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RESUMO

A membrana amnidtica (MA) tem atraido atencdo como biomaterial para a medicina
regenerativa, devido as suas propriedades bioldgicas e mecanicas, que incluem agdes
anti-inflamatoria, imunomoduladora, antifibrética, epitelizacdo, estabilidade,
resisténcia e flexibilidade. Essas propriedades sdo atribuidas as suas caracteristicas
morfologicas e aos fatores bioativos sollveis e insollveis produzidos por suas células
e presentes no estroma da membrana. Recentemente, foram detectadas diferengas nas
regides anatdbmicas da MA, porém ainda ndo esta estabelecido se essas regides
apresentam diferentes potenciais na regeneracdo tecidual, e os efeitos dos diferentes
métodos de preservacao sobre a integridade e morfologia das mesmas. Nesse contexto,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a integridade estrutural e quimica da MA nas suas
diferentes regiGes anatémicas, amnio placentario (PA) e amnio refletido (RA), apos
diferentes métodos de preservagdo, por meio da técnica de imuno-histoquimica (IHC).
Para isto, quatro placentas humanas a termo foram obtidas no Hospital Santa Casa de
Sao José dos Campos e transportadas ao laboratério, onde, em condicdes estéreis, as
membranas amniéticas foram processadas e divididas em 4 regides: central (R1),
intermediaria (R2), periférica (R3) e amnio refletido (R4), de acordo com sua posic¢éo
em relacdo ao corddo umbilical. Os fragmentos foram distribuidos em 3 grupos,
conforme o método de preservacdo: Grupo Controle: os fragmentos foram apenas
fixados em formol; Grupo Fresca: os fragmentos foram imersos em meio DMEM a
temperatura ambiente (24 °C) por 18h; Grupo Criopreservada: os fragmentos foram
imersos em meio DMEM/glicerol (1:1) a -80 °C por 30 dias. Ap6s os periodos
especificos de cada grupo, os fragmentos foram processados histologicamente e
incluidos em parafina para obtencédo de cortes histoldgicos, os quais foram submetidos
a analise de imuno-histoquimica e quantitativa de imagem para avaliacdo das proteinas
constitucionais da membrana, incluindo citoqueratinas, laminina e colageno tipo I. A
analise das coloracdes de Hematoxilina-eosina (HE) evidenciou, no Grupo Controle, a
regido PA (R1, R2 e R3) com epitélio colunar simples, com células justapostas sobre a
lamina basal e nucleos na por¢do apical das células, contrastando com os achados da
regido RA (R4), a qual evidenciou epitélio com células cuboidais baixas, com nucleos
centralizados. Em todas as sub-regides anatdmicas analisadas, as MA dos grupos
experientais GF e GCrio eram compostas por cinco camadas estruturais (epitélio,
membrana basal e as camadas compacta, fibroblastica e esponjosa) com aspectos
morfologicos similares aos encontrados nas membranas do GC. As
glicosaminoglicanas avaliadas por Alcian Blue, bem como as fibras colagenas,
laminina e citoqueratinas avaliadas por IHC, apresentaram-se preservadas e integras
apos os diferentes métodos de armazenamento, com maior similaridade entre os grupos
controle e criopreservada. Portanto, a criopreservacdo foi considerada eficiente para
preservar a integridade epitelial e mesenquimal, nas quatro sub-regides da MA,
fundamentando seu uso na medicina regenerativa.

Palavras-chave: Membrana Amnio6tica Humana; Imunohistoquimica; Preservacdo de
Tecido; Amnio Placentario; Amnio 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 Sdo 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 (24°C) for 18h;
Cryopreserved Group: the fragments were immersed in DMEM/glycerol medium (1:1)
at -80°C 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 INTRODUCAO

O uso de tecidos e células perinatais humanos vem gerando grande interesse na
comunidade cientifica, particularmente pelo seu uso médico, em uma infinidade de
configuracbes pre-clinicas de implementacdo, suporte regenerativo e abordagens
intervencionistas. Isto se deve, primeiramente, as caracteristicas e 0s recursos exclusivos
apresentados pelos derivados perinatais, em grande parte atribuidos a sua origem e ao seu papel
fisiolégico, apoiando o desenvolvimento fetal adequado durante a gestacdo e fornecendo
protecdo contra o reconhecimento imunologico materno deletério (Gindraux et al., 2022). O
termo “perinatal” refere-se a tecidos associados ao nascimento que sdo obtidos de placentas a
termo e anexos fetais e, mais especificamente, refere-se 8 membrana amni6tica humana (MAH),
células estromais multipotentes (MSC) e células-tronco incorporadas em diferentes partes da
placenta ou do corddo umbilical humano (Silini et al., 2020).

A membrana amnidtica (MA) é a camada mais interna das membranas fetais, que
envolve e protege o feto e que, juntamente com a placenta, € descartada ap6s o parto. Assim, é
um material disponivel em alta quantidade, com baixos custos de processamento, e seu uso ndo
apresenta conflitos éticos e/ou religiosos (Jahanafrooz et al., 2023). A MA humana possui
diversas propriedades bioldgicas, exercendo efeitos anti-inflamatorios, de baixa
imunogenicidade, antifibroticos, antimicrobianos e antimutagénicos, além de ser uma fonte de
fatores de crescimento, citocinas e células com propriedades de estaminais. Gragas aos avancos
nas abordagens baseadas em células-tronco, as células epiteliais amnidticas humanas (hAECS)
tém sido amplamente estudadas para o tratamento de varias doencas, como leséo e fibrose
pulmonar e hepatica, diabetes, insuficiéncia renal aguda, doencas cardiovasculares, cicatrizagdo
de feridas e insuficiéncia ovariana prematura (Puyana et al., 2020; Alencar et al., 2021; Basile
etal., 2023).

As propriedades funcionais da MA s&o atribuidas as suas caracteristicas morfologicas e
aos fatores bioldgicos soltveis e insoltveis produzidos pelas células e presentes no estroma da
membrana, o que torna imprescindivel a preservacdo da sua integridade, tanto a camada
epitelial, quanto a camada mesenquimal ou estromal, para que a membrana exerga seus efeitos
terapéuticos. O &mnio é uma membrana super-hidrofobica semitransparente de 0,2 a 0,5 mm
em contato com o feto e o liquido amnidtico. As células epiteliais compdem a camada interna
do amnio e, ao secretar os fatores imunomoduladores, inibem a invasdao de macrofagos

maternos e células natural killer (NK) dentro do &mnio e do liquido amniético (Jahanafrooz et
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al., 2023).

Esse tecido geralmente é aplicado como uma matriz bioldgica, pois atende aos trés
principais componentes do conceito de engenharia de tecidos: células, scaffolds e fatores de
crescimento. A camada epitelial é a mais interna e mais proxima ao feto, em contato com o
liguido amnidtico, ela é formada por uma Unica camada de células com morfologia
majoritariamente cuboidal. A membrana basal € uma das mais espessas dos tecidos humanos,
sendo constituida por fibras coladgenas do tipo I, 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 fibroblastica e camada esponjosa. A camada compacta,
adjacente a membrana basal, constitui o principal esqueleto fibroso da MA onde predominam
o colageno tipo | e 111, mas também colagenos V e VI e fibronectina, que séo secretados pelas
células tronco mesenquimais presentes na camada fibroblastica, na qual existem também
macrofagos esporadicos. Na camada esponjosa predominam proteoglicanos e glicoproteinas
que Ihe confere um aspecto esponjoso em preparagdes histoldgicas, e fibras coldgenas do tipo
Il organizadas frouxamente, regido onde ocorre a separa¢do manual da MA do cérion. Essa
camada estromal é transparente devido a falta de vascularizacdo e inervacdo (Hu et al., 2023).

Embora a MA apresente essas camadas histologicas em toda a sua extenséo, e é referida
como uma estrutura Unica e continua, é anatomicamente dividida em amnio placentario ou
“placental amnion” (PA- amnio sobre o disco corionico), amnio refletido ou “reflected amnion”
(RA- amnio da parte extraplacentéaria das membranas fetais ou corio liso), e &mnio que cobre a
superficie do corddo umbilical (Basile et al., 2023). Estas diferencas entre as sub-regides
anatomicas da membrana tém sido demonstradas em diversos estudos, envolvidos em diferentes
ambitos, como na expressdo génica (Weidinger et al., 2021), na atividade mitocondrial
(Banerjee et al., 2015) e em parametros metabdlicos, como ATP e espécies reativas de oxigénio
(Garcia-L6pez et al., 2019). Basile et al., 2023, demonstraram diferencas ultraestruturais entre
as regides da MA incluindo morfologia das células epiteliais, quantidade de vesiculas e
granulos, o que pode ser uma evidéncia de diferencas na atividade secretdria das células
epiteliais, sugerindo que diferentes sub-regibes possam apresentar diferentes efeitos na
regeneracdo tecidual. Fazendo uma associacdo, também pode ser possivel que os varios
métodos de preservacdo da MA existentes podem ter efeitos diferentes sobre a integridade das
sub-regides da membrana.

Tendo em vista que a MA se caracteriza como um tecido multi-camadas com grande
complexidade estrutural, é provavel que cada método de preservacdo afete as propriedades e

potenciais da membrana de diferentes formas (Leal-Marin et al., 2020). A preservacdo da MA
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vem sendo analisada nos dltimos anos de diversas formas diferentes, tais como metodos de
vitrificacdo, desidratacdo, liofilizacdo e criopreservacdo a -80 °C (Leal-Marin et al., 2020;
Fenelon et al., 2021). Esses métodos especificos apresentam caracteristicas positivas e
negativas, a depender da aplicacdo clinica em que sera utilizada, sendo de vital importéancia a
anélise minuciosa de cada protocolo para garantir a qualidade da membrana como biomaterial
aplicado na clinica médica. Por tanto, faz-se necassario levar em consideracdo aspectos como
temperatura e tempo de armazenamento, bem como o uso ou ndo de agentes crioprotetores,
como glicerol e DMSO, caso a metodologia empregada seja a criopreservacdo (Leal-Marin et
al., 2020; Horvath et al., 2023).

A criopreservacdo ¢ o metodo mais frequente para a aplicacdo clinica da MA, uma vez
que permite 0 armazenamento por longos periodos antes da sua utilizacdo, assim sendo possivel
a repeticao dos testes sorologicos realizados no periodo pré-natal, a fim de eliminar qualquer
risco biolégico. Entretanto ainda existem opinides diversas entre qual o melhor crioprotetor,
glicerol ou dimetilsulfoxido (DMSO), assim como os efeitos de diferentes métodos de

preservacdo sobre a viabilidade celular e integridade tecidual (Jafari et al., 2024).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a integridade estrutural e quimica da MA nas suas diferentes regides
anatdmicas, PA e RA, em suas camadas epitelial e mesenquimal, apés diferentes

métodos de preservacao, por meio da técnica de imuno-histoquimica.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar, por imuno-histoquimica, a expressdo e distribuicdo dos colagenos
tipos | e Ill, da proteina laminina entre as camadas do estroma da MA, e as
citogueratinas (CK), as quais sdo proteinas especificas da camada epitelial da
membrana. Esta avaliagdo ocorrerd na regido PA, nas suas diferentes por¢des (R1, R2
e R3), e naregido RA (R4):

1) Imediatamente ap0s seu processamento, sem nenhum método de preservacao;

2) Apds preservacdo em meio DMEM e armazenamento a temperatura ambiente por
18h; e

3) Apos preservacdo em meio DMEM/glicerol 1:1 (v/v) e armazenamento a -80°C por

um periodo de 30 dias.

17
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PLACENTA

A placenta humana é um 6rgéo transitério formado por componentes fetais e maternos que
se originam do blastocisto e do endométrio materno, respectivamente. Esta estrutura fetal
possui didmetros que variam de 15 a 20 cm e espessuras que variam de 2 a 3 cm. Este 6rgédo
é formado pelo disco placentario, as membranas amnidticas e coridnicas, comumente referidas
como membranas fetais, e o corddo umbilical. A decidua basal, originada do endométrio, é a
parte materna (Basile et al., 2023; Hu et al., 2023).

Nos ultimos anos, além da utilizacdo de partes da membrana amniética (MA) como
material cirdrgico, houve uma grande énfase na identificacdo de diferentes tipos de celulas
que podem ser extraidas da placenta. Com o progresso na compreensao das caracteristicas
dessas células, varias pesquisas tém sido conduzidas para investigar seus possiveis impactos
em modelos animais de varias enfermidades, visando possiveis aplica¢@es clinicas no futuro
(Horvath et al., 2023; Jafari et al., 2023).

Figura 1 - Estrutura das membranas fetais. As membranas fetais sdo compostas pelo &mnio e pelo
corion, e a decidua é a camada de revestimento interno do Gtero.
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Fonte: Avilla-Royoe. et al., (2021)
3.2 MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

A porcdo fetal da placenta é composta pelas membranas amnidtica e coriénica, também

conhecidas como amnio e corion, respectivamente. O amnio se conecta diretamente com o
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feto, enquanto o corion se localiza proximo ao endométrio, tecido de origem materna (Leal-
Marin et al., 2020). A membrana amniética humana (MA), também chamada de amnio,
constitui a camada interna das membranas fetais. Esta indefinidamente ligada a membrana
coridnica ou corion. As membranas fetais, quando unidas, constituem o saco amniético, que
abriga o embrido e o liquido amnidtico durante a gestacdo. As duas membranas estdo
estreitamente ligadas por uma fina camada de coldgeno esponjoso, 0 que torna a sua separagao
mais facil (Arrizabalaga; Nollert, 2018).

A membrana amnidtica € uma membrana delicada, transltcida, sem vasos sanguineos e
sem a presenca de nervos ou muasculos. 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 coldgeno tipo IV e VII, fibronectina, laminina e &cido
hialurénico, produzidos pela camada epitelial. A camada compacta é formada por colageno |
e I, produzidos por células-tronco mesenquimais, ao passo que a camada de fibroblastos é
constituida por tais células-tronco, que possuem formato fibroblastdide, assim como eventuais
macrdfagos (Leal-Marin et al., 2020; Jahanafrooz et al., 2023). Além disso, a camada
esponjosa é predominantemente constituida por proteoglicanos e glicoproteinas, que lhe dao
uma aparéncia esponjosa em preparacdes histoldgicas, e fibras de coldgeno do Tipo I, de
estrutura frouxa, area onde a MA é separada manualmente do cérion (Basile et al., 2023). Em
ultima andlise, a camada esponjosa possibilita que a MA deslize sobre o corion. A distingdo
entre o corion e 0 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 composi¢éo de cada camada da matriz
extracelular.
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3.3 DIVISAO ANATOMICA E SUB-REGIOES DA MA

A MA ¢é composta por 5 camadas histoldgicas ao longo de sua totalidade, sendo
caracterizada como uma estrutura Unica e continua. No entanto, anatomicamente, ela é
segmentada nas seguintes areas: amnio placentario, amnio refletido e amnio umbilical
(Horvath et al., 2023).

A partir dos estudos empiricos de Garcia-LApez e seus colaboradores, em 2019, sobre as
variacdes histoldgicas regionais, particularmente entre o &mnio placentéario, refletido e &mnio
umbilical, sugeriu-se que o &mnio humano é biologicamente variado. Para comprovar essa
hipotese, eles examinaram, por meio de microarrays, o efeito da regido na expressdo global
de 388 genes. Demonstraram a presenca do mRNA e da proteina dos principais fatores de
pluripoténcia nas diferentes regides do tecido do amnio humano. No entanto, a
imunolocalizacdo de OCT-4 e NANOG foi citoplasmatica, enquanto a imunolocalizacdo de
SOX-2 foi nuclear, independentemente da regido analisada. Apesar disto, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o amnio refletido e o amnio
placentario.

Moraes et al. (2021) analisaram a MA em 4 regiGes diferentes de acordo com sua posi¢ao
em relacdo ao corddo umbilical: &rea central, intermediaria, periférica e refletida. Os
resultados encontrados demonstraram a presenca de epitélio de mdaltiplas camadas em
diferentes areas da MA, exceto na &rea intermediaria, com uma série de células que brotam
ou se destacam, bem como células apoptoticas, especialmente na area central. Notavelmente,
a éarea central, localizada préximo ao corddo umbilical, mostrou muitas diferencas
morfolégicasem comparagdo com outras areas da MA. Weidinger et al., (2021) Observaram
que as areas periféricas e refletidas tém maior expressdao de OCT-4 e SOX-2 in situ,
indicadores bem conhecidos de pluripoténcia. Além disso, a area periférica também expressou
0s maiores niveis de CREB e sua forma ativa p-CREB, bem conhecida por seu papel
fundamental em inimeros processos, incluindo proliferacao, diferenciacdo e apoptose.

De acordo com Banerjee et al. (2015), e Horvath et al., (2023), a atividade mitocondrial é
significativamente superior na regido do amnio placentario. Logo, sugeriu-se que o PA pode
possuir uma capacidade antioxidante mais elevada. Em conjunto, esses elementos podem
afetar de maneira critica a funcionalidade, as caracteristicas secretoras, a capacidade de

diferenciacéo e enxerto celular e o destino das células da MA, aspectos que devem ser levados



em conta para a regeneracao de tecidos.

Figura 3 - Diferenciacdo morfoldgica e topogréfica do @mnio placentario e &mnio refletido.
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Farhadihosseinabadi et al. (2018) e Avilla-Royo et al. (2021), notaram variagdes na

transparéncia entre as regides. Os amnios foram coletados de areas placentarias e refletidas de

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

eliminacdo da camada epitelial (desceluralizagdo) e da camada esponjosa na transparéncia e

espessura das membranas frescas e liofilizadas. A anélise histoldgica e a microscopia

eletronica de varredura foram utilizadas para avaliar a superficie epitelial da MA. A area

refletida apresentava-se mais fina e transparente do que a area do amnio placentario. Com

base na avaliacdo histologica, descobriu-se que a principal razdo para as diferencas entre estas

areas decorria das células da camada epitelial. A descelularizagdo aprimorou a transmisséo de

luz através da MA, seja na area do amnio placentario, como na regido refletida.

Em seu estudo, Litwiniuk et al. (2018) Sugeriram que a membrana amniética (MA) na
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area da placenta, particularmente nas membranas de parto fisioldgico (natural), € marcada por
elevadas concentracdes de fatores de crescimento e reguladores do turn-over da matriz
extracelular, que estimulam o processo de regeneracdo dos tecidos. Desta forma, sua aplicacao
pode ser mais eficiente no tratamento de feridas que ndo cicatrizam. Por outro lado, as
membranas amnidticas obtidas de cesarianas eletivas, especialmente suas por¢des cervicais,
sdo relativamente pobres em fatores pro-angiogénicos. Essas caracteristicas poderiam ser
potencialmente benéficas, por exemplo, para aplicacdes oftalmoldgicas, como tratamento de
lesGes da cornea e reconstrucdo da superficie ocular, onde a estimulacéo da proliferacdo de

fibroblastos ou a angiogénese ndo sdo desejadas.

Figura 4 - Esquema representativo do Amnio placentério (azul) e &mnio refletido (rosa).
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3.4 APLICACOES E PROPRIEDADES DA MA

Dependendo da aplicacéo de engenharia de tecidos visada, a MA pode ser combinada com
materiais naturais ou sintéticos e/ou células adicionais. Desde seu primeiro uso, na
reconstrucdo e transplante de pele pelo Dr. Davis em 1910, a MA tem sido empregada em
uma ampla gama de aplicacOes, tais como curativos cirdrgicos,tratamento de queimaduras e
ulceras, reconstrucdo da cavidade oral, bexiga e vagina. Na década de 1940, as primeiras
aplicacdes oftdlmicas da MA para o tratamento de defeitos em conjuntivas e queimaduras
quimicas foram relatadas (Chavez-garcia et al. 2016). Inicialmente, houve grande interesse da

comunidade cientifica por este biomaterial, porém, devido a regulamentos mais rigorosos



23

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 decada de 1990, quando foi relatado por Kim et al. (1995) como um
scaffold ou suporte eficaz para reconstrucao de superficie ocular. Neste mesmo periodo, novos
protocolos de preparacdo, preservacdo e técnicas de armazenamento também foram
desenvolvidos, auxiliando a MA a ganhar significancia para oftalmologia e aplicagdes
dermatoldgicas sem a preocupacdo da transmissdo de doencas pelo tecido fresco nao
processado (Arrizabalaga; Nollert, 2018). Embora o transplante de MA tenha sido adotado
principalmente na oftalmologia para a reconstrucdo da superficie ocular (Ulceras de cornea,
defeitos epiteliais persistentes, deficiéncia de células-tronco do limbo, neoplasia ocular,
pterigio) e para a cicatrizacdo de feridas na superficie ocular (por exemplo, lesdes quimicas e
térmicas, doenca do olho seco, erosfes recorrentes da cornea ou conjuntivite cicatrizante,
como a sindrome de Steven Johnson, necrélise epidérmica toxica, etc.), posteriormente, sua
aplicagéo foi ampliada para o problema de cicatrizagdo de feridas que ndo sejam oculares, e
seu uso vem se ampliando fortemente nas ultimas décadas (Horvath et al., 2023).

Nejad et al. (2021) demonstraram que a MA tem sido amplamente adotada para curativos
de queimaduras e reconstrucdo da superficie ocular. Novas aplica¢des clinicas também sdo
atualmente exploradas, como envolvimento de nervo, reconstrucdo da cavidade oral, reparo
do tendédo flexor, e o tratamento de deficiéncia de células-tronco limbicas. Além disso, a
presenca de substancias que podem ser responsaveis 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 tendao
flexor com o objetivo de diminuir o processo fibrético e a adesdo do tendao aos outros tecidos
moles adjacentes, e consequentemente acelerar o processo de reparagao (Prakash; Kalra; Dhal,
2020).

A MA também é usada como superficie de suporte, scaffold, na engenharia dos tecidos,
por apresentar propriedades mecanicas favoraveis. De acordo com as pesquisas realizadas por
Elahi et al. (2019), a periodontite ¢ uma condicdo inflamatoria cronica do periodonto. A
medida que avanca, resultard na perda das estruturas de suporte do dente, tal como 0sso
alveolar, cemento e ligamentos periodontais, e, eventualmente, leva a perda do dente. Para a
regeneracdo 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 naturalonde séo cultivadas células com capacidades regenerativas para restaurar as
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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 ndo ha abordagens cirurgicas para seu tratamento. Segundo Iravani et al. (2024) a
MA possui abundantes componentes naturais da cartilagem, que sdo importantes na regulacéo
e manutencdo do metabolismo normal dos condrocitos, o que sugere que a MA é um excelente
candidato para uso como scaffold nativo para engenharia de tecido de cartilagem. A MA com
condrdcitos 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 condrocitos. Os condrécitos 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 duracdo e crescimento. Os pacientes receptores geralmente
requerem varias reoperacdes. A engenharia de tecidos objetiva desenvolver um andaime
baseado em amnio, 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 liofilizacdo como uma estrutura Unica ou de varias camadas. Essas
estruturas foram comparadas ao &mnio nativo para a viabilidade das células semeadas e
propriedades biomecanicas, entéo testadas para biocompatibilidade in vivo. Foi demonstrado
que, enguanto o tecido de amnio 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 0 enxerto e o crescimento das
celulas (Swim et al., 2018; Hu et al., 2023).

O sucesso dessas aplicacdes terapéuticas é devido as propriedades da membrana. E essas
propriedades sdo atribuidas a presenca de fatores bioldgicos soluveis e insolUveis presentes
naestrutura da MA (Kopaczka et al., 2016; Silini et al., 2020). Quando utilizada no corpo
humano, ela adere sem esforgo a superficie da ferida, reduz cicatrizes, diminui a dor, promove
cicatrizacdo e tem baixo risco de imunogenicidade. (Arrizabalaga; Nollert, 2018). A MA
permite o transporte de &gua e a presenca de fatores de crescimento como o fator de
crescimento epitelial. Tem caracteristicas vantajosas, incluindo efeitos anti-inflamatorios
devido & producdo de fatores anti-inflamatorios como &cido hialurénico; supressédo de
citocinas; propriedades antibacterianas devido a moléculas de defesa como B-defensina e

elafina; propriedades antifibréticas devido a regulacdo negativa de TGF-f3 e sua expressao de
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receptor; baixa antigenicidade; bem como propriedades imunomodulatérias como resultado
do fator secretado pelas células epiteliais, que inibem a migracdo de macrdfagos e células
naturalkiller (globulos brancos) para proteger de ataque imunologico 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 lamina tireoidiana direita e esquerda. Os animais
foram divididos em dois grupos aleatoriamente. No lado direito, o defeito foi coberto com
scaffolds de coldgeno no grupo 1, e scaffolds envoltos pela membrana amniética (MA/C) no
grupo 2. Os defeitos do lado esquerdo ndo foram reparados, servindo como controle. A
avaliacdo histoldgica foi feita 45 e 90 dias ap0s a aplicacdo do colageno e do MA/C com
critérios de morfologia do tecido e das células, formacdo de lacunas, vasculariza¢do e
inflamacéo. Com isso, foi observada uma melhora significativa no reparo da cartilagem no
lado AM/C em comparacdo com o lado Controle em todos os critérios histoldgicos apds 45
dias (p < 0,05). Apo6s 90 dias, o reparo da cartilagem melhorou significativamente na
morfologia celular, na formacdo de lacunas e na inflamacdo (p<0,05). A partir destes
resultados, concluiram que a combinacdo de membrana amniética e scaffolds de colageno
oferece uma modalidade de tratamento promissora para melhorar os defeitos da cartilagem
laringea.

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 deposicdo de colageno no tecido hepético, inibindo a progressdo da
fibrose para o estagio avangado, a cirrose, comprovando a atividade antifibrotica da
membrana (Sant’Anna et al., 2016; Mamede; Sant’Anna, 2019). Amorim et al. (2021),
também em estudo pré-clinico, avaliaram o processo de reparo tecidual de queimaduras
tratadas com fragmentos de membrana amniética humana (MAH) em ratos. A aplicacdo do
fragmento de MA diminuiu o risco de infecgdo por cobrir a &rea lesada, pois atuou como
barreira fisica e bioldgica contra invasdo de microrganismos. Uma vez que 0 amnio € capaz
de promover a umidade da lesdo, evita irritacdo e ressecamento da ferida, tendo em vista o
fato de que manter a superficie da ferida umedecida e oxigenada acelera o processode
migracdo celular, observou-se nesse estudo a formagéo precoce da crosta nas lesOes tratadas
séo decorrentes dessas propriedades.

Além das propriedades biologicas, a MA apresenta propriedades mecanicas como
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estabilidade, resisténcia, flexibilidade e permeabilidade, permitindo que ela seja um potencial
scaffold ou substrato para o crescimento, adesdo e migracdo celular, caracteristicas
necessarias para a engenharia tecidual (Garcia-L6pez et al., 2019). Segundo Leal-Marin et al.
(2020) as propriedades de elasticidade, rigidez e tracdo a forca estdo relacionadas a
composi¢do da placenta. A orientagdo das fibrilas de coldgeno na matriz extracelular é
responsavel pela resisténcia a tracdo, enquanto que a deformacéo elastica esta relacionada a
presenca de fibras de elastina, laminina, acido hialurdnico e glicosaminoglicanas (Leal- Marin
et al., 2020). Interessante que o tipo de parto e a regido da onde séo obtidos os fragmentos de
MA séo fatores que afetam as propriedades mecanicas. Grémare et al. (2019) estudaram a
variacdo nas propriedades mecanicas considerando 2 regifes anatdmicas da MA,
demonstrando que o @mnio placentario é muito mais forte e extensivel (82%) do que 0 &mnio
periférico (19%). Assim, esta regido da membrana pode ser o biomaterial de escolha no caso
do desenvolvimento de scaffolds na engenharia de tecidos, onde as propriedades mecanicas

desempenham um papel fundamental.

3.5 PRESERVACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

O armazenamento prolongado antes do uso da MA é recomendado pelas agéncias
reguladoras de muitos paises para evitar a possibilidade de o doador estar no periodo de
“janela imunoldgica” da infeccdo. Assim, varios métodos de preservacdo, como
criopreservacao, liofilizacdo, desidratacdo ou secagem ao ar, foram desenvolvidos. Seja qual
for o método utilizado, o processamento e a preservacao do hAM afetardo as propriedades do
material bioldgico (Fénelon et al., 2021).

Lamon et al., (2022) avaliaram a viabilidade e preservacdo da MA quando criopreservada
a partir de diferentes protocolos. Foram testadas cinco condigdes de preservagao:
dimetilsulféxido (DMSO) a -180 °C; DMSO a -80 °C, meio a base de dextrana a -180 °C,
meio a base de dextrana a -80 °C e congelamento a seco a -80 °C (sem meio). Ao final do
periodo de armazenamento de quatro meses, as propriedades e a estrutura adesiva da MA
foram analisadas. Para analises histoldgicas, os blocos de parafina foram cortados em fatias
de 5 pum e trés coloragdes diferentes foram realizadas: hematoxilina e eosina (HE), Periodic
Acid-Schiff (PAS) e tricromio de Masson (MT). Quanto a imunocoloracéo, esta foi realizada
com Anti-corpo anticolageno IV, para analise da composicdo estromal e Anti-corpo anti-
laminina 5, para analise da preservacao da ldamina basal.

Assim, quando a MA é usada para aplicacéo clinica, a criopreservacdo € frequentemente
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empregada em vez da MA na forma fresca, pois permite 0 armazenamento por longos
periodos antes de seu uso, possibilitando a repeticdo dos testes soroldgicos realizados no
periodo pré-natal, a fim de eliminar qualquer risco biolégico. Também permite o
armazenamento de varios fragmentos da MA em um banco de tecidos, e 0 uso em varias
aplicacdes clinicas (Basile et al., 2023; Jafari et al., 2024).

Segundo Mohammad-Pour et al., (2023) a criopreservacdo € 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 Jafari et al., (2024), tanto o método de liofilizacdo, quanto o de criopreservacéo,
podem alterar as propriedades mecanicas e histoldgicas da MA. O estudo demonstrou que 0s
componentes da matriz extracelular da membrana basal foram bem preservados tanto quando
frescos como criopreservados. Entretanto, na criopreservada a MEVdemonstrou danos nas
juncOes 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. Ja Ramuta et al. (2020), cultivaram células cancerigenas do epitélio da
bexiga em ambos os lados da MA criopreservada, verificando uma reducdo maior na
proliferacdo destas células quando o lado epitelial foi usado como scaffold.

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

Com relacéo a preservacdo da viabilidade celular das camadas estruturais da membrana,
ainda existem opinides 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 toxico as células da camada epitelial da MA. Adicionalmente, foi relatado
que a criopreservacgdo induz a perda de viabilidade celular devido a alteragcdes nas moléculas
intracelulares causadas pela baixa temperatura, e isso pode interferir no seu uso clinico
(Mohammad-Pour et al., 2023).

Quando se considera a estrutura histoldgica da MA, os estudos mostraram que 0s métodos
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de preservacdo alteram a integridade estrutural da membrana em diferentes graus. Ruiz-
Cafiada et al., (2021) 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 regeneracdo, 0S
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 col&genos tipos IV e VII, laminina e fibronectina, todos componentes da membrana
basal da MA, tiveram sua integridade também preservada, ao contrario da MA desidratada.

Feénelon et al. (2018) exploraram o uso da MA na engenharia de tecidos e medicina
regenerativa verificando o potencial da MA na regeneracdo 0ssea guiada. Foi avaliada in vitro
a viabilidade celular da MA fresca e da MA criopreservada. In vivo, avaliou-se o0 impacto da
MA fresca versus criopreservada, utilizando os lados epitelial e mesenquimal frente ao
defeito, no reparo de defeito Gsseo critico na calvéaria de ratos. Depois, a eficacia da MA
criopreservada associada a um substituto 6sseo (neste caso a hidroxiapatita) foi comparada a
uma membrana de coladgeno usada atualmente para regeneracdo 6ssea guiada. In vitro, ndo
houve diferenca estatistica entre as condi¢Ges de viabilidade celular. A MA criopreservada,
sem estar conjugada a um substituto 6sseo, induziu maior formacdo 6ssea quando o lado
mesenguimal cobriu o defeito em comparacédo 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 regeneracao 6ssea 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, 3e 6
meses. Histologicamente, a estrutura da camada epitelial e mesenquimal (estroma) da
membrana ndo foi afetada por nenhum destes meétodos, exceto pelo fato da camada
mesenguimal apresentar um numero reduzido de células, quando comparado a MA fresca.
Com relacdo as propriedades mecénicas, 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 diminui¢éo significativa nas amostras de MA com e sem
glicerol em comparagdo & 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. E possivel
armazenar MA em 85% de glicerol a 80 °C por um longo tempo.

Fénelon et al. (2019) afirmaram que a criopreservagdo e a liofilizacdo sdo as mais
comumente usadas nos procedimentos de preservacdo da MA. Uma vez que a MA foi
descelularizada, realizaram a liofilizacao 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 instituic@es, e o tempo de armazenamento
ndo 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.
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4 METODOLOGIA

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

protocolo nimero 6.537.068.

4.1 COLHEITA DA PLACENTA E PROCESSAMENTO DA MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA

A MA foi obtida de quatro placentas humanas a termo, com idade gestacional igual ou
superior a 39 semanas, a partir de cesarias eletivas de gestantes com gestagdo normal,
provenientes da maternidade do Hospital Santa Casa de Sao José dos Campos. A colheita da
placenta e suas membranas fetais, incluindo a membrana amniética, foram realizadas
mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pela gestante e apds
certificacdo de sorologia negativa para HIV-1 e 2, hepatite B e C e sifilis.

Em seguida, a MA foi transportada em caixa térmica a temperatura aproximada de 10 a
15°C. No laboratério, sob fluxo laminar, a MA foi manualmente separada do
cérion e extensivamente lavada com solucdo fisiol6gica 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) Esterilizagdo dos
materiais pelo fluxo laminar com luz U.V.; (C) Separa¢do manual da MA do cérion materno.

Fonte: Autor
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4.2 FRAGMENTACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA E DIVISAO EM SUB-
REGIOES

Imediatamente apds o processamento da MA, e passado tempo de preservacdo em cada
grupo experimental, a membrana foi dividida em 4 diferentes sub-regides de acordo com sua
posicdo em relagdo ao corddao umbilical (Centurione et al., 2018): R1) Regido central —
proxima ao corddo umbilical; R2) Regido intermediaria — no meio (entre as regides central e
periférica); R3) Regido periférica — proxima a periferia do disco placentario; R4) Regido do
amnio refletido. As regifes R1, R2, e R3 fazem parte do &mnio placentario (Figura 4). Em
seguida, foi seccionada em fragmentos de 3x3 cm?, e preservados seguindo o protocolo para
cada grupo experimental, descritos no item 4.3. A figura 6 demonstra o aspecto da MA ap6s
0 Seu processamento, assim pronta para ser fragmentada nas sub-regides.

De cada uma das sub-regides acima descritas foram obtidos 3 fragmentos (amostras) de
MA (3x3 cm?). De cada regido foram obtidos 9 fragmentos ou amostras de (3x3 cm?), sendo
3 fragmentos para cada um dos grupos experimentais. Considerando que séo 4 sub-regides,
cada grupo foi composto por 12 fragmentos. Entdo, 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-regides). (Figura 7).

Figura 6 - Fragmentagdo da MA. (A) MA separada do corion, com aspecto transparente e com um espaco
central (local do corddo umbilical removido). (B) MA sobre fundo preto pautado para corte de sub-
regides. (C) Padréo de corte 3x3cm? (circulo) para cada sub-regido.
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Fonte: Autor
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Figura 7 - Representacdo esquematica de uma placenta mostrando as sub-regi@es, incluindo R1(regiéo
central), R2 (regido intermediaria), R3 (regido periférica), e R4 (amnio refletido). Os quadrados
marcados com o nimero 1, 2 e 3 representam os fragmentos 3x3cm? do grupo controle, fresca e
criporeservada, respectivamente, de cada sub-regido.

. Cordao
‘Umbilical |
\

\ 4
Wy _—
-

IIIGrupo MA controle: IzlGrupo MA fresca: |3 |Grupo criopreservado:
MA em fixador formol MA em DMEM temp. MA em DMEM/glicerol 1:1
amb. +24°C /18h (v/v) -80°C / 30 dias.

Fonte: Autor

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o método de preservacdo
utilizado para a MA, possuindo 0 mesmo numero de fragmentos em cada um dos grupos
experimentais. No grupo controle (GC, n=12), os fragmentos de membrana apds serem
processados,conforme descrito no item 4.1, foram imersos imediatamente em formol. Ja no
grupo MA fresca (GF, n=12) os fragmentos de membrana apds serem processados, foram
imersos em meio DMEM a temperatura ambiente (24 °C) por 18 h. E, no grupo MA
criopreservada, (Gcrio, n=12) os fragmentos de membrana, apds serem processados, foram

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

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os fragmentos iniciais obtidos de ambos os grupos experimentais foram, primeiramente,
clivados em fragmentos menores, com cerca de 1,5x1 cm?, e colocados em tripilicata dentro de
cassetes histoldgicos forrados com gaze. Estes foram armazenados em formol por 24 horas a
fim de interromper o metabolismo celular no tecido (Fixacdo), para posteriormente serem
lavados por 3 vezes com agua corrente e embebidos em alcool 70 % por 12 horas.

Apos este periodo, iniciou-se 0 processamento histolégico com a retirada dos cassetes do

alcool 70 % e passagem para 4 estacdes subsequentes de alcool absoluto (100 %), de 50 minutos
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cada, para desidratagédo dos tecidos.

Finalizada a dltima estacdo de alcool, os cassetes histologicos foram passados para um
béquer contendo xilol, para inicio da etapa de diafanizacdo, visando remover completamente o
alcool do interior dos tecidos e preparando-os para as impregnacGes em parafina, sendo
realizada em duas estagdes, a primeira de 20 minutos e a segunda de 30 minutos.

As impregnacdes em parafina foram realizadas em duas estagdes dentro da estufa, a fim de
manter a parafina liquida, em cerca de 56 °C a 60 °C. A primeira etapa da impregnacéo durou
1 hora e 15 minutos, seguida da segunda estacdo, de 2 horas e 15 minutos.

Por fim, realizou-se a etapa de incluséo dos fragmentos em parafina, a fim de obter-se os
blocos finais utilizados para confeccéo dos cortes histolégicos por microtomia. A incluséo foi
realizada com o auxilio de pinca previamente aquecida, um molde metalico para a blocagem e
a base do cassete. Primeiramente, colocou-se parafina aquecida no molde, e em seguida 0s
fragmentos foram retirados do interior dos cassetes com auxilio de pin¢a e colocados dentro da
parafina no molde; ap0s 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 incluido 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 LAMINAS

Para a execucdo dos cortes, utilizou-se um micrétomo semiautomatico Leica RM2245. Os
blocos contendo os fragmentos da MA foram fixados na base do micrétomo e alinhados
verticalmente ao fio da navalha. Para retirada do excesso de parafina, foi utilizada a
configuragdo “TRIM” do aparelho, com medida de corte em 10um. Assim que alcangados 0s
fragmentos dentro do bloco, alterou-se o aparelho para configuragdo “SECT”, cuja espessura
de corte para confeccdo de laminas para as coloracdes histologicas (Hematoxilina Eosina-HE e
Alcian Blue-AB) foi de 5 um, e para as laminas voltadas a imunohistoquimica foi de 4 pm.
Com auxilio da pinga, foi retirada a fita formada apds o corte e levada até o banho-maria, para
distencdo dos cortes. A temperatura do banho-maria estava em torno de 40 °C para total
distencdo dos cortes sobre a superficie da 4gua, evitando-se a formacéao de pregas.

Por fim, foram utilizadas laminas adesivas sinalizadas (Menzel-Glaser, Braunsch,
Germany) para coleta dos cortes. As laminas foram deixadas sobre a borda metalica do banho-

maria para secagem e posteriormente guardadas para as proximas etapas.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a realizacdo das analises, as laminas selecionadas foram previamente
desparafinizadas em duas estacdes de xilol, e hidratadas em séries crescentes de etanol (70%,
95% e 100%), e uma estacdo de &gua destilada, todas por 5 minutos. Apds esse processo, as
laminas foram coradas, de acordo com os protocolos especificos de cada coloracao utilizada
(figura 7). Em seguida, foram desidratadas em alcool 95% e 100%, diafanizadas em xilol e

montadas com laminula e Permount.

Figura 8 - Esquema representativo do protocolo de coloragdes HE e Alcian Blue
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Fonte: O autor

Para o método da imuno-histoquimica (Figura 8), as amostras de todos 0s grupos
experimentais foram desparafinizadas, em duas estacoes de xilol, por 10 minutos cada, seguida
pela desidratagcdo, em séries crescentes de etanol (70%, 95% e 100%), por 3 minutos em cada
concentragdo, e uma estacao de agua destilada, todas por 5 minutos. A seguir, as ldaminas foram
colocadas em banho-maria, em solugéo de tampéo citrato 10mM pH 6,0 a 96 °C por 20 min,
seguido da imersdo em agua destilada, visando a recuperagdo antigénica. Para o bloqueio da
atividade da peroxidase enddgena, as laminas com os cortes histoldgicos foram colocadas em
camara umida, para incubacdo 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 adi¢do da solucdo
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Protein Block, reagente do mesmo kit EXPOSE citado acima, por 10 min, visando bloquear
possiveis marcacdes inespecificas. Os cortes histologicos foram incubados com o anticorpo
(Ac) priméario (Monoclonal/Policlonal), em cadmara umida a 4 °C durante 14 horas. Os
anticorpos utilizados foram: 1) Anticorpo policlonal anti-wide spectrum cytokeratins (WSCK)
(ab9377, diluicdo 1: 300; Abcam®); 2) Anticorpo anti-collagen | (ab34710, diluicdo 1:200;
Abcam®); 3) Anticorpo policlonal anti-laminin alpha 5/LAMA5 (CL3118) (ab210957,
diluicdo 1:200; Abcam®). Apos 3 lavagens de 3 min/cada, com tampédo PBST, foi adicionado
o reagente Complement do kit EXPOSE, em reacfes utilizando-se anticorpos primarios
monoclonais (Anti-laminina), seguido por 3 lavagens de 3 min/cada com PBST. Para as
reacGes com anticorpos policlonais, a incubacdo de Ac primario foi sucedida pela adicdo do
Ac secundario (Goat anti-rabbit HRP Conjugate of EXPOSE Mouse and Rabbit Specific
HRP/DAB Detection IHC kit (Abcam®, Cambridge, UK; ab80436), seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante. Em seguida, realizou-se lavagens com tampéo PBST, e a adi¢éo de
substrato/cromogeno DAB- Kit Abcam®, seguido da contracoloragcdo com hematoxilina de
Harris por 35 segundos, desidratacdo em alcool 95 % e 100 %, diafanizacdo em xilol e
montagem com Permount. A especificidade da reacdo antigeno-anticorpo foi testada por meio

da substituicdo dos anticorpos primarios pelo tampao PBS + 0,05 % Tween 20.

Figura 9 - Esquema representativo do protocolo de Imuno-histoquimica.
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4.7 ANALISE QUANTITATIVA DE IMAGEM

As imunomarcac6es foram avaliadas ao microscépio de luz, observando a distribuicao
e/ou intensidade dos componentes de interesse e, quantitativamente, pela analise digital de
imagem para a obtencdo da area ocupada pela expressdo da citoqueratina, colagenos tipo I e 111,
e laminina na MA, em cada uma de suas sub-regides, nos 3 grupos experimentais.

Para isto, apds a obtengdo das laminas histoldgicas, as imagens microscopicas das
imunomarcac@es foram visualizadas no Microscopio Trinocular Leica DM2500 e capturadas
por uma camera digital (LEICA DFC 425) e digitalizadas em 1024x768 pixels, 24 bits / pixel
de resolucdo com ampliacdo 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 areas ocupadas pelas imunomarcacdes (areas marcadas em
marrom) nos cortes histologicos das membranas amnidticas dos 3 grupos experimentais em
relagdo a area total da imagem.

Para a analise da area ocupada por cada uma das imunomarcacdes, a rea de 60 campos
histoldgicos (20 campos por cada um dos 3 fragmentos por MA/placenta) foi usada para gerar
um unico valor para cada MA por placenta, em cada uma das 4 sub-regides, de cada grupo
experimental.

As figuras 10, 11 e 12 representam a sequéncia para analise das imagens digitais no
software Image J. Primeiramente, as imagens foram abertas no software Image J, e a calibracéo
da escala da imagem foi realizada clicando-se na ferramenta “Straight ” e tracando-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 opgdo “Set scale”. Na configuracdo da escala, no
espago designado “Know distance”, foi colocado o valor da barra de escala da imagem, 50 pm,
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 configuracao, e

clicou-se em “Ok” (Figura 10).



37

Figura 10 - Calibracdo da escala para analise global das imagens. (A) Ferramenta Straight para
mensuracdo da barra de escala; (B) Set scale para abrir caixa de calibracdo da escala; (C) Caixa de

calibracdo de escala da imagem.

4 Image) 9%
A File‘m::dit Ima ProQess Analyze Plugins Window Help
alo|x|ARE Jl S| Alo|m| £ oo £]o |~ | | |=
i R910009.tif (33.3%) — O x
8.64x6.48 inches (2592x1944). RGB: 19MB_
‘
- -
P
’
.
“\
.5'
‘(
50 um

Oolz|oBE < |3

Measure

Ctri+M

4 R910009.tif (33.3%)

ext tool (double-click to configure|

Analyze Particles...

4 Images — >
File Edit Image Process [ENEIZZH Plugins Window Help
2z <] 727 I =

Summarize

8.64x6.48 inches (2592x1944); RGB; 19MB Distribution. ..
Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale.

Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels > < 2

Ctri+H )
Ctri+K e

50 um

gﬁ Set Scale

> Fonte: Autor

Distance in pixels: |393

Known distance:_ [50
Pixel aspect ratio: |1.0

Unit of length: |Micrometros

Click to Remove Scale

¥ Global

Scale: 7.86 pixels/Micrometros

oK I Cancell Helpl




38

Com a calibragéo 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 didlogo com as
especificacOes da grade surgiu. No espago designado “Grid type” foi selecionado “lines” e em
“Area per point” foi estabelecido um valor de 500 um?, relacionado a cada quadrado formado

pela grade (Figura 11).

Figura 11 - Configuracdo da Grade para analise Estereoldgica. (A) Ferramenta Grid; (B) Configuracao

da Grade.
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A partir da configuracdo da grade, foi possivel calcular a &rea total da imagem, por meio
do principio de Cavalieri de contagem de intersecc¢des. A partir da contagem inicial de 15 pontos

no eixo horizontal e 12 pontos no vertical, obteve-se um total de 180 pontos de interseccao, que
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representam a area total de imagem, formada por 329,77 um no eixo horizontal € 247,33 um no
eixo vertical, gerando a &rea total de 81.562 um?. Esta medida de area foi adotada como padrao
global para todas as imagens analisadas. Com a area total calculada, foi possivel calcular a area
total de tecido da MA usando o mesmo principio, onde foram contabilizados apenas os pontos
de interseccdo que se encontravam acima da membrana. Com isso, foram obtidos os valores de
area util de cada imagem, e pudemos prosseguir com a contagem de intersecgdes para calculo
da marcacao alvo desejada (imunomarcacges para CK e Col.1), a fim de estipular o percentual

de suas concentracdes (Figura 12).

Figura 12 - Calculo de area por contagem de interseccdes. (A) Contagem de interseccOes para
mensuracdo da area total de tecido da MA; (B) Contagem de intersec¢des para mensuracgao da
marcacéo alvo.
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Os pontos contabilizados referentes ao tecido da MA foram ent&o divididos pelo nimero
de pontos da area total da imagem para resultar em um valor em pum?2. O valor encontrado diz
respeito a area Gtil da MA e foi utilizado para, ao ser dividido pelo nimero de interseccdes da
marcagdo alvo desejada, resultar no percentual de marcagdo obtido naquele fragmento
analisado.

Area Total = 180pts = 81.562 um?
Mau = 43pts = 43/180 x 81.562 = 19.484 nm?
Malv = 16pts = 16/43 x 19.484 = 7.249 um?
% Marcagdo Alvo = Malv/Mau = 16/43 = 0,37 =

4.8 ANALISE ESTATITICA

Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia paramétrica One-Way (ANOVA)
seguido pelo teste de comparagGes multiplas de Tukey. O valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante (*p). A andlise dos dados e a construcdo dos graficos foi realizada

com o programa EXCEL Data Analysis Toolpak.
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5 RESULTADOS

Esta secdo descreve os aspectos morfoldgicos e composicionais de cada sub-regido da
MA observados a partir das coloragdes histoldgicas e marcagdes imuno-histoquimicas, em

cada um dos grupos experimentais.

5.1 ANALISE HISTOLOGICA: HEMATOXILINA-EOSINA

A fim de avaliar os efeitos dos diferentes métodos de preservacao 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 padr@es definidos (referéncias — Quadro 1), foi realizada analise descritiva,
comparando 0s grupos experimentais, em cada sub-regido da MA, determinando os padrdes
de normalidade e as variacdes encontradas em relacéo as regides e aos métodos de preservacao

utilizados.
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Quadro 1 - Padronizagdo dos achados morfoldgicos das sub-regiées da MA por coloragdo HE obtidos
do GC com a descri¢do do aspecto normal de cada camada. Cabeca de seta: camada epitelial; Seta:
vacuolizac@es citoplasmaticas.Aumento original de 40x.
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Fonte: Autor

Em todas as sub-regides anatdmicas 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, fibroblastica e esponjosa) com aspectos morfoldgicos similares
aos encontrados nas membranas do GC.

A regido PA (R1, R2 e R3) apresentou uma camada de epitélio colunar simples, com
células justapostas sobre a camada basal e nicleos na por¢éo apical das células, contrastando
com os achados da regido RA (R4), a qual evidenciou epitélio com células cuboidais baixas,
com nucleos centralizados. Ademais, nas sub-regies R2 e R3 da regido PA, as células
mostravam alguns espacos intercelulares levemente mais alargados do que os encontrados em
R1. A camada compacta se mostrou homogénea, com eosinofilia variada na regido PA e

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

coldgenas na regido PA, enquanto na regido RA estas células estavam menos presentes, e

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

retraida nas regides da PA, e difusa e dispersa na regido 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 coloracdo HE da MA. GC (a, b, ¢, d), GF (e, f, g, h) e Gcerio (i, j, k, 1)
obtidos de PA - sub-regides R1, R2e R3 (a, b, c; e, f, 0; i, j, k); e RA - sub-regido R4 (d, h, I).
Aumento original de 40x.
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Fonte: Autor

5.2 ANALISE HISTOLOGICA: ALCIAN BLUE

Para a avaliacdo dos componentes da camada mesenquimal,

tais quais as

glicosaminoglicanas (GAGSs) &cidas (coradas em azul), como o acido hialurdnico, foi
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realizada coloracdo de Alcian Blue. As MA referentes a regido PA apresentaram padréo
semelhante dos componentes da MEC, com as camadas compacta e fibroblastica
apresentando-se heterogéneas, contiguas e mais proeminetes, em comparacdo a camada
esponjosa, que se mostrou menos expressiva, em relacdo as demais camadas.

J& nas membranas referentes a regido RA, foi encontrado padrao distinto, com as
camadas iniciais, compacta e fibroblastica, ainda expressivas porém mais homogéneas, e
uma camada esponjosa maior, difusa e dispersa.

Assim, esses resultados da analise por alcian blue se mantiveram semelhantes em
todas as sub-regides dos trés grupos experimentais analisados demonstrando uma boa
preservacdo das GAGs na camada mesenquimal ( Figura 14).

Figura 14 - Fotomicrografias da coloracdo AB da MA. GC (a, ¢, e, g), GF (e, f, g, h) e Gcerio (i, j, k, I)
obtidos de PA - sub-regiGes R1, R2e R3 (a, b, c; e, f, 0; i, j, k); e RA - sub-regido R4 (d, h, I).
Aumento original de 40x.
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Fonte: Autor



5.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA E QUANTITATIVA DE
CITOQUERATINA (CK) — INTEGRIDADE DA CAMADA EPITELIAL
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IMAGEM:

A analise qualitativa da imunomarcacdo de CK demonstrou uma marcacdo de coloracao

acastanhada no citoplasma celular, distribuida por toda a extensao da camada epitelial, de forma

homogénea, sem diferenca entre as sub-regides ou grupos experimentais (Figura 15). Em todo

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

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

aspecto, em todos os grupos, foi observada a presenca de regides pontuais com maior

intensidade de marcacdo no interior do citoplasma, localizadas proximo ou ao redor dos

nucleos.

Figura 15 - Fotomicrografias da imunomarcacao de CK da MA. GC (a, b, ¢, d), GF (e, f, g, h) e Gcrio
(i, j, k, I) obtidos de PA - sub-regifes R1, R2e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, K); € RA - sub-regido R4 (d, h,

1). Aumento original de 40x.
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R2

R3

R4

®
W

Grupo Controle
(GC)

Grupo Fresca (GF)

Grupo
Criopreservada
(GCrio)

Fonte: Autor
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Os cortes histologicos analisados neste estudo apresentaram imunomarcacdo positiva e
homogénea em toda camada epitelial da MA, indicando a presenca de filamentos intermediarios
de CK no interior das células epiteliais do GC, bem como a preservacdo dessas estruturas nas
células do GF e GCrio.

Para a andlise quantitativa da imunomarcacdo de CK, como critério de escolha da
intensidade de imunomarcacdo a ser contabilizada, foi estabelecido um padréo global de

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

Figura 16 - Padrdo global de coloragédo adotado para contagem da imunomarcacao de Citoqueratina.

Fonte: Autor

A analise intragrupos avaliou o percentual de imunomarcacdo de CK entre as
diferentes sub-regides da MA em todas as placentas avaliadas. A partir das analises, foi
possivel observar um percentual médio de 81% de marcacdo em R1; 86% em R2; 89% em
R3; e 98% em R4. Os resultados foram analisados pelo teste de Variancia paramétrica One-
Way (ANOVA), resultando em p= 2,90 x 106 < 0,05, estatisticamente significativo (Figura
17), indicando que houve diferenga consideravel entre as médias das marcagdes de CK entre
as sub-regides da MA. Foi realizado teste de comparac¢des multiplas de Tukey, que evidenciou
que ha diferenca significativa entre as médias de todas as sub-regides de PA e a de R4 (R1,
R2, R3 # R4)(*) e também entre R1 e R4 (#), ao nivel 5% de significancia.
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Figura 17 - Resultado do Teste ANOVA das sub-regides R1, R2, R3 e R4 avaliados.
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Legenda: Valor *p = 2,90 x 1016 > 0,05, estatisticamente significativo (*).

Fonte: Autor

Jé& a anélise intergrupos avaliou o percentual de imunomarcacéo de CK entre os grupos
experimentais avaliados. A partir das analises, observou-se um percentual médio de 88% de
marcacgdo no GC; 89% no GF; e 89% no GCrio. Os resultados foram analisados pelo teste de
Variancia paramétrica One-Way (ANOVA), resultando em p = 0,18 < 0,05, ndo
estatisticamente significativo (Figura 18), indicando que ndo houve diferenca consideravel
entre as médias das marcacgdes entre 0s grupos analisados, o0 que evidencia a preservacgdo 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.
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Legenda: Valor p = 0,18 < 0,05, ndo estatisticamente significativo.
Fonte: Autor

5.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA E QUANTITATIVA DE IMAGEM:
COLAGENO TIPO | (COL.1)

A imunomarcac¢do de Colageno tipo I foi encontrada em feixes e fibras em toda extensao
da camada mesenquimal da MA, com menor intensidade na camada compacta. A analise
qualitativa evidenciou uma trama colagena densa e heterogénea nas regides do amnio
placentario (R1, R2 e R3), diferente do padrdo encontrado no amnion refletido (R4), com 0s

feixes colagenos exibindo trama fina e homogénea (Quadro 2).
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Quadro 2 — Relagdo das imunomarcag6es de Colageno | da MA entre as regides de PA e RA.
Cabeca de seta: camada compacta; seta: camada fibroblastica. Aumento original de 40x.

Feixes coldgenos exibindo trama fina e

menor intensidade na camada compacta.
Seta indicando feixes coldgeno densos em
meio a trama heterogénea; Cabecas de seta

homogénea, com menor intensidade na
camada compacta. Sefa indicando feixes
colageno finos em meio a trama homogénia;

indicando camada compacta com menor Cabegas de seta indicando camada
intensidade de imunomarcagdo. compacta com menor intensidade de
imunomarcagao.

Fonte: Autor

O Grupo Controle exibiu imunomarcacdo em trama colagena heterogénea, com feixes
ligeiramente ondulados apresentando regiGes de marcacGes mais e menos intensas. No grupo
fresca, a trama se apresentou bem homogénea, densa e com discreta perda de definicdo. No
grupo criopreservada, a trama se apresentou semelhante a descrita para o grupo controle,
porém com maior densidade e definicdo entre as imunomarcacdes dos feixes de fibras da trama

colagena (Figura 19).
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Figura 19 - Fotomicrografias da imunomarcacéo de Colageno | da MA. GC (a, b, ¢, d), GF (e, f, g, h) e
Gerio (i, j, k, I) obtidos de PA - sub-regides R1, R2e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-regido R4
(d, h, I). Aumento original de 40x.

Grupo Controle
(GC)

Grupo Fresca (GF)

Grupo
Criopreservada
(GCrio)

Fonte: Autor

A imunomarcacao de Colageno | demonstrou que os feixes de fibras coldgenas da camada
mesenquimal da MA se distribuiram majoritariamente nas camadas fibrobl&stica e esponjosa,
e em menor intensidade em porg¢des da camada compacta, em todos os grupos experimentais

analisados (Figura 20).
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Figura 20 - Distribuicdo da imunomarcagao de Colageno | da MA.

’

Legenda: Aumento original de 40x.
Fonte: Autor

Para a analise quantitativa da imunomarcacéo de Colageno I, como critério de escolha
da intensidade de imunomarcacdo a ser contabilizada, foi estabelecido um padréo global de

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

Figura 21 - Padrdo global de coloragdo adotado para contagem da imunomarcacao de Coléageno I.

Fonte: Autor

A anélise intragrupos avaliou o percentual de imunomarcacdo de Col.1 entre as
diferentes sub-regifes da MA em ambas as placentas avaliadas. A partir das analises, foi
possivel observar um percentual médio de 51% de marcacdo em R1; 49% em R2; 48% em
R3; e 50% em R4, sendo que as imunomarcagdes foram encontradas em feixes mais densos e
expressivos na regido PA (R1, R2, R3) e mais homogéneos em RA (R4). Os resultados foram
analisados pelo teste de Variancia paramétrica One-Way (ANOVA), resultando em p= 0,30 >
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0,05, ndo estatisticamente significativo (Figura 22), indicando que ndo houve diferenca

consideravel entre as medias das marcagdes de Col.1 entre as quatro sub-regides da MA.

Figura 22 - Resultado do Teste ANOVA das sub-regides R1, R2, R3 e R4 avaliados.
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Legenda: Valor p = 0,30 > 0,05, ndo estatisticamente significativo.
Fonte: Autor

J& a andlise intergrupos avaliou o percentual de imunomarcacdao de Col.1 entre os
grupos experimentais avaliados. A partir das analises, observou-se um percentual médio de
48% de marcacdo no GC; 44% no GF; e 57% no GCrio. Os resultados foram analisados pelo
teste de Variancia paramétrica One-Way (ANOVA), resultando em p = 6,66 x 10?7 < 0,05,
estatisticamente significativo (Figura 23), indicando que houve diferenca consideravel entre
as médias das marcacGes entre 0s grupos analisados. Foi realizado teste de comparacGes
multiplas de Tukey, que evidenciou que a diferenca significativa se encontrou entre as médias

de GF e GCrio, ao nivel 5% de significancia.
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Figura 23 — Resultado do Teste ANOVA dos grupos experimentais GC, GF e GCrio avaliados.
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Legenda: Valor p* = 6,66 x 10" < 0,05, estatisticamente significativo (*).
Fonte: Autor
5.5 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA: LAMININA (LAM) — INTEGRIDADE DA
MEMBRANA BASAL

A andlise qualitativa da imunomarcacdo de Laminina evidenciou uma marcacao
delicada de coloragdo acastanhada, distribuida como uma linha continua abaixo do epitélio,
bem como no interior do citoplasma celular, de forma homogénea, sem diferenca entre as sub-
regides ou grupos experimentais (Figura 24). Em todo GC, e nas demais membranas do GF e
Gcrio, houve presenca da imunomarcacao no interior do citoplasma de algumas celulas, além
da esperada marcacdo abaixo do epitélio, bem como foram observadas regides pontuais de

marcagdo proximas aos nucleos das células mesenquimais na camada fibrobléstica.
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Figura 24 - Fotomicrografias da imunomarcacéo de Laminina da MA. GC (a, b, ¢, d), GF (e, f, g, h) e
Gerio (i, j, k, I) obtidos de PA - sub-regides R1, R2e R3 (a, b, c; e, f, g; i, j, k); e RA - sub-regido R4
(d, h, I). Aumento original de 40x.

R1 R2 R3 R4

Grupo Controle
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho a IHQ foi aplicada para descrever as diferencas na morfologia e
composicdo da MA em suas sub-regifes, incluindo as regides central, intermediaria e
periférica do &mnio placentario, e o &mnio refletido. Em seguida a IHQ foi utilizada para
analisar os efeitos dos metodos de preservacdo, MA fresca e MA criopreservada. Embora
alguns estudos recomendem considerar as diferencas 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 é pioneiro em comparar os efeitos dos métodos de preservagdo nas
diferentes regides anatbmicas da MA, por meio da Imuno-histoquimica. Outros estudos
foram realizados, considerando apenas os temas separados ou com outros tipos de analises,
incluindo histologia, expressdo génica (Han et al., 2008), andlise de transparéncia e
resisténcia (Deihim,;Yazdanpanah; Niknejad, 2016) analise de atividade mitocondrial das
células epiteliais e mesenquimais da MA (Banerjee et al., 2018), e analise da expressdo de
fatores de crescimento (Litwiniuk et al., 2018). Com esta pesquisa, foi possivel, também,
otimizar o método de imuno-histoquimica para o estudo da MA, bem como, foi padronizado
um protocolo laboratorial eficiente, para as etapas de recuperacdo antigénica e bloqueio das
peroxidades enddgenas, acarretando em melhor imunomarcacéo.

A morfologia das camadas estruturais presentes na MA do GCrio foi eficientemente
preservada, tendo em vista a arquitetura celular e os achados histol6gicos observados por meio
da coloracdo HE, em comparacdo ao encontrado no GC. Especificamente, as células da
camada epitelial presentes nas sub-regides da PA mantiveram formato majoritariamente
cuboide, sendo que as da sub-regido central (R1) apresentaram formato com apice
arredondado e altura intermediaria, enquanto que as da sub-regido periférica (R3) eram
colunares altas e com nucleos apicais. J& as células da sub-regido intermediaria (R2)
apresentaram aspecto microscépico mais proximo ao de R3. Ainda nestas sub-regides, R2 e
R3, as células apresentaram contorno irregular com aspecto de estreitamento do corpo celular,
tornando visivel o espaco intercelular, porém mantendo a conexdo entre as celulas. Este
aspecto microscopico pode estar relacionado aos numerosos “gaps” e aos microvilos
encontrados na borda lateral das células quando visualizadas na microscopia eletronica de
transmissao, os quais fazem parte da comunicacao e transporte intra e transcelular no epitélio
secretorio da MA (Basile et al., 2023). Por sua vez, as células da regido RA (R4),

apresentavam formato cuboidal baixo ou pavimentoso e nucleos centralizados. Estes



56

resultados encontrados em nosso estudo estdo alinhados com os achados de Basile et al. (2023)
e Al-Yahya e Makhlouf (2013), que definiram o epitélio amniético como morfologicamente
heterogénio. Ademais, Al-Yahya e Makhlouf (2013) concluiram que a heterogeneidade da
camada epitelial da MA esta relacionada as suas multiplas e especializadas fungdes. Em adicao
a sua funcdo de protecdo ou cobertura, o epitélio amniodtico possui células tronco e células
com grande atividade secretoria. Basile et al. (2023) investigaram a ultraestrutura da camada
epitelial da MA, verificando que as suas células diferem tanto no formato, quanto no conteido
citoplasmatico. Nas sub-regifes R1 e R4 as células sdo principalmente cuboidais, enquanto
que em R2 as células apresentam formato em “ctpula“ (dome shape), e em R3 as células sdo
predominantemente colunares altas. Portanto, Com relacdo as diferencas morfolégicas das
sub-regiGes na camada epitelial concluiu-se que a regido central (R1) apresentou células
epiteliais em formato de “ctpula”, com apice arredondado, altura intermediaria e nucleos
centro-apicais. As regides intermediaria (R2) e periférica (R3), apresentaram células em
formato cuboide e colunar, com alturas intermediarias a altas em maior parte de sua extensdo,
diferindo principalmente pela posicdo de seus nucleos no interior das células, centro-apicais
em R2 e apicais em R3. Quanto a regido do amnio refletido (R4), evidenciou-se o padrao de
células achatadas baixas, nucleos centralizados com citoplasma de eosinofilia homogénea, e
auséncia de vacuolizagdes encontradas nas demais sub-regides.

Além da preservacdo da camada epitelial, o presente estudo também demonstrou que
a criopreservacdo em DMEM e glicerol (1:1 v/v) preservou a membrana basal, assim como a
camada mesenguimal, estando de acordo com os estudos experimentais de Fénelon et al.
(2021), os quais demonstraram que a MA criopreservada se mantém com cinco camadas
integras e semelhantes morfologicamente as encontradas nas MA frescas.

Em relacdo aos meios de preservacdo, o método MA fresca induziu diminuicdo na
concentracéo de fibras colagenas, especialmente nas sub-regides R2 e R3, e obteve percentual
de marcacdo deste componente inferior aos demais métodos utilizados. Quanto a integridade
da camada epitelial, todos os trés protocolos abordados foram eficientes e mativeram a
continuidade da camada, bem como sua morfologia e conformacéo das células epiteliais. Para
a preservacdo de todos os componentes analisados neste estudo, de forma majoritaria, o
método que se mostrou mais consistente e equiparado aos resultados encontrados no tecido
néo preservado, GC, foi o protocolo de criopreservagéo.

Com relacdo a preservacdo das camadas estruturais da membrana, ainda existem
opinides diversas entre qual € o melhor crioprotetor: glicerol ou dimetilsulféxido (DMSO). O

glicerol tem a vantagem de ser antiviral, mas parece comprometer a viabilidade celular quando
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utilizado sem o DMEM, por ser particularmente citotoxico as 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 vacuolos citoplasmaticos. Estudos relataram que este aspecto poderia relacionar-
se ao processo de congelamento/descongelamento da criopreservacao, gerando artefatos no
interior do citoplasma celular, ou por processos degenerativos devido a exposi¢do ao
crioprotetor utilizado. Adicionalmente, foi relatado que a criopreservacdo induz a perda de
viabilidade celular devido a alteracbes nas moléculas intracelulares causadas pela baixa
temperatura, podendo interferir no seu uso clinico (Horvath et al., 2023).

Entretanto, neste trabalho ndo foram visualizadas células em degeneracdo ou em
apoptose, apenas pequenos “vacuolos”, que estavam no citoplasma de algumas células, tanto
no grupo controle, quanto no grupo MA criopreservada, o que sugere um processo fisioldgico
do epitélio amnidtico e ndo um dano causado pelo método da criopreservagdo. Assim também,
Al-Yahya e Makhlouf (2013) demonstraram que o citoplasma das células epiteliais da MAH
comumente se apresenta eosindfilico e vacuolizado. Ademais, em estudo prévio, Moraes et
al., (2021), relataram que a criopreservacdo utilizando DMEM/glicerol, embora tenha
reduzido a viabilidade celular, tanto na regido PA, quanto na RA, foi ideal para preservagéo
da integridade estrutural da camada epitelial e, principalmente do conteldo de proteinas
solUveis presentes no estroma amniético.

A matriz extracelular da MA, segundo Mcquilling et al., (2019), é composta por fibras
colagenas, fibras elasticas, glicosaminoglicanas (GAGS) sulfatadas, e majoritariamente por
GAGs carboxiladas, grupo que contém apenas o &cido hialurénico, ou hialuronana. Os
resultados do presente estudo, obtidos a partir da coloracdo de Alcian Blue apresentaram-se
semelhantes entre as diferentes sub-regides da MA analisadas, apresentando distribuicdo
relativamente homogénea no interior da MEC, e se mantiveram integras e preservadas no
tecido apds armazenamento a fresca e criopreservacao, estando de acordo com os achados de
Lopes et al., (2008) e Departamento de Patologia, (c2024). As diferengas encontradas na
camada mesenqguimal entre as sub-regides ocorre principalmente pela intensa atividade celular
do &mnio placentario, observado a partir das maiores concentracfes de células mesenquimais
na camada fibroblastica em R1, R2 e R3, bem como na heterogeneidade das concentragdes
dos demais componentes da MEC. Em R4, pudemos observar morfologia mais homogénea,
com poucas mudangas no padrdo das concentraces dos componentes como GAGs e fibras de
colageno, devido a baixa atividade celular encontrada nesta sub-regi&o.

Iranpour et al., (2017) observaram uma maior concentragao dos componentes da MEC,
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tais como as GAGs e fibras colageno e elasticas, sdo responsaveis por garantir maior
resisténcia mecéanica da MA. Estes achados condizem com os resultados encontrados em
nosso estudo, onde a regido do amnio refletido (RA — R4), responsavel por recobrir e sustentar
o feto em desenvolvimento e sujeita a grande tensdo mecanica, obteve maior percentual de
marcagdo de GAGs pela coloracdo AB, em relacdo as demais sub-regides. Por outro lado,
Grémare et al., (2019), estudando sobre as propriedades mecénicas da MA humana, por meio
de testes de Forca maxima antes da ruptura (Fmax), Deformacéo na falha (Smax) e Tensao
méaxima de tracdo (UTS), que para todas as MAs analisadas, a MA placentaria (PA) foi
significativamente mais forte que a MA periférica (RA), e também eram substancialmente
mais extensiveis que seus equivalentes periféricos, demonstrando, com estes resultados, que
a regido de PA é um tecido isotropico mais forte e mais extensivel que a RA, cuja isotropia
nem sempre € garantida.

A metodologia utilizada para as andlises das imagens para quantificacdo dos
componentes avaliados foi a analise estereoldgica, por meio do principio de Cavalieri. Esta
metodologia, segundo Amenabar et al., (2003), quando bem indicada, é uma ferramenta que
proporciona excelentes resultados. Sua utilizacdo, quando respeitados os critérios para
determinacdo do nimero de pontos amostrais para avaliacdo de estruturas e tecidos, permite
a obtencdo de dados passiveis de andlise estatistica segura, quando se planeja uma abordagem
quantitativa de material de origem histol6gica. Com os padrdes de calibragdo de escala das
imagens e configuracdo das grades estimadas com os valores adequados de pontos de
interseccdo, os resultados obtidos a partir da analise estereoldgica se tornam altamente
reprodutiveis, estando de acordo com Pierre et al. (2016), que afirmaram que a andlise
estereoldgica de cortes histoldgicos tem sido utilizada ha vérias décadas para obter estimativas
da fracdo volumeétrica de fases ou materiais em tecidos bioldgicos e meios inorganicos com
viés minimo. A reprodutibilidade do método estereoldgico é superior ao desempenho relatado
anteriormente de avaliacdo da esteatose hepatica por histopatologistas e € um padrdo de
referéncia adequado para validacdo de métodos ndo invasivos de medicdo de tecidos
bioldgicos. Portanto, desenvolveu-se, neste estudo, protocolo para analise de imagem eficiente
para quantificagdo da MA, utilizando-se de principios matematicos bem fundamentados, para
se contornar a problematica da falta de ferramentas digitais adequadas para mensuracao
automatica da area ocupada pelo tecido multi-camadas da MA.

A analise da integridade da camada epitelial foi realizada a partir da quantificacdo dos
filamentos intermediarios que compdem o citoesqueleto das células epiteliais da MA,

compostos por Citoqueratina. A partir da imuno-histoquimica, observou-se em todos 0s grupos
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a presenca de regides pontuais com maior intensidade de marcacdo no interior do citoplasma,
localizadas proximo ou ao redor dos ndcleos, sendo estes achados normais, uma vez que 0s
filamentos intermediarios tém a funcdo de ancorar o nucleo e outras organelas, principalmente
os filamentos de citoqueratina, os quais entram na formacdo da lamina nuclear, estando de
acordo com os estudos de Kuburich et al. (2022), os quais afirmaram que a rede de filamentos
intermediérios de CK é necessaria para a adesao célula-célula, resisténcia a estresses em nivel
celular e ancoragem nuclear durante processos de divisdo celular. No presente trabalho, foi
encontrada variacdo na intensidade da imunomarcacdo no interior do citoplasma de algumas
celulas, mostrando-se com maior intensidade. Estes achados corroboram com o estudo de
Regauer et al. (1985), que apontaram que a expressdo dessas proteinas nas células epiteliais da
MA ocorre de forma semelhante as encontradas nas células da derme na pele, estando presentes
no citoplasma celular, garantindo a sustentacéo e rigidez do citoesqueleto, além de atuar como
arcabouco, resistente, mas flexivel, que permite as células epiteliais suportarem tensdes
mecanicas e ndo-mecéanicas. Outro resultado obtido a partir de nosso estudo foi que a
imunomarcacao também variou levemente no interior do citoplasma celular de algumas células
mostrando-se com menor intensidade. Este achado pode estar relacionado as regifes de
vacuolizacdo evidenciadas no citoplasma pela coloragdo HE, bem como, estar associado a
fatores fisiol6gicos maternos, o que corrobora com os resultados obtidos a partir da analise
quantitativa das imunomarcacdes, relacionados as sub-regides da MA, onde a maior diferenca
de imunomarcacao foi encontrada entre R1 e R4, os dois extremos da membrana, sendo estas
as regibes mais e menos biologicamente ativas, respectivamente, o que pode indicar as
vacuolizagdes como vesiculas secretoras presentes no epitélio ativo das sub-regides de PA, e
sua auséncia 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, 0s
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 preservacdo aplicadas se mostravam eficazes na preservacao da
integridade da camada epitelial.

A fim de avaliar a integridade da membrana basal, foi realizada a analise de Laminina,
uma glicoproteina que tem como fungdo ancorar as células epiteliais & matriz extracelular,
sendo a principal estrutura ndo colagena dessa membrana. A partir da imuno-histoquimica, foi
observada em todos 0s grupos experimentais a presenca das imunomarcac¢ées como uma linha
plana continua abaixo da camada epitelial, estando de acordo com os achados de Niknejad et

al., (2011) e Lamon et al., (2022), que atestaram a eficiéncia da criopreservacdo na manutengéo
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da integridade da membrana basal da MA.

Os resultados encontrados a partir da analise das fibras coladgenas evidenciou que a
distribuicdo dos feixes de coldgeno | na camada mesenquimal da MA foi encontrada
majoritariamente nas camadas fibrobl&stica e esponjosa, € em menor intensidade em porcoes
da camada compacta. Estes resultados estdo de acordo com os achados de Niknejad et al.
(2011), que evidenciaram a presenca de feixes colageno tipo Il e IV préximos a camada
epitelial da MA, formando uma linha plana continua ao longo da membrana basal e permeando
a camada compacta, seguidos pelas camadas subsequentes formadas por feixes densos de
colageno | e delicadas fibras de colédgeno IlI, tendo sido descritos como mais finos e
interrompidos nos grupos MA criopreservada e liofilizada, em comparacdo ao grupo fresca. A
presenca de fibras e feixes colageno tipo I, observada apos os métodos de preservacao utilizados
em concentracfes 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 0s componentes da matriz extracelular e as proteinas
da membrana basal permaneceram inalteradas, atestando a eficacia 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 preservacdo na composicado das diferentes regides da MA,
observaram, por meio da coloracdo de Picrosirius Red, alta concentracdo de colageno tipo |
birrefringente ao longo da camada compacta da MA em ambas as regides PA e RA. Esta
divergéncia de achados referentes a camada compacta pode estar relacionada as interacdes
biogquimicas existentes entre os reagentes utilizados, especificos para marcacao de aminoacidos
basicos encontrados na estrutura das fibras colagenas, e o tecido da regido, bem como podem
ter ligacdo com os sitios de ligacdo Ag-Ac encontrados na camada, especificos para 0s
anticorpos utilizados para a imunohistoquimica em nosso estudo. A analise quantitativa das
fibras de colageno tipo | evidenciou concentracdes estatisticamente distintas entre as
imunomarcag6es dos grupos avaliados, em especial entre 0 GF e GCrio, que obtiveram médias
com diferengas consideraveis, resultado este também encontrado por Moraes et al., (2021),
indicando a maior eficicia do protocolo de criopreservacdo sobre o de armazenamento a fresca,

para preservacao das fibras colagenas.



61

CONCLUSAO

Para a preservacdo de todos os componentes analisados neste estudo, o0 método que se
mostrou mais consistente e equiparado aos resultados encontrados no tecido ndo preservado,
Grupo Controle, foi o protocolo de criopreservagao.

Desta forma, o método de criopreservacdo da MA em DMEM/glicerol 1:1 (v/v),
armazenado a -80°C por 30 dias, foi adequado para preservar a integridade morfoldgica da
MA em todas as suas sub-regides, mantendo constante a concentra¢cdo dos componentes da
MEC tanto nas sub-regides PA quanto RA da MA humana, indicando a viabilidade deste

método na preservacao deste biomaterial para uso em medicina regenerativa.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
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Versdo: 2
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DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 6.537.065

Apresentagao do Projeto:

Trata-ze de uma pesquisa de estudo, quantitativa, basica, explicativa e experimental. & amostra consistira
em 7 placentas humanas, as guais serdo utiizadas para obfengéo da membrana amnidtica humana (MAH),
a qual sera processada e fragmentada em dimensdes adequadas relacionadas aos métodos de
conservagdo fresca e criopreservada. Para a imunohistoquimica, a membrana sera dividida em 4 diferentes
regides de acordo com sua posigdo relacionada ao cord8o umbilical (regific central, regido intermediaria,
regido periférica, regido amnio refletido). De cada uma das regides acima descritas sero obtidos 6
fragmentos de MAH (1x1cm?). Marcados de forma a possibilitar a identificago dos lados (epitelial &
mesenguimal), e preservadas seguindo o protocolo para cada grupo experimental: Grupo Conftrole: os
fragmentos de membrana apos serem processados, conforme acima, serdo fixados imediatamente em
formalina para a analise de imunohistoquimica; Grupo Fresca: os fragmentos de membrana apds serem
processados, serdo imersos em meio DMEM a temperatura ambiente (24°C) por 18h. Em seguida, estes
serdo fixados imediatamente em formalina para a analise de imunohistogquimica; Grupo Criopreservada: os
fragmentos de membrana apos serem processados, serdo imersos em meio DMEM/glicerol 1:1 (viv) a -80°C
por 30 dias. Assim, no grupo controle todas as andlises descritas acima foram realizadas logo apos o
terminc do processamento da MA, enguanto que o grupo MA fresca permansceu 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
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gliceral 1:1 (viv) a -80°C por 30 dias. Apds esse periodo, os fragmentos serdo descongelados em
temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos deste grupo entio serdo fixados imediatamente em
formalina para a analise de imuno-histoguimica.

Asg informagdes elencadas nos campos apresentacdo do projeto, objetivo de pesguisa e avaliagio dos riscos
& beneficios foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas do Projeto (formulario onling da Plataforma
Brasil).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a integridade estrutural & quimica da MA nas suas diferentes regides anatimicas, PA e RA, & em
seus lados epitelial & mesenguimal, apds diferentes métodos de preservacdo, por meio da técnica de imuno-
histoguimica.

Ohjetivo Secundario:

Avaliar, por imunc-histoquimica, a exprassie e distribuicdo dos colagenos tipos | & |1l & da proteina laminina
entre as camadas do estroma da MA, & as citoqueratinas, as quais so proteinas especificas da camada
epitelial da membrana. Também serdo avaliados peptidess antimicrobianos, incluindo a elafina & as -
defensinas. Esta avaliagdo ocorrera na regide PA, nas suas diferentes porgdes (central, intermediaria e
periférica), & na regido RA: 1) imediatamente apds seu processamento, sem nenhum método de
preservagio; 2) apds preservacio em meio DMEM e ammazenamento & temperatura ambiente por 18h; & 3)
apos preservagdo em meio DMEM/glicerol 1:1 (viv) & armazenamento & -80°C por um periodo de 30 dias.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A colheita da placenta & um procedimento seguro. A colheita da placenta & um procedimento sequro, & a
equipe de enfermagem que esta conversando com vocé foi informada sobre a pesquisa em questdo, &
estara 4 disposigdo para esclarecer dividas. Pode haver riseo de quebra de sigilo profissional, mas este
sera minimizado pela ndo divulgacio do seu nome ou das iniciais do s2u nome, e somente pelo uso de
codigo numérico. Pode haver o risco de constrangimento, pela abordagem da gestante em um momento
delicado 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 ndo da participagde e da liberagio dos
dado= da carteirinha do pré-natal referente aos exames sorologicos.
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Beneficios:

Esperamos com esta pesquisa, a caracterizagdo da morfologia de cada regifio da membrana, uma vez gque
ela possui uma grande drea e principalmente se o métedo usado para seu armazenamento e preservagio
mantem a sua integridade estrutural em cada regifo. Isto & importante, pois a preservagio da qualidade &
fundamental para que a membrana exerga seus efeitos benéficos no organisme, como ser anti-inflamataria,
antimicrebiana, reduzir a formagéo de cicatrizes e estimular a capacidade do compe de regensrar ssus
tecidos e drgdos, quando estes séo danificados por traumas ou doengas degenerativas. Assim, serd
ampliado o conhecimento do uso da membrana amnidtica como biomaterial, a fim de fundamentar o uso
deste em terapias regenerativas e transplantes, de forma menos onerosa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Mo desfecho primério, espera-se ofimizar a técnica de Imunohistoquimica para o estudo da MA; Espera-se
que a integridade da MA, nas suas diferentes regides anatmicas, seja diferente dentre os diferentes
métedos de preservagio; Espera-se que sejam categorizados os melhores métodos para preservar a
integridade estrutural & quimica da MA, nas suas diferentes regides e para diferentes objetivos do uso da
membrana amnictica.

Ma hipatese, este trabalho considera que a analise da membrana amnidtica par imunohistoquimica permitira
descrever as diferengas em sua composicdo nas 4 regides anatdmicas, considerande os métodos de
preservacio fresca e criopreservada. Os resultados da analise morfoldgica pederdo ausiliar na criagdo de
um padrdo de uso da membrana, redirecionando cada regifo adequada ao uso proposto.

Ver item Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria;
Veritem Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Em parecer anterior, este CEP requersu ajustes no TCLE e no formulario online da PB, agora atendidos. No
TCLE, a paginacio do foi refeita e foi indicada a sala 13 como a sala do CEP-Univap; as informagdes do
cronagrama foram uniformizadas entre 08 arquives submetidos na PB; no formulério onling foi indicado a
retengdo de amostras (biormepositdrie de placenta). Este CEP considera o projeto de pesquisa aprovade.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Segundo a Resolugio 466/12 (item X1}, cabe ao pesquisador "elaborar e apresentar os relatorios parciais e
final", sendo esta uma rezponsabilidads "indelével e indaclindvel & compreende os aspectos éticos e legais”.
VER MODELOS DISPONIVEIS MO SITE DO CEP-UNIVAP.

A Resolugio 510716, no art. 28, V, reforga que cabe ao pesquisador "apresentar no relatorio final que o
projeto foi desenvalvido conforme delineade, justificande, quando ocomidas, a sua mudanga ou interrupedo.”
Segundo a carta circular n. 0226/CONEPICNS, de 2010, o relatorio final deve incluir (veja modelo no site do
CEP-Univap):

- Dados do projeto: Registro CONEP e

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

CEP-Univap - {12) 3%47-1111
www._univap.bricep

Este parecer foi elaborado bazeado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/11/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2235770 pdf 15:31:00
Cutros TermoConfidencialidadeEquipe_projetod| 21/11/2023 |Jodo Vitor Alcdntara | Aceito

a0 pdf 152041 [daCosta
Outros TermoAutorizacao_hospital pdf 21112023 |Jodo Vitor Alcdntara | Aceito
15:27:06  |da Costa
Cutros termoEquipeEnfermeiras_ProjetoJoao.p | 21/11/2023 |Jodo Vitor Alcdntara | Aceito
df 15:24:15  |da Costa
TCLE / Termos de | TCLE_Joao\itor_Respondido.docx 2111112023 [Jodo Vitor Alcantara | Aceito
Assentimento | 15:18:50 |da Costa
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_resposta_CEP pdf 171112023 |Jodo Vitor Alcintara | Aceito
14:05:41 |daCosta
Projeto Detalhado / | ProjetoBrochura_Joao_Respondido.doc | 1771172023 |Jodo Vitor Alcéntara | Aceito
Brochura X 14:.0342 [daCosta
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Investigador ProjetoBrochura_Joao_Respondido.doc | 17/11/2023 |Jodo Vitor Alcintara | Aceito
X 14:03:42 |da Costa

Folha de Rosto FolhaDeRosto_Assinada. pdf 251102023 [Jodo Vitor Alcantara | Aceito
17:48:29 |da Costa

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Nio

SAD JOSE DOS CAMPOS, 28 de Novembro de 2023

Assinado por:

Mauricio Martins Alves
[Coordenador({a))
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ANEXO B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVREE E ESCLARECIDO

Dados de identificacio

Titule do Projeto: Efeitos dos meétodos de preservacic na morfologia das sub-regifes da membrana
amniotica humana: estudo por imuno-histoquimica.

Pesquisador Responsavel: Joio WVitor Alcintara da Costa (CPF: 364 930.638-63 ! e-mail:
joaovalcostafgmail com)

Equipe Executora: Jodc Vitor Alcintara da Costa (CPF: 364 .930.638-65 / e-mail: joaovalcosta@gmail com);
Gabriela Antonia Tie Calheiro (CPF: 418.130.928-26 e e-mail: gabriela atie@hotmail com), Elisa Polifke
Trindade (CPF: 43683772840 e gmail; elizapolifke@yvahoo.com; Luciana Barros Sant’Anna (CPE:

159 668.068-70 / e-mail: lucianabsaf@gmail com);
Instituicio a gue pertence o Pesquisador Responsavel: Instituto de Pesguisa e Desenvolvimento-
UNIVAPTelefones para contato: (12) 98133-1709 / (12) 3047-1169;

Nome do participante: RG:
Idade: anos CODIGO:

_ A 5r”® esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa tendo como titulo “EFEITOS DOS
METODOS DE PRESERVACAQO NA MORFOLOGIA DAS SUB-REGIOES DA MEMBRANA
AMNIOTICA HUMANA: ESTUDC POR IMUNO-HISTOQUIMICA™, de responsabilidade do
pesquisador Jodo Vitor Alcintara da Costa. O objetivo deste estudo serd avaliar a integridade estrutural e
quimica da membrana amnittica nas suas diferentes regides anatdmicas, amnio placentario (PA) e dmmnio
refletido (RA), e em seus lados epitelial e mesenquimal, apos diferentes métodos de preservacio, por meio
da técnica de imuno-histoquimica. Esperamos com esta pesquisa, a caracterizacio da morfologia de cada
regido da membrana, uma vez que ele possui uma grande area e principalmente se o método usado para seu
armarzenamento e preservacio mantem a sua integridade estrutural em cada regifo. [sto € importante, pois a
preservacio da qualidade é fundamental para que a membrana exerca seus efeitos benéficos no organismo,
como ser anti-inflamatéria, antimicrobiana, reduzir a formacio de cicatrizes e estimular a capacidade do
corpo de regenerar seus tecidos e oOrgdos, gquando estes sdo danificados por traumas ou doencas
degenerativas. Assim, sera ampliade o conhecimento do vso da membrana amniotica como biomaterial, a
fim de fundamentar o uso deste em terapias regenerativas e transplantes, de forma menocs onerosa.

A membrana amniética humana € a parie interna das membranas fetats (também conhecida como
“bolsa das aguas”, a gual que se rompe para dar inicio ac parto), que juntamente com a placenta sdo
retiradas pelo méedico obstetra do organismo materno logo apds o parto, e descartadas pelo hospital, nio
tendo mais nenhuma funcio para a mie ou bebg. A membrana amnidtica € um tecido humano muito rico
em celulas tronco (aquelas capazes de se transformarem em diferentes tipos de células que formam os
tecidos do nosso corpo). Além disto, esta membrana € anti-inflamatoria, reduz formagio de cicatrizes, nio
induz rejeicio, e estimula a capacidade do corpo de regenerar seus tecidos e Orglos, quando estes sdo
danificados por traumas ou doengas degenerativas, as quais causam a perda da fungio do drgio e levam a
diminuigio da qualidade de vida.

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

A 5r* também estd sendo convidada a autorizar o acesso & sua carteirinha pré-natal para verificar se
nela estdo marcados os exames sorologicos de rotina e a idade gestacional. Somete apds que a sua placenta
sera colhida.

A colheita da placenta € um procedimento seguro, e a equipe de enfermagem, que estd conversando
com voce, foi informada sobre a pesquisa em questio, e estard a disposigio para esclarecer dividas. Pode



hawver rizco de quebra de sigilo profissional, mas este sera minimizado pela nio divulgacio do sen nome ou
das iniciais do seu nome, e somente pelo uso de codigo numérico. Pode haver o risco de constrangimento,
pelo fato da gestante ser abordada em um momento que antecede o parto, porém este serd minimizado pela
forma de abordagem realizada pela enfermeira em ambiente reservado, no que se refere ao aceite ou nio da
participacio, e da autorizagdo para o aceszo € liberacio dos dados da carteirinha do pré-natal referente aos
exames soroldgicos.

Garantimos o sigilo e a confidencialidade das informagfes que vocé formecer, assim como sua
privacidade, pois nio sera divulgado seu nome, nem as iniciais do seu nome, em momento algum. A
qualguer momento, vocg pode se recusar a parficipar e 3¢ refirar da pesquisa, sem constrangimentos,
penalidades ou qualquer prejuizo (caso esteja em acompanhamento ou tratamento, este permanece como
estd, nada muda). As informacdes e materiais obtidos nesta pesquisa nio poderdo ser utilizados para outras
finalidades que nio sejam a desta pesquisa cientifica.

Todos os gastos decorrentes da sua participacio nesta pesquisa, caso ocorram, serio 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 fer assisténcia gratuta, integral e imediata, pelo tempo que for
NeCessario.

Sempre que desejar, vocé poderd entrar em contato para obter informacdes sobre este projeto de
pesquisa, sobre sua participagio ou outros assuntos relacionades 3 pesquisa, com o pesquisador
responsavel ou equipe executora pelo telefone (12) 99634-1605 e e-mail joacvalcosta@gmail com. Vocé
também pode entrar em contato com o CEP — Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade do Vale do
Paraiba (UNIVAP), corresponsdvel 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 — Blocoll — Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento II, sala 13, de segunda a sexta-feira, das
08h as 12h.

Este termo esti elaborado em trés vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seun
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 ficard guardada na Matermidade.

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

530 José dos Campos, de de
Nome e aszinatura do participante Nome e assinatura do pesquizador
Testermunha 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 3* via ficara guardada na Maternidade. Em caso
de maiz de uma pagina, todas as piginas devem szer rubricadas pelo pesquizsador e pelo participante.



ANEXO C: RESUMO APRESENTADO NO SIMPOSIO DE

ENGENHARIABIOMEDICA DO VALE DO PARAIBA

AMALISE DAS FIERAS COLAGEND DA MATRIZ EXTRACELULAR DA MEMEBRAMA,
AMNIOTICA HUMANA: ESTUDO POR IMUNO-HISTOGUIMICA

JoSo W, A Costa, Elisa Polifke Trindads, Lucisna B. Sant Anna.

Universidade do Yale da Paraibalinstibuta de Pasquisa e Desamealviments, Svenida Shishima Hifumi, 2211,
Urbanowva - 12244-000 - Sfa Jasé dos Campos-5P, Brasi, jeaovaloosta@gmail com;

alisapalifke@yvaboo. cam; kcianabsaBS pmail.cam

Introdugdo. A membrana ammidtica humana (MAH) wem sendo utilizada como bicmaterial na
medicina regenerativa devido das suas propriedades biomecanicas. Um dos componentes mais
SXpressivos na mafriz extracelular (MEC), o coldgeno, tem sido amplaments utiizado na clinica
medica. Objetivaos. Quantificar a concentragio de fibras col3genas presentes na MEC,
comparando-a entre as sub-regites da MAaH, a fim de evidenciar a -::Ii51ri|:|l.|i-§E|-:- dessas fibras e
embasar o melhor usa de cada regido de acordo com a necessidade clinica. Metodologia. Apds
aprowagda no Comitg de Efica em Pesquisa {n® 6537 088), foram obtidas as amostras de duas
placentas. A MAH foi fragpmentada =m Amnioc Placentdric (R1) = Amnic Reflefido (R4) e
armazenadas em formoel para procsssaments histolégico. Foi realizada a  andlise
nistomaorfométrica quantitativa de 02 fragmentos por placents. por meio de 30 camposfragmento.
& media percentusl de 80 campos histoldgicos foi usada pars gersr um Gnics walor para cada sub-
regiSofplacenta, para marcsgdo de Colsgeno tipo | por Imuno-histeguimics. Resultados. A andlise
demonstrou imunomarncacio de coldgeno em ambas as regites (R1 e R4), majoritariamente na
MEC das camadas fibroblastica e esponjosa, com feixes mais densos e expressivos na regido R1
= mais homogénsos =m R4 A andlise histormorfométrica ewidencicu urn percentusl de
imunomarcagio de 53% em R4, e 45% em R1. O= resuvhlados foram analisados pelo teste
estatisfico t Student, resulfando em p= 00000000408 = 005, estafistcaments significativo.
Conclusdo. Qs resultados spontsram uma concentraciBo de colageno maior em R4, em
comparacio a R1, o que indics o amnio refletido como ums melhor fonte deste components para

o uso climico.

Palavras-chawe: Matriz extracslular; membrana amnidtica; fibras colagenas

Area de Concentragdo: Biomateriais e Materisis Biocompativeis.
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