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RESUMO 

 

A membrana amniótica (MA) tem atraído atenção como biomaterial para a medicina 

regenerativa, devido às suas propriedades biológicas e mecânicas, que incluem ações 

anti-inflamatória, imunomoduladora, antifibrótica, epitelização, estabilidade, 

resistência e flexibilidade. Essas propriedades são atribuídas às suas características 

morfológicas e aos fatores bioativos solúveis e insolúveis produzidos por suas células 

e presentes no estroma da membrana. Recentemente, foram detectadas diferenças nas 

regiões anatômicas da MA, porém ainda não está estabelecido se essas regiões 

apresentam diferentes potenciais na regeneração tecidual, e os efeitos dos diferentes 

métodos de preservação sobre a integridade e morfologia das mesmas. Nesse contexto, 

o objetivo deste trabalho foi avaliar a integridade estrutural e química da MA nas suas 

diferentes regiões anatômicas, âmnio placentário (PA) e âmnio refletido (RA), após 

diferentes métodos de preservação, por meio da técnica de imuno-histoquímica (IHC). 

Para isto, quatro placentas humanas a termo foram obtidas no Hospital Santa Casa de 

São José dos Campos e transportadas ao laboratório, onde, em condições estéreis, as 

membranas amnióticas foram processadas e divididas em 4 regiões: central (R1), 

intermediária (R2), periférica (R3) e âmnio refletido (R4), de acordo com sua posição 

em relação ao cordão umbilical. Os fragmentos foram distribuídos em 3 grupos, 

conforme o método de preservação: Grupo Controle: os fragmentos foram apenas 

fixados em formol; Grupo Fresca: os fragmentos foram imersos em meio DMEM a 

temperatura ambiente (24 ºC) por 18h; Grupo Criopreservada: os fragmentos foram 

imersos em meio DMEM/glicerol (1:1) a -80 ºC por 30 dias. Após os períodos 

específicos de cada grupo, os fragmentos foram processados histologicamente e 

incluídos em parafina para obtenção de cortes histológicos, os quais foram submetidos 

à análise de imuno-histoquímica e quantitativa de imagem para avaliação das proteínas 

constitucionais da membrana, incluindo citoqueratinas, laminina e colágeno tipo I. A 

análise das colorações de Hematoxilina-eosina (HE) evidenciou, no Grupo Controle, a 

região PA (R1, R2 e R3) com epitélio colunar simples, com células justapostas sobre a 

lâmina basal e núcleos na porção apical das células, contrastando com os achados da 

região RA (R4), a qual evidenciou epitélio com células cuboidais baixas, com núcleos 

centralizados. Em todas as sub-regiões anatômicas analisadas, as MA dos grupos 

experientais GF e GCrio eram compostas por cinco camadas estruturais (epitélio, 

membrana basal e as camadas compacta, fibroblástica e esponjosa) com aspectos 

morfológicos similares aos encontrados nas membranas do GC. As 

glicosaminoglicanas avaliadas por Alcian Blue, bem como as fibras colágenas, 

laminina e citoqueratinas avaliadas por IHC, apresentaram-se preservadas e íntegras 

após os diferentes métodos de armazenamento, com maior similaridade entre os grupos 

controle e criopreservada. Portanto, a criopreservação foi considerada eficiente para 

preservar a integridade epitelial e mesenquimal, nas quatro sub-regiões da MA, 

fundamentando seu uso na medicina regenerativa. 

Palavras-chave: Membrana Amniótica Humana; Imunohistoquímica; Preservação de 

Tecido; Âmnio Placentário; Âmnio Refletido. 



 

ABSTRACT 

 

The amniotic membrane (AM) has attracted attention as a biomaterial for regenerative 

medicine due to its biological and mechanical properties, which include anti-

inflammatory, immunomodulatory, antifibrotic, epithelialization, stability, resistance 

and flexibility. These properties are attributed to their morphological characteristics 

and the soluble and insoluble bioactive factors produced by their cells and present in 

the membrane stroma. Recently, differences in the anatomical regions of the MA have 

been detected, but it has not yet been established whether these regions have different 

potential for tissue regeneration, and the effects of different preservation methods on 

their integrity and morphology. In this context, the aim of this study was to evaluate 

the structural and chemical integrity of the MA in its different anatomical regions, 

placental amnion (PA) and reflected amnion (RA), after different preservation 

methods, using immunohistochemistry (IHC). For this purpose, four full-term human 

placentas were obtained from the Santa Casa Hospital in São José dos Campos and 

transported to the laboratory, where, under sterile conditions, the amniotic membranes 

were processed and divided into 4 regions: central (R1), intermediate (R2), peripheral 

(R3) and reflected amnion (R4), according to their position in relation to the umbilical 

cord. The fragments were divided into 3 groups according to the preservation method: 

Control Group: the fragments were only fixed in formaldehyde; Fresh Group: the 

fragments were immersed in DMEM medium at room temperature (24ºC) for 18h; 

Cryopreserved Group: the fragments were immersed in DMEM/glycerol medium (1:1) 

at -80ºC for 30 days. After the specific periods for each group, the fragments were 

processed histologically and embedded in paraffin to obtain histological sections, 

which were submitted to immunohistochemical and quantitative image analysis to 

assess the membrane's constitutional proteins, including cytokeratins, laminin and type 

I collagen. Hematoxylin-eosin (HE) staining analysis showed that in the Control 

Group, the PA region (R1, R2 and R3) had a simple columnar epithelium, with cells 

juxtaposed on the basal lamina and nuclei in the apical portion of the cells, contrasting 

with the findings in the RA region (R4), which showed an epithelium with low cuboidal 

cells, with centralized nuclei. In all the anatomical sub-regions analyzed, the MAs of 

the GF and GCrio experimental groups were composed of five structural layers 

(epithelium, basal membrane and the compact, fibroblastic and spongy layers) with 

morphological aspects similar to those found in the GC membranes. The 

glycosaminoglycans assessed by Alcian Blue, as well as the collagen fibers, laminin 

and cytokeratins assessed by IHC, were preserved and intact after the different storage 

methods, with greater similarity between the control and cryopreserved groups. 

Therefore, cryopreservation was found to be efficient in preserving epithelial and 

mesenchymal integrity in the four subregions of the MA, supporting its use in 

regenerative medicine. 

 

 

Keywords: Human Amniotic Membrane; Immunochemistry; Tissue Preservation; 

Placental Amnion; Reflected Amnion. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O uso de tecidos e células perinatais humanos vem gerando grande interesse na 

comunidade científica, particularmente pelo seu uso médico, em uma infinidade de 

configurações pré-clínicas de implementação, suporte regenerativo e abordagens 

intervencionistas. Isto se deve, primeiramente, as características e os recursos exclusivos 

apresentados pelos derivados perinatais, em grande parte atribuídos à sua origem e ao seu papel 

fisiológico, apoiando o desenvolvimento fetal adequado durante a gestação e fornecendo 

proteção contra o reconhecimento imunológico materno deletério (Gindraux et al., 2022). O 

termo “perinatal” refere-se a tecidos associados ao nascimento que são obtidos de placentas a 

termo e anexos fetais e, mais especificamente, refere-se à membrana amniótica humana (MAH), 

células estromais multipotentes (MSC) e células-tronco incorporadas em diferentes partes da 

placenta ou do cordão umbilical humano (Silini et al., 2020). 

A membrana amniótica (MA) é a camada mais interna das membranas fetais, que 

envolve e protege o feto e que, juntamente com a placenta, é descartada após o parto. Assim, é 

um material disponível em alta quantidade, com baixos custos de processamento, e seu uso não 

apresenta conflitos éticos e/ou religiosos (Jahanafrooz et al., 2023). A MA humana possui 

diversas propriedades biológicas, exercendo efeitos anti-inflamatórios, de baixa 

imunogenicidade, antifibróticos, antimicrobianos e antimutagênicos, além de ser uma fonte de 

fatores de crescimento, citocinas e células com propriedades de estaminais. Graças aos avanços 

nas abordagens baseadas em células-tronco, as células epiteliais amnióticas humanas (hAECs) 

têm sido amplamente estudadas para o tratamento de várias doenças, como lesão e fibrose 

pulmonar e hepática, diabetes, insuficiência renal aguda, doenças cardiovasculares, cicatrização 

de feridas e insuficiência ovariana prematura (Puyana et al., 2020; Alencar et al., 2021; Basile 

et al., 2023).  

As propriedades funcionais da MA são atribuídas às suas características morfológicas e 

aos fatores biológicos solúveis e insolúveis produzidos pelas células e presentes no estroma da 

membrana, o que torna imprescindível a preservação da sua integridade, tanto a camada 

epitelial, quanto a camada mesenquimal ou estromal, para que a membrana exerça seus efeitos 

terapêuticos. O âmnio é uma membrana super-hidrofóbica semitransparente de 0,2 a 0,5 mm 

em contato com o feto e o líquido amniótico. As células epiteliais compõem a camada interna 

do âmnio e, ao secretar os fatores imunomoduladores, inibem a invasão de macrófagos 

maternos e células natural killer (NK) dentro do âmnio e do líquido amniótico (Jahanafrooz et 
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al., 2023).  

Esse tecido geralmente é aplicado como uma matriz biológica, pois atende aos três 

principais componentes do conceito de engenharia de tecidos: células, scaffolds e fatores de 

crescimento. A camada epitelial é a mais interna e mais próxima ao feto, em contato com o 

líquido amniótico, ela é formada por uma única camada de células com morfologia 

majoritariamente cuboidal. A membrana basal é uma das mais espessas dos tecidos humanos, 

sendo constituída por fibras colágenas do tipo III, IV e V, laminina e fibronectina, todas 

secretadas pelas células da camada epitelial (Silini et al., 2020). O estroma avascular subdivide-

se em camada compacta, camada fibroblástica e camada esponjosa. A camada compacta, 

adjacente à membrana basal, constitui o principal esqueleto fibroso da MA onde predominam 

o colágeno tipo I e III, mas também colágenos V e VI e fibronectina, que são secretados pelas 

células tronco mesenquimais presentes na camada fibroblástica, na qual existem também 

macrófagos esporádicos. Na camada esponjosa predominam proteoglicanos e glicoproteínas 

que lhe confere um aspecto esponjoso em preparações histológicas, e fibras colágenas do tipo 

III organizadas frouxamente, região onde ocorre a separação manual da MA do córion. Essa 

camada estromal é transparente devido a falta de vascularização e inervação (Hu et al., 2023). 

Embora a MA apresente essas camadas histológicas em toda a sua extensão, e é referida 

como uma estrutura única e contínua, é anatomicamente dividida em âmnio placentário ou 

“placental amnion” (PA- âmnio sobre o disco coriônico), âmnio refletido ou “reflected amnion” 

(RA- âmnio da parte extraplacentária das membranas fetais ou cório liso), e âmnio que cobre a 

superfície do cordão umbilical (Basile et al., 2023). Estas diferenças entre as sub-regiões 

anatômicas da membrana têm sido demonstradas em diversos estudos, envolvidos em diferentes 

âmbitos, como na expressão gênica (Weidinger et al., 2021), na atividade mitocondrial 

(Banerjee et al., 2015) e em parâmetros metabólicos, como ATP e espécies reativas de oxigênio 

(García-López et al., 2019). Basile et al., 2023, demonstraram diferenças ultraestruturais entre 

as regiões da MA incluindo morfologia das células epiteliais, quantidade de vesículas e 

grânulos, o que pode ser uma evidência de diferenças na atividade secretória das células 

epiteliais, sugerindo que diferentes sub-regiões possam apresentar diferentes efeitos na 

regeneração tecidual. Fazendo uma associação, também pode ser possível que os vários 

métodos de preservação da MA existentes podem ter efeitos diferentes sobre a integridade das 

sub-regiões da membrana. 

Tendo em vista que a MA se caracteriza como um tecido multi-camadas com grande 

complexidade estrutural, é provável que cada método de preservação afete as propriedades e 

potenciais da membrana de diferentes formas (Leal-Marin et al., 2020). A preservação da MA 
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vem sendo analisada nos últimos anos de diversas formas diferentes, tais como métodos de 

vitrificação, desidratação, liofilização e criopreservação a -80 ºC (Leal-Marin et al., 2020; 

Fénelon et al., 2021). Esses métodos específicos apresentam características positivas e 

negativas, a depender da aplicação clínica em que será utilizada, sendo de vital importância a 

análise minuciosa de cada protocolo para garantir a qualidade da membrana como biomaterial 

aplicado na clínica médica. Por tanto, faz-se necassário levar em consideração aspectos como 

temperatura e tempo de armazenamento, bem como o uso ou não de agentes crioprotetores, 

como glicerol e DMSO, caso a metodologia empregada seja a criopreservação (Leal-Marin et 

al., 2020; Horvath et al., 2023).  

A criopreservação é o método mais frequente para a aplicação clínica da MA, uma vez 

que permite o armazenamento por longos períodos antes da sua utilização, assim sendo possível 

a repetição dos testes sorológicos realizados no período pré-natal, a fim de eliminar qualquer 

risco biológico. Entretanto ainda existem opiniões diversas entre qual o melhor crioprotetor, 

glicerol ou dimetilsulfóxido (DMSO), assim como os efeitos de diferentes métodos de 

preservação sobre a viabilidade celular e integridade tecidual (Jafari et al., 2024).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a integridade estrutural e química da MA nas suas diferentes regiões 

anatômicas, PA e RA, em suas camadas epitelial e mesenquimal, após diferentes 

métodos de preservação, por meio da técnica de imuno-histoquímica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

Avaliar, por imuno-histoquímica, a expressão e distribuição dos colágenos 

tipos I e III, da proteína laminina entre as camadas do estroma da MA, e as 

citoqueratinas (CK), as quais são proteínas específicas da camada epitelial da 

membrana. Esta avaliação ocorrerá na região PA, nas suas diferentes porções (R1, R2 

e R3), e na região RA (R4):  

1) Imediatamente após seu processamento, sem nenhum método de preservação;  

2) Após preservação em meio DMEM e armazenamento à temperatura ambiente por 

18h; e  

3) Após preservação em meio DMEM/glicerol 1:1 (v/v) e armazenamento à -80ºC por 

um período de 30 dias. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 PLACENTA 

 

A placenta humana é um órgão transitório formado por componentes fetais e maternos que 

se originam do blastocisto e do endométrio materno, respectivamente. Esta estrutura fetal 

possui diâmetros que variam de 15 a 20 cm e espessuras que variam de 2 a 3 cm. Este órgão 

é formado pelo disco placentário, as membranas amnióticas e coriônicas, comumente referidas 

como membranas fetais, e o cordão umbilical. A decídua basal, originada do endométrio, é a 

parte materna (Basile et al., 2023; Hu et al., 2023).  

Nos últimos anos, além da utilização de partes da membrana amniótica (MA) como 

material cirúrgico, houve uma grande ênfase na identificação de diferentes tipos de células 

que podem ser extraídas da placenta. Com o progresso na compreensão das características 

dessas células, várias pesquisas têm sido conduzidas para investigar seus possíveis impactos 

em modelos animais de várias enfermidades, visando possíveis aplicações clínicas no futuro 

(Horvath et al., 2023; Jafari et al., 2023). 

 

Figura 1 - Estrutura das membranas fetais. As membranas fetais são compostas pelo âmnio e pelo 

córion, e a decídua é a camada de revestimento interno do útero. 

 

Fonte: Avilla-Royoe. et al., (2021) 

 
3.2 MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA 

 
A porção fetal da placenta é composta pelas membranas amniótica e coriônica, também 

conhecidas como âmnio e córion, respectivamente. O âmnio se conecta diretamente com o 
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feto, enquanto o córion se localiza próximo ao endométrio, tecido de origem materna (Leal-

Marin et al., 2020). A membrana amniótica humana (MA), também chamada de âmnio, 

constitui a camada interna das membranas fetais. Está indefinidamente ligada à membrana 

coriônica ou córion. As membranas fetais, quando unidas, constituem o saco amniótico, que 

abriga o embrião e o líquido amniótico durante a gestação. As duas membranas estão 

estreitamente ligadas por uma fina camada de colágeno esponjoso, o que torna a sua separação 

mais fácil (Arrizabalaga; Nollert, 2018). 

A membrana amniótica é uma membrana delicada, translúcida, sem vasos sanguíneos e 

sem a presença de nervos ou músculos. Ela é composta por cinco camadas distintas, incluindo 

uma camada epitelial, uma membrana basal, uma camada compacta, uma camada de 

fibroblastos e uma camada esponjosa (Figura 2) (Leal-Marin et al., 2020; Hu et al., 2023). A 

membrana basal é composta por colágeno tipo IV e VII, fibronectina, laminina e ácido 

hialurônico, produzidos pela camada epitelial. A camada compacta é formada por colágeno I 

e III, produzidos por células-tronco mesenquimais, ao passo que a camada de fibroblastos é 

constituída por tais células-tronco, que possuem formato fibroblastóide, assim como eventuais 

macrófagos (Leal-Marin et al., 2020; Jahanafrooz et al., 2023). Além disso, a camada 

esponjosa é predominantemente constituída por proteoglicanos e glicoproteínas, que lhe dão 

uma aparência esponjosa em preparações histológicas, e fibras de colágeno do Tipo III, de 

estrutura frouxa, área onde a MA é separada manualmente do córion (Basile et al., 2023). Em 

última análise, a camada esponjosa possibilita que a MA deslize sobre o córion. A distinção 

entre o córion e o MA pode ser notada na Figura 1b (Leal-Marin et al., 2020; Jafari et al., 

2024). 

 
Figura 2 - Esquema representativo da estrutura de MA e composição de cada camada da matriz 

extracelular. 

 

 

Fonte: Hu et al., (2023) 
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3.3 DIVISÃO ANATÔMICA E SUB-REGIÕES DA MA 

 

A MA é composta por 5 camadas histológicas ao longo de sua totalidade, sendo 

caracterizada como uma estrutura única e contínua. No entanto, anatomicamente, ela é 

segmentada nas seguintes áreas: âmnio placentário, âmnio refletido e âmnio umbilical 

(Horvath et al., 2023). 

A partir dos estudos empíricos de García-López e seus colaboradores, em 2019, sobre as 

variações histológicas regionais, particularmente entre o âmnio placentário, refletido e âmnio 

umbilical, sugeriu-se que o âmnio humano é biologicamente variado. Para comprovar essa 

hipótese, eles examinaram, por meio de microarrays, o efeito da região na expressão global 

de 388 genes. Demonstraram a presença do mRNA e da proteína dos principais fatores de 

pluripotência nas diferentes regiões do tecido do âmnio humano. No entanto, a 

imunolocalização de OCT-4 e NANOG foi citoplasmática, enquanto a imunolocalização de 

SOX-2 foi nuclear, independentemente da região analisada. Apesar disto, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o âmnio refletido e o âmnio 

placentário. 

Moraes et al. (2021) analisaram a MA em 4 regiões diferentes de acordo com sua posição 

em relação ao cordão umbilical: área central, intermediária, periférica e refletida. Os 

resultados encontrados demonstraram a presença de epitélio de múltiplas camadas em 

diferentes áreas da MA, exceto na área intermediária, com uma série de células que brotam 

ou  se destacam, bem como células apoptóticas, especialmente na área central. Notavelmente, 

a área central, localizada próximo ao cordão umbilical, mostrou muitas diferenças 

morfológicas em comparação com outras áreas da MA. Weidinger et al., (2021) Observaram 

que as áreas periféricas e refletidas têm  maior expressão de OCT-4 e SOX-2 in situ, 

indicadores bem conhecidos de pluripotência. Além disso, a área periférica também expressou 

os maiores níveis de CREB e sua forma ativa p-CREB, bem conhecida por seu papel 

fundamental em inúmeros processos, incluindo proliferação, diferenciação e apoptose. 

De acordo com Banerjee et al. (2015), e Horvath et al., (2023), a atividade mitocondrial é 

significativamente superior na região do âmnio placentário. Logo, sugeriu-se que o PA pode 

possuir uma capacidade antioxidante mais elevada. Em conjunto, esses elementos podem 

afetar de maneira crítica a funcionalidade, as características secretoras, a capacidade de 

diferenciação e enxerto celular e o destino das células da MA, aspectos que devem ser levados 
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em conta para a regeneração de tecidos. 

 

Figura 3 - Diferenciação morfológica e topográfica do âmnio placentário e âmnio refletido. 

 
 

 

Fonte: Han et al. (2008); Banerjee et al. (2015)  

 
 

Farhadihosseinabadi et al. (2018) e Avilla-Royo et al. (2021), notaram variações na 

transparência entre as regiões. Os âmnios foram coletados de áreas placentárias e refletidas de 

placentas obtidas por meio de cesarianas eletivas, com a finalidade de analisar os impactos da 

eliminação da camada epitelial (desceluralização) e da camada esponjosa na transparência e 

espessura das membranas frescas e liofilizadas. A análise histológica e a microscopia 

eletrônica de varredura foram utilizadas para avaliar a superfície epitelial da MA. A área 

refletida apresentava-se mais fina e transparente do que a área do âmnio placentário. Com 

base na avaliação histológica, descobriu-se que a principal razão para as diferenças entre estas 

áreas decorria das células da camada epitelial. A descelularização aprimorou a transmissão de 

luz através da MA, seja na área do âmnio placentário, como na região refletida.  

Em seu estudo, Litwiniuk et al. (2018) Sugeriram que a membrana amniótica (MA) na 



22 
 

área da placenta, particularmente nas membranas de parto fisiológico (natural), é marcada por 

elevadas concentrações de fatores de crescimento e reguladores do turn-over da matriz 

extracelular, que estimulam o processo de regeneração dos tecidos. Desta forma, sua aplicação 

pode ser mais eficiente no tratamento de feridas que não cicatrizam. Por outro lado, as 

membranas amnióticas obtidas de cesarianas eletivas, especialmente suas porções cervicais, 

são relativamente pobres em fatores pró-angiogênicos. Essas características poderiam ser 

potencialmente benéficas, por exemplo, para aplicações oftalmológicas, como tratamento de 

lesões da córnea e reconstrução da superfície ocular, onde a estimulação da proliferação de 

fibroblastos ou a angiogênese não são desejadas. 

 
Figura 4 - Esquema representativo do Âmnio placentário (azul) e âmnio refletido (rosa). 

 

Fonte: Weidinger et al., 2021 

 

3.4 APLICAÇÕES E PROPRIEDADES DA MA 

 

Dependendo da aplicação de engenharia de tecidos visada, a MA pode ser combinada com 

materiais naturais ou sintéticos e/ou células adicionais. Desde seu primeiro uso, na 

reconstrução e transplante de pele pelo Dr. Davis em 1910, a MA tem sido empregada em 

uma ampla gama de aplicações, tais como curativos cirúrgicos, tratamento de queimaduras e 

úlceras, reconstrução da cavidade oral, bexiga e vagina. Na década de 1940, as primeiras 

aplicações oftálmicas da MA para o tratamento de defeitos em conjuntivas e queimaduras 

químicas foram relatadas (Chávez-garcía et al. 2016). Inicialmente, houve grande interesse da 

comunidade científica por este biomaterial, porém, devido a regulamentos mais rigorosos 
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sobre transplantes de tecidos, seu uso cessou, e a MA quase desapareceu da literatura por cerca 

de 50 anos (Versen-H¨Oynck et al., 2004; Dua et al., 2010; Hu et al., 2023). O ressurgimento 

da MA aconteceu na década de 1990, quando foi relatado por Kim et al. (1995) como um 

scaffold ou suporte eficaz  para reconstrução de superfície ocular. Neste mesmo período, novos 

protocolos de preparação, preservação e técnicas de armazenamento também foram 

desenvolvidos, auxiliando a MA a ganhar significância para oftalmologia e aplicações 

dermatológicas sem a preocupação da transmissão de doenças pelo tecido fresco não 

processado (Arrizabalaga; Nollert, 2018). Embora o transplante de MA tenha sido adotado 

principalmente na oftalmologia para a reconstrução da superfície ocular (úlceras de córnea, 

defeitos epiteliais persistentes, deficiência de células-tronco do limbo, neoplasia ocular, 

pterígio) e para a cicatrização de feridas na superfície ocular (por exemplo, lesões químicas e 

térmicas, doença do olho seco, erosões recorrentes da córnea ou conjuntivite cicatrizante, 

como a síndrome de Steven Johnson, necrólise epidérmica tóxica, etc.), posteriormente, sua 

aplicação foi ampliada para o problema de cicatrização de feridas que não sejam oculares, e 

seu uso vem se ampliando fortemente nas últimas décadas (Horvath et al., 2023). 

Nejad et al. (2021) demonstraram que a MA tem sido amplamente adotada para curativos 

de queimaduras e reconstrução da superfície ocular. Novas aplicações clínicas também são 

atualmente exploradas, como envolvimento de nervo, reconstrução da cavidade oral, reparo 

do tendão flexor, e o tratamento de deficiência de células-tronco límbicas. Além disso, a 

presença de substâncias que podem ser responsáveis pelo efeito analgésico direto da MA tem 

sido sugerida recentemente (Svobodova et al., 2023). 

Na ortopedia a MA  tem sido usada, por exemplo, para envolver o local de reparo do tendão 

flexor com o objetivo de diminuir o processo fibrótico e a adesão do tendão aos outros tecidos 

moles adjacentes, e consequentemente acelerar o processo de reparação (Prakash; Kalra; Dhal, 

2020). 

A MA também é usada como superfície de suporte, scaffold, na engenharia dos tecidos, 

por apresentar propriedades mecânicas favoráveis. De acordo com as pesquisas realizadas por 

Elahi et al. (2019), a periodontite é uma condição inflamatória crônica do periodonto. À 

medida que avança, resultará na perda das estruturas de suporte do dente, tal como osso 

alveolar, cemento e ligamentos periodontais, e, eventualmente, leva à perda do dente. Para a 

regeneração de tecidos, vários métodos podem ser empregados, mas são 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 são cultivadas células com capacidades regenerativas para restaurar as 
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estruturas do periodonto. 

A capacidade de reparo da cartilagem articular é muito limitada devido à sua natureza 

avascular. Atualmente, não existem tratamentos farmacêuticos eficazes para osteoartrite, 

também não há abordagens cirúrgicas para seu tratamento. Segundo Iravani et al. (2024) a 

MA possui abundantes componentes naturais da cartilagem, que são importantes na regulação 

e manutenção do metabolismo normal dos condrócitos, o que sugere que a MA é um excelente 

candidato para uso como scaffold nativo para engenharia de tecido de cartilagem. A MA com 

condrócitos cultivados mostrou boa integração com a cartilagem nativa e o novo tecido 

sintetizado era constituído por camadas de células com morfologia arredondada e 

características semelhantes aos condrócitos. Os condrócitos migraram da MA para penetrar 

nas profundidades das cavidades e fissuras na cartilagem (osteoartrite). A morfologia do 

tecido de reparo exibiu uma aparência fibrosa e alta celularidade. 

Os enxertos atuais usados em cirurgia corretiva de defeitos cardíacos não têm alcançado o 

resultado esperado quanto a duração e crescimento. Os pacientes receptores geralmente 

requerem várias reoperações. A engenharia de tecidos objetiva desenvolver um andaime 

baseado em âmnio, adequado para aplicações de tecidos cardiovasculares e uso in vivo. 

Assim, foi criado um scaffold com âmnio humano por um processo de descelularização 

enzimática seguido de liofilização como uma estrutura única ou de várias camadas. Essas 

estruturas foram comparadas ao âmnio nativo para a viabilidade das células semeadas e 

propriedades biomecânicas, então testadas para biocompatibilidade in vivo. Foi demonstrado 

que, enquanto o tecido de âmnio nativo suportou pouco crescimento celular, o âmnio 

descelularizado permitiu o enxerto e a sobrevivência celular. Além disso, a preservação do 

suporte por liofilização como uma única camada permitiu o enxerto e o crescimento das 

células (Swim et al., 2018; Hu et al., 2023). 

O sucesso dessas aplicações terapêuticas é devido às propriedades da membrana. E essas 

propriedades são atribuídas a presença de fatores biológicos solúveis e insolúveis presentes 

na estrutura da MA (Kopaczka et al., 2016; Silini et al., 2020). Quando utilizada no corpo 

humano, ela adere sem esforço à superfície da ferida, reduz cicatrizes, diminui a dor, promove 

cicatrização e tem baixo risco de imunogenicidade. (Arrizabalaga; Nollert, 2018). A MA 

permite o transporte de água e a presença de fatores de crescimento como o fator de 

crescimento epitelial. Tem características vantajosas, incluindo efeitos anti-inflamatórios 

devido à produção de fatores anti-inflamatórios como ácido hialurônico; supressão de 

citocinas; propriedades antibacterianas devido a moléculas de defesa como β-defensina e 

elafina; propriedades antifibróticas devido à regulação negativa de TGF-β e sua expressão de 
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receptor; baixa antigenicidade; bem como propriedades imunomodulatórias como resultado 

do fator secretado pelas células epiteliais, que inibem a migração de macrófagos e células 

natural killer (glóbulos brancos) para proteger de ataque imunológico materno (Leal-Marin et 

al., 2020; Wassmer; Berishvili, 2020; Elkhenany et al. 2022; Svobodova et al., 2023). 

A forma de uso da membrana implica diretamente sobre sua resposta. Iravani e seus 

colaboradores, em 2024, avaliaram por meio de um modelo experimental em coelhos, se o 

uso da MA como scaffold se mostra eficaz no reparo de cartilagem laringeal. Para tal, foi 

criado um defeito cartilaginoso de 5 mm na lâmina tireoidiana direita e esquerda. Os animais 

foram divididos em dois grupos aleatoriamente. No lado direito, o defeito foi coberto com 

scaffolds de colágeno no grupo 1, e scaffolds envoltos pela membrana amniótica (MA/C) no 

grupo 2. Os defeitos do lado esquerdo não foram reparados, servindo como controle. A 

avaliação histológica foi feita 45 e 90 dias após a aplicação do colágeno e do MA/C com 

critérios de morfologia do tecido e das células, formação de lacunas, vascularização e 

inflamação. Com isso, foi observada uma melhora significativa no reparo da cartilagem no 

lado AM/C em comparação com o lado  Controle em todos os critérios histológicos após 45 

dias (p < 0,05). Após 90 dias, o reparo da cartilagem melhorou significativamente na 

morfologia celular, na formação de lacunas e na inflamação (p<0,05). A partir destes 

resultados, concluíram que a combinação de membrana amniótica e scaffolds de colágeno 

oferece uma modalidade de tratamento promissora para melhorar os defeitos da cartilagem 

laríngea. 

Estudos pré-clínicos prévios provaram que o transplante de fragmentos de MA em modelo 

experimental de fibrose hepática biliar, sobre a superfície do fígado de ratos, reduziu em 50% 

a área ocupada pela deposição de colágeno no tecido hepático, inibindo a progressão da 

fibrose para o estágio avançado, a cirrose, comprovando a atividade antifibrótica da 

membrana (Sant’Anna et al., 2016; Mamede; Sant’Anna, 2019). Amorim et al. (2021), 

também em estudo pré-clínico, avaliaram o processo de reparo tecidual de queimaduras 

tratadas com fragmentos de membrana amniótica humana (MAH) em ratos. A aplicação do 

fragmento de MA diminuiu o risco de infecção por cobrir a área lesada, pois atuou como 

barreira física e biológica contra invasão de microrganismos. Uma vez que o âmnio é capaz 

de promover a umidade da lesão, evita irritação e ressecamento da ferida, tendo em vista o 

fato de que manter a superfície da ferida umedecida e oxigenada acelera o processo de 

migração celular, observou-se nesse estudo a formação precoce da crosta nas lesões  tratadas 

são decorrentes dessas propriedades. 

Além das propriedades biológicas, a MA apresenta propriedades mecânicas como 
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estabilidade, resistência, flexibilidade e permeabilidade, permitindo que ela seja um potencial 

scaffold ou substrato para o crescimento, adesão e migração celular, características 

necessárias para a engenharia tecidual (García-López et al., 2019). Segundo Leal-Marin et al. 

(2020) as propriedades de elasticidade, rigidez e tração a força estão relacionadas à 

composição da placenta. A orientação das fibrilas de colágeno na matriz extracelular é 

responsável pela resistência à tração, enquanto que a deformação elástica está relacionada à 

presença de fibras de elastina, laminina, ácido hialurônico e glicosaminoglicanas (Leal- Marin 

et al., 2020). Interessante que o tipo de parto e a região da onde são obtidos os fragmentos de 

MA são fatores que afetam as propriedades mecânicas. Grémare et al. (2019) estudaram a 

variação nas propriedades mecânicas considerando 2 regiões anatômicas da MA, 

demonstrando que o âmnio placentário é muito mais forte e extensível (82%) do que o âmnio 

periférico (19%). Assim, esta região da membrana pode ser o biomaterial de escolha no caso 

do desenvolvimento de scaffolds na engenharia de tecidos, onde as propriedades mecânicas 

desempenham um papel fundamental. 

 
3.5  PRESERVAÇÃO DA MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA 

 
O armazenamento prolongado antes do uso da MA é recomendado pelas agências 

reguladoras de muitos países para evitar a possibilidade de o doador estar no período de 

“janela imunológica” da infecção. Assim, vários métodos de preservação, como 

criopreservação, liofilização, desidratação ou secagem ao ar, foram desenvolvidos. Seja qual 

for o método utilizado, o processamento e a preservação do hAM afetarão as propriedades do 

material biológico (Fénelon et al., 2021). 

Lamon et al., (2022) avaliaram a viabilidade e preservação da MA quando criopreservada 

a partir de diferentes protocolos. Foram testadas cinco condições de preservação: 

dimetilsulfóxido (DMSO) a -180 °C; DMSO a -80 °C, meio à base de dextrana a -180 °C, 

meio à base de dextrana a -80 °C e congelamento a seco a -80 °C (sem meio). Ao final do 

período de armazenamento de quatro meses, as propriedades e a estrutura adesiva da MA 

foram analisadas. Para análises histológicas, os blocos de parafina foram cortados em fatias 

de 5 μm e três colorações diferentes foram realizadas: hematoxilina e eosina (HE), Periodic 

Acid-Schiff (PAS) e tricrômio de Masson (MT). Quanto a imunocoloração, esta foi realizada 

com Anti-corpo anticolágeno IV, para análise da composição estromal e Anti-corpo anti-

laminina 5, para análise da preservação da lâmina basal.  

Assim, quando a MA é usada para aplicação clínica, a criopreservação é frequentemente 
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empregada em vez da MA na forma fresca, pois permite o armazenamento por longos 

períodos antes de seu uso, possibilitando a repetição dos testes sorológicos realizados no 

período pré-natal, a fim de eliminar qualquer risco biológico. Também permite o  

armazenamento de vários fragmentos da MA em um banco de tecidos, e o uso em várias 

aplicações clínicas (Basile et al., 2023; Jafari et al., 2024). 

Segundo Mohammad-Pour et al., (2023) a criopreservação é o método de preservação 

mais  comum para a MA, e tem a vantagem de existirem vários estudos experimentais e 

clínicos publicados, confirmando a segurança e eficácia do método. 

Segundo Jafari et al., (2024), tanto o método de liofilização, quanto o de criopreservação, 

podem alterar as propriedades mecânicas e histológicas da MA. O estudo demonstrou que os 

componentes da matriz extracelular da membrana basal foram bem preservados tanto quando 

frescos como criopreservados. Entretanto, na criopreservada a MEV demonstrou danos nas 

junções intercelulares da camada epitelial, enquanto que a liofilizada preservou estes 

componentes, sendo assim superior quando a MA for usada como scaffold para o crescimento 

de células endoteliais. Já Ramuta et al. (2020), cultivaram células cancerígenas do epitélio da 

bexiga em ambos os lados da MA criopreservada, verificando uma redução maior na 

proliferação destas células quando o lado epitelial foi usado como scaffold. 

Ferenczy e Souza (2020) publicaram revisão de literatura sobre os vários métodos de 

preparo e preservação da MA para uso no tratamento de doenças da superfície ocular, 

relatando que, atualmente dois protocolos são os mais populares para a criopreservação. O 

primeiro método foi introduzido por Lee e Tseng, em 1997, e consiste no armazenamento da 

MA em uma solução de 50% glicerol e 50% DMEM, a -80 °C, por até 2 anos, e desde então 

tem se obtido sucesso na transplantação da MA na clínica. O efeito deste método sobre a 

integridade estrutural e funcional da membrana ainda não foi extensivamente estudado, 

entretanto, baseado nos dados já disponíveis, é possível assumir que a criopreservação em 

DMSO tem qualidade similar ao método contendo glicerol. 

Com relação à preservação da viabilidade celular das camadas estruturais da membrana, 

ainda existem opiniões diversas entre qual é o melhor crioprotetor, glicerol ou DMSO. O 

glicerol tem a vantagem de ser antiviral, mas parece comprometer a viabilidade celular, por 

ser particularmente tóxico às células da camada epitelial da MA. Adicionalmente, foi relatado 

que a criopreservação induz a perda de viabilidade celular devido a alterações nas moléculas 

intracelulares causadas pela baixa temperatura, e isso pode interferir no seu uso clínico 

(Mohammad-Pour et al., 2023).  

Quando se considera a estrutura histológica da MA, os estudos mostraram que os métodos 
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de preservação alteram a integridade estrutural da membrana em diferentes graus. Ruiz-

Cañada  et al., (2021) compararam dois métodos de preservação da MA, a criopreservada em 

DMEM e glicerol (1:1 v/v) por 1 mês, e a desidratada, com objetivo de avaliar a influência 

destes métodos sobre as proteínas solúveis da MA que estimulam regeneração, 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 liberação constante 

das proteínas analisadas (TGF-1, CTGF), as células epiteliais do limbo cresceram sobre a 

MA, e os colágenos tipos IV e VII, laminina e fibronectina, todos componentes da membrana 

basal da MA, tiveram sua integridade também preservada, ao contrário da MA desidratada.  

Fénelon et al. (2018) exploraram o uso da MA na engenharia de tecidos e medicina 

regenerativa verificando o potencial da MA na regeneração óssea guiada. Foi avaliada in vitro 

a viabilidade celular da MA fresca e da MA 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 ósseo crítico na calvária de ratos. Depois, a eficácia da MA 

criopreservada associada a um substituto ósseo (neste caso a hidroxiapatita) foi comparada a 

uma membrana de colágeno usada atualmente para regeneração óssea guiada. In vitro, não 

houve diferença estatística entre as condições de viabilidade celular. A MA criopreservada, 

sem estar conjugada a um substituto ósseo, induziu maior formação óssea quando o lado 

mesenquimal cobriu o defeito em comparação ao controle onde o defeito foi deixado vazio. 

Quando associada a um substituto ósseo, não houve melhora. Os autores sugerem que a MA 

criopreservada, em especial o lado mesenquimal, apresenta potencial, porém ainda limitado 

na regeneração óssea 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 não foi afetada por nenhum destes métodos, exceto pelo fato da camada 

mesenquimal apresentar um número reduzido de células, quando comparado à MA fresca. 

Com relação às propriedades mecânicas, o estudo demonstrou que nenhum dos métodos, com 

ou sem glicerol, afetou a resistência à tração e o módulo de elasticidade da membrana, mas  

um longo período de armazenamento (6 meses) aumentou a resistência à tração da MA. Já 

a viabilidade das células mostrou diminuição significativa nas amostras de MA com e sem 

glicerol em comparação à MA fresca, mas 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 
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criopreservada em 20 °C e 80 °C pode ser armazenada por 4 semanas e/ou 6 meses. É possível 

armazenar MA em 85% de glicerol a 80 °C por um longo tempo. 

Fénelon et al. (2019) afirmaram que a criopreservação e a liofilização são as mais 

comumente usadas nos procedimentos de preservação da MA. Uma vez que a MA foi 

descelularizada, realizaram a liofilização e esterilização gama antes de seu uso para permitir 

armazenamento de longo prazo. A liofilização permite o armazenamento seguro de amostras 

por vários anos em temperatura ambiente, enquanto a criopreservação requer equipamentos 

caros que podem estar indisponíveis em algumas instituições, e o tempo de armazenamento 

não 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.  

 



30 
 

4 METODOLOGIA 

 

O estudo foi enviado ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), e obteve aprovação com 

protocolo número 6.537.068. 

 

4.1 COLHEITA DA PLACENTA E PROCESSAMENTO DA MEMBRANA AMNIÓTICA 

HUMANA 

 

A MA foi obtida de quatro placentas humanas a termo, com idade gestacional igual ou 

superior  a 39 semanas, a partir de cesárias eletivas de gestantes com gestação normal, 

provenientes da maternidade do Hospital Santa Casa de São José dos Campos. A colheita da 

placenta e suas membranas fetais, incluindo a membrana amniótica, foram realizadas 

mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pela gestante e após 

certificação de sorologia negativa para HIV-1 e 2, hepatite B e C e sífilis. 

Em seguida, a MA foi transportada em caixa térmica a temperatura aproximada de 10 a 

15 ºC. No laboratório,  s o b  f l u x o  l a m i n a r ,  a MA foi manualmente s ep a r ad a  do 

córion e extensivamente lavada com solução fisiológica contendo 100 U/ml de penicilina, 

100 U/ml de estreptomicina e anfotericina B (figura 4). 

 

Figura 5 - (A) Capela de fluxo laminar preparada para o processamento da MA; (B) Esterilização dos 

materiais pelo fluxo laminar com luz U.V.; (C) Separação manual da MA do córion materno. 

 

Fonte: Autor 
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4.2 FRAGMENTAÇÃO DA MEMBRANA AMNIÓTICA E DIVISÃO EM SUB-

REGIÕES 

 

Imediatamente após o processamento da MA, e passado tempo de preservação em cada 

grupo experimental, a membrana foi dividida em 4 diferentes sub-regiões de acordo com sua 

posição em relação ao cordão umbilical (Centurione et al., 2018): R1) Região central – 

próxima ao cordão umbilical; R2) Região intermediária – no meio (entre as regiões central e 

periférica); R3) Região periférica – próxima à periferia do disco placentário; R4) Região do 

âmnio refletido. As regiões R1, R2, e R3 fazem parte do âmnio placentário (Figura 4). Em 

seguida, foi seccionada em fragmentos de 3x3 cm2, e preservados seguindo o protocolo para 

cada grupo experimental, descritos no item 4.3. A figura 6 demonstra o aspecto da MA após 

o seu processamento, assim pronta para ser fragmentada nas sub-regiões. 

De cada uma das sub-regiões acima descritas foram obtidos 3 fragmentos (amostras) de 

MA (3x3 cm2). De cada região foram obtidos 9 fragmentos ou amostras de (3x3 cm2), sendo 

3 fragmentos para cada um dos grupos experimentais. Considerando que são 4 sub-regiões, 

cada grupo foi composto por 12 fragmentos. Então, 12 fragmentos no grupo controle, 12 no 

grupo fresca e 12 fragmentos no grupo criopreservada. Assim, em cada uma das 4 placentas 

foram obtidos 36 fragmentos (= 9 fragmentos x 4 sub-regiões). (Figura 7).  

 

Figura 6 - Fragmentação da MA. (A) MA separada do córion, com aspecto transparente e com um espaço 

central (local do cordão umbilical removido). (B) MA sobre fundo preto pautado para corte de sub-

regiões. (C) Padrão de corte 3x3cm² (circulo) para cada sub-região. 

 

Fonte: Autor 
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Figura 7 - Representação esquemática de uma placenta mostrando as sub-regiões, incluindo R1(região 

central), R2 (região intermediária), R3 (região periférica), e R4 (âmnio refletido). Os quadrados 

marcados com o número 1, 2 e 3 representam os fragmentos 3x3cm² do grupo controle, fresca e 

criporeservada, respectivamente, de cada sub-região. 

 

 
Fonte: Autor 

  

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o método de preservação 

utilizado para a MA, possuindo o mesmo número de fragmentos em cada um dos grupos 

experimentais. No grupo controle (GC, n=12), os fragmentos de membrana após serem 

processados,  conforme descrito no item 4.1, foram imersos imediatamente em formol. Já no 

grupo MA fresca (GF, n=12) os fragmentos de membrana após serem processados, foram 

imersos em meio DMEM a temperatura ambiente (24 ºC) por 18 h. E, no grupo MA 

criopreservada, (Gcrio, n=12) os fragmentos de membrana, após serem processados, foram 

imersos em meio DMEM/glicerol 1:1 (v/v) a -80 ºC por 30 dias. 

 

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

Os fragmentos iniciais obtidos de ambos os grupos experimentais foram, primeiramente, 

clivados em fragmentos menores, com cerca de 1,5x1 cm², e colocados em tripilicata dentro de 

cassetes histológicos forrados com gaze. Estes foram armazenados em formol por 24 horas a 

fim de interromper o metabolismo celular no tecido (Fixação), para posteriormente serem 

lavados por 3 vezes com água corrente e embebidos em álcool 70 % por 12 horas. 

Após este período, iniciou-se o processamento histológico com a retirada dos cassetes do 

álcool 70 % e passagem para 4 estações subsequentes de álcool absoluto (100 %), de 50 minutos 
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cada, para desidratação dos tecidos.  

Finalizada a última estação de álcool, os cassetes histológicos foram passados para um 

béquer contendo xilol, para início da etapa de diafanização, visando remover completamente o 

álcool do interior dos tecidos e preparando-os para as impregnações em parafina, sendo 

realizada em duas estações, a primeira de 20 minutos e a segunda de 30 minutos. 

As impregnações em parafina foram realizadas em duas estações dentro da estufa, a fim de 

manter a parafina líquida, em cerca de 56 ºC a 60 ºC. A primeira etapa da impregnação durou 

1 hora e 15 minutos, seguida da segunda estação, de 2 horas e 15 minutos. 

Por fim, realizou-se a etapa de inclusão dos fragmentos em parafina, a fim de obter-se os 

blocos finais utilizados para confecção dos cortes histológicos por microtomia. A inclusão foi 

realizada com o auxílio de pinça previamente aquecida, um molde metálico para a blocagem e 

a base do cassete. Primeiramente, colocou-se parafina aquecida no molde, e em seguida os 

fragmentos foram retirados do interior dos cassetes com auxílio de pinça e colocados dentro da 

parafina no molde; após isso, o cassete foi desmontado e sua base foi colocada sobre o molde 

e em contato com a parafina. Por fim, os moldes com material incluído foram colocados sobre 

uma placa resfriada, com intuito de solidificar a parafina e possibilitar a retirada do bloco final. 

 

4.5 MICROTOMIA E MONTAGEM DAS LÂMINAS 

 

Para a execução dos cortes, utilizou-se um micrótomo semiautomático Leica RM2245. Os 

blocos contendo os fragmentos da MA foram fixados na base do micrótomo e alinhados 

verticalmente ao fio da navalha. Para retirada do excesso de parafina, foi utilizada a 

configuração “TRIM” do aparelho, com medida de corte em 10μm. Assim que alcançados os 

fragmentos dentro do bloco, alterou-se o aparelho para configuração “SECT”, cuja espessura 

de corte para confecção de lâminas para as colorações histológicas (Hematoxilina Eosina-HE e 

Alcian Blue-AB) foi de 5 μm, e para as lâminas voltadas a imunohistoquímica foi de 4 μm. 

Com auxílio da pinça, foi retirada a fita formada após o corte e levada até o banho-maria, para 

distenção dos cortes. A temperatura do banho-maria estava em torno de 40 ºC para total 

distenção dos cortes sobre a superfície da água, evitando-se a formação de pregas.  

Por fim, foram utilizadas lâminas adesivas sinalizadas (Menzel-Glaser, Braunsch, 

Germany) para coleta dos cortes. As lâminas foram deixadas sobre a borda metálica do banho-

maria para secagem e posteriormente guardadas para as próximas etapas. 
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4.6 ANÁLISE HISTOLÓGICA E IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Para a realização das análises, as lâminas selecionadas foram previamente 

desparafinizadas em duas estações de xilol, e hidratadas em séries crescentes de etanol (70%, 

95% e 100%), e uma estação de água destilada, todas por 5 minutos. Após esse processo, as 

lâminas foram coradas, de acordo com os protocolos específicos de cada coloração utilizada 

(figura 7). Em seguida, foram desidratadas em álcool 95% e 100%, diafanizadas em xilol e 

montadas com lamínula e Permount. 

 

Figura 8 - Esquema representativo do protocolo de colorações HE e Alcian Blue 

 

Fonte: O autor 

 

 Para o método da imuno-histoquímica (Figura 8), as amostras de todos os grupos 

experimentais foram desparafinizadas, em duas estações de xilol, por 10 minutos cada, seguida 

pela desidratação, em  séries crescentes de etanol (70%, 95% e 100%), por 3 minutos em cada 

concentração, e uma estação de água destilada, todas por 5 minutos. A seguir, as lâminas foram 

colocadas em banho-maria, em solução de tampão citrato 10mM pH 6,0 a 96 °C por 20 min, 

seguido da imersão em água destilada, visando a recuperação antigênica. Para o bloqueio da 

atividade da peroxidase endógena, as lâminas com os cortes histológicos foram colocadas em 

câmara úmida, para incubação com o reagente Hydrogen Peroxide Block do kit EXPOSE 

Mouse and Rabbiti Specific HRP/DAB Detection IHC kit (Abcam®, Cambridge, UK; 

ab80436), por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, realizou-se 3 lavagens em 

PBS+0,05 % Tween 20 (Sigma, Saint Louis, MO, E.U.A.) (PBST) e a adição da solução 
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Protein Block, reagente do mesmo kit EXPOSE citado acima, por 10 min, visando bloquear 

possíveis marcações inespecíficas. Os cortes histológicos foram incubados com o anticorpo 

(Ac) primário (Monoclonal/Policlonal), em câmara úmida a 4 ºC durante 14 horas. Os 

anticorpos utilizados foram: 1) Anticorpo policlonal anti-wide spectrum cytokeratins (WSCK) 

(ab9377, diluição 1: 300; Abcam®); 2) Anticorpo anti-collagen I (ab34710, diluição 1:200; 

Abcam®); 3) Anticorpo policlonal anti-laminin alpha 5/LAMA5 (CL3118) (ab210957, 

diluição 1:200; Abcam®). Após 3 lavagens de 3 min/cada, com tampão PBST, foi adicionado 

o reagente Complement do kit EXPOSE, em reações utilizando-se anticorpos primários 

monoclonais (Anti-laminina), seguido por 3 lavagens de 3 min/cada com PBST. Para as 

reações com anticorpos policlonais, a incubação de Ac primário foi sucedida pela adição do 

Ac secundário (Goat anti-rabbit HRP Conjugate of EXPOSE Mouse and Rabbit Specific 

HRP/DAB Detection IHC kit (Abcam®, Cambridge, UK; ab80436), seguindo as instruções 

fornecidas pelo fabricante. Em seguida, realizou-se lavagens com tampão PBST, e a adição de 

substrato/cromógeno DAB– Kit Abcam®, seguido da contracoloração com hematoxilina de 

Harris por 35 segundos, desidratação em álcool 95 % e 100 %, diafanização em xilol e 

montagem com Permount. A especificidade da reação antígeno-anticorpo foi testada por meio 

da substituição dos anticorpos primários pelo tampão PBS + 0,05 % Tween 20. 

 

Figura 9 - Esquema representativo do protocolo de Imuno-histoquímica. 

 

Fonte: O autor 
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4.7 ANÁLISE QUANTITATIVA DE IMAGEM 

 

As imunomarcações foram avaliadas ao microscópio de luz, observando a distribuição 

e/ou intensidade dos componentes de interesse e, quantitativamente, pela análise digital de 

imagem para a obtenção da área ocupada pela expressão da citoqueratina, colágenos tipo I e III, 

e laminina na MA, em cada uma de suas sub-regiões, nos 3 grupos experimentais.  

Para isto, após a obtenção das lâminas histológicas, as imagens microscópicas das 

imunomarcações foram visualizadas no Microscópio Trinocular Leica DM2500 e capturadas 

por uma câmera digital (LEICA DFC 425) e digitalizadas em 1024x768 pixels, 24 bits / pixel 

de resolução com ampliação global de 400 x. Em seguida, as imagens digitais foram 

processadas e analisadas pelo software Image J (Varghese et al., 2014) o qual identifica, isola 

e determina a porcentagem das áreas ocupadas pelas imunomarcações (áreas marcadas em 

marrom) nos cortes histológicos das membranas amnióticas dos 3 grupos experimentais em 

relação a área total da imagem.   

Para a análise da área ocupada por cada uma das imunomarcações, a área de 60 campos 

histológicos (20 campos por cada um dos 3 fragmentos por MA/placenta) foi usada para gerar 

um único valor para cada MA por placenta, em cada uma das 4 sub-regiões, de cada grupo 

experimental. 

As figuras 10, 11 e 12 representam a sequência para análise das imagens digitais no 

software Image J. Primeiramente, as imagens foram abertas no software Image J, e a calibração 

da escala da imagem foi realizada clicando-se na ferramenta “Straight” e traçando-se uma linha 

de mesmo tamanho com a barra de escala em micrometros presente na imagem. Em seguida, 

clicou-se em “Analyze” e escolheu-se a opção “Set scale”. Na configuração da escala, no 

espaço designado “Know distance”, foi colocado o valor da barra de escala da imagem, 50 μm, 

e em “Unit of leght” foi colocada a unidade de medida da imagem, setada em “micrometros”, 

e clicou-se “Global” para que todas as imagens analisadas seguissem a mesma configuração, e 

clicou-se em “Ok” (Figura 10). 
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Figura 10 - Calibração da escala para análise global das imagens. (A) Ferramenta Straight para 

mensuração da barra de escala; (B) Set scale para abrir caixa de calibração da escala; (C) Caixa de 

calibração de escala da imagem. 

  

              

                                    Fonte: Autor   

 

 

 

 

 

 

B 

C 

A 
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Com a calibração da escala realizada, clicou-se em “Analize” e em seguida em “Tools”, 

e selecionou-se a ferramenta “Grid”. Ao clicar na ferramenta, uma caixa de diálogo com as 

especificações da grade surgiu. No espaço designado “Grid type” foi selecionado “lines” e em 

“Area per point” foi estabelecido um valor de 500 μm², relacionado a cada quadrado formado 

pela grade (Figura 11). 

 

Figura 11 - Configuração da Grade para análise Estereológica. (A) Ferramenta Grid; (B) Configuração 

da Grade. 

                      

             

Fonte: Autor 

 

A partir da configuração da grade, foi possível calcular a área total da imagem, por meio 

do princípio de Cavalieri de contagem de intersecções. A partir da contagem inicial de 15 pontos 

no eixo horizontal e 12 pontos no vertical, obteve-se um total de 180 pontos de intersecção, que 

A 

B 
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representam a área total de imagem, formada por 329,77 μm no eixo horizontal e 247,33 μm no 

eixo vertical, gerando a área total de 81.562 μm². Esta medida de área foi adotada como padrão 

global para todas as imagens analisadas. Com a área total calculada, foi possível calcular a área 

total de tecido da MA usando o mesmo princípio, onde foram contabilizados apenas os pontos 

de intersecção que se encontravam acima da membrana. Com isso, foram obtidos os valores de 

área útil de cada imagem, e pudemos prosseguir com a contagem de intersecções para cálculo 

da marcação alvo desejada (imunomarcações para CK e Col.1), a fim de estipular o percentual 

de suas concentrações (Figura 12). 

 

Figura 12 - Calculo de área por contagem de intersecções. (A) Contagem de intersecções para 

mensuração da área total de tecido da MA; (B) Contagem de intersecções para mensuração da 

marcação alvo. 

                             
Marcações Área Útil (Mau)= 43pts 

 

                             
Marcações Alvo (Malv) = 16pts 

 

Fonte: Autor 

A 

B 
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Os pontos contabilizados referentes ao tecido da MA foram então divididos pelo número 

de pontos da área total da imagem para resultar em um valor em μm². O valor encontrado diz 

respeito à área útil da MA e foi utilizado para, ao ser dividido pelo número de intersecções da 

marcação alvo desejada, resultar no percentual de marcação obtido naquele fragmento 

analisado. 

 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍTICA 
 

Os dados foram submetidos à Análise de Variância paramétrica One-Way (ANOVA) 

seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. O valor de p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significante (*p). A análise dos dados e a construção dos gráficos foi realizada 

com o programa EXCEL Data Analysis Toolpak. 
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5 RESULTADOS 

 

Esta seção descreve os aspectos morfológicos e composicionais de cada sub-região da 

MA observados a partir das colorações histológicas e marcações imuno-histoquímicas, em 

cada um dos grupos experimentais. 

 

5.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA: HEMATOXILINA-EOSINA 

 

A fim de avaliar os efeitos dos diferentes métodos de preservação na integridade estrutural, 

as amostras de MA coradas por HE do GC foram avaliadas quanto a morfologia de cada 

camada presente (Quadro 1), e posteriormente comparadas as amostras dos demais grupos, 

GF e GCrio (Figura 13).  

Com os padrões definidos (referências – Quadro 1), foi realizada análise descritiva, 

comparando os grupos experimentais, em cada sub-região da MA, determinando os padrões 

de normalidade e as variações encontradas em relação às regiões e aos métodos de preservação 

utilizados.  
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Quadro 1 - Padronização dos achados morfológicos das sub-regiões da MA por coloração HE obtidos 

do GC com a descrição do aspecto normal de cada camada. Cabeça de seta: camada epitelial; Seta: 

vacuolizações citoplasmáticas.Aumento original de 40x. 

 

Fonte: Autor 

 

Em todas as sub-regiões anatômicas analisadas (R1, R2, R3 e R4), as MA dos grupos 

experientais GF e GCrio eram compostas por cinco camadas estruturais (epitélio, membrana 

basal e as camadas compacta, fibroblástica e esponjosa) com aspectos morfológicos similares 

aos encontrados nas membranas do GC.  

A região PA (R1, R2 e R3) apresentou uma camada de epitélio colunar simples, com 

células justapostas sobre a camada basal e núcleos na porção apical das células, contrastando 

com os achados da região RA (R4), a qual evidenciou epitélio com células cuboidais baixas, 

com núcleos centralizados. Ademais, nas sub-regiões R2 e R3 da região PA, as células 

mostravam alguns espaços intercelulares levemente mais alargados do que os encontrados em 

R1. A camada compacta se mostrou homogênea, com eosinofilia variada na região PA e 

menos evidente na RA. Quanto à camada fibroblástica, na região PA, esta apresentou-se com 
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células mesenquimais similares a fibroblastos entre uma trama densa e sinuosa de fibras 

colágenas na região PA, enquanto na região RA estas células estavam menos presentes, e 

intercaladas entre finas fibras de colágeno. Por fim, a camada esponjosa apresentou-se mais 

retraída nas regiões da PA, e difusa e dispersa na região de RA. As amostras do GF e GCrio 

obtiveram resultados semelhantes aos do GC, preservando a morfologia estrutural das 

camadas da MA e de seus componentes. 

 

Figura 13 - Fotomicrografias da coloração HE da MA. GC (a, b, c, d), GF (e, f, g, h) e Gcrio ( i, j, k, l) 

obtidos de PA - sub-regiões R1, R2 e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-região R4  (d, h, l). 

Aumento original de 40x. 

 

Fonte: Autor 

 

5.2 ANÁLISE HISTOLÓGICA: ALCIAN BLUE 

 

Para a avaliação dos componentes da camada mesenquimal, tais quais as 

glicosaminoglicanas (GAGs) ácidas (coradas em azul), como o ácido hialurônico, foi 
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realizada coloração de Alcian Blue. As MA referentes a região PA apresentaram padrão 

semelhante dos componentes da MEC, com as camadas compacta e fibroblástica 

apresentando-se heterogêneas, contíguas e mais proeminetes, em comparação à camada 

esponjosa, que se mostrou menos expressiva, em relação as demais camadas. 

Já nas membranas referentes a região RA, foi encontrado padrão distinto, com as 

camadas iniciais, compacta e fibroblástica, ainda expressivas porém mais homogêneas, e 

uma camada esponjosa maior, difusa e dispersa. 

Assim, esses resultados da análise por alcian blue se mantiveram semelhantes em 

todas as sub-regiões dos três grupos experimentais analisados demonstrando uma boa 

preservação das GAGs na camada mesenquimal ( Figura 14).  

 

Figura 14 - Fotomicrografias da coloração AB da MA. GC (a, c, e , g), GF (e, f, g, h) e Gcrio ( i, j, k, l) 

obtidos de PA - sub-regiões R1, R2 e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-região R4  (d, h, l). 

Aumento original de 40x. 

 
 

Fonte: Autor 
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5.3 ANÁLISE IMUNO-HISTOQUÍMICA E QUANTITATIVA DE IMAGEM: 

CITOQUERATINA (CK) – INTEGRIDADE DA CAMADA EPITELIAL  

 

A análise qualitativa da imunomarcação de CK demonstrou uma marcação de coloração 

acastanhada no citoplasma celular, distribuída por toda a extensão da camada epitelial, de forma 

homogênea, sem diferença entre as sub-regiões ou grupos experimentais (Figura 15). Em todo 

GC, e nas demais membranas do GF e Gcrio, a imunomarcação variou levemente no interior 

do citoplasma de algumas celulas mostrando regiões com menor intensidade. Além desse 

aspecto, em todos os grupos, foi observada a presença de regiões pontuais com maior 

intensidade de marcação no interior do citoplasma, localizadas próximo ou ao redor dos 

núcleos. 

 

Figura 15 - Fotomicrografias da imunomarcação de CK da MA. GC (a, b, c, d), GF (e, f, g, h) e Gcrio 

( i, j, k, l) obtidos de PA - sub-regiões R1, R2 e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-região R4  (d, h, 

l). Aumento original de 40x. 

 
Fonte: Autor 
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Os cortes histológicos analisados neste estudo apresentaram imunomarcação positiva e 

homogênea em toda camada epitelial da MA, indicando a presença de filamentos intermediários 

de CK no interior das células epiteliais do GC, bem como a preservação dessas estruturas nas 

células do GF e GCrio.  

Para a análise quantitativa da imunomarcação de CK, como critério de escolha da 

intensidade de imunomarcação a ser contabilizada, foi estabelecido um padrão global de 

coloração adotado para todas as imagens analisadas (Figura 16). 

 

Figura 16 - Padrão global de coloração adotado para contagem da imunomarcação de Citoqueratina.  

 

Fonte: Autor 

 

A análise intragrupos avaliou o percentual de imunomarcação de CK entre as 

diferentes sub-regiões da MA em todas as placentas avaliadas. A partir das análises, foi 

possível observar um percentual médio de 81% de marcação em R1; 86% em R2; 89% em 

R3; e 98% em R4. Os resultados foram analisados pelo teste de Variância paramétrica One-

Way (ANOVA), resultando em p= 2,90 x 10-16 < 0,05, estatisticamente significativo (Figura 

17), indicando que houve diferença considerável entre as médias das marcações de CK entre 

as sub-regiões da MA. Foi realizado teste de comparações múltiplas de Tukey, que evidenciou 

que há diferença significativa entre as médias de todas as sub-regiões de PA e a de R4 (R1, 

R2, R3 ≠ R4)(*)  e também entre R1 e R4 (#), ao nível 5% de significância.  
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Figura 17 - Resultado do Teste ANOVA das sub-regiões R1, R2, R3 e R4 avaliados.  

 

Legenda: Valor *p = 2,90 x 10-16 > 0,05, estatisticamente significativo (*).  

Fonte: Autor 

 

Já a análise intergrupos avaliou o percentual de imunomarcação de CK entre os grupos 

experimentais avaliados. A partir das análises, observou-se um percentual médio de 88% de 

marcação no GC; 89% no GF; e 89% no GCrio. Os resultados foram analisados pelo teste de 

Variância paramétrica One-Way (ANOVA), resultando em p = 0,18 < 0,05, não 

estatisticamente significativo (Figura 18), indicando que não houve diferença considerável 

entre as médias das marcações entre os grupos analisados, o que evidencia a preservação da 

integridade da camada epitelial pelos protocolos de armazenamento utilizados. 
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Figura 18 - Resultado do Teste ANOVA dos grupos experimentais GC, GF e GCrio avaliados.  

 

Legenda: Valor p = 0,18 < 0,05, não estatisticamente significativo. 

Fonte: Autor 

 

5.4 ANÁLISE IMUNO-HISTOQUÍMICA E QUANTITATIVA DE IMAGEM: 

COLÁGENO TIPO I (COL.1) 

 

A imunomarcação de Colágeno tipo I foi encontrada em feixes e fibras em toda extensão 

da camada mesenquimal da MA, com menor intensidade na camada compacta. A análise 

qualitativa evidenciou uma trama colágena densa e heterogênea nas regiões do âmnio 

placentário (R1, R2 e R3), diferente do padrão encontrado no amnion refletido (R4), com os 

feixes colágenos exibindo trama fina e homogênea (Quadro 2). 
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Quadro 2 – Relação das imunomarcações de Colágeno I da MA entre as regiões de PA e RA. 

Cabeça de seta: camada compacta; seta: camada fibroblastica. Aumento original de 40x. 

 
Fonte: Autor 

 

O Grupo Controle exibiu imunomarcação em trama colágena heterogênea, com feixes 

ligeiramente ondulados apresentando regiões de marcações mais e menos intensas. No grupo 

fresca, a trama se apresentou bem homogênea, densa e com discreta perda de definição. No 

grupo criopreservada, a trama se apresentou semelhante à descrita para o grupo controle, 

porém com maior densidade e definição entre as imunomarcações dos feixes de fibras da trama 

colágena (Figura 19).  
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Figura 19 - Fotomicrografias da imunomarcação de Colágeno I da MA. GC (a, b, c, d), GF (e, f, g, h) e 

Gcrio ( i, j, k, l) obtidos de PA - sub-regiões R1, R2 e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-região R4  

(d, h, l). Aumento original de 40x. 

 

Fonte: Autor 

 

A imunomarcação de Colageno I demonstrou que os feixes de fibras colágenas da camada 

mesenquimal da MA se distribuiram majoritariamente nas camadas fibroblástica e esponjosa, 

e em menor intensidade em porções da camada compacta, em todos os grupos experimentais 

analisados  (Figura 20).  
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Figura 20 - Distribuição da imunomarcação de Colágeno I da MA.  

 

Legenda: Aumento original de 40x. 

Fonte: Autor 

 

Para a análise quantitativa da imunomarcação de Colágeno I, como critério de escolha 

da intensidade de imunomarcação a ser contabilizada, foi estabelecido um padrão global de 

coloração adotado para todas as imagens analisadas (Figura 21). 

 

Figura 21 - Padrão global de coloração adotado para contagem da imunomarcação de Colágeno I.  

 

Fonte: Autor 

 

A análise intragrupos avaliou o percentual de imunomarcação de Col.1 entre as 

diferentes sub-regiões da MA em ambas as placentas avaliadas. A partir das análises, foi 

possível observar um percentual médio de 51% de marcação em R1; 49% em R2; 48% em 

R3; e 50% em R4, sendo que as imunomarcações foram encontradas em feixes mais densos e 

expressivos na região PA (R1, R2, R3) e mais homogêneos em RA (R4). Os resultados foram 

analisados pelo teste de Variância paramétrica One-Way (ANOVA), resultando em p= 0,30 > 
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0,05, não estatisticamente significativo (Figura 22), indicando que não houve diferença 

considerável entre as médias das marcações de Col.1 entre as quatro sub-regiões da MA. 

 

Figura 22 - Resultado do Teste ANOVA das sub-regiões R1, R2, R3 e R4 avaliados.  

 

Legenda: Valor p = 0,30 > 0,05, não estatisticamente significativo.  
Fonte: Autor 

 

Já a análise intergrupos avaliou o percentual de imunomarcação de Col.1 entre os 

grupos experimentais avaliados. A partir das análises, observou-se um percentual médio de 

48% de marcação no GC; 44% no GF; e 57% no GCrio. Os resultados foram analisados pelo 

teste de Variância paramétrica One-Way (ANOVA), resultando em p = 6,66 x 10-27 < 0,05, 

estatisticamente significativo (Figura 23), indicando que houve diferença considerável entre 

as médias das marcações entre os grupos analisados. Foi realizado teste de comparações 

múltiplas de Tukey, que evidenciou que a diferença significativa se encontrou entre as médias 

de GF e GCrio, ao nível 5% de significância. 
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Figura 23 – Resultado do Teste ANOVA dos grupos experimentais GC, GF e GCrio avaliados.  

 

Legenda: Valor p* = 6,66 x 10-27 < 0,05, estatisticamente significativo (*).  

Fonte: Autor 

 

5.5 ANÁLISE IMUNO-HISTOQUÍMICA: LAMININA (LAM) – INTEGRIDADE DA 

MEMBRANA BASAL 

 

A análise qualitativa da imunomarcação de Laminina evidenciou uma marcação 

delicada de coloração acastanhada, distribuida como uma linha contínua abaixo do epitélio, 

bem como no interior do citoplasma celular, de forma homogênea, sem diferença entre as sub-

regiões ou grupos experimentais (Figura 24). Em todo GC, e nas demais membranas do GF e 

Gcrio, houve presença da imunomarcação no interior do citoplasma de algumas celulas, além 

da esperada marcação abaixo do epitélio, bem como foram observadas regiões pontuais de 

marcação próximas aos núcleos das células mesenquimais na camada fibroblástica. 
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Figura 24 - Fotomicrografias da imunomarcação de Laminina da MA. GC (a, b, c, d), GF (e, f, g, h) e 

Gcrio ( i, j, k, l) obtidos de PA - sub-regiões R1, R2 e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-região R4  

(d, h, l). Aumento original de 40x. 

 

Fonte: Autor 
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6 DISCUSSÃO 

 
Neste trabalho a IHQ foi aplicada para descrever as diferenças na morfologia e 

composição da MA em suas sub-regiões, incluindo as regiões central, intermediária e 

periférica do âmnio placentário, e o âmnio refletido. Em seguida a IHQ foi utilizada para 

analisar os efeitos dos métodos de preservação, MA fresca e MA criopreservada. Embora 

alguns estudos recomendem considerar as diferenças entre as sub-regiões da MA no momento 

sua da aplicação clínica, ela continua sendo aplicada como um tecido homogêneo (Banerjee 

et al., 2015; Weidinger et al., 2021). 

O presente trabalho é pioneiro em comparar os efeitos dos métodos de preservação nas 

diferentes regiões anatômicas da MA, por meio da Imuno-histoquímica. Outros estudos 

foram realizados, considerando apenas os temas separados ou com outros  tipos de análises, 

incluindo histologia, expressão gênica (Han et al., 2008), análise de transparência e 

resistência (Deihim,;Yazdanpanah; Niknejad, 2016) análise de atividade mitocondrial das 

células epiteliais e mesenquimais da MA (Banerjee et al., 2018), e análise da expressão de 

fatores de crescimento (Litwiniuk et al., 2018). Com esta pesquisa, foi possível, também, 

otimizar o método de imuno-histoquímica para o estudo da MA, bem como, foi padronizado 

um protocolo laboratorial eficiente, para as etapas de recuperação antigênica e bloqueio das 

peroxidades endógenas, acarretando em melhor imunomarcação. 

A morfologia das camadas estruturais presentes na MA do GCrio foi eficientemente 

preservada, tendo em vista a arquitetura celular e os achados histológicos observados por meio 

da coloração HE, em comparação ao encontrado no GC.  Especificamente, as células da 

camada epitelial presentes nas sub-regiões da PA mantiveram formato majoritariamente 

cuboide, sendo que as da sub-região central (R1) apresentaram formato com ápice 

arredondado e altura intermediária, enquanto que as da sub-região periférica (R3) eram 

colunares altas e com núcleos apicais. Já as células da sub-região intermediária (R2) 

apresentaram aspecto microscópico mais próximo ao de R3. Ainda nestas sub-regiões, R2 e 

R3, as células apresentaram contorno irregular com aspecto de estreitamento do corpo celular, 

tornando visível o espaço intercelular, porém mantendo a conexão entre as células. Este 

aspecto microscópico pode estar relacionado aos numerosos “gaps“ e aos microvilos 

encontrados na borda lateral das células quando visualizadas na microscopia eletrônica de 

transmissão, os quais fazem parte da comunicação e transporte intra e transcelular no epitélio 

secretório da MA (Basile et al., 2023). Por sua vez, as células da região RA (R4), 

apresentavam formato cuboidal baixo ou pavimentoso e núcleos centralizados. Estes 
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resultados encontrados em nosso estudo estão alinhados com os achados de Basile et al. (2023) 

e Al-Yahya e Makhlouf (2013), que definiram o epitélio amniótico como morfologicamente 

heterogênio. Ademais, Al-Yahya e Makhlouf (2013) concluíram que a heterogeneidade da 

camada epitelial da MA está relacionada às suas múltiplas e especializadas funções. Em adição 

à sua função de proteção ou cobertura, o epitélio amniótico possui células tronco e células 

com grande atividade secretória. Basile et al. (2023) investigaram a ultraestrutura da camada 

epitelial da MA, verificando que as suas células diferem tanto no formato, quanto no conteúdo 

citoplasmático. Nas sub-regiões  R1 e R4 as células são principalmente cuboidais, enquanto 

que em R2 as células apresentam formato em “cúpula“ (dome shape), e em R3 as células são 

predominantemente colunares altas. Portanto, Com relação às diferenças morfológicas das 

sub-regiões na camada epitelial concluiu-se que a  região central (R1) apresentou células 

epiteliais em formato de “cúpula”, com ápice arredondado, altura intermediária e núcleos 

centro-apicais. As regiões intermediária (R2) e periférica (R3), apresentaram células em 

formato cuboide e colunar, com alturas intermediárias a altas em maior parte de sua extensão, 

diferindo principalmente pela posição de seus núcleos no interior das células, centro-apicais 

em R2 e apicais em R3. Quanto a região do âmnio refletido (R4), evidenciou-se o padrão de 

células achatadas baixas, núcleos centralizados com citoplasma de eosinofilia homogênea, e 

ausência de vacuolizações encontradas nas demais sub-regiões. 

Além da preservação da camada epitelial, o presente estudo também demonstrou que 

a criopreservação em DMEM e glicerol (1:1 v/v) preservou a membrana basal, assim como a 

camada mesenquimal, estando de acordo com os estudos experimentais de Fénelon et al. 

(2021), os quais demonstraram que a MA criopreservada se mantém com cinco camadas 

íntegras e semelhantes morfologicamente às encontradas nas MA frescas. 

Em relação aos meios de preservação, o método MA fresca induziu diminuição na 

concentração de fibras colágenas, especialmente nas sub-regiões R2 e R3, e obteve percentual 

de marcação deste componente inferior aos demais métodos utilizados. Quanto a integridade 

da camada epitelial, todos os três protocolos abordados foram eficientes e mativeram a 

continuidade da camada, bem como sua morfologia e conformação das células epiteliais.  Para 

a preservação de todos os componentes analisados neste estudo, de forma majoritaria, o 

método que se mostrou mais consistente e equiparado aos resultados encontrados no tecido 

não preservado, GC, foi o protocolo de criopreservação. 

Com relação à preservação das camadas estruturais da membrana, ainda existem 

opiniões diversas entre qual é o melhor crioprotetor: glicerol ou dimetilsulfóxido (DMSO). O 

glicerol tem a vantagem de ser antiviral, mas parece comprometer a viabilidade celular quando 



57 
 

utilizado sem o DMEM, por ser particularmente citotóxico às células da camada epitelial da 

MA. No presente trabalho, a arquitetura tecidual e celular foi mantida, porém algumas células 

apresentaram pequenos pontos brancos no citoplasma semelhantes ao que podem ser 

considerados vacúolos citoplasmáticos. Estudos relataram que este aspecto poderia relacionar-

se ao processo de congelamento/descongelamento da criopreservação, gerando artefatos no 

interior do citoplasma celular, ou por processos degenerativos devido à exposição ao 

crioprotetor utilizado. Adicionalmente, foi relatado que a criopreservação induz a perda de 

viabilidade celular devido a alterações nas moléculas intracelulares causadas pela baixa 

temperatura, podendo interferir no seu uso clínico (Horvath et al., 2023).  

Entretanto, neste trabalho não foram visualizadas células em degeneração ou em 

apoptose, apenas pequenos “vacúolos”, que estavam no citoplasma de algumas células, tanto 

no grupo controle, quanto no grupo MA criopreservada, o que sugere um processo fisiológico 

do epitélio amniótico e não um dano causado pelo método da criopreservação. Assim também, 

Al-Yahya e Makhlouf (2013) demonstraram que o citoplasma das células epiteliais da MAH 

comumente se apresenta eosinófilico e vacuolizado. Ademais, em estudo prévio, Moraes et 

al., (2021), relataram que a criopreservação utilizando DMEM/glicerol, embora tenha 

reduzido a viabilidade celular, tanto na região PA, quanto na RA, foi ideal para preservação 

da integridade estrutural da camada epitelial e, principalmente do  conteúdo de proteínas 

solúveis presentes no estroma amniótico. 

A matriz extracelular da MA, segundo Mcquilling et al., (2019), é composta por fibras 

colágenas, fibras elásticas, glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas, e majoritariamente por 

GAGs carboxiladas, grupo que contém apenas o ácido hialurônico, ou hialuronana. Os 

resultados do presente estudo, obtidos a partir da coloração de Alcian Blue apresentaram-se 

semelhantes entre as diferentes sub-regiões da MA analisadas, apresentando distribuição 

relativamente homogênea no interior da MEC, e se mantiveram íntegras e preservadas no 

tecido após armazenamento à fresca e criopreservação, estando de acordo com os achados de 

Lopes et al., (2008) e Departamento de Patologia, (c2024). As diferenças encontradas na 

camada mesenquimal entre as sub-regiões ocorre principalmente pela intensa atividade celular 

do âmnio placentário, observado a partir das maiores concentrações de células mesenquimais 

na camada fibroblástica em R1, R2 e R3, bem como na heterogeneidade das concentrações 

dos demais componentes da MEC. Em R4, pudemos observar morfologia mais homogênea, 

com poucas mudanças no padrão das concentrações dos componentes como GAGs e fibras de 

colágeno, devido à baixa atividade celular encontrada nesta sub-região. 

Iranpour et al., (2017) observaram uma maior concentração dos componentes da MEC, 
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tais como as GAGs e fibras colágeno e elásticas, são responsáveis por garantir maior 

resistência mecânica da MA. Estes achados condizem com os resultados encontrados em 

nosso estudo, onde a região do âmnio refletido (RA – R4), responsável por recobrir e sustentar 

o feto em desenvolvimento e sujeita a grande tensão mecânica, obteve maior percentual de 

marcação de GAGs pela coloração AB, em relação as demais sub-regiões. Por outro lado, 

Grémare et al., (2019), estudando sobre as propriedades mecânicas da MA humana, por meio 

de testes de Força máxima antes da ruptura (Fmax), Deformação na falha (Smax) e Tensão 

máxima de tração (UTS), que para todas as MAs analisadas, a MA placentária (PA) foi 

significativamente mais forte que a MA periférica (RA), e também eram substancialmente 

mais extensíveis que seus equivalentes periféricos, demonstrando, com estes resultados, que 

a região de PA é um tecido isotrópico mais forte e mais extensível que a RA, cuja isotropia 

nem sempre é garantida.  

A metodologia utilizada para as análises das imagens para quantificação dos 

componentes avaliados foi a análise estereológica, por meio do princípio de Cavalieri. Esta 

metodologia, segundo Amenábar et al., (2003), quando bem indicada, é uma ferramenta que 

proporciona excelentes resultados. Sua utilização, quando respeitados os critérios para 

determinação do número de pontos amostrais para avaliação de estruturas e tecidos, permite 

a obtenção de dados passíveis de análise estatística segura, quando se planeja uma abordagem 

quantitativa de material de origem histológica. Com os padrões de calibração de escala das 

imagens e configuração das grades estimadas com os valores adequados de pontos de 

intersecção, os resultados obtidos a partir da análise estereológica se tornam altamente 

reprodutíveis, estando de acordo com Pierre et al. (2016), que afirmaram que a análise 

estereológica de cortes histológicos tem sido utilizada há várias décadas para obter estimativas 

da fração volumétrica de fases ou materiais em tecidos biológicos e meios inorgânicos com 

viés mínimo. A reprodutibilidade do método estereológico é superior ao desempenho relatado 

anteriormente de avaliação da esteatose hepática por histopatologistas e é um padrão de 

referência adequado para validação de métodos não invasivos de medição de tecidos 

biológicos. Portanto, desenvolveu-se, neste estudo, protocolo para análise de imagem eficiente 

para quantificação da MA, utilizando-se de princípios matemáticos bem fundamentados, para 

se contornar a problemática da falta de ferramentas digitais adequadas para mensuração 

automática da área ocupada pelo tecido multi-camadas da MA. 

A análise da integridade da camada epitelial foi realizada a partir da quantificação dos 

filamentos intermediários que compõem o citoesqueleto das células epiteliais da MA, 

compostos por Citoqueratina. A partir da imuno-histoquímica, observou-se em todos os grupos 
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a presença de regiões pontuais com maior intensidade de marcação no interior do citoplasma, 

localizadas próximo ou ao redor dos núcleos, sendo estes achados normais, uma vez que os 

filamentos intermediários têm a função de ancorar o núcleo e outras organelas, principalmente 

os filamentos de citoqueratina, os quais entram na formação da lâmina nuclear, estando de 

acordo com os estudos de Kuburich et al. (2022), os quais afirmaram que a rede de filamentos 

intermediários de CK é necessária para a adesão célula-célula, resistência a estresses em nível 

celular e ancoragem nuclear durante processos de divisão celular. No presente trabalho, foi 

encontrada variação na intensidade da imunomarcação no interior do citoplasma de algumas 

células, mostrando-se com maior intensidade. Estes achados corroboram com o estudo de 

Regauer et al. (1985), que apontaram que a expressão dessas proteínas nas células epiteliais da 

MA ocorre de forma semelhante às encontradas nas células da derme na pele, estando presentes 

no citoplasma celular, garantindo a sustentação e rigidez do citoesqueleto, além de atuar como 

arcabouço, resistente, mas flexível, que permite às células epiteliais suportarem tensões 

mecânicas e não-mecânicas. Outro resultado obtido a partir de nosso estudo foi que a 

imunomarcação também variou levemente no interior do citoplasma celular de algumas células 

mostrando-se com menor intensidade. Este achado pode estar relacionado às regiões de 

vacuolização evidenciadas no citoplasma pela coloração HE, bem como, estar associado a 

fatores fisiológicos maternos, o que corrobora com os resultados obtidos a partir da análise 

quantitativa das imunomarcações, relacionados às sub-regiões da MA, onde a maior diferença 

de imunomarcação foi encontrada entre R1 e R4, os dois extremos da membrana, sendo estas 

as regiões mais e menos biologicamente ativas, respectivamente, o que pode indicar as 

vacuolizações como vesículas secretoras presentes no epitélio ativo das sub-regiões de PA, e 

sua ausência em RA. Ricci et al. (2013) também avaliaram a integridade da camada epitelial na 

MA fresca e criopreservada, e observaram que tanto na MA fresca como na criopreservada, os 

anticorpos anti-citoqueratina de amplo espectro (WSCK) marcaram a totalidade das células 

epiteliais, com apenas algumas células positivas detectadas na camada estromal, indicando que 

ambas as metodologias de preservação aplicadas se mostravam eficazes na preservação da 

integridade da camada epitelial. 

A fim de avaliar a integridade da membrana basal, foi realizada a análise de Laminina, 

uma glicoproteína que tem como função ancorar as células epiteliais à matriz extracelular, 

sendo a principal estrutura não colágena dessa membrana. A partir da imuno-histoquímica, foi 

observada em todos os grupos experimentais a presença das imunomarcações como uma linha 

plana contínua abaixo da camada epitelial, estando de acordo com os achados de Niknejad et 

al., (2011) e Lamon et al., (2022), que atestaram a eficiência da criopreservação na manutenção 
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da integridade da membrana basal da MA. 

Os resultados encontrados a partir da análise das fibras colágenas evidenciou que a 

distribuição dos feixes de colágeno I na camada mesenquimal da MA foi encontrada 

majoritariamente nas camadas fibroblástica e esponjosa, e em menor intensidade em porções 

da camada compacta. Estes resultados estão de acordo com os achados de Niknejad et al. 

(2011), que evidenciaram a presença de feixes colágeno tipo III e IV próximos à camada 

epitelial da MA, formando uma linha plana contínua ao longo da membrana basal e permeando 

a camada compacta, seguidos pelas camadas subsequentes formadas por feixes densos de 

colágeno I e delicadas fibras de colágeno III, tendo sido descritos como mais finos e 

interrompidos nos grupos MA criopreservada e liofilizada, em comparação ao grupo fresca. A 

presença de fibras e feixes colágeno tipo I, observada após os métodos de preservação utilizados 

em concentrações similares ao grupo controle, condizem com os resultados encontrados por 

Fénelon et al. (2019), que tanto com o protocolo de MA fresca (F-HAM) quanto de MA 

criopreservada (C-HAM), observaram que os componentes da matriz extracelular e as proteínas 

da membrana basal permaneceram inalteradas, atestando a eficácia de ambos os métodos. Em 

contraste com os resultados encontrados por este estudo, Moraes e colaboradores, em 2021, ao 

analisarem os efeitos dos métodos de preservação na composição das diferentes regiões da MA, 

observaram, por meio da coloração de Picrosirius Red, alta concentração de colágeno tipo I 

birrefringente ao longo da camada compacta da MA em ambas as regiões PA e RA. Esta 

divergência de achados referentes à camada compacta pode estar relacionada às interações 

bioquímicas existentes entre os reagentes utilizados, específicos para marcação de aminoácidos 

básicos encontrados na estrutura das fibras colágenas, e o tecido da região, bem como podem 

ter ligação com os sítios de ligação Ag-Ac encontrados na camada, específicos para os 

anticorpos utilizados para a imunohistoquímica em nosso estudo. A análise quantitativa das 

fibras de colágeno tipo I evidenciou concentrações estatisticamente distintas entre as 

imunomarcações dos grupos avaliados, em especial entre o GF e GCrio, que obtiveram médias 

com diferenças consideráveis, resultado este também encontrado por  Moraes et al., (2021), 

indicando a maior eficácia do protocolo de criopreservação sobre o de armazenamento à fresca, 

para preservação das fibras colágenas.  
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CONCLUSÃO 

 
Para a preservação de todos os componentes analisados neste estudo, o método que se 

mostrou mais consistente e equiparado aos resultados encontrados no tecido não preservado, 

Grupo Controle, foi o protocolo de criopreservação. 

Desta forma, o método de criopreservação da MA em DMEM/glicerol 1:1 (v/v), 

armazenado a -80ºC por 30 dias, foi adequado para preservar a integridade morfológica da 

MA em todas as suas sub-regiões, mantendo constante a concentração dos componentes da 

MEC tanto nas sub-regiões PA quanto RA da MA humana, indicando a viabilidade deste 

método na preservação deste biomaterial para uso em medicina regenerativa.  
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ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
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ANEXO C: RESUMO APRESENTADO NO SIMPÓSIO DE

 ENGENHARIA BIOMÉDICA DO VALE DO PARAÍBA 
 


