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Resumo

A membrana amnidtica (MA) é a camada mais interna das membranas fetais sendo composta por
glicoproteinas, colagenos e fatores de crescimento que medeiam suas propriedades necessarias para
aplicacédo na regeneracéo dos tecidos. Um método usado para a andlise da composicdo quimica da
MA é a espectroscopia vibracional do infravermelho (FTIR). Neste contexto o objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia da técnica de secagem da MA criopreservada, para a andlise por FTIR-ATR da
integridade estrutural nas suas diferentes faces, epitelial e mesenquimal. Para isto, membranas
criopreservadas foram divididas nos grupos MA-Ar (secas a ar) e MA-Lio (liofilizadas). Em seguida
foram posicionadas no espectrofotdbmetro para a obtencdo e posterior analise dos espectros. Os
resultados apresentaram bandas caracteristicas dos componentes da MA, entretanto, observou-se
também contaminacdo por glicerol no grupo MA-Lio, associado ao meio de preservacao utilizado.
Concluiu-se que a técnica de secagem a ar apresentou maior eficicia, preservando os componentes
quimicos da MA em ambos os lados.
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Introducéo

A membrana amniotica (MA) é a camada mais interna da placenta dividida em lado epitelial e
mesenquimal e constitui-se de componentes estruturais e regenerativos Unicos em conjunto em um sé
biomaterial, como fatores de crescimento, colageno, glicoproteinas e moléculas bioativas (Leal-Marin
et al., 2021). Estes constituintes medeiam propriedades bioquimicas e bioldgicas incluindo efeitos anti-
inflamatérios, antifibréticos, antimicrobianos, antimutagénicos e baixa imunogenicidade (Arrizabalaga;
Nollert, 2018). Assim, tornando essencial a preservacao da sua integridade para manutencdo dos
efeitos terapéuticos nas aplicagfes clinicas. Considerando a complexidade estrutural e bioquimica da
MA a sua preservacdo vem sendo estudada para seu uso posterior em diferentes métodos, como a
liofilizagdo e criopreservagéo a -80°C, pois € possivel que cada método afete de diferentes formas as
propriedades, composicao e potenciais da membrana amniotica (Fénelon et al., 2021; Leal-Marin et al.,
2021).

A espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR) € uma técnica analitica baseada nas vibracdes
dos atomos de uma molécula através da radiacao infravermelha, determinando parte da energia dos
fétons que possuem frequéncias iguais as suas, nas quais as moléculas da amostra absorvem uma
certa quantidade desta radiacdo. Assim, é possivel a caracterizacdo das vibracdes por meio da andlise
do espectro formado, com o intuito de analisar a composicdo e estrutura quimica do tecido. Um dos
meétodos para a obtencao dos espectros é a FTIR com o acessério ATR (Attenuated Total Reflection),
uma aplicacgédo util para liquidos, filmes poliméricos e semissélidos. O feixe infravermelho incide em um
cristal de alto indice de refracé@o e sofre um fendmeno denominado de reflex&o interna total. Em cada
reflexdo parte da energia da luz escapa do cristal, na forma de uma onda evanescente a qual penetra
superficialmente na amostra que esta na superficie do cristal. Neste momento a intensidade da luz
refletida é atenuada, ou seja, ocorre a refletancia total atenuada. Assim, a absorcao de luz pela amostra
é traduzida no espectro infravermelho da amostra (Byrne et al., 2020; van Haaren et al., 2023).
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Desse modo, este trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia da técnica de secagem da MA
criopreservada, para a analise qualitativa em FTIR-ATR da sua composigdo e estrutura quimica, nas
diferentes faces, epitelial e mesenquimal.

Metodologia

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (protocolo n° 5.172.755). Duas placentas
humanas foram coletadas no Hospital Santa Casa de Sao José dos Campos/SP, com idade gestacional
= 39 semanas, advindos de cesarias eletivas e gestagao normal, somente apds aceite da gestante
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado) e os exames negativos para-HIV-1/2, hepatite
B e C e sifilis. Em seguida, foi armazenada em saco plastico estéril e mantido sob refrigeracdo em torno
de 10 a 15 °C até a retirada e transporte pelo pesquisador ao laboratério.

A MA foi destacada manualmente do cério materno sob condi¢cBes estéreis, lavada extensivamente
em solucao fisioldgica contendo 100 U/ml de penicilina, 100 Ug/ml de estreptomicina e anfotericina B.
Em seguida, foram separadas duas amostras de cada placenta, ambas com de 3x9 cm?2, em dois grupos
experimentais marcados de forma a possibilitar a identificacdo de seus lados, epitelial e mesenquimal:
MA-Ar, referente a secagem a ar antecedendo a obtencdo dos espectros, e MA-Lio, as quais foram
liofilizadas e colocadas em contato direto com a superficie ATR. As amostras de ambos os grupos
foram criopreservadas em meio DMEM/glicerol a -80°C.

As amostras do grupo MA-Ar foram descongeladas, lavadas em PBS 1X, sendo 5 lavagens de 5
min cada, para a retirada dos meios de preservacdo. Em seguida foram cortadas em fragmentos
circulares de 1,5 x 1,5 cm? antecedendo a secagem por jato de ar a temperatura ambiente sobre o
cristal de diamante para a obtencdo dos espectros. Ja as amostras do grupo MA-Lio foram liofilizadas
por um periodo de aproximadamente 16h, apos o descongelamento e lavagem das amostras em PBS
1X, sendo 3 lavagens de 10 min cada, para a remo¢do dos meios de preservacdo. O fragmento
liofilizado de 3x9 cm? foi entdo cortado em 4 fragmentos de 1x1 cm? os quais foram sobrepostos um
sobre o outro em cima do cristal de diamante pressionado sobre ele com uma forca de 96% para a
obtencado dos espectros de FTIR-ATR. Os espectros foram obtidos de 17 amostras de cada lado da
membrana amnidtica em cada grupo experimental, com o auxilio do equipamento Spectrum Two
acoplado a um acessoério de Refletancia Total Atenuada (ATR) de diamante/ZnSe (Perkin EImer®). Os
espectros foram coletados na regido de 4000-500 cm-1 em resolucdo de 4 cm-1. O background foi
realizado no médulo automatico do equipamento. Os espectros foram avaliados com uso do software
Origin. A suavizacéo de ruido instrumental dos espectros obtidos foi realizada utilizando-se do filtro de
Savitzky-Golay. Os polinémios de ordem 2 e janelas com 5 pontos se mostraram eficazes para remocéao
de ruidos sem alteracéo dos vales associados aos modos vibracionais.

Resultados

A analise dos espectros das amostras MA-Ar M demonstraram a presenca de picos de Amida, sendo
expressos pelos picos 3284 cm-1 (Amida A), 3068 cm-1 (Amida B), 1647 cm-1 (Amida |) e 1539 cm-1
(Amida Il). No estudo do espectro da amostra MA-Ar E foi observado a presenca de picos de Amida,
sendo representados por 3301 cm-1 (Amida A), 3082 cm-1 (Amida B), 1633 cm-1(Amida l) e 1546 cm-
1 (Amida Il) (Aksoy, 2018; Bryne, 2020). Em ambos os lados MA-Ar M e MA-Ar E foi encontrado modos
vibracionais nos picos, sendo a amida A estiramento N-H e O-H, amida B estiramento N-H, amida |
estiramento C=0 e amida Il apresentando deformacdo angular em N-H e C-N (Askoy, 2018; Bryne,
2020).

As bandas na regido de 3000 cm-1 sao dominadas pelas bandas de agua que apresentam
estiramento O-H, comum em amostras bioldgicas (Phelan et al., 2020). J& a regido de fingerprint, que
€ a area diferencial da amostra, demonstrando picos Unicos apresentada pelo espectro da amostra MA-
Ar M sendo 1454 cm-1, 1399 cm-1, 13311 cm-1, 1237 cm-1, 1159 cm-1 e 1075 cm-1. Na andlise da
mesma regido do espectro, porém da amostra MA-Ar E foram observados os picos 1454 cm-1, 1402
cm-1, 1338 cm-1, 1238 cm-1, 1204 cm-1, 1160 cm-1, 1079 cm-1 e 1033 cm-1. A regido 1454, 2853,
2923 e 2957 cm-1 encontram-se contendo estiramento entre C-H, sendo o pico 1454 cm-1 relacionado
a deformacgéo angular de CH2, a 2853 cm-1 ao estiramento simétrico de CH2, enquanto a banda 2923
cm-1 esté correlacionada a um estiramento assimétrico CH2 e a banda 2957 cm-1 relacionada ao
estiramento assimétrico CH3. (Askoy, 2018). As bandas 1237 cm-1 e 1075 cm-1 representam
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estiramento na ligagdo do composto PO-2, sendo o pico 1237 cm-1 um estiramento assimétrico desse
composto, enquanto o pico 1075 cm-1 é derivado de um estiramento simétrico (Askoy, 2018; Nishida.,
et al, 2000). A banda 1159 cm-1 apresenta estiramento C-O e estiramento assimétrico CO-O-C. Ja a
banda 1399 cm-1 é correlacionada a ligacdo C-O derivado de um estiramento simétrico COO (Aksoy,
2018).

No espectro MA-Ar E o pico 1402 cm-! apresenta estiramento simétrico de COO-, assim como na
banda 1399 cm-1 (MA-Ar M), e no pico 1160 cm-! (MA-Ar E) estiramentos assimétrico CO-O-C, da
mesma forma que a banda 1159 cm-1 (MA-Ar M). O pico 1338 cm-t (MA-Ar E) apresenta estiramento
C-N e N-H da amida Ill, assim como o pico 1311 cm-1 (MA-Ar M) (Belbachir, 2009).

No espectro MA-Ar M encontra-se um pico Unico que nao esta localizado no lado epitelial, expresso
em 1743 cm-1 que apresenta estiramento C=0 (Askoy, 2018). Assim como no espectro MA-Ar E
apresentou dois picos divergentes, sendo eles, 1204 cm-1 atribuido a Amida Ill, que resulta do
estiramento C-N e da deformacdo angular N-H. (Grdadolnik, 2002), e 0 1033 cm-1 que apresenta
estiramento C-O-C (Chonanant, Chirapond et al. 2011).

Analisando os espectros das amostra MA-Lio E e MA-Lio M também foi possivel observar os picos
de Amida, sendo no grupo MA-Lio M expressos por 3280 cm-1 (Amida A), 3077 cm -1 (Amida B ), 1646
cm-1 (Amida I) e 1543 cm-1 (Amida Il), e no grupo MA-Lio E 3280 cm-1 (Amida A), 3081 cm -1 (Amida
B), 1647 cm-1 (Amida I) e 1542 cm-1 (Amida Il) , apresentando os mesmos estiramentos expressos
nos grupos MA-Ar M e E.

Figura 1- Resultado dos espectros dos grupos MA-Ar e MA-Lio
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Fonte: Autores, 2025

Na amostra do grupo MA-Lio E (Figura 1- D) também foram identificadas bandas que se
correlacionam com as amostras do grupo MA-Ar E em picos parecidos, sendo eles, 2922 cm-1, 2852
cm-t, 1451 cm-1, 1400 cm-t, 1315 cm-1, 1236 cm-1, com excec¢éo do pico 1039 cm-! (Figura 1-D), que
representa a contaminacéo por glicerol advindo do meio de criopreservagdo. Na amostra do grupo MA-
Lio M os picos também se relacionam com as amostras do grupo MA-Ar M, sendo expressas em 2956
cm-1, 2920 cm-1, 2851 cm-1, 1720 cm-1, 1454 cm-1, 1398 cm-1, 1300 cm-1, 1240 cm-1, 1171 cm-1,
com excecado da contaminacao do glicerol marcada pelo pico 1050 cm-* (Figura 1- B).

Discusséo
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Para avaliar a composicéo quimica e estrutural da MA utilizando a técnica de FTIR-ATR, o presente
estudo analisou as variacdes espectrais que podem ser causadas por diferentes métodos de secagem
da MA antecedendo o momento da obtencdo dos espectros, analisando sua composicdo por uma
analise qualitativa e, a fim de analisar os grupos espectrais e replicabilidade metodoldgica.

Independentemente do tipo de amostra, a andlise espectroscépica no infravermelho de materiais
biolégicos apresenta desafios comuns. Como a agua é um componente essencial dessas amostras e
apresenta forte absorcao na regido do infravermelho médio, é indispensavel remové-la completamente
antes do inicio das analises (Al-Kelani; Buthelezi, 2024). Para isso, as amostras secas ao ar ou sob
fluxo de N, devem estar totalmente desidratadas antes da aquisicdo dos espectros. No entanto, nem
sempre é simples determinar se a amostra esta efetivamente seca. Assim, a inspegdo dos espectros
durante a secagem, como no presente estudo, sobretudo quando se utiliza ATR com a amostra
posicionada sobre o cristal, pode auxiliar na verificacdo da presenca residual de agua ou da completa
secagem do material (Al-Kelani; Buthelezi, 2024).

Em amostras bioldgicas, os compostos que apresentam mais interacdo com a radiacao
infravermelha, sdo as proteinas, gerando bandas vibracionais de amidas (Byrne et al., 2020). No
presente estudo, as proteinas representadas pela amida |, amida Il, amida A e amida B sédo encontradas
em ambos os lados, epitelial e mesenquimal da MA-Ar, assim como na MA-Lio. Essas bandas podem
estar associadas a presenca de coldgeno e multiplos fatores de crescimento contidos na composi¢céo
da MA que desempenham papéis fundamentais em processos bioldégicos como cicatrizagéo de feridas,
apoptose, angiogénese, atividade antifibrotica e regeneracdo de tecidos (Arki et al., 2023).

Ao comparar 0s espectros dos grupos MA-Ar E e MA-Ar M é possivel observar que as bandas das
proteinas aparentam ter maior intensidade no lado epitelial se comparado ao mesenquimal. O estudo
realizado por Fathi; Miki, (2021) demonstrou que o lado epitelial apresenta atividade secretora de
proteinas. O lado epitelial contém as células epiteliais amnidticas que possuem muitas microvilosidades
em sua superficie apical, as quais estdo associadas a funcao secretora ativa e fungdes de transporte
intra e transcelular (Mamede et al., 2012). Ja o lado mesenquimal possui uma estrutura composta
predominantemente por fibras colégenas tipo lll, fibras reticulares, glicoproteinas hidratadas e
glicoproteinas) (Arki et al., 2023).

O colageno é um dos compostos encontrados em abundéancia na composicdo da MA, sendo
subdividido nos tipos I, 111, IV e V (Niknejad et al., 2008). Segundo Belbachir et al. (2009), os coladgenos
dotipo I, lll, IV, e V apresentam espectros no FTIR idénticos, tendo a presenca das bandas de amida |
e amida Il, da banda 1454 cm ! expressa na MA-Ar E e M e na amostra MA-Lio M, 1240 cm! na MA-
Lio M e o pico 1079 cm? aparecendo na amostra MA-Ar E. A membrana basal que mantém a
integridade da MA, ao mesmo tempo que fornece uma barreira permeavel para macromoléculas contém
em sua composic¢ao colageno tipo Ill, IV e V e proteoglicanos como actina, a-actinina e espectrina.

Os Peptideos sdo biomoléculas formadas por cadeias de aminoacidos unidos por ligacbes
peptidicas, que sdo mais curtas que as proteinas. Ja os polipeptideos possuem a mesma composi¢ao
gue os peptideos, sendo os blocos de construcdo das proteinas. A membrana amniética possui em sua
composicao principal uma cadeia polipeptidica de colageno, laminina, fibronectina e elastina
entrelagada com cadeias polissacaridicas de glicosaminoglicano (Milyudin et al., 2023).

As glicoproteinas sdo proteinas conjugadas que possuem uma ou mais cadeias laterais curtas e
irregulares de heterossacarideos ligadas covalentemente a cadeia polipeptidica. O conteudo de
carboidratos € geralmente menor do que em proteoglicanos (Cole et al., 1988). Sdo componentes de
membranas celulares, matrizes intercelulares e fluidos extracelulares, como o plasma (Bhagavan; Ha,
2011). As glicoproteinas nao colagenas contidas na MA sdo a laminina, fibronectina e nidogénio
(Arrizabalaga; Nollert, 2018). A laminina representa a principal glicoproteina das membranas basais e
uma fina matriz extracelular que promove crescimento e proliferacéo celular (Milyudin et al., 2023).

Os (glicolipideos sédo biomoléculas formadas pela unido de um carboidrato, (ex. glicose), e a
galactose e um lipidio, (ex. acidos graxos e ceramidas), sendo predominantes na monocamada externa
da membrana plasmatica das células. Suas principais func¢des incluem a protecdo estrutural,
estabilizacdo celular e participacdo no reconhecimento e adesdo celular. Os Acidos graxos
sdo componentes essenciais dos lipideos com longas cadeias carbdnicas saturadas ou insaturadas.
Eles funcionam como reserva de energia e séo cruciais para a formac¢do das membranas celulares,
ajudando no transporte de vitaminas lipossolluveis e desempenhando papel na resposta imunoldgica.
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Sendo assim, tanto os glicolipidios, quantos os acidos graxos obtidos no espectro da MA podem ser
associados as células epiteliais e mesenquimais presentes em seu arcabougo (Arki et al., 2023).

Um estudo avaliando a MA in natura (Skopinska-Wisniewska et al., 2023) por FTIR demonstrou
bandas referentes as amidas | (1631 cm-1) amida, Il (1548 cm-1), A (3298 cm-1), B (3092 cm-1), e
colageno, expresso em 1631cm-1, regido que coincide com a amida |, dados esses, que corroboram
com o presente estudo. Leal-Marin et al., (2021), aponta que a MA possui moléculas bioativas. Em
nosso estudo estas podem ser encontradas nas bandas 1238 cm-! e 1079 cm-%, que representam
estiramentos relacionados ao composto PO~ (Aksoy et al.,2018). Dessa forma, segundo 0s espectros
de ambos os lados da membrana é possivel dizer que os picos 1237 cm-1 (MA-Ar M), 1238 cm-1 (MA-
Ar E), 1075 cm-* (MA-Ar M) e 1079 cm-t (MA-Ar E) estdo relacionados ao PO, com contribui¢cdo de
fosfolipidios e acidos nucleicos (Askoy, 2018).

Biopolimeros derivados da membrana amniética apresentam vantagens em relagdo aos materiais
sintéticos, pois juntamente com uma estrutura bidimensonal especifica, possuem propriedades
biologicamente ativas. A MA é considerada um biopolimero de escolha na medicina regenerativa,
podendo ser conservada e desidratada pela técnica de liofilizacdo (Milyudin et al, 2023). Estudos
mostram, que apesar da criopreservacdo a -80°C no meio DMEM glicerol apresentar ser um método
valido para a preservacado da MA (Rodriguez-Ares et al., 2009). Milyudin et al. (2023) mostraram que a
presenca do composto glicerol em amostra liofilizada pode causar danos significativos as estruturas
celulares e destruicdo da camada epitelial e da membrana basal. Em nosso estudo o espectro das
amostras dos grupos MA-Lio E e MA-Lio M apresentou um pico Unico, 1039 cm-! no lado epitelial e
1050 cm-t no lado mesenquimal, achado que corresponde a contaminacao por glicerol, encontrado no
meio de criopreservacao, e referente a banda 1028 cm-! (Custddio et al., 2022). A contaminacédo pelo
glicerol pode ter tido contribuigdo para encobrir o espectro real da MA. A dificuldade para retirada do
glicerol das amostras MA-Lio pode estar relacionada a lavagem realizada em cada grupo, a maior troca
de PBS 1X com menor tempo de lavagem realizado em MA-Ar foi mais eficaz que as 3 lavagens de 10
min cada realizado no grupo MA-Lio.

Segundo Moraes et al., (2021) o método de preservacdo da MA através da técnica de
criopreservacao a -80°C é eficaz, e garante que as fibras de colageno | e lll permanecam integras. O
estudo de Rodriguez-Ares et al. (2009) avalia os efeitos que a criopreservacao e liofilizacdo podem
gerar na MA, considerando os fatores de crescimento que a compdem, relatam que apesar da
liofilizacdo manter as caracteristicas morfolégicas da MA com minimas alteracfes, a dosagem total de
proteinas e fatores de crescimento apresentam niveis menores quando comparadas com as MA
criopreservada a -80°. Na andlise visual dos espectros desse estudo, a MA-Lio M e MA-Lio E
apresentaram intensidade de leitura inferior quando comparado a MA-Ar M e MA-Ar E.

Conclusao

A técnica de secagem a ar para a analise da MA criopreservada por FTIR-ATR apresentou maior
eficacia do que a secagem por liofilizagdo, uma vez que a liofilizagdo impediu a remocgao de todo o
glicerol do meio de preservacéo e influenciou negativamente a integridade estrutural dos componentes
da membrana amniética. De acordo com as analises qualitativas dos grupos espectrais, para a
conclusédo da preservacao dos componentes quimicos da membrana e a quantidade deles é necessario
realizar uma analise quantitativa.
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