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RESUMO

Introdug¢ao: Membrana amnidtica ¢ a camada mais interna das trés que constituem
as membranas fetais e possui capacidade de gerar cicatrizagdo, epitelizacdo e
antiinflamag¢do quando utilizada como curativo bioldgico. A aplicagdo em
oftalmologia tem crescido nos ultimos anos, ja sendo relatado seu uso para
reconstru¢do de superficie ocular, cirurgias de pterigio, perfuragdes corneanas,
defeitos epiteliais corneanos persistentes, ceratite infecciosa e em tratamento de
queimadura ocular. O método de conservagao mais empregado ¢ a criopreservagao
com glicerol, mantendo a membrana armazenada a -80°C. O principal obstaculo
deste método ¢ a necessidade de um congelador caro e pouco disponivel. Nosso
objetivo neste estudo ¢ avaliar diferencas estruturais de fragmentos de membrana
amnidtica submetidos a diferentes processos de preservacdo para uso em
oftalmologia. Material e métodos: Foram coletadas trés placentas de doadoras
saudaveis e preparados fragmentos de membrana amnidtica distribuidos em quatro
grupos com trés fragmentos cada, sendo um de cada doadora. Um dos grupos foi
criopreservado, outro grupo liofilizado, terceiro grupo seco a vacuo com SpeedVac
e quarto grupo mantida fresca. Apds os processamentos, os fragmentos foram
fixados, laminas foram confeccionadas e a morfologia do tecido avaliada em
microscopia eletronica de transmissao (MET) e varredura (MEV). Os tecidos foram
avaliados a partir de seis indicadores: morfologia do nucleo, preservagdo da
membrana basal e camada de colageno, presenca de desmossomos e organelas,
integridade das vilosidades apicais. Resultados e discussdo: Os seis indicadores
estabelecidos na metodologia foram preenchidos em todas as amostras na analise de
MET. Nao houve diferenca nos parametros avaliados entre as amostras estudas, ou
seja, a morfologia das membranas liofilizadas, criopreservada e seca a vacuo foi
semelhante a membrana fresca. No entanto, a secagem a vacuo apresenta-se como a
mais factivel, tendo em vista a constante disponibilidade da membrana a qualquer
momento e armazenamento a temperatura ambiente para uso oftalmologico.
Conclusio: A secagem a vacuo com SpeedVac™, liofilizagdo e criopreservacio
mantém caracteristicas morfologicas da Mah semelhante a amostra fresca. Podemos
estabelecer protocolo de uso de SpeedVac™ para secagem de membrana amnidtica

humana pelas razdes de facilidade de armazenamento e facilidade de acesso.

Palavras-chave: Membrana amniotica, preservagao de tecido, curativos
bioldgicos, liofilizagdo, criopreservagao, microscopia eletronica.



ABSTRACT

Introduction: Amniotic membrane is the innermost layer of the three that make up the fetal
membranes and it has the capacity to generate healing, epithelialization and anti-
inflammatory effects when used as a biological dressing. Its application in ophthalmology
has grown in recent years, with reports of its use in ocular surface reconstruction, pterygium
surgery, corneal perforations, persistent corneal epithelial defects, infectious keratitis and in
the treatment of ocular burns. The most widely used preservation method is cryopreservation
with glycerol, keeping the membrane stored at -80°C. The main obstacle to this method is
the need for an expensive and unavailable freezer. The aim of this study was to evaluate
structural differences in amniotic membrane fragments submitted to different preservation
processes for use in ophthalmology. Materials and methods: Three placentas were
collected from healthy donors and four amniotic membrane fragments were prepared from
each placenta, divided into 4 groups with 3 fragments each. One of the groups was
cryopreserved, another was freeze-dried, the third was vacuum-dried with SpeedVac and the
fourth was kept fresh. After processing, the fragments were fixed, slides were prepared and
the morphology of the tissue was assessed using scanning transmission electron microscopy.
Results and discussion: The tissues were assessed for nuclear morphology, preservation of
the basement membrane and collagen layer, presence of desmosomes and organelles. All the
criteria were met in all the samples. There was no difference in the parameters assessed
among the samples studied, the morphology of the freeze-dried and vacuum-dried
membranes was similar to the cryopreserved and fresh membranes. However, vacuum
drying appears to be the most feasible, given the constant availability of the membrane at
any time, storage at room temperature, for ophthalmic use. Conclusion: Vacuum drying
with SpeedVacTM, freeze-drying and cryopreservation maintain the morphological
characteristics of the Mah similar to the fresh sample. We can establish a protocol for using
SpeedVacTM to dry human amniotic membrane for reasons of ease of storage and ease of

acCcCcess.

Keywords: Amniotic membrane, biological dressings, tissue
preservation, freeze drying, cryopreservation, microscopy electron
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1. Introducao:
1.1 Considerag¢oes Gerais

A membrana amniotica humana (Mah) tem véarias aplicagdes na medicina
regenerativa. Historicamente, seu uso tem sido preconizado desde 1910 com a publicagao
de uma correspondéncia médica de Paliwal et al intitulada Amniotic Membrane
Transplantation—Role Redefined'. No ano seguinte, Hillenkamp, J et al publicaram, também
sob a forma de carta ao editor, uma série de quatro casos de lesdes de coérnea em Porfiria
Eritréide Congénita, conhecida como doenga de Giinther, nos quais usaram a Mah?. Em
1913 Maximilian Stern publicou no JAMA o uso da membrana para tlceras de superficie e
em 1920 WB West Jr relatou brevemente o uso da Mah em epiteliopatias e em deficiéncia
de célula tronco limbar®*. No entanto, foi somente em 1940 que surgiu, de fato, o primeiro
artigo completo publicado por Roth que descreveu o uso da Mah em reconstrugdo da
superficie ocular®. Nestes cento e vinte e cinco anos a aplicabilidade da Mah tem crescido
de forma exponencial como pode ser visto no numero de artigos publicados.

Dentre as principais indicagdes do uso da Mah em oftalmologia, destacam-se sua
aplicacao em trabeculectomias e em enxertos utilizados para reparar vazamentos decorrentes
de cirurgias filtrantes para glaucoma, bem como em casos de deficiéncia de células-tronco
limbares. A Mah também ¢ amplamente empregada na reconstru¢do conjuntival apos
excisdo de neoplasias e pterigios, no fechamento de defeitos conjuntivais ou na prevengao
de aderéncias durante cirurgias de estrabismo®. Além disso, ¢ indicada no tratamento de
ulceras corneanas refratarias e defeitos epiteliais persistentes, promovendo a cicatrizagdo da
superficie ocular em situacdes como queimaduras quimicas ou térmicas, além de outras
condi¢des inflamatdrias. O uso da Mah também foi descrito em cirurgias vitreo-retinianas,
especificamente na reparagao de buracos maculares. Em estruturas anexas, como palpebras,
fornices, sistema lacrimal e 6rbita, a Mah tem sido empregada como alternativa ao enxerto
de mucosa, principalmente em casos de ma posi¢ao palpebral ou reconstrucao de fornices.
Relatos também indicam seu uso em procedimentos como dacriocistorrinostomia e reparo
de fraturas orbitais*,’.

Nos ultimos 125 anos foram identificados, com pesquisa na base de dados do
PubMed, 30.220 publicacdes cientificas com unitermos: amniotic ~membrane
transplantation ocular surface. Na tabela 1 listam-se os nimeros de publicag¢des do periodo.
Como pode ser observado, o primeiro periodo analisado foi de 50 anos, posteriormente, as

buscas foram a cada 10 anos para se identificar o periodo de maior crescimento e interesse



cientifico. Em 2025 foram repertoriados 522 artigos completos publicados.

Tabela 1 — Numero de publicagdes, por periodo utilizando unitermos: amniotic membrane
transplantation ocular surface

Periodo Numero de Publicagdes %
1900-1950 93 0,31
1951-1960 95 0,31
1961-1970 85 0,28
1971-1980 84 0,27
1981-1990 198 0,65
1991-2000 835 2,76
2001-2010 6.960 23,03
2011-2020 13.500 44,67
2021-2025 8.370 27,7
125 anos 30.220 100

Fonte: dados extraidos do Pubmed Central (6).

Ao serem analisados os dados em periodos de 50 anos observa-se que nos dois
primeiros periodos (100 anos) o nimero de publicagdes representa apenas 4,6 % do total
encontrado no intervalo de tempo 1900-margo de 2025. Ressalta-se que ¢ de 2001 a 2025
que se encontram 95,4% dos trabalhos publicados (figura 1).

Figura 1 — Quadro de artigos publicados nos tltimos 125 anos 1900-1950, 1951-2000 ¢ 2001 a 2025,
a esquerda e a direita grafico dos percentuais correspondentes, por periodo

03 4

Periodo nuamerode publicagoes %
1900-1950 93 0,3
1951-2000 1297 4,3
2001-2025 28.830 95,4

30220 100

95,4%

W 1900-1950 ™ 1951-2000 ®2001-2025

Fonte: Pesquisa realizada na base de dados do PubMed Central(6).
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Listam-se abaixo, os principais trabalhos publicados no inicio do século passado

(Quadro 1), de importancia historica, destacando ano de publicacdo, nome do autor, titulo

do artigo e perioddico publicado.

Quadro 1 — Primeiras publicagdes com uso de membrana amniodtica em oftalmologia, por ano,
autor(es), nome do artigo e periddico publicado

Ano | Autor(es) Nome do artigo Publicado em
1910 | Paliwal, V., | Amniotic Membrane | Group 100.2/10 (1910): 10.
Midha, A., | Transplantation—Role
Jain, P., & Redefined
Arora, |
1911 | Hillenkamp, J., | Amniotic membrane | Klin Med, 105, (1911) 89-146
Reinhard, T, | transplantation with or | bjo. bmj. com
Fritsch, C., | without limbal allografts
Kersten, A., | for corneal surface in
Bocking, A., & | CEP
Sundmacher, R.
1913 | Maximilian Membrane to burned and | JAMA.1913;60(13):973-974.
Stern, M.D. ulcerated surfaces, | doi:10.1001/jama.1913.04340130021008
substituing skin grafts a
preliminary report
1920 | WB WestJr Advancing Wavelike | www.healthcare.utah.edu/moran/morancore.utah.edu
Epitheliopathy: A
subtype of partial limbal
stem cell deficiency
1940 | A De Rotth Plastic Arch Ophthalmol. 1940;23(3):522-525.
repair of conjunctival doi:10.1001/archopht.1940.00860130586006
defects with fetal
membranes
1946 | WIC Wells Amniotic membrane for | British Medical Journal 2.4477 (1946): 624.
corneal grafting
1946 | Sorsby, HM | Amniotic membrane | British journal of ophthalmology, 1946 -
Symons grafts in caustic burns of | pmc.ncbi.nlm.nih.gov
the eye:(Burns of the
second degree)
1947 | A Sorsby, J | Further experience with | Br J Ophthalmol. 1947 Jul;31(7):409—418. doi:
Haythorne, H | amniotic membrane | 10.1136/bjo.31.7.409
Reed grafts in caustic burns of
the eye
1948 | Spaeth, E. B., & | Heteroplastic And | Plastic and Reconstructive Surgery, 3(6), 707-712.
Cappriotti, O. A | Isoplastic Skin Grafts:
With Report of
Successful Repair By
Isografts, Of Bilateral
Ectropion Of  Four
Eyelids
1948 | John S McGavic | The Surgical Treatment | Trans Am Ophthalmol Soc. 1948;46:608—632.
of Recurrent Pterygia
1950 | C Maxwell | Two Cases of Acetic | Br J Ophthalmol. 1950 Sep;34(9):559-562. doi:
Shafto Acid Burns of the Cornea | 10.1136/bj0.34.9.559
1950 | Shafto, C. | A simple method of | The British Journal of Ophthalmology 34.7 (1950):
Maxwell inserting amniotic | 445.
membrane grafts into the
conjunctival sac
Fonte: Pesquisa realizada na base de dados do PubMed Central(6).



http://www.healthcare.utah.edu/moran/
https://jamanetwork.com/journals/jamaophthalmology/article-abstract/614867
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https://jamanetwork.com/journals/jamaophthalmology/article-abstract/614867
https://jamanetwork.com/journals/jamaophthalmology/article-abstract/614867
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC2054579/
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC2054579/
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Apesar da ampla aplicabilidade no campo da oftalmologia e em outras areas de
conhecimento, ndo hé consenso estabelecido ou método padrao-ouro para a preparagdo dos
fragmentos de membrana amnidtica. Consequentemente, varias técnicas de preparagao,
preservacao e esterilizagdo tem sido empregadas, para se obter segmentos de Mah com alta
eficacia terapéutica, sendo que cada etapa do processo de preparacao ¢ de importancia
critica’?.

Diante do exposto, propde-se a realizagdo de uma revisao de literatura com o objetivo
de avaliar as técnicas disponiveis para o processamento da Mah e identificar aquela que
possibilite sua maior disponibilidade para uso oftalmolégico no contexto nacional. A Mah
desempenha um papel fundamental como arcabougo tridimensional, composto por
diferentes tipos de colageno, funcionando como um andaime natural altamente
biocompativel. Além disso, atua como fonte de células-tronco e potentes fatores de
crescimento. Fragmentos da Mah vém sendo considerados como nano-reservatorios eficazes
para a administracdo de medicamentos, devido a sua alta capacidade de retencdo de diversas
moléculas. Suas aplicagdes clinicas variam desde o uso em forma de folhas para aplicagdes
topicas no reparo da pele e da cornea, at¢ formas mais avancadas, como membrana
desidratada micronizada, extratos de citocinas amnidticas e inje¢des de pd solubilizado,

utilizados na regeneracdo de musculos, cartilagens e tenddes”.

1.2. Revisdo de literatura: Membrana Amniotica.

O feto humano em desenvolvimento ¢ envolvido por uma membrana amnidtica ou
amnio. O dmnio ¢ um promissor tecido para aloenxerto humano em fun¢do de sua
composi¢do quimica, baseada em colageno dos tipos 1. III, IV, V e VI e propriedades
mecanicas da matriz extracelular pela presenca de proteoglicanos, laminina e

fibronectina!®.

Por essas razdes, a Mah pode resolver alguns gargalos nas questdes da medicina
regenerativa, como engenharia de tecidos e terapia celular, em especial no campo da
oftalmologia, como discutido anteriormente. Nas ultimas décadas, as aplicacdes
biomédicas da Mah evoluiram de uma simples folha para reparo da pele ou cornea para
aplicagoes de alta tecnologia, como nanocompdsits, pd ou hidrogel para a regeneracao de
cartilagem, musculo, tendao e coragdo. Ademais, a Mah tem capacidade antineoplésica e

de entrega de farmacos/células (excelente biodisponibilidade)!©.
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Além disso, o amnio contém células e fatores de crescimento; portanto, atende aos
parametros essenciais da engenharia de tecidos. Seu facil processamento e armazenamento,
o menor envolvimento de problemas éticos, suas propriedades anti-inflamatorias,

antioxidantes, antibacterianas e ndo imunogénicas sdo outras vantagens do uso do Amnio'’.

A Mah ¢ a camada mais interna das trés camadas que constituem as membranas
fetais. Trata-se de uma membrana avascular formada por cinco camadas com espessura
entre 0,02mm e 0,5mm (figura 2)®. A camada epitelial da Mah é composta por uma unica
camada de células cuboidais e colunares, cujas superficies apicais sdo dotadas de
microvilosidades (figura 3). A substancia propria da Mah apresenta uma camada coldgena
compacta, que confere forca tensil, associada a uma camada fibroblastica, que constitui a
porcao mais espessa da membrana. Esta tlltima € formada por fibroblastos imersos em uma
rede reticular frouxa. A camada mais externa da Mah, conhecida como camada esponjosa,
¢ rica em mucina. Entre o epitélio e a substancia propria, encontra-se a membrana basal,
que compartilha caracteristicas semelhantes a membrana basal conjuntival. Essa
semelhanca torna a membrana basal da Mah um excelente enxerto para a superficie
ocular'?. Foi utilizada pela primeira vez na oftalmologia em 1940, na reparagio de defeitos

conjuntivais, como dito anteriormente>.

Figura 2 — Representacdo esquematica da membrana amnidtica
Epitélio

Membrana basal

Camada compacta/densa

Camada de fibroblastos

Fonte: Extraido e adaptado de Aditi Chopra and Betsy S Thomas. Amniotic Membrane: A Novel
Material for Regeneration and Repair. Biomimetics Biomaterials and Tissue Engineering 2013, 18:1.
http://dx.doi.org/10.4172/1662-100X.1000106



http://dx.doi.org/10.4172/1662-100X.1000106
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o

Figura 3: Coloragdo com hematoxilina-eosina de uma amostra de membrana amnidtica.
Observamos uma tnica camada de células epiteliais cubdides que recobrem a membrana
basal e o tecido conjuntivo frouxo do estroma'3. Fonte: Krachmer JH, Mannis MJ, Holland

EJ. Cornea. 3rd ed. New York: Elsevier; 2011.

Parikh, Alomi O. et al publicaram em 2024, ampla revisdo de literatura sobre o uso
da Mah em transplantes/plésticas e cirurgias reconstrutivas oftalmologicas. Neste estudo,
repertoriaram 516 publicagdes das quais, 62 foram selecionadas para analise criteriosa. Os
autores concluiram que nestes 62 trabalhos o uso da Mah em transplantes ¢ uma ferramenta
util, promissora e interessante nos casos de oculoplastica cirtirgica, nas reconstrugdes de
lamela posterior, principalmente em pacientes com areas transplantaveis indisponiveis'.

A partir do interesse, da aplicabilidade e dos resultados preliminares comegaram a
ser desvendados os varios fatores de crescimento presentes na membrana amniotica, como
a interleucina 10 (IL-10), fator de crescimento derivado de plaquetas-AA (PDGF-AA),
fator de crescimento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB), fator de crescimento de
fibroblastos basico (FGFbeta), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento de queratinocitos (KGF), receptor de fator de crescimento de queratindcitos
(KGFR), fator de crescimento de hepatocitos (HGF), receptor de fator de crescimento de
hepatocitos (HGFR), fator de crescimento transformador beta (TGFbeta), inibidores
teciduais da metaloproteinase 1,2, 3 e 4 (TIMP-1, -2, -3 e -4), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), que sdo responsaveis pela capacidade de potencializar a cicatrizagdo,
epitelizacdo e efeitos antiinflamatorio'®. Também possui beta-lisina, lisozima, transferrina

e imunoglobulina que promovem efeito antimicrobiano!.
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A Mah exerce influéncia significativa no processo de cicatrizagdo por meio da acao
integrada de suas camadas. A membrana basal da Mah, uma estrutura fina composta por
fibras reticulares, esta intimamente aderente ao epitélio amnidtico. Por sua vez, a camada
compacta adjacente, mais densa e desprovida de células, ¢ formada por uma complexa rede
reticular que facilita a passagem de diversos fatores de crescimento, devido a sua elevada
permeabilidade. Os beneficios terapéuticos da membrana amniotica derivam da atuacao
sincronizada de seus fatores bioldgicos e citocinas, que desempenham um papel crucial

nos processos de reparo de lesdes (figura 4)!713,

Figura 4 — Agdo coordenada e equilibrada do Scaffold da Mah, a membrana basal e
seu secretoma (fatores de crescimento e citocinas)

Secretoma/Fatores de crescimento

Angiogenese: Angiopoietina, PDGF, VEGF, IL-1Ra,
TIMP1-4, Endostatina, trombospondina
Anti-inflamatério: IL-10, a1-antitripsina, IL-1, IL1Ra

Camada epitelial, células Regeneracao: VEGF, PDGF, FGF-6, M-CSFR, VEGFR3,
trono mesenquimais, NT-4, IGFBP-4, IGFBP-6 e TGF-B3
fibroblastos: Antibactericida: Elafina, HBD-2, HBD-3, catelicidina,
imunocompatibilidade e ndo LL-37, B-lisina, lisozima e transferrina.
tumorigénico

[=———— ] e

Scaffold: biocompativel, briodegradavel
e tridimensional: diferentes tipos de
colageno, dacido hialurénico

Fonte: Arquivo proprio, 2025.

A aplicacdo em oftalmologia tem crescido nos ultimos anos, ja sendo relatado seu
uso para reconstrucdo de superficie ocular, cirurgias de pterigio, perfuragdes corneanas,
defeitos epiteliais corneanos persistentes, ceratite infecciosa e em tratamento de

queimadura ocular e tumores oculares'.
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Existem diversos métodos de preservacao da Mah. O mais empregado no mundo ¢ a
criopreservacdo com glicerol misturado com meio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) na proporgao de 1:1 (vol/vol), mantendo a membrana armazenada a -80°C por
até dois anos'®?°. A literatura sobre o uso da Mah na reconstru¢do da superficie ocular
evidencia que os componentes e a estrutura bioldgica da Mah criopreservada em glicerol
lembram a fresca?!'. Um detalhe importante ¢ que o uso de concentragdo elevada de glicerol
compromete a viabilidade das células da Mah??. Os principais obstaculos deste método sdo
a necessidade de um ultrafreezer oneroso, backup de N2 liquido ou CO: e software de
controle de temperatura 24h/dia, o que o torna pouco disponivel, além da dificuldade em

manter a temperatura no transporte da Mah criopreservada?%-23-24,

Liofilizagdo ¢ um processo de desidratacdo do tecido por sublimacdo, inibindo
reagoes quimicas destrutivas que podem levar a alteragao tecidual, e preservando os niveis
de citocinas e resisténcia fisica das membranas amnidticas em relagdo a membrana fresca,
além de permitir armazenamento em temperatura ambiente’. Seu transporte ¢ fécil,

eliminando um dos problemas da criopreservac¢io?’.

A ProKera™ (BioTissue) € a AmnioTek™ (ISP Surgical) sdo exemplos de produtos
de membrana amnidtica criopreservada e liofilizada, respectivamente, disponiveis no
mercado (figura 5)*°. Ambos os produtos podem ser utilizados em contexto de cirurgia ou
consultorio. A ProKera™ (BioTissue) possui anel de PMMA e pode ser colocada
diretamente na superficie ocular. A AmnioTek™ (ISP Surgical) deve ser colocada na
superficie ocular sob lente de contato terapéutica®*. No entanto, sdo produtos importados,
caros € pouco disponiveis para uso em nosso pais. No Brasil, temos a Amnio-Aid™
(Hemocord), em que a empresa realiza a coleta e criopreservacdo de 8 fragmentos de Mah
com custo de US$565,00 mais anuidade de US$90,00%. Diante deste cenario, torna-se
necessario o estudo de novas formas de preservacdo de Mah com o objetivo de reduzir os

custos de preservacdo e facilitar a logistica de estocagem, tornando o produto mais

acessivel em nosso pais.
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Figura 5: Produtos de Mah disponiveis no mercado. ProKera™ (5A) ¢ AmnioTek™

(5B)

Uma nova alternativa ¢ o processo de secagem da membrana amnidtica com
concentrador a vacuo SpeedVac™, ainda pouco discutido na literatura. A secagem a vacuo
utilizando o concentrador SpeedVac ¢ um processo eficiente para a remog¢ao de solventes
de amostras biologicas, quimicas ou farmacéuticas. O principio fundamental desse
processo baseia-se na combinagdo de vacuo e calor controlado para evaporar solventes de
amostras liquidas sem comprometer a integridade das substancias sensiveis ao calor. O
concentrador SpeedVac opera através da reducdo da pressdo atmosférica dentro de uma
camara selada, diminuindo o ponto de ebulicao dos solventes. Essa diminui¢do da pressdo
permite a evaporacdo rapida de solventes volateis, como agua, mesmo em temperaturas
relativamente baixas. Como resultado, o processo de secagem ocorre de forma eficiente e
suave, evitando a degradagdo térmica das moléculas da amostra. O uso do vacuo também
minimiza a possibilidade de contaminagdo externa, uma vez que o sistema ¢ fechado

durante todo o processo, proporcionando um ambiente controlado para a secagem?®.

Propde-se neste estudo realizar avaliacdo da estrutura morfoldgica (estrutural) da
Mah por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Transmissdo (MET) da Mah por
diferentes metodologias: fresca, criopreservada a -80°C, desidratada pela técnica de

SpeedVac™ e liofilizada?’.

2. Objetivo Geral
Avaliar de forma qualitativa a morfologia e estrutura de Mah criopreservada,
liofilizada e seca a vacuo com SpeedVac.

2.1 Objetivos Especificos
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v' Avaliar a morfologia e estrutura da Mah fresca em microscopia eletronica
de varredura e transmissao
v Comparar qualitativamente os trés métodos de processamento e as amostras
de Mah “in natura”
3. Casuistica e Métodos:
3.1 Local
O estudo foi conduzido na Divisdo de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e
Cirurgia de Cabega e Pescogo do Hospital das Clinicas da UNESP, no Banco de Olhos
do Hospital das Clinicas da UNESP e no Laboratorio de Engenharia Celular/Laboratorio
de Biotecnologia Aplicada da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.

3.2 Analise ética
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Medicina de Botucatu — UNESP, parecer n°® 6.528.308.

3.3 Tipo de estudo
Trata-se de um estudo experimental controlado, com grupos paralelos, inclui uma
analise descritiva das caracteristicas morfologicas das membranas amnidticas, avaliadas

por microscopia eletronica, apos aplicagdo dos diferentes métodos de preservagao.

3.4 Hipotese
A tecnologia por SpeedVac™ apresenta vantagens sobre os demais métodos

tornando a disponibilizagdo de membranas para uso oftalmoldgico mais universal.

3.5 Obtenciao da Mah in natura

Todos os procedimentos foram feitos em concordancia com as orientagdes do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) local e apds as doadoras assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido. Os grupos de estudo foram constituidos por membranas
amnidticas obtidas de doadoras maiores de 18 anos que realizaram no minimo duas
consultas de pré-natal, idade gestacional igual ou superior a 35 semanas, trabalho de parto
sem anormalidades ou complicacdes, submetidas a cesariana eletiva, que ndo fizeram uso
de drogas passiveis de deposito nos tecidos, sem histdria de doenga no trato genital ou em
outras partes que possam representar risco ao receptor, auséncia de historia pessoal e
familiar para doengas hereditarias. Foi incluido no estudo apenas paciente com testes

negativos para detecgdo de HIV, hepatite B, hepatite C e sifilis. Os fetos tinham peso igual
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ou superior a 2000g, sem anormalidade congénita e sem histéria de sofrimento fetal
grave®®??,

Para a preparacdo da membrana amnidtica, a placenta foi retirada da doadora
selecionada, apds seu consentimento, colocada em recipiente estéril e transportada até o
banco de tecido mantendo temperatura entre 2°C e 8°C. Em ambiente estéril, a placenta
foi lavada com solugdo salina e com auxilio de compressa para remog¢ao de coagulos e
excesso de sangue. Foi realizado um corte proximo ao corddo umbilical e realizado
dissec¢ao com tesoura de ponta romba para separar o amnio do cérion (figura 6). Grandes
pedagos de Mah foram removidos e lavados novamente com solugdo salina para remogao
de qualquer resto de sangue. Os segmentos de Mah eram com coloragdo amarelo claro,
semitranslucida e de espessura regular. Em seguida, foi realizado lavagem da Mah com
solugdo de antibiotico contendo penicilina benzatina 10.000 UIl/ml (Teuto), ceftazidima
10mg/ml (Blau Farmacéutica S.A.) e anfotericina B 25mg/ml (Cristalia). A Mah foi entdo
colocada em um transportador (papel de nitrocelulose) com o epitélio para cima e cortada
em dimensdes 2x2cm. Identificamos o lado epitelial com facilidade devido ao brilho
caracteristico desta face. Obtivemos placentas de trés doadoras, sendo divididas em quatro
grupos contendo um fragmento de cada doadora: Mah frescas (in natura), Mah
criopreservadas, Mah liofilizadas e Mah secas com SpeedVac™ (total: 12 amostras). O
numero de placentas restrito a trés se deveu aos fatos: 1) falta de entrosamento entre as
equipes da maternidade e da pesquisa, pela auséncia de uma equipe especializada na coleta;
2) incompatibilidade de tempo entre o parto ocorrendo e o pesquisador, tendo em vista o
modelo da pos graduacdo. Muitas vezes, no momento do parto, o pesquisador estava em
atividades que o impediam de comparecer para coleta do material; 3) namero relativamente
baixo de cesarianas eletivas em parturientes saudaveis e que se enquadravam nos critérios
de selecdo da doadora para a pesquisa; 4) dificuldade de entendimento por parte das

gestantes da importancia da doagao.
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Figura 6 — Dissec¢do da placenta para retirada da Mah com tesoura de ponta romba

3.6 Amostras frescas (grupo controle)

As amostras do grupo de Mah frescas foram, logo apds a obtencao da placenta e
preparacdao da Mah, colocados em fixador de Karnovsky (mistura de paraformaldeido 8%,
glutaraldeido 25% e tampao fosfato) e enviados ao Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Biociéncias da UNESP para confec¢do das laminas para andlise em

microscopia eletronica.

3.7 Criopreservacio a -80°C

As amostras de Mah do grupo da criopreservagao foram colocados em frasco com
solucao de glicerol ¢ DMEM na propor¢do 1:1 e armazenados em freezer a -80°C
(Ultrafreezer Thermo Scientific EXF40086D, EUA, 2012). Apo6s 24h, foram
descongelados a 22,0°C (temperatura ambiente local) em aproximadamente cinco minutos,
colocados em fixador de Karnovsky e enviados ao Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Biociéncias da UNESP para confeccdo das laminas para andlise em

microscopia eletronica.

3.8 Secagem da amostra a vacuo com SpeedVac™
Imediatamente ap6s confecgdo dos fragmentos Mah, as amostras foram colocadas
em recipiente fenestrado e posicionadas dentro do concentrador plus com bomba de
vacuo de diafragma integrada (Concentrator 5301, Eppendorf, Alemanha) para secagem
da membrana amnidtica (figura 7). As amostras foram processadas a 45°C por 24h, tempo

minimo observado em teste piloto para desidratar completamente a amostra. Ao serem
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removidas do aparelho, foram observadas amostras totalmente desidratadas (figura 8),
permanecendo desta forma em ar ambiente até ser reidratada. Para utiliza-la, cada amostra
foi banhada com cinco gotas de 4gua destilada e aguardou-se cinco minutos. Apds este
periodo, foi notado segmento de membrana amnidtica de coloracdo amarelo claro
semitranslucida com consisténcia discretamente menos elastica do que a Mah fresca. As
amostras foram colocadas em fixador de Karnovsky e direcionadas ao Centro de

Microscopia Eletronica para confecgao das laminas.

Figura 8 — Membrana amnidtica apds processamento em SpeedVac™

3.9 Liofilizacao da amostra

A partir do fragmento processado in natura, foi utilizado liofilizador (Alpha 2-4
LDplus, Martin Christ, Alemanha, 2017), ap0os etapa de congelamento de 30 minutos em
ultrafreezer a -80,0°C, para processamento das amostras por 24h, tempo necessario para
desidratar completamente a amostra observada em teste piloto (figura 9). Foi utilizado

vacuo 0,040 mbar a -50,0°C por 20h na etapa de secagem primaria e vacuo 0,0026 mbar
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a -70,0°C por 4h na secagem secundaria. As amostras foram removidas do liofilizador
apos ter sido observado aspecto macroscépico seco (figura 10) e permaneceram secas em
ar ambiente até serem reidratadas. Para utiliza-la, cada amostra foi banhada com cinco
gotas de agua destilada e aguardado cinco minutos. Apos este periodo, foi notado
membrana amnidtica de coloracdo amarelo claro semitranslicida com consisténcia
discretamente menos elastica do que a Mah fresca. O aspecto macroscopico das amostras
secas a vacuo e liofilizadas eram muito semelhantes, tanto antes quanto apos a hidratagao.
As amostras foram colocadas em fixador de Karnovsky e direcionadas ao Centro de

Microscopia Eletronica para confecgao das laminas.
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Figura 10 — Amostra de Mah liofilizada

3.10 Microscopia Eletronica de Transmissao e Varredura
As andlises em microscopia eletronica foram realizadas em conjunto com a
Professora Doutora Daniela Carvalho dos Santos. As amostras foram estudadas quanto a

manutencdo da estrutura morfoldgica celular e matriz extracelular em microscopia
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eletronica de varredura (MEV) e transmissdo (MET). A MEV nos permitiu analise geral
da integridade do tecido e a MET foi utilizada para andlise detalhada do tecido e
comparagao entre os grupos. A fim de tornar avaliacdo objetiva, foram estabelecidos seis
indicadores, considerados pela literatura importantes para pratica clinica, a serem
observados/monitorados qualitativamente na MET para comparagdo entre as Mah
submetidas a diferentes formas de preservacao e a in natura (fresca). Foram eles:

1- membrana basal intacta,

2- camada de colageno integra,

3- nucleo celular integro e com presen¢a da dupla membrana em seu envoltorio,

4- presenca de desmossomos e filamentos intermediarios no citoplasma,

5- preservagdo das projegoes e vilosidades apicais e

6- presenga de organelas ou complexos vesiculares citoplasmaticos.

Dado a semelhanga entre a membrana basal da Mah e da conjuntiva, a integridade da
membrana basal foi considerado o critério de analise mais importante. Da forma descrita
acima, foram constituidos quatro grupos de estudo, para analise estrutural das MAh, segundo

a metodologia de processamento (figura 11):

Grupo de Mah

Grupo de Mah | Grupo de Mah | Grupo de Mah seca a vacuo
in natura/ criopreservada liofilizada com

fresca (n=3) (n=3) (n=3) SpeedVacTM
(n=3)

Constituicdo dos Grupos de Estudo

U G

Figura 11 — Constitui¢cdo dos Grupos de Estudo
4. Resultados

4.1 Avalia¢do morfologica das amostras
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A andlise estrutural do tecido com MEV da Mah fresca evidenciou células epiteliais
de tamanhos e formatos variados sobre camada espessa de colageno com fibras em
diferentes sentidos e arranjos. E possivel observar as projegdes apicais (vilosidades) na
superficie das células epiteliais. A analise das amostras submetidas a criopreservagao,
liofilizacdo e secagem a vacuo mantiveram a mesma estrutura tecidual em relagdo a Mah
fresca, sem areas de fragmentacao, regides desnudas de epitélio ou descompactacdo da
matriz extracelular. A figura 12 ilustra uma imagem de cada grupo de amostra vista em
MEYV sendo possivel observar camada unica de células epiteliais e extensa camada de
coldgeno com fibras compactadas e em diversos sentidos. A figura 13 ilustra uma imagem

da superficie das células epiteliais de cada grupo de amostra vista em MEV, sendo

possivel notar as vilosidades apicais intactas.

Figura 12 — Mah dos diferentes grupos visto em microscopia eletronica de varredura. 12A:

Mah fresca; 12B: Mah criopreservada, 12C: Mah liofilizada, 12D: Mah seca com SpeedVac

Figura 13 — Mah dos diferentes grupos visto em microscopia eletronica de varredura. 13A:

Mah fresca, 13B: Mah criopreservada, 13C: Mabh liofilizada, 13D: Mah seca com SpeedVac

Em todas as amostras frescas foram observadas células epiteliais com formatos
irregulares, com projecdes ou vilosidades apicais, fina membrana basal e grande
quantidade de colageno em disposi¢do variada. No citoplasma das células epiteliais
observamos grande quantidade de filamentos intermediarios com desmossomos
realizando unido celular, multiplas vesiculas contendo lipideo, nucleo com duplo

envoltorio e algumas organelas e complexos multivesiculares proximos ao nucleo.
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Conforme pode ser observado na figura 14, foi possivel observar epitélio e grande

quantidade de colageno.

b——— 5 um

Figura 14 — Microscopia Eletronica de Transmissdo,em MAh in natura (A- Colageno; B-

epitélio; Flecha- Membrana basal)

Em todas as amostras do grupo de Mah criopreservadas identificou-se membrana
basal intacta, niicleo com duplo envoltério, camada extensa de colageno (figura 15),
organelas proximas ao nucleo, grande quantidade de filamentos intermedidrios e
desmossosmos e vilosidades apicais. A amostra de Mah criopreservada da placenta trés
apresentou uma célula epitelial com maior eletrodensidade do citoplasma (figura 16),
porém a alteragdo foi localizada, com demais células da amostra mantendo caracteristicas

de boa preservagao.

10 um

Figura 15 — Microscopia Eletronica de Transmissdo de Mah criopreservada (Flecha:

camada de colageno)
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———- 2um

Figura 16 — Célula com aumento da eletrodensidade do citoplasma, alteragdo localizada

(estrela vermelha)

As Mah liofilizadas também exibiram manutengdo das caracteristicas
morfoldgicas da Mah fresca (figura 17), unico diferencial sendo discreto aumento da
quantidade de vesiculas de lipideo (figura 18). Membrana basal e camada de coldgeno
estavam preservadas, organelas e nucleo integros, multiplos desmossomos ¢ filamentos

intermediarios presentes e vilosidades apicais mantidas.

Figura 17— Microscopia Eletronica de Transmissao de Mah liofilizada
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1um

Figura 18 — Mah liofilizada (18A); Mah fresca (18B). Observe maior quantidade de vactiolos

contendo lipideos no citoplasma da Mah liofilizada (seta).

As Mah secas com concentrador a vacuo apresentaram bom estado de
preservacdo (figura 19). O nucleo apresentou marginalizagdo da cromatina e formato
irregular, porém sem sinais de morte celular programada, além de manter duplo
envoltério nuclear, camada de colageno espessa, membrana basal intacta, organelas
citoplasmaticas integras, vilosidades apicais preservadas e grande quantidade de

filamentos intermediarios € desmossomos.

Figura 19 — Mah seca com SpeedVac™ em microscopia eletronica de transmissdo (triAngulo

preto: epitélio; triangulo azul: estroma de colageno)



27

Os quadros 2 e 3 mostram os resultados resumidos e imagens da analise

qualitativa de microscopia eletronica de transmissao.

Quadro 2 — Anélise morfoldgica qualitativa das amostras de Mah em microscopia
eletronica de transmissao

Mah

Mah fresca 1
Mabh fresca 2
Mah fresca 3

Mah criopreservada 1
Mabh criopreservada 2
Mabh criopreservada 3
Mabh liofilizada 1
Mabh liofilizada 2
Mabh liofilizada 3
Mah SpeedVac 1
Mah SpeedVac 2
Mah SpeedVac 3

Vilosidades

fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro
fntegro

Nucleo

Integro
Integro
integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro

Integra
Integra
integra
Integra
Integra
Integra
Integra
Integra
Integra
Integra
Integra
Integra

Membrana Colageno
Basal

Integro
Integro
integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro
Integro

Desmossomos

Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos
Numerosos

Organelas

Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes
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Quadro 3 —Analise morfolégica dos grupos de Mah em microscopia eletronica de transmissao.

Vilosidades Nucleo Membrana Basal Colageno Desmossomos Organelas

Mah Fresca

Mah

Criopreservada

Mah Liofilizada

Mah SpeedVac
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5. Discussiao

A membrana amniotica possui epitélio simples de células cuboidais ou colunares
com microvilosidades na superficie apical®’. Em nosso estudo observamos manutengio
do epitélio com microvilosidades intactas ap6s processamento em liofilizador,
criopreservacao e secagem a vacuo. Outras duas camadas também sdo bem divididas:
membrana basal e estroma, rico em colageno™.

A Mah apresenta caracteristicas inicas para uso em oftalmologia: promove suporte
e facilita a epitelizagdo, cicatrizagdo de coérnea e conjuntiva, reduz a inflamacgdo e
apresenta baixa rejei¢do imunologica®®. Adicionalmente, apresenta melhor resultado
cosmético em relacdo a enxertos bucais ou mucosos, que resultam em morfologia epitelial
ndo conjuntival'®. Foi demonstrado que células epiteliais da Mah produzem fatores de
crescimento derivados de pigmento, neurotransmissores, neuropeptideos e fatores
neurotroficos que podem contribuir com as propriedades cicatrizantes em uso em
oftalmologia®®. As células epiteliais das amostras mantiveram nucleo integro e organelas
presentes apds os procedimentos de secagem a vacuo, criopreservagao e liofilizagao, o
que pode significar que apoOs a reidratagdo ou descongelamento da Mah as células
epiteliais continuem funcionando, apesar de essa conclusdo fugir do escopo do nosso
trabalho.

A Mah pode ser utilizada na superficie ocular tanto como enxerto permanente,
integrando-se ao tecido do hospedeiro, quanto como curativo bioldgico, aliviando a dor
e promovendo a redu¢do da inflamagdo's. Quando empregada como enxerto, deve ser
aplicada com o lado epitelial voltado para cima, sobre o leito da ferida’!. A membrana
basal da Mah apresenta caracteristicas semelhantes as da conjuntiva e da cornea,
funcionando como substrato para o crescimento de células epiteliais na superficie
ocular®?’. Além disso, a Mah forma desmossomos e hemidesmossomos, que conferem a
membrana a capacidade de se incorporar eficientemente ao estroma ocular'®. Dessa
forma, torna-se crucial que os processos de preservagao da Mah preservem a integridade
da membrana basal e a quantidade adequada de desmossomos. No presente estudo, tanto
a secagem a vacuo quanto a liofilizacdo e a criopreservagdo demonstraram manter a
integridade da membrana basal, o principal critério avaliado, bem como a abundancia de
desmossomos. Adicionalmente, quando utilizada na oftalmologia, as células
inflamatodrias ficam aprisionadas no estroma da Mah, onde sofrem apoptose, impedindo

a ativagdo de cascatas inflamatdrias na superficie ocular!®?’. O estroma, rico em
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coldgeno, fundamental para a agdo anti-inflamatdria, foi observado em todas as amostras
analisadas no estudo.

A Mah pode ser empregada em consultorio, aplicada sob uma lente de contato
terapéutica, em casos de ulcera de cornea, ceratopatia neurotréfica e queimaduras
quimicas, com a possibilidade de uso concomitante de colirios'®. Em situagdes de ceratite
bacteriana, seu uso revela-se vantajoso, uma vez que, além de nao interferir na penetracao
do antibidtico, a Mah se impregna com o antimicrobiano, prolongando seus efeitos
terapéuticos'®. Do ponto de vista logistico, é preferivel que a Mah destinada ao uso em
consultorio seja mantida em temperatura ambiente, o que permite ao oftalmologista té-la
armazenada em sua clinica e disponivel para aplicacao imediata. Nesse contexto, a Mah
liofilizada e seca a vacuo com o dispositivo SpeedVac™ apresentam vantagem sobre a
Mah criopreservada. As vantagens da Mah seca a vacuo ¢ a necessidade de apenas um
aparelho para o processamento, enquanto a Mah liofilizada exige congelamento a -80°C
antes de ser submetida ao processo de liofilizacdo, além de manuseio mais simples do
aparelho. Além disso, o concentrador a vacuo SpeedVac™ ¢ um equipamento compacto
e leve, de facil transporte, permitindo que o processamento da Mah seja realizado no
mesmo ambiente do parto, caso isso seja desejado e previamente planejado pela equipe.

O custo de aquisi¢do dos equipamentos utilizados para a producdo da Mah
criopreservada, liofilizada e seca a vacuo varia significativamente. O ultrafreezer, modelo
similar ao utilizado em nosso estudo, apresenta um custo aproximado de US$ 26.700,00,
sendo necessario também o fornecimento continuo de nitrogénio liquido ¢ um software
para controle de temperatura 24 horas por dia**. O liofilizador, da marca Martin Christ,
utilizado em nossa pesquisa, possui um custo em torno de US$ 16.000,00%3. Ja o
concentrador a vacuo, da marca Eppendorf, utilizado para a produgdo da Mah seca a
vacuo, tem uma cotagdo aproximada de US$ 16.500,0034. Dessa forma, o custo total em
aparelhos para a producdo de Mah criopreservada, Mah liofilizada e Mah seca a vacuo ¢
de aproximadamente US$ 26.700,00, US$ 42.700,00 e US$ 16.500,00, respectivamente.
Vale destacar que a Mah liofilizada e a Mah seca a vacuo, por serem armazenadas em
temperatura ambiente, permitem uma produ¢ao em maior escala quando comparadas a
Mabh criopreservada, que tem producao limitada pela capacidade de armazenamento do
ultrafreezer. Além disso, ao contrario da Mah liofilizada e criopreservada, ndo existe
patente registrada para a Mah seca a vacuo, o que facilita a implementagdo de novos

produtos. O quadro 4 resume a comparagao logistica entre os métodos mencionados.



Quadro 4 — Comparagao logistica entre os métodos

Portabilidade

Patente

Lotes

Logistica

Prego do

Equipamento

Profissional
habilitado para

processamento

Sim

Pequenos

Dificil (carga congelada)

US$ 26.700,00

Biologo/Biomédico/Farmacéutico/médico

6. Conclusoes

Sim

Lotes maiores

Mais facil

US$ 16.000,00

Engenheiro

Quimico
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v" Nas amostras e nas condi¢des estudadas e com os resultados obtidos, pode-

se concluir que ndo ocorre mudancga qualitativa na morfologia e estrutura de

Mah criopreservada, liofilizada e seca a vacuo com SpeedVac.

A secagem a vacuo com SpeedVac™, liofiliza¢do e criopreservagdo

mantiveram caracteristicas morfolégicas qualitativas da Mah semelhante a

amostra fresca

A tecnologia empregada pelo SpeedVac® apresenta vantagens em relagdo

aos demais métodos, especialmente no que tange a custos e a logistica,

facilitando a disponibilizagdo mais ampla de membranas para aplicagao

oftalmoldgica.

Sim

Nao

Lotes maiores

Mais facil

US$ 16.500,00
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