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Introducao

A placenta humana é um orgdo em forma de disco composto por componentes fetais e
maternos. Os componentes fetais incluem o disco placentario, as membranas amniodtica e
coridnica (frequentemente referidas como membranas fetais), Devido as diversas propriedades
bioldgicas, a membrana amnidtica humana (MAh) tem sido usada atualmente como um produto
de base bioldégica muito promissor na pratica clinica, especialmente na oftalmologia e no
tratamento de uma ampla variedade de condicbes patologicas, como no manejo das
gueimaduras, como curativo temporario ou de longo prazo, como material de enxerto sobre
ulceras de pele, em artroplastia e cirurgia reconstrutiva (EDQM, 2017; JIRSOVA; JONES, 2017,
KHOSRAVIMELAL et al. 2020; KOLLER; ORSAG, 2006; MERMET et al., 2007). A membrana
coribnica (ACM) tambéem € muito popular nesta indicacao porque proporcionam nao apenas
melhor manuseio e espessura, mas também fornecem fatores de crescimento intrinsecos, bem
como beneficios para a cicatrizacdo de feridas em varias areas de reconstrucéao oral (FENELON
et al.,, 2018). A inativacao de microrganismos pode ser realizada por metodos fisicos ou
guimicos. O ozoOnio dissolvido em agua é uma excelente promissora opcao com maior eficacia
gue o hipoclorito no controle de microrganismos, na desinfestacdo e desinfeccdo de superficies
e alimentos, pois possui uma forte acao contra bactérias, cistos de protozoarios, virus, fungos e
esporos de fungos (MAXIMIANQ, 2017).

Objetivos

Analisar as membranas placentarias humanas ap0s processo de 0zonizaGCido e as possiveis
alteracoes morfologicas e biogquimicas decorrentes do processamento de ozonizacao das
membranas placentarias humana, por meio de histologia, MEV, FT-IR e perfilometria optica.

Metodologia

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi aprovou a realizacio do
estudo (parecer n° 3.984.423, CAAE:289370020.0.0000.5492). conforme determina as Normas
Técnicas para o funcionamento dos bancos de sangue de cordao umbilical e placentario
segundo a Resolucao - RDC n° 190, de 18 de julho de 2003. O material sera coletado na Santa
Casa de Misericordia de Pindamonhangaba. Na sequéncia o material sera acondicionado em um
recipiente de vidro imerso em solucao fisiologica (NaCl 0,9%) e o recipiente contendo o
material e esta solucao acondicionados em um recipiente térmico refrigerado a uma temperatura
de 10 a 15°C e transportado ao Laboratério de Biotecnologia do Centro de Inovacéao, Tecnologia
e Educacio — CITE, em S&o José dos Campos.

Lavagem das membranas placentarias

As membranas placentarias serao lavadas manualmente por 10 vezes com solucao fisioldgica
(NaCl 0,9%) esteril para remocao dos residuos bioldgicos tais como sangue e liquido amniatico,
e na sequéncia segmentadas e fixadas com adesivo a base de cianoacrilato em um porta-
amostra retangular confeccionada em chapa de aco inoxidavel.

Protocolo para desinfeccao das amostras das membranas placentarias

As amostras das membranas placentarias, apos o0 processo de lavagem seraocortadas com
lamina esteril de bisturi em fragmentos de aproximadamente 2 cm de largura e 5 cm de
comprimento e submetidas ao processo de ozonizacao por fluido hidrodinamico em protocolos
de 15 e 40 minutos (Awoyama et al., 2022; Botelho et al., 2024).

Analise da superficie das membranas placentarias por meio de Microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A fixacao das amostras biologicas apos as diferentes etapas de desinfeccio sera realizada por
Imersao, imediatamente apos a coleta. As amostras de membranas serao analisadas por MEV,
para tal serd empregada uma solucao fixadora contendo glutaraldeido 25% em tampé&o fosfato
0,2 M e agua destilada. Apds a fixacao, as amostras serao mantidas de 2 a 8 °C, sendo que o
tempo minimo de fixacao de uma semana. Apds a desidratacao o material sera metalizado por
uma metalizadora da marca Denton Vacuum Desk Il com o intuito de tornar o material condutivo
por meio de deposicao de um metal, no caso ouro, sobre a amostra. As amostras montadas
sobre stubs, identificadas e acondicionadas em caixa apropriada para visualizacao no
microscopio eletronico de varredura modelo VEJA 3 LMU, marca Tecsan.

Analise da superficie das membranas placentarias por meio de FT- IR

A utilizacao da espectroscopia de FTIR para analise das membranas placentarias que foi
submetida a protocolos de desinfeccao/esterilizacao sera realizada atraves de um espectrometro
FTIR, operando no infravermelho proximo, com acessorio de reflexdo, varredura com 1 de
ganho para 20 scans e resolucao do espectrografo de 2 cmt sendo que sua banda espectral Util
se encontra na regiao de 4000-500 cm-.

Analise por Perfilometria Optica

Para as analises de perfilometria em superficie dos itens, serdo realizadas com o microscopio
optico interferometrico WYKO NT1100 (Veeco Instruments Inc., EUA), o qual permite a obtencéao
de imagens tridimensionais e medidas guantitativas de rugosidade com alta precisao (Figura
10). As amostras foram preparadas em triplicata, incluindo cones de GP in natura e agueles
expostos ao sistema hidrodinamico com agua ozonizada por sete minutos. A analise da
rugosidade foi realizada utilizando o método de perfil Unico.

Analise por Histologia

As amostras serao fixadas com solucao de formol 10% e em seguida passaram pelos processos
para desidratacao, diafanizacao, impregnacao e inclusao da amostra em bloco de parafina. O
material foi cortado por microtomo rotativo e corado com hematoxilina e eosina (HE). As laminas
foram visualizadas em um microscopio optico (TNB-01T, Anatomic, Brazil) e as imagens obtidas
a partir de software TCapture®

Resultados

Os resultados esperados sao que a ozonizagcao das membranas placentarias nao cause
alteracOes estruturais significativas no biomaterial, sendo que a integridade do scaffold seja
preservada para um possivel uso como curativo biologico.

Conclusoes

O presente estudo esta na fase de execucao dos protocolos experimentais. Contudo, espera-se
com o0 estudo identificar possiveis alteracdoes nas membranas placentarias decorrentes do
processo de ozonizacao.
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