with a more circular and globular shape, increased intercellular
junction, and flattened and collapsed microvilli to the cells. In the fresh group there was a loss
of definition of the microvilli, intercellular junctions, and the cells presented varied sizes.
However, the cryopreserved group presented morphological aspects similar to the control
group. In the cryopreserved group the morphology of all sub-regions showed a
uniform/homogeneous surface, with polygonal cell shape and defined intercellular junctions
and spaces, within the normal pattern. On the mesenchymal side of the AM, variations in
microscopic aspects were smaller, demonstrating little differentiation between the four sub-
regions. Both the fresh and cryopreserved methods maintained a dense and compact collagen
network, with variation obly in the conformation of the mesenchymal surface. Finally,
cryopreservation was considered optimal to preserve epithelial and stromal/mesenchymal
integrity, in all four sub-regions of the AM.

Keywords: human amniotic membrane; scanning electron microscopy; tissue preservation;
placental amnion; reflected amnion.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: (a) Representagdo esquematica da estrutura de MA e composicdo da matriz
extracelular para cada camada. (b): Aspecto geral das membranas fetais humanas (imagem a
esquerda). A MA ¢ uma fina camada transliicida anexada ao corion (imagem a direita). ....... 18
Figura 2: Diferenciacao topografica e morfologica do amnio placentario e amnio refletido... 19
Figura 3: (A) Amnio placentario (azul), 4mnio refletido (rosa) e corddo umbilical cinza. (B)
Imagem da placenta e membranas fetais antes do processamento da membrana amnidtica....21
Figura 4: Processamento da MA. (A) Fluxo laminar com os materiais utilizados; (B) Fluxo
laminar com luz U.V. para a desinfec¢ao dos materiais; (C) Inicio da separagdo manual da MA
O COTION MNALEITIO. ...ttt ettt ettt b e sb et sbte s bt et s bt e bt estesatesbeenbeeanenbeenee 30
Figura 5: Preparo da MA para sua fragmentacdo. (A) MA separada do cérion, com aspecto
transparente e com um espago central (local do corddao umbilical removido), permitindo dividir
as sub-regides. (B) Forma que a MA foi organizada para corte de sub-regides. (C) Padrao de
corte 3x3cm?, com marca para diferenciacdo dos lados (circulo). .......ccoecveevieiiiieniiiiieninnen. 31
Figura 6: Desenho da placenta e corddo umbilical mostrando as sub-regides, incluindo
R1(regido central), R2 (regido intermediaria), R3 (regido periférica), e R4 (amnio refletido). Os
circulos marcados com o nimero 1, 2 e 3 representam os fragmentos 1x1cm? do grupo controle,
fresca e criporeservada, respectivamente, de cada sub-regido. .........cccceeeeeeriiiiiienieeiieeeeen 32
Figura 7: Aspecto macroscopico das amostras de MA do grupo controle, em ambos os lados,
epitelial (E) e mesenquimal (M) e nas diferentes sub-regides (R1, R2, R3 e R4). ................. 34
Figura 8: Aspecto macroscopico das amostras de MA do grupo fresca, em ambos os lados,
epitelial (E) e mesenquimal (M) e nas diferentes sub-regides (R1, R2, R3 e R4). .................. 35
Figura 9: Aspecto macroscopico das amostras de MA do grupo criopreservada, em ambos 0s
lados, epitelial (E) e mesenquimal (M) e nas diferentes sub-regioes (R1, R2, R3 e R4)......... 35
Figura 10 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA dos grupos
controle, fresca e criopreservada, em cada sub-regido incluindo R1(regido central), R2 (regido
intermediaria), R3 (regido periférica), e R4 (admnio refletido). Barras de ampliagdo: 10pum
Q0100 TSRS 42
Figura 11 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA dos grupos
controle, fresca e criopreservada, em cada sub-regido incluindo R1(regido central), R2 (regido
intermedidria), R3 (regido periférica), ¢ R4 (dmnio refletido). Legenda para simbolos: setas
vermelhas = microvilos, retingulo amarelo = jung¢ao intercelular, circulo vermelho = aberturas

em formato circular no espago intercelular. Barras de ampliagdo: 2pum (3000x). ................... 43



Figura 12 — Micrografias eletronicas representativas do lado mesenquimal da MA dos grupos
controle, fresca e criopreservada, em cada sub-regido incluindo R1(regido central), R2 (regido
intermediaria), R3 (regido periférica), ¢ R4 (dmnio refletido). Barras de ampliagdo: 1pm
(10.000X). ...t eeteteente et et et et et et e et e s teesteesee bt esseeaeesseenseeseenseenseeneesseenseesseaseenseentenseenseeneenseenes 44
Figura 13 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA na sub-regido R1,
dos grupos controle (A), fresca (B) e criopreservada (C), mostrando que, independente do

grupo, as células desta regiao podem ser mais alongadas. Barras de amplia¢ao: 10pum (10.000x).

Figura 14 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA na sub-regido R3
do grupo controle (A) e R4 do grupo fresca (B) mostrando a morfologia de uma célula
normalmente encontrada no meio das demais células epiteliais com forma poligonal,
denominada de célula aranha (**), com finas projecdes citoplasmaticas atravessando o espaco
intercelular e formando um sistema de canais intercelulares,os quais sdo visualizados por meio
das aberturas circulares entre as projecoes Barras de ampliagdao: 2um (3000x). .....cccvveenneennee 46
Figura 15 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA mostrando
varia¢des nos microvilos da regido apical das células da sub-regiao R2 no grupo criopreservada

(A eB),edasub-regido R3 ..o e 47



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA apresentando
aspecto celular normal da camada epitelial, padrao epitelial 1 (A e B) e padrao 2 (C e D). Barras
de ampliagdo: 10pum (1000x) € 21m (3000X). c..eeruereiierieeiieeieeiee et estee et eriee e esiee e e seaeeneees 36
Quadro 2 — Micrografias eletronicas representativas do lado mesenquimal da MA com a
descrigdo do aspecto normal da camada mesenquimal (padrdo mesenquimal 1 (A) e 2 (B).

Barras de ampliacao: 1m (10.000X). ....ocoeurieriiieeiiieeiieeeeiee et e et e esaeeereeeeeeeeesreesreeessseeenes 37



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP - Adenosina trifosfato

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CREB - cAMP Response Element-Binding Protein
DMEM - Meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO - Dimetilsulféxido

MA — Membrana Amniética

MAH - Membrana Amnidtica Humana

MEYV — Microscopia Eletronica de Varredura
OCT-4 - Octamer-Binding Transcription Factor 4
PA — Amnio placentério

PBS - Phosphate Buffered Saline

RA — Amnio refletido

SOX2 - Sex Determining Region Y-Box 2

TGF-p - Fator de Transformacdo do Crescimento Beta



SUMARIO

1 INTRODUGAQ ....ueeeeeecrererneesesesesessssssssessssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssans 14
2 OBUIETIVOS .iiiitinntiniinsnesssisssissssissssssssssssssssstsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
2.1 ODJetivo Geral....uuueiccceicscrrissricssnricssnicsssnssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS ..cierrererrnicssnicssanesssanssssanssssasssssnssssssssssasssssssssssasssssassssssssssssssssssssssans 16
3 REVISAO DE LITERATURA .......uoevreetrrrresnssssssssesssssssssssssssssssessssssessssessesssssssssssessese 17
3.1 Placenta.....euucccceeeicineisineecssnnecssnnecsssnncsssnscsssnecsssnnsssssncsssscsssssssssssssssses 17
3.2 Membrana AMRDIOTICA c...cccueiiveeiseessnecsensseensecsssecssnsssansssesssseesssssssssssassssesssasssassssassssasssss 17
3.3 Membrana Amniotica: Divisdo Anatomica e Sub-Regi0es........ccceeureerreressercscerescrarees 18
3.4 Aplicacoes Terapéuticas e Propriedades da MA ...........ccovivviirrernsnnnssnicssnsssnnesssssssossens 21
3.5 Formas de Preservacao da Membrana Amnidotica Humana .........cccceeecerccnenccnccnnecennns 25
4 METODOLOGIA .....couueiuirnniinnennensninsninsssessseesssessssssssssssassssessssssssssssassssasssssssasssssssssassssee 30
4.1 Colheita da placenta e processamento da membrana amniodtica humana................... 30
4.2 Fragmenta¢io da membrana amniotica e divisio em sub-regioes 31
4.3 Grupos eXPEriMEeNtas ....cccceeeereresssercsssarcsssasessssnsssssssssasssssasssssasssssssssssssssssassssssssssssssssnsssses 32
4.4 Microscopia eletronica de varredura..... . ceeceinecseecsecssenssecssnssesssecssesasssecssessssssesssees 32
4.5 ANALISES ccuueeinerirneisneiseensnissnensnssssessessssesssessssessssssssesssassssssssassssessssses 33
S RESULTADOS ..ccooiiiiiininininniinssnississsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssess 34
5.1 ASpectos MACIOSCOPICOS ..eeeerrurressnressnrssssescssssrsssssssssssssssssssssassssnns .34
5.2 Padronizacio dos aspectos MIiCrOSCOPICOS ...cccueeerurerueissurcseissancsserssanesssssssesssssssssssssnsene 35
5.3 Analise das SUD-TEGIOES .....cccevererrrrressrercssrrcssnrcssssrcsssssssssesssnseses .37
5.3.1 Sub-regi@o R1 (regi@0 CONITAL)....uuuueeeeoseuueeiosssaerossssasiessssssssossssssrossssssssssssssssssssssasssssase 38
5.3.2 Sub-regido R2 (regi@o iNterMediAriQ) ......cceeeeeesveessuvrossensssnsossssssssssssssssssssssssssssssasssns 38
5.3.3 Sub-regi@o R3 (regi@o PEriferiCa) c.ueeeeeseueesossssaerevsssreriessssssssssssssssossssssssssssssssssssssasssssase 39
5.3.4 Sub-regido R4 (AMNIO FflEtid0) ...uuuueeounueeosueeevsurnsseressensssserssssssssssssssssssssssssssasssssassses 39
5.4 Analise dos Métodos de PreServacao ........ccccceeecccccsnsiccsssnseccsssnssscsssassssssssssssssssssssesssnans 40
5.4.1 GrUPO CORIPOIE cununannanennaneronnnvionnesossanisssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40
5.4.2 GTUPO FrESCUaueveoueuneeeoossunnioosssarresssssassessssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 40
5.4.3 Grupo CriopreSerVAAa.....neeecceeesossasessssssssssesssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 41
5.5 Achados MicroscOpicos DIferentes......c..cceeveeecsseresssnncsssarcsssnsssssnssssasssssasssssasssssassssssssssnes 45
5.5.1 Cllulas AIONGAAAS ....u.eneeennenenonnnenonnnniosnvinsnrnssnnssssssssssisssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssns 45
5.5.2 Cllulas “AVARRAT ......uuunuueonnneeonnercsnneinsneicsneenssneessssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssses 45
5.5.3 Variac@o A0S MICTOVIIOS aue....enennnennneeeeeeeeeeeerecsssnneereceecsssssnssssescssssssssssssssssssssssssssnsssssssens 45



6 DISCUSSAQ ceeeeeeeeeererensesessssessssessssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnse 48

T CONCLUSAQ.....uoveeeerrresrsressesesesssssssssssssssesssssssssssessssssssssesssssssssssssssssssesssssssssessssssesssesses 54
REFERENCIAS.......ovvevtestessessessessessssssssssessssessessessessessesssssssssssssessessssessessessesssssassssassassessesses 55
ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP.......oceererrerrerrersensessessessssssses 60
ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE).....66

ANEXO C: RESUMO APRESENTADO NO SIMPOSIO DE ENGENHARIA
BIOMEDICA DO VALE DO PARAIBA .....covoeeeeeeeeeeeesesesesesssssssesssssssssssssssnssssssssnsnssssssess 68




14
1 INTRODUCAO

A placenta ¢ geralmente reconhecida por fungdes importantes como nutrig¢do, respiragao
e excre¢cdo, bem como manutencdo da tolerdncia materno fetal. As células da placenta,
membranas placentérias, corddo umbilical e liquido amnidtico, sdo fontes com potencial para
regeneragdo, apresentando grande capacidade imunomoduladora em aplicagdes terapéuticas
(AYALAPURAM; YADAV; ANNAM, 2017). O progresso no entendimento da biologia e das
propriedades das células tronco da placenta ¢ das membranas fetais, incluindo a membrana
amniodtica (MA), incentivaram os pesquisadores a explorar seus efeitos potenciais em modelos
de doengas em animais, na esperan¢a de aumentar seu uso em diferentes aplicagdes clinicas
(PAROLINI; CARUSO, 2011).

A membrana amnidtica (MA) é a camada mais interna das membranas fetais, que
envolve e protege o feto e que, juntamente com a placenta, é descartada apds o parto. E
composta por uma monocamada de células epiteliais amnioticas humanas, aderidas em uma
membrana basal, € o estroma subjacente que envolve as células estromais da membrana
amniotica humana (PAROLINI et al., 2008). Adicionalmente, ¢ um material existente em alta
quantidade, com baixos custos de processamento, € seu uso nao apresenta conflitos éticos e/ou
religiosos (ARRIZABALAGA; NOLERT, 2018).

Devido a sua estrutura Uinica, em adig@o as suas propriedades mecanicas (estabilidade,
resisténcia, flexibilidade, e permeabilidade) e bioldgicas (anti-inflamatdria, antifibrética,
antimicrobiana, pr6 e anti-angiogénica, antitumorgénica e promotora de epitelizacdo e
cicatrizagdo), a MA ¢ um biomaterial natural, biocompativel e degradavel utilizado como
scaffold em varias aplicagdes na engenharia tecidual e medicina regenerativa, incluindo reparo
de cornea, tratamento de feridas cronicas, reparo de tenddo, de nervo, reconstrucao genital,
microvascular e intraoral (TEHRANI et al., 2021, FENELON et al., 2021). Como scaffold, a
membrana pode ser usada de 3 diferentes maneiras: 1) com o epitélio amnidtico; 2) sem o
epitélio amnidtico (MA desnuda) (NICKNEJAD et al., 2008); e 3) com o estroma amnidtico
(JERMAN; VERANIC; KREFT, 2014; ARRIZABALAGA; NOLERT, 2018).

As propriedades funcionais da MA sao atribuidas as suas caracteristicas morfoldgicas e
aos fatores biologicos soluveis e insoluveis produzidos pelas células e presentes no estroma da
membrana, o que torna imprescindivel a preservacao da sua integridade, tanto do lado epitelial,
quanto do lado mesenquimal ou estromal, para que a membrana exerca seus efeitos terapéuticos.
A MA na forma fresca ¢ um biomaterial pronto para o uso, que nao precisa de processamento

e pode ser preparado pelos proprios hospitais para suas necessidades. No entanto, apesar dos
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testes soroldgicos das doadoras, do processamento em condigdes estéreis e do armazenamento
em solugdo tampao contendo antibidticos, o risco de infec¢ao, devido ao periodo de “janela”
entre infecgdo e soroconversdo, torna necessario preservar a MA antes que ela possa ser
empregada para uso clinico ou experimental (NIKNEJAD et al., 2011; RIAU et al., 2011).

Considerando a grande area da membrana amnidtica obtida de placentas humanas a
termo (£1,876=+ 307 cm?) (MILLAR et al., 2000), ela é anatomicamente dividida nas seguintes
regides: membrana amniotica placentaria, refletida e umbilical. Estudos recentes mostram que
as regioes amnioticas diferem consideravelmente em suas propriedades, como estrutura
histologica, ultraestrutura, capacidade proliferativa e de diferencia¢do celular, quantidade e
secrecao de fatores bioativos, transparéncia e resisténcia, € assim podem influenciar o potencial
da membrana na regeneracdo tecidual em diferentes aplica¢des clinicas (WEIDINGER et al.,
2021).

Diferentes métodos foram propostos para a preservacdo da membrana amniotica,
incluindo, liofilizagdo, desidratagdo, vitrificag¢do e criopreservagao (-80°C) (RIAU et al., 2010;
LEAL-MARIN et al., 2020), sendo que cada um destes métodos tem suas proprias vantagens e
desvantagens, € devem ser cuidadosamente explorados para garantir a qualidade da membrana
como biomaterial nas diferentes aplicagdes clinicas. Para tanto, ¢ de grande importancia a
temperatura, a duracdo do armazenamento, e se o método for o de criopreservacao, deve ser
considerado o uso ou ndo de agentes crioprotetores (glicerol e DMSO). Ademais, devido a
complexidade dos diferentes tecidos cada método afeta as propriedades da MA diferentemente
(LEAL-MARIN et al., 2020).

A falta de padronizagao entre os laboratdrios relacionada as regides anatomicas de onde
sao removidos os fragmentos de MA (PAROLINI; CARUSO, 2011), as variagdes na MA de
diferentes doadoras € na membrana de uma mesma doadora (DUA et al., 2010), e os diversos
protocolos para a preservacdo da MA foram motivadores para a analise do impacto dos
diferentes métodos de armazenamento e preservagdo sobre a morfologia superficial nas

diferentes sub-regides da membrana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a morfologia da MA nas diferentes regides anatomicas, amnio placentario e
amnio refletido, e nos lados epitelial ¢ mesenquimal, com diferentes métodos de preservacao,

por meio da microscopia eletronica de varredura.

2.2 Objetivos Especificos

1. Otimizar o método de MEV para o estudo da MA por meio da investigagao dos
aspectos macroscopicos da MA antes de ser submetida ao microscopio eletronico
de varredura;

2. Avaliar a morfologia superficial por MEV da MA obtida da regido PA nas suas
diferentes por¢des (central, intermediaria e periférica), e da regido RA:

- Imediatamente apds seu processamento, € sem nenhum método de preservacao;
- Apds preservacao em meio DMEM e armazenamento a temperatura ambiente por 18h;
- Apos preservagdo em meio DMEM/glicerol 1:1 (v/v) e armazenamento a -80°C por um

periodo de 30 dias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Placenta

Conforme o Ministério da Saude (BRASIL, 2015), em publicagdo na Universidade
Aberta do SUS (UNA-SUS), a placenta realiza a comunicagao entre o corpo da mae e o feto,
facilitando a troca de nutrientes para proteger e sustentar a gravidez. Além de filtrar o sangue
da gestante, eliminando tudo o que ¢ nocivo, ela transporta oxigénio, glicose, célcio e dgua,
entre outras substincias, para o bebé. Também estimula hormonios da gestagdo, como o
estrogénio, a progesterona e o lactogénio, fundamental para a producao de leite.

A placenta é um orgdo feto-materno, de formato redondo, que tem diadmetros variaveis,
15 a 20cm e espessuras entre 2 ¢ 3 cm. A parte fetal da placenta ¢ composta pelo disco
placentario, membranas amnioticas e corionicas, frequentemente chamadas de membranas
fetais, e o corddao umbilical. O lado materno ¢ composto pela decidua basal, que ¢ derivada do
endométrio (TEOFILI et al., 2018)

Nos ultimos anos, além do uso de fragmentos de toda a membrana amnidtica (MA)
como material cirargico, muita atencdo foi dada aos diferentes tipos de células que podem ser
isoladas da placenta. O progresso no entendimento da biologia e das propriedades dessas células
incentivou os pesquisadores a explorar seus efeitos potenciais em modelos animais de diferentes

doencas, na esperancga de futuras aplicacdes clinicas (PAROLINI; CARUSO, 2011).

3.2 Membrana Amniotica

As membranas amniética e corionica, também chamadas de amnio e corion,
respectivamente, fazem parte da porcao fetal da placenta. O amnio estd em contato com o feto,
enquanto o corion esta adjacente ao endométrio, tecido materno (LEAL-MARIN et al., 2020).
A membrana amni6tica humana (MA), também conhecida como o amnio, ¢ camada mais
interna das membranas fetais, frouxamente anexada a membrana coridnica ou corion. Juntas,
essas membranas fetais formam o saco amniotico, que contém o embrido e o liquido amnidtico
durante a gravidez. Ambas as membranas sao frouxamente conectadas por meio de uma camada

esponjosa de colageno, o que facilita sua separagio (ARRIZABALAGA; NOLLERT,
2018).

A membrana amnidtica ¢ uma membrana fina, translicida, avascular, e sem a presenga
de nervos ou musculo, com espessura entre 20 e 50um e constituida de cinco camadas

diferentes, incluindo uma camada de epitélio, uma membrana basal, uma camada compacta,
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uma de fibroblastos, ¢ uma camada esponjosa (Figura 1a) (LEAL-MARIN et al., 2020). A
membrana basal contém colageno Tipo IV e VII, fibronectina, laminina, bem como acido
hialurdnico secretado pela camada epitelial. A camada compacta é composta de coldgeno I e II1
sintetizado por células-tronco mesenquimais, enquanto a camada de fibroblasto contém
macrofagos (LEAL-MARIN et al., 2020). Ademais, na camada esponjosa predominam
proteoglicanos e glicoproteinas que lhe conferem um aspecto esponjoso em preparagdes
histoldgicas, e fibras colagenas do Tipo III, organizadas frouxamente, regido onde ocorre a
separagao manual da MA do cérion (NIKNEJAD et al., 2008; PAROLINI et al., 2008). Por
ultimo, a camada esponjosa permite que a MA deslize sobre o corion. A separagdo entre MA e

o corion pode ser observada na Figura 1b (LEAL-MARIN et al., 2020).

Figura 1: (a) Representacdo esquematica da estrutura de MA e composigdo da matriz extracelular para cada
camada. (b): Aspecto geral das membranas fetais humanas (imagem a esquerda). A MA ¢ uma fina camada
translicida anexada ao corion (imagem a direita).
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Fonte: Leal-Marin et al., (2020)

3.3 Membrana Amniotica: Divisio Anatomica e Sub-Regioes

A MA embora constituida por 5 camadas histologicas em toda a sua extensao, € referida
como uma estrutura Unica e continua. Entretanto, anatomicamente dividida ¢ nas seguintes
regides: amnio placentario, amnio refletido, e amnio que cobre a superficie do cordao umbilical

(BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006).
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Han e seus colaboradores, em 2008, fizeram observagdes empiricas das diferencas
histologicas regionais, especialmente entre o amnio placentario e o refletido, levantando a
hipotese que o damnio humano ¢ biologicamente heterogéneo. Para testar essa hipotese, eles
analisaram, por microarrays, o impacto da regido na expressao global de 17 genes, mostrando
uma expressao diferencial entre o &mnio placentério e o dmnio refletido, sugerindo que o amnio
aparentemente homogéneo, ¢ biologicamente heterogéneo. De acordo com Banerjee et al.
(2015) a regido do amnio placentdrio demonstra atividade mitocondrial significativamente
maior. Portanto, especularam que o ammio placentario (PA) pode ter maior capacidade
antioxidante. Juntos, esses fatores podem impactar criticamente sua funcionalidade,
propriedades secretoras, potencial de diferenciacdo e enxerto celular e destino das células da

MA, que devem ser considerados para fins de regeneragdo de tecidos.

Figura 2: Diferenciag@o topografica e morfoldgica do &mnio placentario e amnio refletido.
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Fonte: Benerjee et al., 2015

Deihim, Yazdanpanah e Niknejad (2016), observaram diferengas na transparéncia entre
regides. Os amnios foram extraidos de regides placentarias e refletidas de placentas obtidas por
cesarianas eletivas, com o objetivo de avaliar os efeitos da remocdo da camada epitelial
(desceluralizacdo) e da camada esponjosa sobre a transparéncia e espessura das membranas
fresca e liofilizada. A superficie epitelial da MA foi avaliada por andlise histoldgica e
microscopia eletronica de varredura. A regido refletida era mais fina e mais transparente do que
aregido do dmnio placentario. A partir da andlise histoldgica observou-se que a principal fonte
de diferenca entre as regides placentdrias e refletidas do amnio esta relacionada as células da
camada epitelial. O processo de descelularizagdo melhorou a transmissdo de luz da MA, tanto

na regido do amnio placentario, quanto na regido refletida.
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Em seu estudo, Litwiniuk et al. (2018) sugeriram que MA de parto natural (fisiol6gico),
sdo caracterizadas por altas concentragdes de fatores de crescimento e reguladores do turnover
da matriz extracelular, que estimulam o processo de regeneragdo de tecidos. Portanto, pode ser
mais adequado ser aplicado no tratamento de feridas que nao cicatrizam. Por outro lado, as
membranas amnioticas obtidas de cesariana eletivas, especialmente em suas porgdes cervicais,
sdo relativamente pobres em fatores pro-angiogénicos. Essas caracteristicas poderiam ser
potencialmente benéficas, por exemplo, para aplicagdes oftalmologicas, como fechamento de
lesdes da cornea e reconstrucao da superficie ocular, onde a estimulagdo da proliferagcdo de
fibroblastos ou a angiogénese nao ¢ desejada.

Benerjee et al. (2018), avaliaram as propriedades especificas das mitocondrias das
células da membrana amnidtica humana e caracterizaram parametros bioenergéticos de 2 sub-
regides da membrana, os amnios placentario e refletido. Encontraram concentragdes mais altas
de ATP no amnio placentario em comparag@o com o amnio refletido. Ademais foram detectados
niveis significativamente diferentes de adenosina trifosfato (ATP) e espécies reativas de
oxigénio extracelulares, concentragdes de succinato desidrogenase e lactato apos a inibi¢ao da
ATP sintase, tanto no amnio refletido quanto no placentario. O amnio placentario difere em
morfologia e atividade funcional, pois esta regido possui atividade mitocondrial
significativamente maior, ¢ menos Espécies Reativas de Oxigénio. Com base nas diferengas
significativas dos pardmetros-chave do metabolismo energético nas 2 sub-regides do amnio, o
estudo sugeriu que essas diferengas sejam consideradas, quando da escolha entre amnio
placentario e amnio refletido, uma vez que elas podem ter um impacto critico nas aplicagdes
terapéuticas. A inclusdo de propriedades metabolicas especificas da regido poderia otimizar e
ajustar a aplicacdo clinica da membrana amniotica humana e melhorar o resultado
significativamente.

A MA foi mapeada em 4 regides diferentes de acordo com sua posi¢do em relagdao ao
corddo umbilical: area central, intermedidria, periférica e refletida. Os resultados encontrados
por Centurione et al. (2018) demonstraram a presenga de epitélio de multiplas camadas em
diferentes areas da MA, exceto na area intermedidria, com uma série de células que brotam ou
se destacam, bem como células apoptoticas, especialmente na area central. Notavelmente, a
area central, localizada proximo ao corddo umbilical, mostrou muitas diferencas morfologicas
em comparag¢ao com outras areas da MA. Observaram que as areas periféricas e refletidas tém
a maior expressdo de OCT-4 e SOX-2 in situ, indicadores bem conhecidos de pluripoténcia.

Além disso, a area periférica também expressou os maiores niveis de CREB e sua forma ativa
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p-CREB, bem conhecida por seu papel fundamental em inimeros processos, incluindo

proliferagao, diferenciacao e apoptose celular.

Figura 3: (A) Amnio placentario (azul), amnio refletido (rosa) e corddo umbilical cinza. (B) Imagem da
placenta ¢ membranas fetais antes do processamento da membrana amnidtica.
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3.4 Aplicacoes Terapéuticas e Propriedades da MA

A MA foi usada pela primeira vez para a reconstru¢ao de pele pelo Dr. Davis em 1910.
Posteriormente, a MA foi empregada em uma ampla gama de aplicagdes: curativos cirargicos,
tratamento de queimaduras e ulceras, reconstru¢do da cavidade oral, bexiga e vagina. Na década
de 1940, as primeiras aplicacdes oftalmicas da MA para o tratamento de defeitos em conjuntivas
e queimaduras quimicas foram relatadas. Houve inicial interesse por este biomaterial que, em
seguida, desapareceu provavelmente devido a regulamentos mais rigorosos sobre transplantes
de tecidos, e a MA quase desapareceu da literatura por cerca de 50 anos (VERSEN-H"OYNCK
et al., 2004, DUA et al., 2010). O ressurgimento da MA aconteceu na década de 1990, quando
foi relatado por Kim e Tseng (1995) como um scaffold ou suporte eficaz para reconstrucao de
superficie ocular. Novos protocolos de preparagdo, preservagao e técnicas de armazenamento
também foram desenvolvidos neste mesmo periodo, auxiliando a MA a ganhar significancia
para oftalmologia e aplicagdes dermatoldgicas sem a preocupacdo da transmissao de doengas
pelo tecido fresco ndo processado. (ARRIZABALAGA; NOLLERT, 2018)

Nejad et al. (2021) demonstraram que a MA tem sido amplamente adotada para
curativos de queimaduras e reconstru¢do da superficie ocular. Novas aplicagdes clinicas

também sdo atualmente exploradas, como envolvimento de nervo, reconstru¢do da cavidade
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oral, reparo do tendao flexor, e o tratamento de deficiéncia de células-tronco limbicas. Nos
ultimos 5 anos as areas que mais realizaram estudos clinicos com a MA foram: dermatologia,
ortopedia, oftalmologia, odontologia e urologia, sendo que mais de 50% dos estudos foram
realizados nos Estados Unidos da América, sendo seguido pela China, Egito, Ira ¢ Alemanha.

Na urologia, a MA tem sido empregada para agenesia vaginal. As vantagens do amnio
para a vaginoplastia sdo sua disponibilidade, baixo custo, por ser mais fisiologico e nao requerer
cicatriz adicional como na vaginoplastia com enxerto de pele (VATSA et al., 2017). Na
ortopedia a MA tem sido usada, por exemplo, para envolver o local de reparo do tendao flexor
com o objetivo de diminuir o processo fibrético e a adesdo do tenddo aos outros tecidos moles
adjacentes, e consequentemente acelerar o processo de reparacdo (PRAKASH; KALRA;
DHAL, 2020).

As propriedades da MA, como imunomodulacdo, efeito antimicrobiano, e capacidade
pro-regenerativa devidas, por exemplo a presenca de diferentes fatores de crescimento,
indicaram na revisdo realizada por Nejad et al. (2021) que a MA pode ser usada como uma
cobertura para a parte exposta da raiz de dentes acometidos com recessao gengival. Além disso,
a reconstru¢do da cavidade oral (lingua, mucosa bucal, vestibulo, mucosa palatina, e assoalho
da boca) pode ser alcangada pela aplicacio de MA desidratada, entre outros métodos de
preservacao.

A MA também ¢ usada como andaime, scaffold, na engenharia dos tecidos, por
apresentar propriedades mecanicas favoraveis. De acordo com as pesquisas realizadas por Elahi
et al. (2019), a periodontite é uma condi¢do inflamatdria cronica do periodonto. A medida que
avanca, resultara na perda das estruturas de suporte do dente, tal como osso alveolar, cemento
e ligamentos periodontais, e, eventualmente, leva a perda do dente. Para a regeneragao de
tecidos, varios métodos podem ser empregados, mas sdo técnicas lentas e dependem da
gravidade do dano e da capacidade regenerativa do hospedeiro. Por outro lado, a engenharia de
tecidos pode superar esses problemas usando, por exemplo a MA como um scaffold natural
onde sdo cultivadas células com capacidade regenerativa para restaurar as estruturas do
periodonto.

A capacidade de reparo da cartilagem articular ¢ muito limitada devido a sua natureza
avascular. Atualmente, ndo existem tratamentos farmacéuticos eficazes para osteoartrite,
também nao ha abordagens cirurgicas para seu tratamento. Segundo Diaz-Prado ef al. (2010) a
MA possui abundantes componentes naturais da cartilagem, que sdo importantes na regulagao
e manutencao do metabolismo normal dos condrdcitos, o que sugere que a MA ¢ um excelente

candidato para uso como scaffold natural para engenharia de tecido de cartilagem. A MA com
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condrocitos cultivados mostrou boa integragdo com a cartilagem nativa e o novo tecido
sintetizado era constituido por camadas de células com morfologia arredondada e caracteristicas
semelhantes aos condrécitos. Os condrdcitos migraram da MA para penetrar nas profundidades
das cavidades e fissuras na cartilagem (osteoartrite). A morfologia do tecido de reparo exibiu
uma aparéncia fibrosa e alta celularidade.

Os enxertos atuais usados em cirurgia corretiva de defeitos cardiacos ndo tém alcancado
o resultado esperado quanto a durag¢do e ao crescimento. Os pacientes receptores geralmente
requerem varias reoperagdes. A engenharia de tecidos objetiva desenvolver um andaime
baseado em dmnio, adequado para aplicacdes de tecidos cardiovasculares e uso in vivo. Assim,
foi criado um scaffold com amnio humano por um processo de descelularizacao enzimatica
seguido de liofilizagdo, como uma estrutura inica ou de varias camadas. Essas estruturas foram
comparadas ao amnio nativo para a viabilidade das células semeadas e propriedades
biomecanicas, e a seguir avaliar a biocompatibilidade in vivo. Foi demonstrado que, enquanto
o tecido de &mnio nativo suportou pouco crescimento celular, o amnio descelularizado permitiu
o enxerto e a sobrevivéncia celular. Além disso, a preservacdo do suporte por liofilizagdo como
uma Unica camada permitiu o enxerto € o crescimento das células (SWIM et al., 2018).

O sucesso dessas aplicagdes terapéuticas ¢ devido as propriedades da membrana
amniodtica, que sao atribuidas a presenca de fatores bioldgicos soliveis e insoluveis presentes
em sua estrutura (SILINI et al., 2013; KOPACZKA et al., 2016). Quando utilizada no corpo
humano, ela adere sem esforgo a superficie da ferida, reduz cicatrizes, diminui a dor, promove
cicatrizagdo e tem baixo risco de imunogenicidade (ARRIZABALAGA; NOLLERT, 2018). A
MA tem caracteristicas vantajosas, incluindo:(a) efeitos anti-inflamatorios devido a producao
de fatores anti-inflamatorios como acido hialuronico; (b) supressao de citocinas; (c)
propriedades antibacterianas, devido a moléculas de defesa como B-defensinas e elafina; (d)
propriedades antifibréticas, devido a regulacao negativa de TGF- e expressao de seu receptor;
(e) baixa antigenicidade; bem como (f) propriedades imunomodulatérias, como resultado do
fator secretado pelas células epiteliais, que inibe a migragao de macréfagos e células natural
killer (glébulos brancos) para prote¢do ao ataque imunoldgico materno (LEAL-MARIN et al.,
2020).

A forma de uso da membrana implica diretamente sobre sua resposta. Niknejad e seus
colaboradores, em 2013, avaliaram por meio de um modelo experimental em ratos, se a
propriedade angiogénica apresentada pela MA era lado dependente. Entdo, retiraram uma
camada de pele da regido dorsal dos ratos e aplicaram a MA em seu lugar. Em um dos grupos

experimentais o lado epitelial da MA estava voltado para cima, enquanto no outro grupo o lado
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voltado para cima era o mesenquimal. Depois de uma semana da colocagdo da MA, foi realizada
microscopia intravital que mensurou o nimero de novos vasos € sua extensao. No grupo em
que a camada epitelial estava voltada para cima, a quantidade de vasos em crescimento
aumentou de forma significativa, ja o grupo em que a camada mesenquimal estava voltada para
cima apresentou um efeito inibidor na angiogénese, tendo redu¢do do nimero de novos vasos.
Este estudo demonstrou que a MA possui efeitos pro e antiangiogénicos, dependendo do lado
em contato com o tecido, ou seja, tem propriedades diferentes em cada regido.

Estudos pré-clinicos prévios provaram que o transplante de fragmentos de MA em
modelo experimental de fibrose hepatica biliar, sobre a superficie do figado de ratos, reduziu
em 50% a area ocupada pela deposi¢cao de colageno no tecido hepatico, inibindo a progressao
da fibrose para o estdgio avancado, a cirrose, comprovando a atividade antifibrotica da
membrana (SANT’ANNA et al., 2016; MAMEDE; SANT’ANNA, 2019). Assim como
Amorim et al. (2021), também em estudo pré-clinico, avaliaram o processo de reparo tecidual
de queimaduras tratadas com fragmentos de membrana amnidtica humana (MAH) em ratos. A
aplicacdo do fragmento de MA diminui o risco de infec¢@o por cobrir a area lesada, pois atuou
como barreira fisica e bioldgica contra invasdao de microrganismos. Uma vez que o dmnio €
capaz de promover a umidade da lesdo, evita irritagdo e ressecamento da ferida, tendo em vista
o fato de que manter a superficie da ferida umedecida e oxigenada acelera o processo de
migracdo celular, observou-se nesse estudo a formacgao precoce da crosta nas lesdes tratadas
decorrentes dessas propriedades.

Além das propriedades biologicas, a MA apresenta propriedades mecéanicas como
estabilidade, resisténcia, flexibilidade e permeabilidade, permitindo que ela seja um potencial
scaffold ou substrato para o crescimento, adesdo e migragao celular, caracteristicas necessarias
para a engenharia tecidual. (NIKNEJAD et al., 2008). Segundo Leal-Marin et al. (2020) as
propriedades de elasticidade, rigidez e tragdo a forca estdo relacionadas a composicao da
placenta. A orientacdo das fibrilas de coldgeno na matriz extracelular é responsavel pela
resisténcia a tragdo, enquanto a deformacao eléstica estd relacionada a presencga de fibras de
elastina, laminina, 4cido hialurénico e glicosaminoglicanas (LEAL-MARIN et al., 2020).
Interessante que o tipo de parto e a regido de onde sdo obtidos os fragmentos de MA sdo fatores
que afetam as propriedades mecénicas. Grémare et al. (2019) estudaram a variacdo nas
propriedades mecanicas considerando 2 regides anatomicas da MA, demonstrando que o amnio
placentério ¢ muito mais forte e extensivel (82%) do que o amnio periférico (19%). Assim, esta

regido da membrana pode ser o biomaterial de escolha no caso do desenvolvimento de scaffolds
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na engenharia de tecidos, onde as propriedades mecanicas desempenham um papel

fundamental.

3.5 Formas de Preservacao da Membrana Amniotica Humana

Nas aplicagdes clinicas ou nos estudos experimentais a MA tem sido usada na forma
fresca ou na forma preservada. Diferentes métodos foram propostos para a preservagdo da MA,
incluindo hipotermia (4°C), liofilizagdo, desidratagdo, vitrifica¢do e criopreservacao a  -80°C
(HENNERBICHLER et al., 2007; RIAU et al., 2011).

Adds, Hunt e Dart (2001) avaliaram a viabilidade das células da camada epitelial da MA
quando preservada na forma fresca (armazenamento a 4°C) e na forma criopreservada
(armazenamento a -80°C em DMEM mais glicerol), assim como o efeito da aplicacdo da MA
no olho de pacientes com pénfigo cicatricial. Relataram diminui¢@o na viabilidade das células
nas duas formas de preservacdo, porém uma melhora similar na acuidade visual. Entretanto, a
MA na forma fresca, ndo foi tdo eficaz em promover a reepitelizagdo da cornea, quanto a forma
criopreservada. Exceto o risco de transmissdao de doenga, pela impossibilidade de refazer os
testes soroldgicos, o uso na forma fresca, possui mais duas dificuldades. Primeiro, uma questao
logistica, ou seja, a necessidade de encontrar uma doadora antes do procedimento cirargico,
para poder realizar testes e processamento, juntamente com a coordenacdo para que o recipiente
esteja no hospital no mesmo momento. Segundo, a MA fresca deve ser preparada para apenas
um paciente, o resto dos fragmentos deve ser descartado. Assim, considerando o resultado
clinico do estudo e estas questdes, os autores sugerem a adoc¢ao na forma criopreservada.

Assim, quando a MA ¢ usada para aplicacao clinica, a criopreservagao ¢ frequentemente
empregada em vez da MA na forma fresca, pois permite o armazenamento por longos periodos
antes de seu uso, possibilitando a repeti¢ao dos testes soroldgicos realizados no periodo pré-
natal, a fim de eliminar qualquer risco bioldgico. Também permite o armazenamento de varios
fragmentos da MA (mais de 30 por placenta) em um banco de tecidos, € 0 uso em vérias
aplicagodes clinicas (ADDS; HUNT; DART, 2001, PEREPELKIN et al., 2016; CHAVEZ-
GARCIA et al., 2016).

Segundo Thomasen et al. (2009) a criopreservagdo ¢ o método de preservacdo mais
comum para a MA, e tem a vantagem de existirem varios estudos experimentais e clinicos
publicados, confirmando a seguranca e eficacia do método.

Segundo Niknejad et al. (2011), tanto o método de liofilizagdo, quanto o de

criopreservagdo, podem alterar as propriedades mecanicas e histologicas da MA. O estudo
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demonstrou que os componentes da matriz extracelular da membrana basal foram bem
preservados tanto quando frescos quanto criopreservados. Entretanto, na criopreservada a MEV
demonstrou danos nas jungdes intercelulares da camada epitelial, enquanto a liofilizada
preservou estes componentes, sendo assim superior para uso como scaffold para o crescimento
de células endoteliais. J& Thomasen et al. (2011), demonstraram que a MA criopreservada em
DMEM e glicerol (1:1 v/v) e armazenada por mais de 24 meses preservou os componentes da
membrana basal, assim como a camada epitelial. A MA criopreservada com glicerol e DMEM
foi usada com sucesso como scaffold para a regeneragao do epitélio da bexiga urinaria, sendo
que a proliferacdo e diferenciacdo destas células epiteliais foram maiores quando cultivadas
sobre o lado mesenquimal ou estromal da membrana integra. Ao contrario, Ramuta et al. (2020)
cultivaram células cancerigenas do epitélio da bexiga em ambos os lados da MA criopreservada,
verificando redugao maior na proliferacao destas células quando o lado epitelial foi usado como
scaffold.

Nos estudos experimentais com uso de modelo animal, Ricci et al. (2013) e
Yazdanpanah et al. (2015), compararam membranas preservadas tanto na forma fresca quanto
na criopreservada, porém com objetivos diversos. Foi demonstrado que as duas formas de
preservacdo da MA produziram efeitos antifibroticos semelhantes quando aplicadas no figado
de ratos com fibrose hepatica, ou efeitos angiogénicos, também similares, quando aplicadas na
pele dorsal em ratos, respectivamente. Adicionalmente, observaram que mesmo a
criopreservagao reduzindo a viabilidade celular (entre 16 a 50, a estrutura basica da MA se
manteve.

Ferenczy e Souza (2020) publicaram revisdo de literatura sobre os varios métodos de
preparo e preservagdo da MA para uso no tratamento de doengas da superficie ocular, relatando
que, atualmente dois protocolos sdo os mais populares para a criopreservagdo. O primeiro
método, introduzido por Lee e Tseng em (1997), consiste no armazenamento da MA em uma
solucdo de 50% glicerol e 50% DMEM a -80°C por até¢ 2 anos, e obtendo, sucesso na
transplantacdo da MA na clinica. O efeito deste método sobre a integridade estrutural e
funcional da membrana ainda ndo foi extensivamente estudado, entretanto, baseado nos dados
ja disponiveis, € possivel assumir que a criopreservacao em DMSO tem qualidade similar ao
método contendo glicerol.

O glicerol tem a vantagem de ser antiviral, mas parece comprometer a viabilidade
celular, por ser particularmente toxico as células da camada epitelial da MA. Adicionalmente,
foi relatado que a criopreservacao induz a perda de viabilidade celular devido alteragdes nas

estruturas moleculares causadas pela baixa temperatura, e isso pode interferir no seu uso clinico
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(HENNERBICHLER et al., 2007; RIAU et al., 2010). Hennerbichler e seus colaboradores, em
2007, estudaram a influéncia de varias condi¢des de armazenamento da MA sobre a viabilidade
celular, demonstrando que o método de criopreservagao por 3 semanas resultou em redugdo de
13-18% na viabilidade das células epiteliais, enquanto a preservacdo da MA em temperaturas
acima de 0° demonstrou viabilidade celular maior, sendo o meio DMEM, o mais benéfico as
c€lulas, quando comparado ao meio RPMI, L15 e glicerol.

Quando se considera a estrutura histologica da MA, os estudos mostraram que o0s
métodos de preservagdo alteram a integridade estrutural da membrana em diferentes graus.
Thomasen et al. (2009) compararam dois métodos de preservacdo da MA, a criopreservada em
DMEM e glicerol (1:1 v/v) por 1 més e a desidratada, com objetivo de avaliar a influéncia
destes métodos sobre as proteinas soluveis da MA que estimulam regeneragio, os componentes
da membrana basal e a habilidade da MA em servir de substrato para cultivo de células epiteliais
do limbo. As membranas criopreservadas mantiveram liberacdo constante das proteinas
analisadas (TGF-B1, CTGF), as células epiteliais do limbo cresceram sobre a MA, e os
colagenos tipos IV e VII, laminina e fibronectina, todos componentes da membrana basal da
MA, tiveram sua integridade também preservada, em contra ponto da MA desidratada, revelou
30% de crescimento celular, e apenas o coldgeno IV e a fibronectina da membrana basal foram
mantidos. Adicionalmente, Thomasen et al. (2011), utilizando o mesmo método de
criopreservacdo por um periodo de até 24, meses com andlise por imuno-histoquimica,
demonstraram que o método manteve também o epitélio da MA integro, além dos componentes
da membrana basal preservados.

A membrana amnidtica tem sido usada como substrato para o cultivo ou expansao de
diferentes tipos celulares e como fonte de células na medicina regenerativa. Niknejad et al.
(2011) investigaram a viabilidade do uso da MA apos diferentes métodos de preservacdo, em
servir de substrato para a expansdo ex vivo das células endoteliais. Para isto, compararam
membranas criopreservadas por 6 meses, liofilizadas e frescas (ndo preservadas), por meio da
analise histoldgica, imuno-histoquimica e microscopia eletronica de varredura. Tanto a
membrana criopreservada quanto a liofilizada, tiveram os componentes da membrana basal
preservados (i.e. colagenos, III, IV, fibronectina, laminina e perlecan). Entretanto, a imuno-
histoquimica revelou que a camada compacta da MA criopreservada era mais fina e apresentava
menos colageno Tipo I, quando comparada com a membrana fresca. Neste estudo a MEV foi
util em revelar a morfologia superficial normal do epitélio na membrana fresca; na
criopreservada a MEV demonstrou danos nas jungdes intercelulares deste epitélio; e na

liofilizada, ndo havia sinais de células epiteliais intactas. Embora a MA liofilizada apresentasse
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epitélio com maior perda de células e parte da membrana basal exposta, isto permitiu maior
adesdo das células endoteliais, € consequentemente se mostrou superior, quando comparada a
fresca e a criopreservada, servindo de substrato para o cultivo de células endoteliais.

Tehrani, Ahmadiani e Niknejad (2013), também compararam membranas
criopreservadas por 6 meses, liofilizadas e frescas (ndo preservadas), com a finalidade de
avaliar os efeitos destes métodos na manutengao da propriedade antimicrobiana da MA, por
meio do método de difusdo por disco, e técnica ELISA para quantificar o principal peptideo
antimicrobiano, a elafina. Assim, diferentes espécies de bactérias foram cultivadas em agar
Muller Hinton e um pedago de membrana foi colocado sobre a superficie deste dgar. Apds 24h
de incubagdo observou-se que a MA, independentemente do método de preservacao, inibia o
crescimento de certas espécies de bactérias. Entretanto, a quantidade do peptideo elafina foi
significativamente maior na MA fresca, quando comparado a criopreservada e a liofilizada.
Importante observar neste estudo, que mesmo com menos elafina, menot viabilidade celular e
com areas de epitélio rompidas, estes dois métodos nao interferiram na propriedade
antimicrobiana da MA, sugerindo que outros componentes da matriz extracelular ou estroma
da membrana exercem efeitos antibacterianos, o que demonstra a importancia da manutencao
desta camada estrutural da MA.

No estudo de Modaresifar ef al. (2017), o efeito da criopreservagdo sobre a atividade
anticancerigena e antiangiogénica da MA foi avaliado. As células cancerosas foram tratadas em
condi¢do de MA fresca ou criopreservada durante 24 horas, e a viabilidade das células
cancerosas foi determinado, pelo ensaio MTT. Para avaliar a angiogénese, o ensaio do anel da
aorta de rato foi realizado para MA fresca e criopreservada dentro de 7 dias. Além disso, quatro
fatores antiangiogénicos, inibidor de tecido da metaloproteinase-1 e 2 da matriz (TIMP-1 e
TIMP-2), trombospondina, e a endostatina foram medidas por ensaio ELISA antes e depois da
criopreservacao. Os resultados mostraram que a viabilidade de células cancerosas cultivadas
diminuiu de forma dependente da dose apos o tratamento com o meio de condi¢do da MA fresca
e criopreservada e nenhuma diferenga significativa foi observada entre MA fresca e
criopreservada.

Fénelon et al. (2018) exploraram o uso da MA na engenharia de tecidos ¢ medicina
regenerativa verificando o potencial da MA na regeneragdo Ossea guiada. Foi avaliada in vitro
a viabilidade celular da MA fresca e da criopreservada. In vivo, avaliou-se o impacto da MA
fresca versus criopreservada, utilizando os lados epitelial e mesenquimal frente ao defeito, no
reparo de defeito Osseo critico na calvéria de ratos. Depois, a eficacia da MA criopreservada

associada a um substituto 6sseo (neste caso a hidroxiapatita) foi comparada a uma membrana
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de colageno usada atualmente para regeneracdo Ossea guiada. In vitro, ndo houve diferenca
estatistica entre as condi¢des de viabilidade celular. A MA criopreservada, sem estar conjugada
a um substituto dsseo, induziu maior formagdo 6ssea quando o lado mesenquimal cobriu o
defeito em comparacao ao controle onde o defeito foi deixado vazio. Quando associada a um
substituto 6sseo, ndo houve melhora. Os autores sugerem que a MA criopreservada, em especial
o lado mesenquimal, apresenta potencial, porém ainda limitado na regeneragao 0ssea guiada.

Wagner et al. (2018) analisaram os efeitos do armazenamento da MA com DMEM e
glicerol e da MA armazenada, sem glicerol, e diretamente congelada a -80°C, por 1, 3 e 6 meses.
Histologicamente, a estrutura da camada epitelial e mesenquimal (estroma) da membrana ndo
foi afetada por nenhum destes métodos, exceto pelo fato da camada mesenquimal apresentar
numero reduzido de células, quando comparada a MA fresca. Com relacdo as propriedades
mecanicas, o estudo demonstrou que nenhum dos métodos, com ou sem glicerol, afetou a
resisténcia a tracdo e o modulo de elasticidade da membrana, mas um longo periodo de
armazenamento (6 meses) aumentou a resisténcia a tracdo da MA. Ja a viabilidade das células
mostrou diminuigdo significativa nas amostras de MA com e sem glicerol em comparagdo a
MA fresca. A MA criopreservada com glicerol mostrou maior viabilidade celular do que o
método de congelamento direto e sem glicerol. Ademais, Ashraf et al. (2015) mostraram que o
tempo de armazenamento depende da temperatura, pois a MA criopreservada em 20°C e 80°C
pode ser armazenada por 4 semanas e/ou 6 meses. E possivel armazenar MA em 85% de glicerol
a 80°C por um longo tempo.

Fenelon et al. (2019), afirmaram que a criopreservagao e a liofilizagdo sdo as mais
comumente usadas nos procedimentos de preservagdo da MA. Utilizaram MA descelularizada,
para liofilizagdo e esterilizagdo gama antes de seu uso para permitir armazenamento de longo
prazo. A liofilizacdo permite o armazenamento seguro de amostras por varios anos em
temperatura ambiente, enquanto a criopreservacao requer equipamentos caros que podem estar
indisponiveis em algumas institui¢des, € o tempo de armazenamento nao pode exceder 12 a 24
meses. Além disso, a cadeia de frio envolve procedimentos de transporte complexos e as
amostras precisam ser descongeladas antes de usar. MA liofilizada parece mais facil de
armazenar, ¢ geralmente ¢ seguida pela esterilizagdo do tecido amnidtico por radiagdo gama. A
radiagc@o gama ¢ usada em todo o mundo para produtos médicos, e € considerado mais confidvel

e eficaz método efetivo para esterilizar aloenxertos de tecido.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP), e obteve aprovagdo com

protocolo nimero 5.172.755.

4.1 Colheita da placenta e processamento da membrana amniética humana

Foram utilizadas sete placentas humanas a termo, com idade gestacional igual ou
superior a 39 semanas, obtidas a partir de cesdrias eletivas de pacientes com gestacdo normal,
na maternidade do Hospital Santa Casa de Sao José dos Campos. A colheita da placenta e suas
membranas fetais, incluindo a membrana amniodtica, foi realizada somente apds o
consentimento prévio da parturiente e ap6s certificacao de resultados negativos para HIV-1 e
2, hepatite B e C e sifilis.

A MA foi transportada para o laboratério sob refrigeracdo em torno de 10 a 15°C. No
laboratorio, em condigdes estéreis, a MA foi manualmente destacada do corion e lavada
extensivamente com solucdo fisiologica contendo 100U/ml de penicilina, 100Ug/ml de

estreptomicina e anfotericina B (figura 4).

Figura 4: Processamento da MA. (A) Fluxo laminar com os materiais utilizados; (B) Fluxo laminar com luz
U.V. para a desinfecg¢@o dos materiais; (C) Inicio da separagdo manual da MA do coérion materno.

Fonte: Autor
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4.2 Fragmentacio da membrana amnidtica e divisdo em sub-regioes

Imediatamente ap6s o processamento da MA, e passado tempo de preservagdo em cada
grupo experimental, a membrana foi dividida em 4 diferentes sub-regides de acordo com sua
posicdo em relacdo ao corddo umbilical (CENTURIONE et al., 2018): R1) Regido central —
proxima ao cordao umbilical; R2) Regido intermedidria — no meio (entre as regides central e
periférica); R3) Regido periférica — proxima a periferia do disco placentario; R4) Regido amnio
refletido. As regides R1, R2, e R3 fazem parte do &mnio placentario (Figura 6). Em seguida,
foi seccionada em fragmentos de 3x3cm?, os quais foram marcados com um corte em “L” no
canto direto superior, de forma a possibilitar a identificacao dos lados (epitelial e mesenquimal),
e preservados seguindo o protocolo para cada grupo experimental (Figura 5 e 6).

De cada uma das sub-regides acima descritas foram obtidos 9 fragmentos iniciais de
MA, sendo 3 fragmentos do grupo controle, 3 do grupo fresca e 3 do grupo preservada, cada
um desses fragmento possuiam a medida de 3x3cm?, que posteriormente a fixagdo, cada
fragmento foi seccionado em formato circular, com fragmentos de 1x1cm?, obtendo assim 2
amostras por fragmento inicial. Entdo, de cada grupo de preservagdo foram 6 amostras por
regido, sendo 3 amostras para a analise do lado epitelial da membrana e outras 3 para a analise
do lado mesenquimal. Assim, de cada placenta foram obtidos 24 fragmentos, preservados na
forma controle, e mais 24 preservados na forma fresca, e mais 24 fragmentos para o grupo

criopreservado. No total foram utilizados 72 fragmentos por placenta.

Figura 5: Preparo da MA para sua fragmentacdo. (A) MA separada do cérion, com aspecto transparente e
com um espaco central (local do corddo umbilical removido), permitindo dividir as sub-regides. (B) Forma que a
MA foi organizada para corte de sub-regides. (C) Padrao de corte 3x3cm?, com marca para diferenciacdo dos
lados (circulo).

Fonte: Autor
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Figura 6: Desenho da placenta e corddo umbilical mostrando as sub-regides, incluindo R1(regido central),
R2 (regido intermediaria), R3 (regido periférica), e R4 (dmnio refletido). Os circulos marcados com o niimero 1,
2 e 3 representam os fragmentos 1x1lcm? do grupo controle, fresca e criporeservada, respectivamente, de cada
sub-regido.

2- Grupo Fresca

3- Grupo Criopreservada

Fonte: Autor.

4.3 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o método de preservagdo
utilizado para a MA. No grupo controle, os fragmentos de membrana processados, foram
imersos imediatamente em fixador para a MEV. Ja no grupo MA fresca os fragmentos de
membrana, foram imersos em meio DMEM a temperatura ambiente (24°C) por 18h. E, no grupo
MA criopreservada os fragmentos de membrana, foram imersos em meio DMEM/glicerol 1:1

(v/v) a-80°C por 30 dias.

4.4 Microscopia eletronica de varredura

Antes de iniciar a primeira etapa da MEV, ou seja, para fixacdo das amostras, as
membranas dos grupos MA fresca foram lavadas 3 vezes em PBS 1x (Tampao Fosfato Salino),
pH7.2, durante 3 minutos cada, para entdo realizar a microscopia eletronica de varredura. No
caso do grupo MA criopreservada, as membranas foram inicialmente descongeladas a
temperatura ambiente e submetidas ao mesmo procedimento de lavagem descrito acima.

Para o0 método da MEV, as amostras de todos os grupos experimentais foram fixadas

em paraformaldeido 2,5 % e glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato 0.05M, pH7.2, por 2h
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em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas 3 vezes em tampao PBS 1x,
pH7.2, por 3 minutos a cada troca. Apds este procedimento, as amostras foram desidratadas,
em séries crescentes de etanol (30%, 50%, 70% e 100%), por 5 minutos em cada concentragao.
A seguir, a solucao de etanol 100% foi retirada e adicionada uma solugao de 1:1 de etanol 100%
e Hexametildissilazano (HMDS) (Sigma Aldrich) por 5 minutos, com objetivo de permitir
maior controle do tempo de secagem (AL SHEHADAT et al., 2018). As amostras foram entdo
colocadas em placa de 24 pocos em temperatura ambiente, por 24h, até a secagem total da
amostra. Na sequéncia, as amostras foram revestidas com ouro (10 nm) (“sputtering”) pela
metalizadora Emitech k550x, montadas no suporte porta-amostra do MEV (“stub”) com auxilio
de fita de carbono, e analisadas ao Microscopio Eletronico de Varredura ZEISS — EVO MA 10,
instalado na Central Analitica do IPD/UNIVAP. Assim, por meio do MEV a morfologia
superficial das amostras de MA, nas diferentes sub-regides, e em seus lados epitelial e
mesenquimal, foi analisada descritivamente comparando os 3 diferentes grupos experimentais.
Os critérios para a analise do lado epitelial da MA foram os seguintes aspectos morfologicos:
a) formato das células da superficie epitelial; b) espago intercelular/jun¢do intercelular; c)
microvilos na superficie apical e bordas laterais das células epiteliais; d) fendas ou gaps na
superficie epitelial. J4 para a analise do lado mesenquimal foram usados os seguintes aspectos
morfologicos: a) densidade da trama fibrosa de colageno; b) Homogeneidade da trama fibrosa

de colageno; ¢) Conformagao da superficie mesenquimal.

4.5 Analises

Em todas as micrografias obtidas, foram realizadas as analises comparativa e descritiva.
Sendo a primeira mais usada entre mesmas sub-regides. E a segunda, mais utilizada quando o

foco foram os meios de preservagao.
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5 RESULTADOS

Esta secdo descreve os aspectos macroscopicos, € os microscopicos da MA observados

ao microscopio eletronico de varredura.

5.1 Aspectos macroscopicos

As figuras 7 a 9 mostram o aspecto macroscopico da MA apds a etapa de secagem, e
antes da etapa de metalizagdo do método MEV. Estes aspectos macroscopicos evidenciaram
que a etapa da secagem das amostras, logo ap6s a lavagem com PBS 1x, em temperatura
ambiente por 12h foi mais eficiente no grupo controle e variou nos grupos fresca e
criopreservada.

No grupo controle os fragmentos de MA mostraram aspecto opaco, e foram removidos
da placa sem dificuldade (Figura 7). No grupo fresca, no momento da fragmentacdo das
amostras foi observado empiricamente que estavam mais edemaciadas, turgidas e brilhantes, e
apos a secagem estavam mais transparentes e foram removidas da placa com dificuldade, por
estarem mais aderidas a mesma (Figura 8). Ja no grupo criopreservada, as amostras ficaram
com aspecto intermedidrio, se mostrando mais opacas do que transparentes, e, portanto, se

assemelhando ao grupo controle (Figura 9).

Figura 7: Aspecto macroscopico das amostras de MA do grupo controle, em ambos os lados, epitelial
E) e mesenquimal (M) e nas diferentes sub-regides (R1, R2, R3 e R4).

Fonte: Autor
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Figura 8: Aspecto macroscopico das amostras de MA do grupo fresca, em ambos os lados, epitelial (E)
e mesenquimal (M) e nas diferentes sub-regides (R1, R2, R3 e R4).

Fonte: Autor

Figura 9: Aspecto macroscopico das amostras de MA do grupo criopreservada, em ambos os lados,
epitelial (E) e mesenquimal (M) e nas diferentes sub-regides (R1, R2, R3 e R4).

Fonte: Autor

5.2 Padronizagao dos aspectos microscopicos

No total, 861 eletromicrografias, provenientes de 7 placentas, foram analisadas por meio
da MEV. Primeiramente foram analisadas todas as sub-regides da MA do grupo controle, sendo
possivel observar um padrao morfoldgico de organizagao celular do lado epitelial, e da trama
colagena do lado mesenquimal da MA, o que serviu de referéncia para a analise das sub-regides

da MA em todos os grupos experimentais (Quadros 1 e 2).
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Quadro 1 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA apresentando aspecto celular normal
da camada epitelial, padrdo epitelial 1 (A e B) e padrdo 2 (C e D). Barras de ampliagdo: 10um (1000x) e 2pm
(3000x).

Padrao Epitelial 1 Padriao Epitelial 2 ‘

Superficie epitelial uniforme com células em
formato hexagonal (circulo azul), achatadas, em
padrao mosaico, com microvilos roligos, densos e
aglomerados na regiao apical das células (setas
vermelhas). Jungdo intercelular bem definida
(retangulo amarelo), com microvilos nas bordas
laterais das células realizando ligag¢des celulares ou
pontes citoplasmaticas (setas amarelas).

Superficie epitelial menos uniforme com células
em formato hexagonal (circulo azul), globosas, em
padrdo mosaico, mas com pouca definigao.
Microvilos achatados e colabados na regido apical
das células, sendo dificil a diferenciacdo (setas
vermelhas). Jungao intercelular definida apenas no
menor aumento (retangulo amarelo).

Fonte: Autor
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Quadro 2 — Micrografias eletronicas representativas do lado mesenquimal da MA com a descrigao do
aspecto normal da camada mesenquimal (padrdo mesenquimal 1 (A) e 2 (B). Barras de ampliagdo: 1pm
(10.000%).

Padrao mesenquimal 1 Padrio Mesenquimal 2

Trama de fibras coldgenas densas, definida, ndo
organizada, menos homogénea, e em superficie
ondulada, apresentando algumas depressdes.

Trama de fibras coldgenas densas, definida,
organizada, homogénea, e em superficie lisa.

Fonte: Autor

Com os padrdes definidos (referéncias), foi realizada anélise descritiva classificatoria,
comparando os grupos experimentais, em cada sub-regido, ¢ em ambos os lados da MA
observando o que estava dentro dos padrdes de normalidade e o que se repetiu mais vezes em
relacdo as regides ¢ aos métodos de preservacao. As micrografias eletronicas do lado epitelial
da MA estdo representadas nas figuras 10 e 11, enquanto as do lado mesenquimal estdo
representadas na figura 12. As figuras 13, 14 e 15 apresentam achados microscopicos diferentes
dos padrdes, que foram observados no lado epitelial de algumas membranas, incluindo o
formato celular, o espago intercelular, com microvilos laterais formando as pontes

citoplasmaticas e variacdes nos microvilos da regido apical das células.

5.3 Analise das sub-regioes

Descriga@o das sub-regides da membrana amnidtica humana, sendo do amnio placentario
as sub-regides R1 (central), R2 (intermediaria) e R3 (periférica), e do amnio refletido, a sub-

regido R4.
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5.3.1 Sub-regido RI (regido central)

Em R1, lado epitelial, nos grupos controle e fresca, a morfologia celular se apresentou
de forma padrao 1, com superficie uniforme, células hexagonais/pentagonais, juncao
intercelular bem marcada (retangulo amarelo), e microvilos densos na regido apical e nas bordas
laterais (setas vermelhas) (Figuras 10 e 11). No grupo criopreservada houve uma pequena
mudanga, pois observou-se algumas aberturas em forma circular no espago intercelular (circulo
azul), melhor visualizados na figura 10. Importante ressaltar, que por ser a regidao R1 a mais
proxima do corddo umbilical, algumas micrografias, em todos os grupos, apresentaram células
mais alongadas, como se fossem iniciar uma mudanga de padrao celular (Figura 13).

Para o lado mesenquimal de R1, os grupos controle e fresca apresentaram o padrdo 1,
com trama colagena bem homogénea, ou seja, sem muita diferenca de fibras finas ou espessas,
bem densa e compacta e com superficie lisa. Ja na criopreservada se repetiu a trama homogénea,
densa e compacta, porém, em superficie ondulada, mostrando algumas depressdes, proximo do

padrao 2 (Figura 12).

5.3.2 Sub-regiao R2 (regiao intermediaria)

Em R2, lado epitelial, no grupo controle, a morfologia das células inicia uma sutil
mudanga, para o padrao 2, com superficie menos uniforme, onde as células ficaram ligeiramente
mais circulares e globosas do que hexagonais. As jungdes celulares perderam um pouco a
definicdo (retdngulo amarelo). J& os microvilos ficaram mais achatados dificultando sua
diferenciacgao nas células (setas vermelhas). No grupo fresca, tanto a junc¢do intercelular, quanto
os microvilos se mostraram com o mesmo aspecto descrito acima, com reduzida definicao,
lembrando o padrdo 2. No grupo criopreservada, a jungdo celular exibiu formato padrao 1, com
jungdo intercelular mais definida, porém novamente com algumas aberturas em forma circular
no espago intercelular (circulo azul), similar a sub-regido R1 do mesmo grupo (Figuras 10 e
11).

Do lado mesenquimal, o grupo controle exibiu um padrio de trama coldgena
homogénea, em superficie ligeiramente ondulada apresentando regides de feixes coldgenos com
depressoes e elevagdes. No grupo fresca, a trama se apresenta bem homogénea, densa com
superficie lisa, e discreta perda de defini¢do, padrdo 1. No grupo criopreservada, a trama se
apresenta semelhante a descrita para o grupo fresca, porém com depressdes rasas entre as fibras

da trama colagena (Figura 12).
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5.3.3 Sub-regido R3 (regido periférica)

Em R3, lado epitelial, no grupo controle, a morfologia celular ficou fora dos padroes 1
e 2, pois todas as células apresentaram um formato circular. Os microvilos se achataram
totalmente colabando com as células (setas vermelhas) e a jun¢do intercelular se manteve com
pouca definicdo (retangulo amarelo). No grupo fresca, as células apresentaram formato
totalmente circular, com centro mais elevado, aparentando diferentes tamanhos, os microvilos
estavam colabados com as células e espaco intercelular aumentou. No grupo criopreservada, ¢
possivel observar que as células mantiveram formato circular e jungdo intercelular mais
definida, porém com aumento das aberturas em formato circular no espago intercelular (circulo
azul), e os microvilos ainda achatados e condensados nas regides apical e laterais das células
(Figuras 10 e 11).

Para o lado mesenquimal, o grupo controle exibiu trama coldgena muito densa,
compacta e com as fibras coldgenas mais heterogéneas, com feixes espessos e finos. Os grupos
fresca e criopreservada demonstraram o padrdo mesenquimal mais conhecido, padrdo 1,

consistindo em trama coldgena homogénea, densa e com superficie lisa (Figura 12).

5.3.4 Sub-regido R4 (@mnio refletido)

Em R4, lado epitelial, nos grupos controle e fresca, a morfologia celular se apresentou
de forma padrao 1, com superficie uniforme, células hexagonais/pentagonais, juncao
intercelular bem marcada (retangulo amarelo), microvilos densos, roligos e dispersos na regido
apical e nas bordas laterais das células (setas vermelhas). E importante destacar que nesta sub-
regido, as cé€lulas se apresentaram mais achatadas. O grupo criopreservada apresentou
quantidade maior das aberturas em formato circular no espago intercelular (circulo azul)
(Figuras 10 e 11).

Para o lado mesenquimal, o grupo controle apresentou um padrao de trama colagena,
homogénea, densa, mas em superficie ondulada, apresentando algumas fendas, caracteristicas
morfologicas do padrdo 2, e o grupo fresca apresentou o padrao mesenquimal 2, consistindo de
uma trama coldgena homogénea, densa e com superficie pouco ondulada. O grupo
criopreservada apresentou trama coldgena bem homogénea e densa, em superficie ondulada e
com pouca defini¢do. Entretanto o alinhamento dos feixes de fibras coldgenas, aparentavam

estar perpendicular a superficie. (Figura 12).
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5.4 Analise dos Métodos de Preservacao

Descricao das analises com foco no meio de preservagao.

5.4.1 Grupo Controle

Dessa forma, no grupo controle, regido central (R1) e amnio refletido (R4), obtivemos
uma imagem muito parecida entre todas as eletromicrografias. No lado epitelial da MA a
superficie epitelial estava uniforme, com células em formato hexagonal, pouco globosas para
R1 e achatadas para R4, padrao em mosaico, a jun¢do intercelular estava bem definida, os
microvilos eram roligos, densos e aglomerados na regido apical das células, e também nas
bordas laterais das células realizando ligacdes celulares. A regido intermedidria (R2) e
periférica (R3), obteve diferencas, como o formato celular mais circular e globoso, a jungdo
epitelial com maior espaco, os microvilos condensados e aglomerados apenas na superficie
apical das células, também ¢ possivel visualizar algumas pontes citoplasmaticas fazendo
ligagdes entre células.

No lado mesenquimal, o grupo controle apresentou a R1 como uma trama coldgena
densa, com fibras homogéneas e organizadas em superficie lisa. J& R2 e R4, exibem imagens
semelhantes, porém com trama coldgena em superficie ondulada com algumas depressoes. E,
em R3 foi observado, trama coldgena bem densa, compacta e mais heterogénea mostrando

feixes de fibras coldgenas espessas e finas, e superficie lisa.

5.4.2 Grupo Fresca

O grupo fresca, lado epitelial, apresentou semelhangas com relagdo ao controle,
incluindo o formato de células circulares e globosas nas regides R2 e R3, e o padrao classico
de formato hexagonal, com células menos globosas em R1, e achatadas em R4. Estas duas
ultimas regides também apresentaram jungdes intercelulares bem marcadas. As variagdes em
relacdo ao controle foram observadas nos microvilos, que ficaram achatados e colabados, e nas
jungoes intercelulares as quais foram perdendo defini¢do, sendo que em R3 esta perda de
defini¢do foi grande, visto que o espago intercelular aumentou bastante. Também nesta regido,
as células apresentaram um formato muito circular parecendo ter um centro bem elevado e em

varios tamanhos, sendo que algumas pareciam estar “encolhendo”.
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Ja o lado mesenquimal, obteve resultados muito proximos para todas as sub-regides,
sendo a trama colagena densa, homogénea, organizada em superficie lisa, com exce¢ao de R4
que exibiu fibras coldgenas ligeiramente heterogéneas, sendo estes aspectos considerados

normais da estrutura da membrana.

5.4.3 Grupo Criopreservada

Analisando o grupo criopreservada, observamos imagens mais proximas do grupo
controle, com relacdo a integridade da superficie epitelial, incluindo R1 e R4 com células em
formato hexagonal, menos globosas em R1, e mais achatadas em R4; R2 e R3 com células mais
circulares e globosas; microvilos bem rolicos e densos e; junc¢ao intercelular bem definida.

No lado mesenquimal, foi observado em R1 e R4 0 mesmo padrao, com fibras colagenas
homogéneas, trama coldgena densa, em superficie ondulada J4 em R2 e R3, o tinico aspecto
diferente ¢ a trama em superficie lisa, sendo R2 com fibras homogéneas, ¢ R3 com fibras
levemente heterogéneas, sendo esta trama fibrosa de aspecto morfoldgico semelhante ao grupo

controle
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Figura 10 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA dos grupos controle,
fresca e criopreservada, em cada sub-regido incluindo R1(regido central), R2 (regido intermediaria), R3
(regido periférica), e R4 (amnio refletido). Barras de ampliagcdo: 10pm (1000x).

Controle Fresca Criopreservada

Fonte: Autor
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Figura 11 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA dos grupos controle,
fresca e criopreservada, em cada sub-regido incluindo R1(regido central), R2 (regido intermediaria), R3
(regido periférica), e R4 (amnio refletido). Legenda para simbolos: setas vermelhas = microvilos, retangulo
amarelo = jun¢ao intercelular, circulo vermelho = aberturas em formato circular no espago intercelular.
Barras de ampliaggo: 2pm (3000x).

Controle Fresca

Fonte: Autor
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Figura 12 — Micrografias eletronicas representativas do lado mesenquimal da MA dos grupos controle,
fresca e criopreservada, em cada sub-regido incluindo R1(regido central), R2 (regido intermediaria), R3
(regido periférica), e R4 (dmnio refletido). Barras de ampliacdo: 1pm (10.000x).

Controle Fresca Criopreservada

Fonte: Autor
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5.5 Achados Microscopicos Diferentes

As figuras 13, 14 e 15, demonstram achados microscopicos encontrados apenas no lado
epitelial de algumas membranas, incluindo a presencga de células com formato alongado, células

com formato “aranha” e microvilos com varios formatos.

5.5.1 Células Alongadas

Em relacdo aos achados microscopicos diferentes encontrados em algumas membranas,
podemos inicialmente citar a variagao no formato celular, incluindo células epiteliais alongadas

encontradas na regido central da MA, independente do grupo de preservagao.

5.5.2 Células “Aranha”

Outro achado importante visualizado nas micrografias foram as “células aranhas”, que
foram encontradas em R3 do grupo controle, R4 do grupo fresca. Estas células se diferenciam
das outras, pois estdo ligadas por projecdes citoplasmaticas que atravessam o espago
intercelular formando assim um sistema de canais intercelulares, os quais sdo visualizados por

meio das aberturas circulares entre as projecdes (Figura 14).

5.5.3 Variacao dos Microvilos

Neste estudo foi observado, a variagdo dos microvilos, ainda que dentro do mesmo
grupo ou regido (Figura 15). Na figura (A), visualizamos microvilos densos, condensados e
com pouca defini¢ao, na figura (B), sendo a mesma placenta, mesma regido € mesmo grupo,
observamos que os microvilos perderam defini¢do e ficaram mais achatados e colabados. Na
figura (C), os microvilos estdo com pouca defini¢ao, densos e condensados, ja na figura (D),

estdo sem nenhuma defini¢ao e totalmente colabados com a célula.
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Figura 13 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA na sub-regido R1, dos
grupos controle (A), fresca (B) e criopreservada (C), mostrando que, independente do grupo, as células desta
regido podem ser mais alongadas. Barras de ampliacdo: 10um (10.000x).

Fonte: Autor

Figura 14 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA na sub-regido R3 do grupo
controle (A) e R4 do grupo fresca (B) mostrando a morfologia de uma célula normalmente encontrada no
meio das demais células epiteliais com forma poligonal, denominada de célula aranha (**), com finas
projecdes citoplasmaticas atravessando o espago intercelular e formando um sistema de canais
intercelulares,os quais sdo visualizados por meio das aberturas circulares entre as projegdes Barras de
ampliacdo: 2pum (3000x).

Fonte: Autor
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Figura 15 — Micrografias eletronicas representativas do lado epitelial da MA mostrando variagdes nos
microvilos da regido apical das células da sub-regido R2 no grupo criopreservada (A e B), e da sub-regido R3
no grupo fresca (C e D) (setas amarelas e circulo) Barras de ampliagdo: 2pm (3000x).

Fonte: Autor
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho a MEV foi aplicada para descrever as diferengas na morfologia
superficial da MA em ambos os lados, epitelial e mesenquimal, € nas sub-regides, incluindo as
regides central, intermediaria e periférica do amnio placentario, € o &mnio refletido. Em seguida
a MEV foi utilizada para analisar os efeitos dos métodos de preservacdo, MA fresca e MA
criopreservada. Embora alguns estudos recomendem considerar as diferengas entre as sub-
regides da MA no momento sua da aplicacdo clinica, ela continua sendo aplicada como um
tecido homogéneo (BANERJEE et al., 2015; WEIDINGER et al., 2021).

O presente trabalho ¢ pioneiro em comparar os efeitos dos métodos de preservagao nas
diferentes regides anatomicas da MA, por meio da microscopia eletronica de varredura. Outros
estudos foram realizados, considerando apenas o estudo das sub-regides, ou testes com 0s
métodos de preservagdo e com outros tipos de anélises, incluindo histologia, expressdo génica
(HAN et al., 2008), analise de transparéncia e resisténcia (DEIHIM; YAZDANPANAH;
NIKNEJAD, 2016) analise de atividade mitocondrial das células epiteliais € mesenquimais da
MA (BANERIJEE et al., 2018), e analise da expressao de fatores de crescimento (LITWINIUK
etal., 2018).

Nesse contexto, o presente estudo inicialmente padronizou o método da MEV para
analise das amostras de MA. Esta etapa foi importante, pois os estudos que utilizaram MEV
para analise da MA apresentaram heterogeneidade de protocolos aplicados. O processo de
fixagdo quimica realizado com compostos aldeidos (formaldeido e glutaraldeido) forneceram
estabilidade e preservacao estrutural das amostras da MA (AL SHEHADAT et al., 2018). A
adicao do glutaraldeido foi importante, uma vez que por possuir uma molécula maior, apresenta
uma acdo fixadora quimica mais rapida devido a presenca de mais grupos aldeidos livres
(—CHO) (KIERNAN, 2000). Devido a adi¢ao do glutaraldeido foi possivel a redu¢ao do tempo
de fixagdo, pois ¢ um fixador de penetracdo mais rapida, e se mostrou eficiente para a
preservacao morfologica da MA. O uso de tampao cacodilato pH 7,2, ao invés do tampao PBS
pH 7,2, junto com os fixadores glutaraldeido e formaldeido, permitiu a neutralizacdo e
tamponamento, ndo causando acidificacdo da amostra, que resulta na perda ou redugdo severa
da maioria das atividades enzimaticas demonstraveis, com consequente melhora na defini¢ao
das micrografias eletronicas da MA.

A desidratagcdo com graduacgdes crescentes intermedidrias de alcool (30%, 50%, 70% e
100%), e a diminui¢do do tempo em cada concentragdo de etanol, evitaram que as amostras de

MA ficassem muito quebradicas e sofressem um encolhimento da superficie epitelial, causando
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alteragOes nas projecdes citoplasmaticas no espago intercelular visualizado nas micrografias,
assim preservando a estrutura celular. Também, a adi¢do da secagem de ponto critico (quimica)
com HMDS, permitiu maior controle do tempo de secagem, ou seja, remogao de liquido de
maneira precisa e controlada, o que esta de acordo com Al Shehadat et al. (2018).

Neste estudo o aspecto macroscopico opaco das membranas do grupo controle
significou completa secagem das amostras, ¢ melhor definigdo das imagens nas micrografias
eletronicas. No grupo fresca as amostras ficaram mais transparentes, ou seja, com um aspecto
menos opaco € mais aderido ao fundo da placa de 24 pocos, levando a perda de algumas
membranas que rasgavam durante remog¢do da placa, e antes do inicio da metalizacdo das
amostras. J4 no grupo criopreservada as membranas tiveram aspecto semelhante ao grupo
controle, sendo removidas da placa sem muita dificuldade.

O fato de as membranas frescas estarem mais aderidas na placa pode ser explicado pela
maior absorcao de liquido pela camada mesenquimal uma vez que as amostras permaneceram
armazenadas em DMEM por 18h. A hidratagdo da camada mesenquimal da MA,
principalmente na camada esponjosa ¢ um achado normal (GREMARE et al., 2019). Outra
possivel explicacdo seria a ocorréncia de reacdo dos meios de preservacdo, ou residuo de
HDMS, entre amostra e placa, dificultando sua retirada da placa. Entretanto, pelo fato das
amostras do grupo fresca terem ficado mais hidratadas, e demorarem mais a secar, a etapa de
secagem, que era de 12h inicialmente, necessitou de maior tempo, e estabilizou em 24h. Esta
alteragdo permitiu que todas as amostras de todos os grupos secassem por igual, antes de
passarem para a etapa de metalizacgao.

Considerando o aspecto macroscopico das diferentes sub-regides anatdmicas da MA, a
diferenca observada, empiricamente, todas amostras da regido periférica do amnio placentario
(R3), rasgavam no momento da sua remog¢ao da placa por se apresentarem mais finas. Esta
observagao realizada neste estudo pode ser corroborou com Deihim, Yazdanpanah e Niknejad
(2016), os quais mensuraram a espessura da MA em suas diferentes regides por meio de cortes
histologicos e andlise digital computadorizada, concluindo que a regido do amnio refletido (R4)
tem espessura menor quando comparada com a do amnio placentario. Considerando que a sub-
regido R3 ¢ a regido periférica do amnio placentério, e estd na transi¢do para R4, a espessura
mais fina observada empiricamente neste estudo pode ser assim explicada.

Neste trabalho, os aspectos microscopicos do grupo controle, fresca e criopreservada
foram comparados a outros trabalhos, visando a comprovacao de eficacia do protocolo e criando

uma base so6lida para anélise dos novos resultados.
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De um modo geral, foram observadas muitas ligagdes celulares pelos microvilos. Estas
ligacdes celulares promovidas pelos microvilos tem a fungdo de aumentar o contato entre as
células (VAN HERENDAEL; OBERTI; BROSENS, 1978). O estudo de Pena et al. (2007), nao
identificou quais regides foram selecionadas para uso, porém na analise do lado epitelial, foi
descrito o mesmo que este estudo, superficie epitelial homogénea, com células poligonais bem
proximas umas das outras, delicados microvilos foram observados na superficie apical das
células.

Nas regides intermediarias (R2) e periféricas (R3), foram observadas células circulares
e globosas. De acordo com Banerjee ef al. (2015), nos cortes histologicos, as células epiteliais
do PA aparecem cilindricas com nucleos descentralizados, enquanto as células epiteliais do RA
sdo achatadas e simétricas, também se concluiu que as mitocOndrias apresentaram maior
potencial de membrana, o que ¢ um indicador global da funcdo da mitocondria, foram
encontradas na periferia das células, em PA, assim como maior atividade respiratoria
mitocondrial, esses sdo pontos que ajudam a explicar diferenga da morfologia celular em R2 e
R3.

Também em R2 e R3, foi descrito um encolhimento das cé€lulas, deixando o espago da
juncdo intercelular maior. O aspecto de encolhimento foi visualizado por Hamid et al (2014).
Porém, diferente do nosso estudo, além da preservacdo em glicerol as membranas foram
submetidas a esterilizagdo por 35kGy de raios gama, o que explica além do encolhimento a
presenga de verdadeiros “gaps” entre as células, sendo este aspecto ndo visualizado em nosso
estudo.

As maiores variacdes foram visualizadas na regido periférica (R3). Han et al. (2008),
Centurione et al. (2018) relataram que o amnio placentdrio ¢ uma regidao anatomica muito
heterogénea. A sub-regido R3 faz parte do amnio placentirio (PA), o qual, devido a
heterogeneidade ¢ metabolicamente ativo na funcdo secre¢do celular e transporte inter e
transcelular, demonstrado pela estrutura do epitélio, analisada histologicamente (BANERJEE
et al., 2015; CENTURIONE et al., 2018) e por meio da microscopia eletronica de transmissao
(VAN HERENDAEL; OBERTI; BROSENS, 1978; VERSEN-H'OYNCK et al., 2004;
PASSARETTA et al., 2017). Consequentemente, as células epiteliais da R3 podem ser mais
sensiveis as variagdes de métodos de preservagdo. Esta hipdtese foi confirmada em estudo
prévio (MORAES et al., 2021), onde se observou reducdo significativa na viabilidade celular
naregido PA nos grupos fresca e também na MA criopreservada, utilizando o mesmo protocolo

que o presente estudo.
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O grupo criopreservada demonstrou diferenca relacdo aos outros, a presenga de
aberturas em formato circular no espago das jungdes intercelulares, no lado epitelial da
membrana em todas as regides desse grupo. Os estudos de Versen-H oynck et al. (2004) e Pena
et al. (2007), também utilizaram o método de criopreservacao para a membrana, com uso de
DMEM/glicerol (1:1) a -80°C, observando resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo, como a superficie epitelial constituida por numerosas células poligonais, formando um
padrdo de mosaico, a borda apical e lateral das células com grande nimero de microvilosidades,
as quais se estendem lateralmente formando um labirinto de pontes citoplasmaticas no espago
intercelular bem definido.

O achado microscopico deste estudo, descrito por “células alongadas”, comprovam a
descri¢do de Malheiros e Abreu (2016), a morfologia do &mnio que reveste o corddo umbilical
apresenta cé¢lulas com nucleos alongados, assim explicando o fato das células serem mais
alongadas em algumas membranas de R1, se d4 pela mudancga de padrdo celular entre o amnio
que reveste o cordao umbilical e o amnio que forma a sub-regido R1. Sendo R1 uma regido que
faz divisdo com o corddo umbilical, o &mnio do cordao pode ter sido incluido junto com R1, no
momento da separagdo das sub-regides, pois as delimita¢des entre elas ndo sdo exatas.

Em relacao as “células aranha”, mesma descri¢ao foi encontrada nos estudos de Pollard,
Aye e Symonds (1976) e Van Herendael, Oberti e Brosens (1978), que estudaram a anatomia
microscopica do amnio. Este ultimo descreveu as etapas de um processo denominado,
desprendimento celular no lado epitelial da membrana: Etapa 1. Ampliagao da area de borda da
célula entre duas células justapostas. A propria borda da célula permanece intacta. Etapa 2. Os
oOstios dos canais intercelulares nas bordas das células tornam-se mais visiveis entre duas células
normais ativas. Etapa 3. A célula a ser eliminada ¢ mantida apenas por pontes citoplasmaticas.
As microvilosidades aparecem sob a célula a ser eliminada. Esta célula tem sido chamada de
"célula da aranha”. Etapa 4. Um espago vazio permanece coberto por microvilosidades.

De acordo com Hilmy, Yusof, e Nather (2017), as células aranhas sdo precursoras do
processo de degeneragdo que ocorre nas células epiteliais da membrana amniotica. Em nosso
estudo, esta célula foi um achado microscopico nas regides R3 e R4 do grupo controle e fresca,
respectivamente. Ja o grupo MA criopreservada ndo apresentou “célula aranha”. Entretanto,
foram observadas, em todas as sub-regides, aberturas circulares no espago intercelular. Para
Pollard, Aye e Symonds (1976), Van Herendael, Oberti e Brosens (1978), estas aberturas sdo
os Ostios dos canais intercelulares nas bordas das células, e representam uma etapa do
desprendimento celular do epitélio. Este desprendimento celular ou exfoliagdo foi também

citado por Sonek et al. (1991) os quais observaram estes Ostios dos canais intercelulares
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relacionando-os com o processo fisioldgico de remodelagao do epitélio da membrana amnidtica
que ocorre momentos antes do trabalho de parto.

A variacdo dos microvilos, foi explicado por Pollard, Aye e Symonds (1976), afirmando
que a morfologia das microvilosidades nao estava relacionada com o padrdo celular bésico.
Essa variacdo na morfologia foi observada em amostras da mesma placenta processados
simultaneamente e, portanto, ndo deve ser atribuido a fatores técnicos. Finalmente, segundo
Pollard, Aye e Symonds (1976) os achados microscopicos que foram encontrados no lado
epitelial de algumas membranas sdo variagdes normais que podem ocorrer na MA de uma
mesma placenta independente das regides.

Adicionalmente, a influéncia de métodos de preservacgdo na integridade epitelial da MA

foi analisada por Versen-H oynck et al. (2004), os quais observaram resultados
semelhantes ao presente estudo, incluindo superficie epitelial uniforme, células poligonais,
hexagonais, globosas, com microvilos, bordas integras e algumas aberturas circulares nos
espacos intercelulares, concluindo que a criopreservacao com glicerol foi util em manter a
integridade epitelial. Recentemente, Deihim, Yazdanpanah e Niknejad (2016) utilizaram o
método de criopreservagdo sem glicerol com ciclos duplos de congelamento-descongelamento
demonstrando por MEV, que a integridade epitelial se manteve, assim como o contetdo de
proteinas colagenas, fatores de crescimento e acido hialurénico na matriz extracelular da
membrana. Também foi observado que a transparéncia da MA e suas propriedades mecénicas
foram preservadas, requisitos necessarios para, por exemplo, a terapia na oftalmologia. Ja
Nicknejad e/ al. (2011) demonstraram uma morfologia epitelial normal no grupo fresca, e danos
nas jungoes intercelulares no epitélio das membranas criopreservadas, sendo assim diferente do
presente estudo. Estas diferencas podem estar relacionadas ao protocolo de preservagado, visto
que nesse estudo foi empregado a criopreservagdo com 50% de glicerol e adicdo de 40%
DMEM/F12 e 10% FBS em -80C por 6 meses, e também nao foi especificado qual sub-regido
da MA foi utilizada.

Analisando o lado mesenquimal, percebemos que as maiores variagdoes sao em relacao
a superficie ondulada ou lisa. Segundo Leal-Marin et al. (2020) e Ramuta et al. (2020), as
depressodes sdao proprias da superficie ondulada da trama colagena, assim como os feixes de
fibras colagenas pouco homogéneas. O importante ¢ a manutengao da trama colagena densa e
compacta.

Os pequenos rasgos observados na trama colagena de R2 sdo provavelmente artefatos
de técnica, uma vez que os feixes de fibras colagenas possuem a sua continuidade mantida (AL

SHEHADAT et al., 2018).
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Histologicamente abaixo da camada epitelial da MA existe a camada basal e a camada
mesenquimal ou estroma, a qual ¢ constituida principalmente da proteina colageno, a qual
forma feixes de fibras coldgenas alinhadas paralelamente ou perpendicularmente a superficie
epitelial, que mantem a integridade mecanica da membrana, ¢ sendo assim um atrativo para
servir de scaffold na engenharia tecidual (NICKNEJAD et al., 2008, DIAZ-PRADO et al.,
2010, TEHRANI e al., 2021; FENELON et al., 2021). De acordo com o presente estudo,
Weidinger et al. (2021), consideraram importante separar a membrana em sub-regides, uma vez
que elas podem ter potenciais diferentes. Grémare et al. (2019) e Connon et al. (2007),
demonstraram que a camada conjuntiva do amnio placentario ¢ mais rica em colageno em
comparagao com o amnio refletido, assim como o alinhamento das fibras colagenas, sendo mais
perpendicular a superficie na regido distal a placenta, ou seja, RA, enquanto a regido proximal
a placenta (PA) pode apresentar um alinhamento mais paralelo a superficie amnidtica. No atual
trabalho, por meio da MEV, pode-se visualizar que a R4, tanto no controle, quanto no grupo
criopreservada mostrou a aparéncia de feixes de fibras mais alinhadas perpendicularmente. Ja
a quantidade de coldgeno ndo foi avaliada no presente estudo.

A integridade da camada mesenquimal ou estroma da MA foi avaliada em estudo prévio,
por meio do método de polarizagdo com Picrosirius e H/E, com a finalidade de analisar o
impacto do método da criopreservagao sobre o colageno e as células das camadas epiteliais e
mesenquimais, respectivamente, comparando as membranas das regides PA e RA, porém sem
a subdivisdo. O estudo demonstrou uma complexa estrutura reticular na camada mesenquimal
composta principalmente de grossas fibras coldgenas do tipo I e finas fibras colagenas do tipo
III, assim como a preservagdo da morfologia sugerindo que a criopreservagdo preserva a
integridade da MA e, que a regido PA pode atuar melhor como scaffold para a engenharia
tecidual, quando comparado com a regido RA (MORAES et al., 2021).

Assim, considerando o presente estudo conclui-se que ambos os métodos, MA fresca e
MA criopreservada preservaram a integridade da ultraestrutura mesenquimal. Ja o lado epitelial
da MA foi melhor preservado pelo método de criopreservacao da MA, incluindo todas as suas
sub-regides. E uma descoberta importante considerando que a criopreservagio é o método
frequentemente mais utilizado para a aplicacao clinica de MA, porque permite que a membrana
seja armazenada por um tempo adequado a realizagdo dos testes de seguranga obrigatorios do
material doador, garante a avaliacdo da esterilidade, e por fim permite que a membrana seja
armazenada em um “banco” de tecido, o que facilitara a sua distribui¢do para uso clinico de

forma pronta a ser utilizada (PEREPELKING et al., 2016; POGOZHYKH et al., 2020)
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7 CONCLUSAO

Com esta pesquisa, foi possivel otimizar o método MEV para o estudo da MA, bem
como, foi criado um novo protocolo laboratorial, para as etapas de fixagdo, desidratagdo e
secagem, acarretando em melhor defini¢do de imagem no MEV.

Foi possivel realizar uma defini¢ao de diferencas morfologicas das sub-regides no lado
epitelial, e para o lado mesenquimal, as diferengas ndo foram tdo conclusivas.

Em relacao aos meios de preservagao, o método MA fresca induziu um achatamento e
colabamento dos microvilos na superficie das células, jungdes celulares menos definidas.

Finalmente, o método de criopreservacao da MA em 50% DMEM e 50% glicerol, por
30 dias, foi adequado para preservar a integridade morfoldgica da superficie da MA nas regides
central (R1), intermediaria (R2), periférica (R3) e amnio refletido (R4), incluindo os lados

epitelial e mesenquimal.
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permaneceu em temperatura ambiente (24°C) por um periodo de 18 horas armazenado em
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DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), e o grupo MA criopreservada foi armazenado em DMEM e
glicerol 1:1 (v/v) a -80°C por 30 dias. Apds esse periodo, os fragmentos serdo descongelados em
temperatura ambiente, lavados 2 vezes de 5min em PBS (Tampao Fosfato Salino), para entéo realizar as
analises por MEV.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar a morfologia e composi¢cdo quimica da MAH nas suas diferentes regides
anatémicas, denominadas de amnion placentario e amnion refletido, apdés diferentes métodos de
preservagdo por meio da analise da em microscépio eletrénico de varredura, que é capaz de produzir
imagens de alta resolucdo das superficies da membrana amniética.

Objetivo Secundario: Otimizar o método de MEV para o estudo da morfologia da MAH; Avaliar, por meio da
MEV, a morfologia superficial da MAH obtida da regido PA nas suas diferentes por¢des (central,
intermediaria e periférica), e da regido RA, em 3 condigdes: 1?) imediatamente apds seu processamento, e
sem nenhum método de preservagdo; 22) apds preservacdo em meio DMEM e armazenamento a
temperatura ambiente por 18h; 32) apés preservacdo em meio DMEM/glicerol 1:1 (v/v) e armazenamento a -
80°C por um periodo de 30 dias.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos A colheita da placenta é um procedimento seguro, e a equipe de enfermagem que esta conversando
com voceé foi informada sobre a pesquisa em questdo, e estara a disposigdo para esclarecer duvidas. Pode
haver risco de quebra de sigilo profissional, mas este sera minimizado pela nao divulgagdo do seu nome ou
das iniciais do seu nome, e somente pelo uso de cédigo numeérico.

Beneficios: Esperamos com esta pesquisa, a caracterizagdo da morfologia de cada regido da membrana,
uma vez que ele possui uma grande area e principalmente se o método usado para seu armazenamento e
preservacdao mantem a sua integridade estrutural em cada regido. Isto é importante, pois a preservagao da
qualidade é fundamental para que a membrana exerca seus efeitos benéficos no organismo, como ser anti-
inflamatdria, antimicrobiana, reduzir a formagao de cicatrizes e estimular a capacidade do corpo de
regenerar seus tecidos e érgdos, quando estes sdo danificados por traumas ou doencas degenerativas.
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O estudo tem previsdo para inicio em 10 de dezembro de 2021 e término em 28 de fevereiro de 2023. O
cronograma encontra-se adequado para a proposta apresentada e o protocolo de pesquisa contém as
diferentes etapas de pesquisa.

Em parecer anterior este CEP indicou a auséncia de referéncia ao risco de constrangimento aos
participantes. Os pesquisadores adicionaram o risco de constrangimento e forma de minimizar no item
Riscos, uniformizando estes dados no formulario on line, projeto brochura e TCLE

Este CEP destacou ainda, a auséncia da descri¢do do item “Riscos e Beneficios” e de uma descri¢éo clara
dos “critérios de inclusdo e exclusdo no projeto brochura. Em sua carta resposta, os pesquisadores
relataram “ O item “Riscos e Beneficios” foram incluidos no Projeto Brochura no item 5. Foi realizada uma
descricdo clara e detalhada dos critérios de inclusdo e exclusao, e também incluido no Projeto Brochura no
item 4.2. Assim a uniformizacdo de dados foi mantida entre os documentos.” Portanto, entende-se ter sido
atendida a solicitacdo.

Em versdo anterior, no item metodologia proposta do formulario online e no item 4.1 da Metodologia no
projeto brochura, os pesquisadores relataram que “no grupo controle todas as analises descritas acima
foram realizadas logo apdés o termino do processamento da MA, enquanto que o grupo MA fresca
permaneceu em temperatura ambiente (24°C) por um periodo de 18 horas armazenado em DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium), e o grupo MA criopreservada foi armazenado em DMEM e glicerol
1:1 (v/v) a -80°C por 30 dias". Neste sentido, este CEP questionou se esta analise ja havia sido realizada e
alertou para o fato de que ndo avalia projetos em andamento. Em carta resposta, os pesquisadores
justificaram a escrita equivocada em razéo de projeto anterior e que ndo houve coleta de dados sem
aprovagdo do CEP.

Além disso, a metodologia de dados descrita apenas no formulario on line foi incluida no projeto brochura.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes termos: formulario online, projeto brochura, TCLE, folha de rosto assinada
pelo pesquisador responsavel e pela diretora do IP&D, e Lista de presenca do Treinamento de colheita de
placenta no Hospital Santa Casa bem como Termo de Compromisso e Confidencialidade.
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O Termo de Compromisso e Confidencialidade esta assinado pela mesma equipe de Técnicos de
Enfermagem que participaram do treinamento de colheita de material biolégico (placenta) e assinaram lista
de presenga. O Termo de Anuéncia do Hospital Santa Casa de Misericordia de Sdo José dos Campos foi
apresentado neste Gltima versao.

O TCLE apresenta o riscos de quebra de sigilo e descreve a forma de minimiza-lo por meio da identificagdo
do material coletado (placenta) somente por cédigos numéricos. Descreve o risco de constrangimento aos
participantes nesta versdo recente do projeto. Garante ainda o ressarcimento do participante em caso de
gastos e ressarcimento em caso de eventuais danos.

O documento TCLE sera impresso em trés vias garantindo a entrega de uma via impressa para registro da
Maternidade do Hospital Santa Casa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoées:
A partir das observagdes acima este CEP considera o trabalho esta aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Segundo a Resolugdo 466/12 (item XI), cabe ao pesquisador "elaborar e apresentar os relatérios parciais e
final", sendo esta uma responsabilidade "indelével e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais”.
A Resolucdo 510/16, no art. 28, V, reforca que cabe ao pesquisador "apresentar no relatério final que o
projeto foi desenvolvido conforme delineado, justificando, quando ocorridas, a sua mudanga ou interrupgdo."
Segundo a carta circular n. 0226/CONEP/CNS, de 2010, o relatdrio final deve incluir (veja modelo no site do
CEP-Univap):

- Dados do projeto: Registro CONEP e

- Titulo do Projeto e Dados dos participantes: total de participantes recrutados, incluidos, selecionados,
excluidos, retirados/descontinuados, concluintes (em cada centro, se for o caso, e no total). Ocorrendo
participantes retirados/descontinuados, indicar principais razées disto. Ocorrendo "eventos sérios", indicar
as condutas adotadas. Se houve pedido de indenizacdo por danos causados por este estudo, indicar qual o
dano e conduta tomada.

CEP-Univap - (12) 3947-1111
www.univap.br/cep
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/10/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1829130.pdf 16:09:23
Outros Carta_resposta_Ana.docx 24/10/2021 |ANA CLARA Aceito

16:08:47 |REZECK DE
Outros Termo_hospital.pdf 24/10/2021 |ANA CLARA Aceito
16:03:42 |REZECK DE
TCLE / Termos de | TCLE_Ana_corrigido.docx 24/10/2021 |ANA CLARA Aceito
Assentimento / 15:59:14 |REZECK DE
Justificativa de MOURA
Auséncia
Projeto Detalhado / | ProjetoMestradoANA_corrigido.docx 24/10/2021 |ANA CLARA Aceito
Brochura 15:58:15 |REZECK DE
| Investigador MOURA
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 28/09/2021 |ANA CLARA Aceito
13:25:22 |REZECK DE
Outros TREINAMENTODAEQUIPEETERMODE| 27/09/2021 |ANA CLARA Aceito
CONFIDENCIABILIDADE_compressed. 18:10:56 |REZECK DE
pdf MOURA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

SAO JOSE DOS CAMPOS, 10 de Novembro de 2021

Assinado por:

Mauricio Martins Alves

(Coordenador(a))
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificagao ;

Titulo do Projeto: EFEITOS DOS METODOS DE PRESERVACAO NA MORFOLOGIA DAS SUB-
REGIOES DA MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA: ESTUDO POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

Pesquisador Responsavel: Ana Clara Rezeck de Moura (CPF: 113.316.976-70 e celular: (35) 999245381
Equipe: Ana Clara Rezeck de Moura (CPF: 113.316.976-70 e-mail: ana.claral 0@hotmail.com), Amanda
Cerquearo Rodrigues Dos Santos (CPF: 416.476.878-96 e e-mail: amandacerquearo@gmail.com), Gabriela
Antonia Tie Calheiro (CPF: 418.130.928-26 e e-mail: gabriela.atie@hotmail.com, Thaina Almeida de
Oliveira Bonfim (CPF:498.692.028-61 e e-mail: thainaoliveira.bonfin@gmail.com) e Luciana Barros
Sant’ Anna (CPF: 159.668.068-70 e-mail: lucianabsa@gmail.com).

Institui¢ao a que pertence o Pesquisador Responsavel: Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento- UNIVAP

Telefones para contato (35)999245381, (12) 39471169.

Nome do participante: i R.G.
Idade: anos CODIGO:

A Sr.* esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa tendo como titulo “EFEITOS DOS METODOS
DE PRESERVACAO NA MORFOLOGIA DAS SUB-REGIOES DA MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA: ESTUDO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA”, de responsabilidade da
pesquisadora Ana Clara Rezeck de Moura. O objetivo deste é avaliar a morfologia (forma e composi¢ao) da
membrana amniotica humana nas suas diferentes regides anatomicas, apos diferentes métodos de preservagao,
por meio da analise em microscopio eletronico de varredura, que € capaz de produzir imagens de alta resolugao
das superficies da membrana amniotica. Esperamos com esta pesquisa, a caracterizacao (conhecimento-estudo
detalhado) da morfologia (forma e composi¢ao) de cada regiao da membrana, uma vez que ele possui uma
grande area (parte interna, externa e cordao umbilical) e principalmente se o método usado para seu
armazenamento e preservagao mantem a sua integridade estrutural em cada regidao. Isto é importante, pois a
preservacao da qualidade € fundamental para que a membrana exerga seus efeitos benéficos no organismo,
como ser anti-inflamatoria, antimicrobiana, reduzir a formagao de cicatrizes e estimular a capacidade do corpo
de regenerar seus tecidos e 6rgaos, quando estes sao danificados por traumas ou doengas degenerativas.

A membrana amnidtica humana € a parte interna das membranas fetais (também conhecida como “bolsa das
aguas”, a qual que se rompe para dar inicio ao parto), que juntamente com a placenta sao retiradas pelo médico
obstetra do organismo materno logo apds o parto, e descartadas pelo hospital, nao tendo mais nenhuma funcao
para a mae ou bebé. A membrana amniotica € um tecido humano muito rico em células tronco (aquelas capazes
de se transformarem em diferentes tipos de células que formam os tecidos do nosso corpo). Além disto, esta
membrana é anti-inflamatoria, reduz formacgao de cicatrizes, nao induz rejei¢ao, e estimula a capacidade do
corpo de regenerar seus tecidos e 0rgaos, quando estes sao danificados por traumas ou doencas degenerativas,
as quais causam a perda da fungao do 6rgao e levam a diminuigao da qualidade de vida. Adicionalmente,
pesquisas recentes estdo demonstrando que esta membrana pode ter uma agao antimicrobiana sobre
determinadas bactérias ou microrganismos causadores de doengas.

Sua participacao consistira em ceder a placenta. A colheita da sua placenta sera feita somente apos o
nascimento do bebé e apos a retirada, pelo médico, do seu corpo. Nesse momento a placenta e as membranas
fetais serdo inspecionadas pelo médico e colocadas em um saco plastico estéril, sem a identificagao do seu
nome, nem as iniciais, dentro de caixa térmica refrigerada, e entregue ao pesquisador responsavel pelo estudo,
o qual transportara para o laboratorio onde sera utilizada de acordo com o objetivo do estudo.

A colheita da placenta é um procedimento seguro, e a equipe de enfermagem que esta conversando
com voce foi informada sobre a pesquisa em questao, e estara a disposigao para esclarecer duvidas. Pode haver
risco de quebra de sigilo profissional, mas este sera minimizado pela nao divulgagao do seu nome ou das
iniciais do seu nome, e somente pelo uso de codigo numérico. Pode haver o risco de constrangimento, pelo
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fato da gestante ser abordada em um momento que antecede o parto, porém este sera minimizado pela forma
de abordagem realizada pela enfermeira em ambiente reservado, no que se refere ao aceite ou nao da
participacao e da liberagao dos dados da carteirinha do pré-natal referente aos exames sorologicos.”
Garantimos o sigilo e a confidencialidade das informagoes que vocé fornecer, assim como sua privacidade
pois nao sera divulgado seu nome, nem as iniciais do seu nome, em momento algum. A qualquer momento,
vocé pode se recusar a participar e se retirar da pesquisa, sem constrangimentos, penalidades ou qualquer
prejuizo (caso esteja em acompanhamento ou tratamento, este permanece como estd, nada muda). As
informagoes e materiais obtidos nesta pesquisa nao poderao ser utilizados para outras finalidades que nao
sejam a desta pesquisa cientifica.

Todos os gastos decorrentes da sua participacao nesta pesquisa, caso ocorram, serao imediatamente e
integralmente ressarcidos, incluindo gastos do participante e de quem o acompanhe. No caso de eventual dano,
imediato ou tardio, decorrente desta pesquisa, vocé também tem direito de ser indenizado pelo pesquisador
desta pesquisa, bem como a ter assisténcia gratuita, integral e imediata, pelo tempo que for necessario.

Sempre que desejar, vocé podera entrar em contato para obter informagoes sobre este projeto de
pesquisa, sobre sua participa¢ao ou outros assuntos relacionados a pesquisa, com a pesquisadora responsavel
ou equipe executora pelo telefone 35999245381 e e-mail ana.claral0@hotmail.com. Vocé também pode
entrar em contato com o CEP — Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP),
corresponsavel por garantir e zelar pelos direitos do participante da pesquisa, pelo telefone (12) 3947-1111,
pelo e-mail cep@univap.br ou pessoalmente na Av. Shishima Hifumi, 2911, Urbanova — Bloco 11 — Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento II, sala 33, de segunda a sexta-feira, das 08h as 12h

Este termo esta elaborado em trés vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo
participante da pesquisa e pelo pesquisador, sendo uma das vias entregue ao participante, a 2* via entregue ao
pesquisador e a 3% via ficara guardada na Maternidade.

Eu, , ful informado e concordo em
participar, voluntariamente, do projeto de pesquisa acima descrito.

Sao José dos Campos, de de
Nome e assinatura do participante Nome e assinatura do pesquisador
Testemunha Testemunha

Este Termo de Consentimento Livre Esclarecido deve ser impresso em trés vias, sendo uma via entregue ao
participante da pesquisa, outra arquivada pelo pesquisador e a 32 via ficara guardada na Maternidade Em caso de
mais de uma pagina, todas as paginas devem ser rubricadas pelo pesquisador e pelo participante.
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ANEXO C: RESUMO APRESENTADO NO SIMPOSIO DE ENGENHARIA
BIOMEDICA DO VALE DO PARAIBA

1 SEBVaP

-
Avancos Tecnolégicos na Area da Saude |_/ILLJB \."‘\U[_J_;

Universidade do Vale do Paraid.

DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO DA MEMBRANA
AMNIOTICA HUMANA PARA ESTUDO EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Rezeck ACM, Calheiro GAT, Sant’Anna LB.

Universidade do Vale do Paraiba, Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Avenida Shishima
Hifumi, 2911, Urbanova - 12244-000 - S&o José dos Campos-SP, Brasil,
ana.clara10@hotmail.com; gabriela.atie@hotmail.com; lucianabsa@gmail.com

Resumo

Introducao. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem sido utilizada para analise da
morfologia superficial da membrana amniética humana (MAH). Para o uso clinico, € necessario
preservar sua estrutura, porém cada método aplicado apresenta diferentes impactos na
integridade morfolégica da MAH. Estudos que utilizaram MEV em amostras de MAH demonstram
uma heterogeneidade entre os protocolos. Assim, ha a importancia em padronizar o método da
MEV nas amostras de MAH, para melhor anélise e uso da MAH. Objetivos. Otimizar as etapas do
método da MEV para o estudo da integridade morfolédgica da membrana amniética humana, tanto
do lado epitelial, quanto do lado mesenquimal. Metodologia. O projeto foi aprovado pelo CEP
(Protocolo No 5.172.755). Ap6s o processamento da MAH com solucéo antibidtica e antifungica,
comecaram os testes em cada etapa do método, baseando-se em protocolos ja utilizados na
literatura, compostas por: fixacdo, lavagem com tampéo, desidratacéo, secagem, montagem do
stub, metalizac&o e analise no MEV. Resultados. Observou-se que a fixacdo das amostras deve-
se ser realizada com glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,5% e tampé&o cacodilato 0,05M por 2
horas, seguida de uma simples passagem em tampé&o PBS 1X, e desidratacdo em concentracoes
crescentes de etanol 30%, 50%, 70%, 100% e 100% de etanol + hexamethyldisilazane por 5
minutos cada. Finalmente, as amostras de MAH foram secas em temperatura ambiente por 12
horas, em uma placa de 24 pocos fechada. Conclusao. Apos diversos testes com variacéo de
fixadores, tempo de exposicéo as solucdes de desidratacéo, alteracéo no recipiente das amostras
e principalmente ao modo de secagem, estabeleceu-se um protocolo funcional, que melhor
manteve a integridade da MAH permitindo uma melhor resolucdo das imagens da MAH.

Palavras-chave: Membrana Amniética Humana; Microscopia Eletrénica de Varredura;
Areas de Concentragdo: Biomateriais e Materiais Biocompativeis

1° Simpésio de Engenharia Biomédica do Vale do Paraiba— 2022
Universidade do Vale do Paraiba
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