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RESUMO:

Introdugdo: A membrana amnidtica (MA) € considerada um biomaterial com propriedades biolégicas
benéficas ao processo de reparacdo tecidual servindo também como substrato para o cultivo de células
epiteliais. Objetivo: estabelecer um método de desepitelizagdo amnidtica que preserve a membrana basal.
Método: Foram testados 7 tipos diferentes de desepitelizagdo enzimatica de membranas amnidticas
gliceroladas, avaliando-se cada um por microscopia Optica e posteriormente, por microscopia eletrénica.
Resultado: A exposicdo das membranas a Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos permitiu a completa
retirada epitelial com a menor delaminacdo quando comparado aos outros métodos testados. A microscopia
eletrbnica evidenciou que apés desepitelizacdo com Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos a
membrana basal permanecia integra. Concluséo: Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos permite
completa desepitelizagdo das MAs com preservagcdo da membrana basal.

DESCRITORES: Amnio; Glicerol; Membrana Basal; Células Cultivadas.

ABSTRACT:

Introduction: The amniotic membrane (MA) is considered a biomaterial with biological benefical properties to
tissue repair, also serving as a substrate for the epithelial cells culture. Objective: to establish a method of
amniotic deepithelization that preserves the basement membrane. Methods: Seven different types of
enzymatic deepithelization of glycerolated amniotic membranes were tested, each by light microscopy and
then electron microscopy. Results: Exposure of the membranes to Trypsin 0.05% / 0.02% EDTA for 20
minutes allowed complete epithelial removal with the lowest delamination when compared to other methods
tested. Electron microscopy showed that after deepithelization with 0.05% Trypsin / 0.02% EDTA for 20
minutes the basement membrane remained intact. Conclusion: 0.05% trypsin / 0.02% EDTA for 20 minutes
allows complete deepithelization of the MAs with basement membrane preservation.

DESCRIPTORS: Amnion; Glycerol; Basement Membrane; Cultured Cells
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RESUMEN:

Introduccion: La membrana amnidtica (AM) se considera un biomaterial con propiedades biolégicas
beneficiosas para el proceso de reparacion de los tejidos también sirve como sustrato para el cultivo de
células epiteliales. Objetivo: Establecer un método de deepithelization amni6tico que preserva la membrana
basal. Método: Hemos probado siete tipos diferentes de escarificacion enzima gliceroladas membranas
amniéticas, la evaluacion de cada por microscopia optica y mas tarde por microscopia electronica.
Resultados: La exposicion de las membranas a 0,05% de tripsina / 0,02% de EDTA durante 20 minutos
como resultado la eliminacion completa del epitelio con menos delaminaciéon en comparacion con los otros
métodos ensayados. La microscopia electrénica mostré6 que después de la escarificacion con 0,05% de
tripsina / 0,02% de EDTA durante 20 minutos permanecié membrana basal intacta. Conclusion: 0,05% de
tripsina / 0,02% de EDTA durante 20 minutos permite la escarificacién completa sin embargo la preservacién
de la membrana basal.

PALABRAS CLAVE: Amnios; Glicerol; Membrana Basal; Células Cultivadas

Introducao desepitelizadas por EDTA. Em seus resultados,

A membrana amnidtica (MA) é a mais evidencia-se que as celulas migram mais
interna das membranas fetais, originando-se do rapidamente sobre a membrana denudada e o
citotrofoblasto subjacente & face dorsal do disco epitélio final € mais estratificado e organizado. Por
germinativo. A MA é histologicamente muito outro lado, com a presenca das células epiteliais,
semelhante ao tecido cutaneo e quando aplicada & a morfologia das células limbicas fica alterada e o
ferida, forma uma barreira contra a invasdo epitélio desorganizado, quase que completamente
bacteriana, reduz a perda de fluidos corporeos e em monocamada. As células préximas a camada
proteinas, diminui a dor e aporta fatores de basal, que deveriam adquirir um aspecto colunar,
crescimento e moduladores da cicatrizagdo ao mostram-se  cilindricas, semelhantes as das
leito. Por conseguinte, restabelece condi¢es camadas mais superficiais da epiderme.

ideais para que o0s processos de cicatrizacdo Outros autores também apontam a

. : . . 123 _ o o _
endogenos progridam satisfatoriamente™>. importdncia da desepitelizagdo para o -cultivo

Com a evolucdo das técnicas de cultivo celular e a formagdo de epitélios mais
_ _ _ _ - 010 Wioi i 6 .

celular associadas aos conceitos de bioengenharia estratificados®*°. Koizumi et al.® consideram que a
de tecidos, Schwab (1999)* descreveu 0 uso das exposicédo da matriz extracelular estromal seria um
MA como um substrato ao cultivo de células fator estimulador ao crescimento e & organizagéo
s . . . . , . 1 1 11 i
limbicas, com o intuito de construir uma espécie do tecido cultivado. Yang et al.'* avaliam que a
de cérnea artificial. O uso do amnio como um existéncia de residuos de membrana basal
biomaterial de suporte ao cultivo dessas células ocasionaria melhor estratificacéo.

comecou a ser utiizado para o tratamento de Nao existe concordancia sobre qual método

algumas patologias oftalmicas, como simbléfaro e de desepitelizacio é o mais adequado para a

pterigio,  apresentando  resultados  clinicos separacao do epitélio amniotico. Essa controvérsia

A 1e5,6,7 L, . . .
favoraveis>®". decorre do fato de as técnicas descritas retirarem

_ . . o
Koizumi et al.® compararam o cultivo de as células epiteliais € a0 mesmo tempo acarretar
células limbicas sobre MA intactas ou
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danos as demais camadas do tecido, ocasionando

uma delaminacao.

Melo et all? compararam diferentes
protocolos usando dispase, tripsina e EDTA por
tempos variados de exposicdo e avaliam seus
resultados em microscopia 6ptica e eletrénica.
Observam que o EDTA, mesmo seguido de friccdo
mecanica, € um método com pouca eficacia na
retirada das células. A tripsina e a dispase, nos
tempos testados, desepitelizavam completamente
0 amnio e, ao mesmo tempo, retiravam a
membrana basal. Assim, recomendam nhovos
estudos sobre o0 assunto, enfatizando a
necessidade de reducdo do tempo de acdo das

enzimas.

Almejando a solucdo desses impasses, este
artigo propde estudar diferentes protocolos de
desepitelizacdo e padronizar o método ideal que
cause menor desestruturacdo tecidual e preserve

a membrana basal.

Objetivo:

Determinar um método de desepitelizacédo de
membranas amnioticas gliceroladas que preserve
a estrutura tecidual e a membrana basal integra.

Método

Este estudo foi realizado no Laboratorio de
Microcirurgia e Cirurgia Plastica (LIM 04) da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (FMUSP), sendo aprovado pela Comissao
de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa —
CAPPesqg da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, em 1 de setembro de
2008, sob o n. 0309/08.
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As membranas amnitticas (MA) foram
cedidas pelo Banco de Tecidos do Instituto Central
das Clinicas (BT-ICHC)

experimentos de avaliacdo microscépica da

do Hospital e os

membrana basal, no Laboratério de Matriz
Extracelular da Disciplina de Reumatologia (LIM
17) da FMUSP.

a) Triagem das doadoras

O BT-ICHC cedeu quatro membranas
amnidticas provenientes de doagBes voluntarias
gue preenchiam os seguintes critérios: gestantes
(20-35 anos),

intercorréncias, poés-partos de cesarianas com

jovens com gestacbes sem
conceptos normais, sem antecedentes médico-
sociais que contraindicassem a doagdo e que
fossem confirmadas como sorologicamente
negativas para contato com HIV, Hepatite B e C,
HTLV, Doenca de Chagas, Sifilis, CMV e
Toxoplasmose no momento do parto, e apés 6

meses, para HIV e Hepatite B e C.

b) Processamento das membranas amnioticas

Ainda em centro cirargico, apés a
dequitacdo placentaria, coletaram-se as MA de
forma estéril. A obtencdo do tecido foi realizada
por uma manobra digitiforme capaz de separa-lo
do cérion. Transportou-se o material ao laboratério
(LIM 04) e, a partir desse instante, todo o
manuseio ocorreu dentro da protecdo do fluxo
laminar. O &mnio foi lavado e limpo com soro
fisiolégico. A seguir, depositou-se o material em
salina com antibidticos
1.000.000 U/L e

estreptomicina — 1g/L) por 6 horas a 4° C.

solugéo (penicilina

cristalina — sulfato de
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Removidos os residuos remanescentes, as
membranas foram expostas a uma solucdo de
glicerol de concentracdo >85%, com antibiéticos
semelhantes aos da solugdo salina, sendo
mantidas sob agitacdo a 37 °C durante duas
horas. Transcorrido esse intervalo, efetuou-se a
troca da solugéo de glicerol >85% por uma fresca.
Em seguida, o &mnio foi aposto sobre papel-filtro,
com a porgéo epitelial mais brilhante voltada para
cima e recortado em formato retangular de 8 X 7
cm. Cada uma das amostras retangulares foi
duplamente embalada em plastico validado para
essa finalidade e armazenado a 4 °C,
configurando um lote de tecido. Portanto, cada
uma das MA foi capaz de fornecer diversos lotes

de tecido.

¢) Padronizagdo do método de

desepitelizacéo

Para a realizagdo dos testes de
desepitelizacéo foi utilizado um lote de cada uma
das quatro membranas amniéticas. Em condi¢des
de trabalho em fluxo laminar (VECO®) e com
técnica asséptica, todas foram reidratadas em
solucgéo fisioldgica por 30 minutos para a completa
remocédo do glicerol. Cada um desses lotes de 8 X
7 cm foi recortado em oito fragmentos de 2 X 1,5
cm. Um desses fragmentos foi enviado para
andlise histolégica em hematoxilina-eosina (HE),
como controle de teste pré-desepitelizagcdo. A
partir de entdo, cada um dos restantes foi exposto
a um diferente método enzimético de retirada

epitelial:

a. Incubacéo em dispase a 0,04% (Protease
Neutra — grau Il, Boehringer-Manheim, Alemanha)

por 45 minutos, a 37 °C.
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b. Incubagdo inicial em dispase a 0,04%
(Protease Neutra — grau Il, Boehringer-Manheim,
Alemanha) por 30 minutos, seguida de tripsina
0,05%/acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
0,02% (GIBCO®) por 15 minutos, a 37 °C.

c. Incubacdo em EDTA 0,02% por 2 horas a
37 °C, seguido por friccAo mecanica para a

retirada das células epiteliais.

d. Incubacdo em tripsina 0,05%/EDTA
0,02% (GIBCO®) variando-se o tempo de
exposicao em: 15, 20, 30 e 45 minutos, a 37 °C.

A seguir foram conservadas em formaldeido
10% e enviadas para inclusdo em parafina. Apés

os cortes histolégicos, foram coradas por HE.

d) Anélise por microscopia 6ptica

Cada uma das laminas foi analisada em
microscopio oOptico Olympus BX2, e, com base
nessa analise, determinou-se o melhor método de
desepitelizag&o utilizando-se o0s seguintes critérios
de escolha: retirada completa do epitélio e
manutencdo do restante da estrutura histologica

do amnio.

Determinado o protocolo de desepitelizacéo,
essa escolha foi avaliada por microscopia
eletrbnica para verificagdo da presenca de
membrana basal ap6s a retirada do epitélio do

amnio.

e) Avaliacéo do método de
desepitelizagcdo por microscopia eletrénica de

transmissao
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Amostras de 0,5 cm X 0,8 cm de MA
glicerolada e desepitelizadas (pelo método
escolhido por microscopia Optica) foram
preparadas segundo protocolo padrdo para
visualizagdo em microscopia eletrbnico e
visualizadas em microscopio eletrbnico de

transmissédo Philips modelo Tecnai 10.

Resultados

Ap6s a reidratacdo, a analise em

microscopia Optica das MA controle conservadas
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em glicerol revelou que a arquitetura estrutural do
tecido permanecia preservada. A monocamada de
epitélio colunar estava aderida ao estroma, porém
as células mostravam claros sinais de morte
celular com um ndcleo celular mais brilhante e
picnético. As células epiteliais mostravam uma
adesao entre si, ndo sendo observados intervalos
entre elas. As demais camadas amnioticas

também estavam presentes, sendo possivel

inclusive a visualizagdo de fibroblastos no tecido
(Figura 1).

Figura 1. Membrana amnidtica preservada em glicerol — microscopia 6ptica: Observa-se a manutencao
da arquitetura do tecido com a existéncia das cinco camadas amniéticas. (Coloracdo HE, aum: 200X)

a) Padronizacdo da desepitelizacdo das MA-ni

Em todas as técnicas de desepitelizacédo
testadas, a estrutura macroscopica das
membranas  manteve-se  integra. Embora
estivessem mais finas e suscetiveis a
rompimentos por traumas mecanicos, mesmo
assim, a manipulacdo de todas foi possivel sem a
destruicdo das amostras.

A dispase 0,04% por 45 minutos retirava
completamente o epitélio (Figura 2), em

contrapartida, causava uma destruicdo importante

v UNG/3,
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Nessa padronizacéo, objetivou-se identificar
por microscopia 6ptica 0 método de
desepitelizacdo que fosse capaz de retirar todo o
epitélio do tecido, mantendo as caracteristicas

estruturais das demais camadas.

das demais camadas da membrana, com
eliminacdo dos fibroblastos e delaminagdo da
estrutura colagena residual.
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Figura 2. Dispase a 0,04% por 45 minutos — microscopia Optica: nota-se a auséncia completa de células
epiteliais, porém com destruicdo da estrutura coldgena de todas as camadas amniéticas. (Coloracdo HE,
aum: 400X.)

Nas amostras, submetidas a incubacéo do epitélio, entretanto, a destruicdo da estrutura
inicial em dispase a 0,04% por 30 minutos, colagena foi ainda maior, inclusive com areas de
seguida de tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 15 completa separacdo das camadas amnidticas.

minutos (Figura 3), observou-se completa retirada

Figura 3. Dispase a 0,04% por 30 minutos, seguida por tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 15 minutos —
microscopia éptica: nota-se a auséncia completa de células epiteliais e delaminacdo das demais camadas
amniodticas. A seta indica areas em que houve a separacao de camadas estromais da estrutura conjuntival.
(Coloracdo HE, aum: 400X.)

O banho em EDTA 0,02% por 30 minutos perceber uma retirada epitelial bastante
seguido de friccdo mecanica foi ineficaz (Figura 4). heterogénea, sendo que, em algumas &areas, as

Na andlise em microscopia 6ptica, pode-se

27

&UNGIS‘%‘ | Revista Saide |
LLLLRRRRE 2R R ) H _




SN

células foram retiradas, entretanto, em outras, o
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epitélio estava praticamente integro.

Figura 4. EDTA 0,02% por 30 minutos seguido de friccdo mecanica - microscopia Optica: presenca de
restos epiteliais ao longo de toda a superficie da membrana, indicada nas setas. (Coloragdo HE, aum: 200X.)

A imerséo em tripsina 0,05 % /EDTA 0,02%
por 45 (Figura 5) e 30 minutos (Figura 6) resultou
em uma completa denudacéo do epitélio, porém
com delaminacdo das camadas colagenas. Por
outro lado, a exposi¢do por 15 minutos (Figura 7)

preservava a arquitetura do tecido, mas nao era

suficiente para retirar todo o epitélio. Com o tempo
de 20 minutos (Figura 8), ocorreu a completa
retirada do epitélio, com a menor destruicdo da
arquitetura amniética quando comparada com o0s
formas de

resultados obtidos nas demais

desepitelizagéo.

Figura 5. Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 45 minutos — microscopia Optica: auséncia completa de
epitélio com importante delaminagéo e separagéo estromal. (Coloragcao HE, aum: 400X.)
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Figura 6. Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 30 minutos — microscopia 6ptica: auséncia completa de
epitélio com destruicdo estromal e vacuolizacdo da estrutura coldgena apontada pela seta. (Coloragédo HE,
aum: 400X.)

Figura 7. Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 15 minutos — microscopia Optica: nota-se, na superficie, a
existéncia de restos epiteliais, apontados pelas setas. (Coloragdo HE, aum: 200X.)

29

&UNG | Revista Satde |
PRITIREIRATI H _



v. 10, n.3-4, 2016

ISSN 1982-3282

Figura 8. Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos — microscopia Optica: observa-se, na superficie, a
completa auséncia de restos epiteliais com a menor destruicdo estromal em comparagéo a todos 0s outros

métodos. (Coloracdo HE, aum: 400X.)

Desse modo, escolhemos a exposicdo a
tripsina  0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos
(Figura 8) como o0 método padrdao de
desepitelizagdo para a realizacdo da analise por

microscopia eletrdnica.

b) Avaliagcdo do método de desepitelizagao
por microscopia eletronica de transmisséo

Ap6s a definichio da técnica de

desepitelizagdo, utilizou-se a analise em

microscopia eletrbnica para confirmagdo da

persisténcia da continuidade da membrana basal
na estrutura do tecido.

No menor aumento (Figura 9A), nota-se a
presenca de material eletrodenso em toda a
superficie da estrutura e, sobre ele, resquicios de
material eletroluscente. Nos maiores aumentos
(Figura 9B), confirmam-se esses achados,
evidenciando-se uma irregularidade na disposi¢édo
do material eletroluscente da superficie. A
observacdo desses achados indica a persisténcia
da membrana basal.

SLUNG 3,
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Figura 9. Tripsina 0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos — microscopia eletrénica: A - auséncia completa
de células epiteliais e presenca de material eletrodenso indicando presenca da membrana basal
(continuidade indicada pelas setas)(aum: 2.550X). B - material eletroluscente (setas de cor preta) irregular
sobre material eletrodenso (setas de cor vermelha)(aum: 6.200X).

Discusséo

A busca por fatores de estimulagdo da
regeneracdo tecidual propicia o surgimento de
alternativas terapéuticas com o objetivo de
substituir os transplantes convencionais de 6rgaos
e tecidos por mecanismos mais simples e seguros

de restauracao dos tecidos lesados?3.

Nesse contexto, 0 &mnio € um biomaterial
com grande potencial de reparacdo tecidual,
servindo como uma matriz de regeneracdo ou um
substrato para o transplante de células autégenas
e alégenas cultivadas'®. A analise histologica das
membranas gliceroladas utilizadas como controle
evidenciou sua arquitetura preservada, no entanto,
com claros sinais de inviabilidade dos
componentes celulares (Figura 1). Os estudos de
Rejzek et al.? indicam resultados semelhantes aos
nossos, também com picnhose dos nucleos das
células epiteliais e destruicdo de mitocdndrias. A
confirmacdo da morte celular pela exposi¢cdo ao
glicerol proporciona um beneficio ao intuito de

usar o amnio como biomaterial.

Neste trabalho foram testadas diversas
técnicas de desepitelizacdo amnidtica e analisado
seu efeito na estrutura tecidual. A enzima dispase
popularizou-se com Green et al.* em sua
utilizagédo para soltura de epitélios confluentes de
gueratinécitos. Em relacdo a desepitelizacao
amniética, Spurr e Gipson!®> demonstram que a
dispase retira o epitélio mantendo-o integro, em
contrapartida, deteriora a membrana basal e

demais camadas do amnio. Corroborando esses

&UNG‘;’& 1 Revista Satde |

resultados, também ndo obtivemos sucesso com
dispase, pois a destruicdo das demais camadas

era demasiadamente intensa (Figuras 2e 3).

O uso exclusivo de EDTA foi insatisfatério.
A exigéncia do “raspador’ de células prejudica o
trabalho pela fina espessura do tecido, levando a
rompimentos da membrana durante a raspagem.
Histologicamente, fica clara a ineficacia do
processo, identificando-se células aderidas em

diversos locais (Figura 4).

Os melhores resultados foram conseguidos
com a associacdo de tripsina ao EDTA. A acédo
conjunta dessas substancias tem seu uso
consagrado nas técnicas de isolamento celular4.
No tempo de 45 e 30 minutos de exposicdo
(Figuras 5 e 6), a retirada do epitélio foi completa,
mas com excessiva delaminacdo. Com 15 minutos
(Figura 7), restos celulares ainda podiam ser
notados, j& com 20 minutos (Figura 8),
observamos a retirada completa do epitélio e a
menor delaminacdo das demais camadas. Por
isso, esse foi 0 método considerado ideal para os

estudos em microscopia eletrénica.

Com o intuito de esclarecer o ponto de
clivagem de liberacdo epitelial, foram realizadas
analises em microscopia  eletrbnica  de
transmissao. ApOs a exposi¢do a tripsina/EDTA
por 20 minutos, visualizou-se que as membranas
amnidticas gliceroladas apresentavam
preservagdo da estrutura da membrana basal

(Figura 9 A e B).
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A microscopia eletrdnica foi conclusiva
guanto a existéncia de membrana basal apés o
processo de desepitelizacdo. A manutencdo da
membrana basal é fundamental para o
desenvolvimento dos  epitélios  cultivados,
derivando em estruturas mais organizadas e
estratificadas. Herson et al.’®* comparam a area de
juncdo dermoepidérmica a um trilho que orienta a
migracdo e estruturacdo do novo epitélio. A
interacdo entre os queratindcitos e a membrana
basal contribui para a manutencdo da arquitetura
tissular, estimulando diversos processos
biologicos como a adesdo, proliferagéo,

diferenciacdo e migracéo celular?’.

Para a construcdo de  substitutos
dermoepidérmicos baseados no cultivo de
gueratinécitos sobre qualquer tipo de matriz de
origem biolégica ou sintética, sabe-se que a
preexisténcia de componentes da membrana
basal, além de contribuir para a melhora da
morfologia da epiderme, tem papel fundamental na
formacdo dos hemidesmossomos e no
desenvolvimento da lamina densal” Assim sendo o
protocolo de desepitelizacdo escolhido parece
promissor ao cultivo de células humanas sobre a

membrana amniotica desepitelizada.

Conclusao

A exposicdo de membranas amnidticas
gliceroladas em solucdo enzimatica de tripsina
0,05%/EDTA 0,02% por 20 minutos permite a sua
completa desepitelizacdo com manutencao da

integridade da membrana basal.
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