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RESUMO

A Membrana Amniética Humana (MAH) € uma pelicula fina, sendo a mais interna das
membranas fetais e geralmente é descartada apos o parto. Para uso clinico, a MAH
precisa ser devidamente processada com técnicas adequadas de
desinfeccaol/esterilizacdo e em alguns casos deve ser submetido ao processo de
desepitelizacdo. O objetivo deste estudo preliminar foi avaliar se o sistema com agua
ozonizada e ultrassom causa desepitelizacédo da MAH. O protocolo do experimento foi
realizado em quatro etapas. A primeira etapa foi realizada para determinar o tempo
do experimento. Na segunda etapa, uma MAH foi incluida e dividida em quatro grupos
de amostras em triplicata, sendo controle/in natura (IN), processada com ultrassom
em meio liquido (US), processada com 4gua ozonizada (O3) e processada com agua
ozonizada combinada com ultrassom (US_03). Para confirmar os resultados, a
terceira etapa foi realizada com uma MAH, seguindo 0s mesmos passos da segunda
etapa. A quarta e Ultima etapa foi realizada apds andlise dos resultados da terceira
etapa, analise histolégica foi realizada para verificar se os efeitos do gas Oz eram
semelhantes aos do gas Os. O sistema foi ativado, e foi realizada ozonizagao prévia
de 10 min, que atingiu um nivel de concentracdo de ozénio de 3,0 mg/L. As amostras
foram submersas e posicionadas no reservatério e processadas separadamente por
55 min. As propriedades fisico-quimicas foram analisadas por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier e morfologia com histologia e microscopia
eletrbnica de varredura. Os espectros das amostras exibiram similaridade, no entanto,
mudancas sutis podem ser destacadas, como mudancas suaves de banda e
mudancas de intensidade. A morfologia indicou que o ultrassom atingiu uma
desepitelizacdo mais eficiente da MAH em comparacéo ao ultrassom combinado com
agua ozonizada e agua ozonizada sozinha. Uma hipétese plausivel para esta
observagéo é que a cavitagdo representa o mecanismo primario responsavel pela
desepitelizacdo. Quando o ultrassom é combinado com ozénio, as bolhas geradas
pelo gas ozonio reduzem o efeito da cavitacdo. O presente estudo é pioneiro, pois
demonstra que o sistema com ultrassom é capaz de desepitelizar eficientemente o
MAH.

Palavras-chave: Amnio; Membrana Amniética Humana; Desepiteliza¢do; Ozonio;

Ultrassom; Biomateriais; Engenharia de Tecidos.



TECHNIQUE FOR DE-EPITHELIZING THE HUMAN AMNIOTIC MEMBRANE
USING ULTRASOUND AND OZONIZED WATER IN DYNAMIC FLUID
ABSTRACT

The Human Amniotic Membrane (HAM) is a thin film, which is the innermost of the fetal
membranes and is usually discarded after delivery. For clinical use, HAM needs to be
properly processed with appropriate disinfection/sterilization techniques and in some
cases must be subjected to the de-epithelialization process. This study aimed to
evaluate if a system involving ozonated water and ultrasound causes de-epithelization
of the Human Amniotic Membrane (HAM). The experiment protocol was carried out in
four stages. Stage | was carried out to determine the time of the experiment. Stage I
comprised the first experiment, involving four groups of samples studied in triplicate:
control/natural (IN), processed with ultrasound in a liquid medium (US), processed with
ozonated water (O3), and processed with ozonated water combined with ultrasound
(US_03). Stage lll stage was performed to confirm the results, following the same
steps present in stage Il. Stage IV involved the use of oxygen to confirm the hypothesis.
Histological analysis was carried out to verify whether the effects of O2 were similar to
those of Os. The system was activated, and ozonation was carried out for 10 min, as
used in the previous experiment, which reached an ozone concentration level of 3.0
mg/L. The samples were submerged and positioned in the reservoir and processed
separately for 55 min. The physical-chemical properties were assessed using Fourier
transform infrared spectroscopy, and the morphology was examined using histology
and scanning electron microscopy. The spectra of the samples exhibited similarities;
however, subtle changes were highlighted, such as smooth band shifts and intensity
changes. The morphology indicated that ultrasound achieved more efficient HAM de-
epithelialization compared to ultrasound combined with ozonated water and ozonated
water alone. One plausible hypothesis for this observation is that cavitation represents
the primary mechanism responsible for de-epithelialization. When ultrasound is
combined with ozone, the bubbles generated by ozone gas reduce the cavitation
effect. This study is pioneering as it demonstrates an ultrasound system ultrasound

capable of the efficient de-epithelialization of the HAM.

Keywords: Amnion; Human Amniotic Membrane; De-epithelization; Ozone;

Ultrasound; Biomaterials; Tissue Engineering.
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1. INTRODUCAO

A Membrana Amniética Humana (MAH) é uma pelicula fina, a qual representa
a mais interna das membranas fetais e geralmente é descartada ap0s o parto
(Dadkhah Tehrani et al., 2021). Este material € constituido a partir de trés camadas
histol6gicas: a epitelial, membrana basal e estroma, composto por fibroblastos e
colageno, também chamado de estroma (Mamede et al., 2012).

A MAH apresenta em sua composicdo fibronectina, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, lamininas, colageno tipo I, I, IV, V, VI e VII, bem como
fibroblastos e células-tronco pluripotentes em sua estrutura, que auxiliam no
crescimento e reparo tecidual (Dcunha et al., 2022). Em relacdo a participacdo da
MAH no processo de imunomodulacdo da inflamagcdo, o seu efeito tem sido
relacionado a presenca de interleucinas (IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10) e fatores de
crescimento (Munoz-Torres et al., 2023).

Nos ultimos anos a aplicabilidade clinica da MAH tem sido fortemente estudada
no campo da engenharia de tecidos. Devido a sua caracterizacdo morfologica,
bioquimica e respostas terapéuticas, despertando interesse de cientistas e
engenheiros de biomateriais mundialmente (Zhang et al., 2023).

A MAH é tipicamente utilizada no processo de cicatrizacdo e reducao da dor
em feridas (Vaheb et al., 2020). Um estudo recente realizado por Fitriani et al., (2023),
apresenta relatos de seu uso no desenvolvimento de biomateriais para correcao de
alteracbes dérmicas, na formacdo de tecido vivo para administracdo de
medicamentos, no tratamento de epidermdlise bolhosa, na reconstituicdo da uretra,
regeneracdo em casos de calcifilaxia e cicatrizacdo de tenddes. Adicionalmente,
existem evidéncias promissoras do seu uso em cirurgia oftalmolégica, cardiaca e do
figado (Doudi et al., 2022), regeneragéo 6ssea (Etchebarne et al., 2021) e terapia do
cancer (Jahanafrooz et al., 2023).

Para uso clinico, a MAH precisa ser devidamente processada com técnicas
adequadas de desinfeccao/esterilizacdo para remocao de possiveis patégenos (Leal-
Marin et al., 2021), que na maioria das vezes rompem as cadeias de polipeptidio,
comprometendo a integridade e a funcdo da membrana (Tzaphlidou, 2002).
Posteriormente, este material deve ser preservado por criopreservacao,

congelamento a seco, secagem ao ar e em alguns casos deve ser submetido ao
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processo de desepitelizacdo. O uso da membrana desepitelizada promove maiores
taxas de proliferacédo e diferenciacao celular (Leal-Marin et al., 2021). Para algumas
aplicacbes, como na area oftalmoldgica, a desepitelizacdo da MAH € um passo
fundamental do seu processamento (Munoz-Torres et al., 2023; Mao et al., 2023).

O processo de desepitelizacdo pode ser realizado com o uso de tripsina que,
por sua vez, rompem as ligacbes peptidicas das proteinas ou com dispase; ambas
causam a completa remoc¢éo do epitélio e da membrana basal (Melo, et al., 2007,
Echarte et al., 2022). Outro método bastante utilizado neste processo € a partir da
utilizacdo do Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (Ethylenediamine Tetraacetic Acid -
EDTA), que mantém areas com epitélio intacto e destréi parcialmente a membrana
basal (Melo, et al., 2007). Além disso, protocolos livres de detergente, ou a utilizacdo
de detergentes nao ionicos, como o Triton X-100, podem ser efetivamente utilizados
para a desepitelizacdo da MAH (Ashouri et al., 2022; Niknejad et al., 2008).

Awoyama et al., (2022), conduziram uma pesquisa em que foi empregado um
sistema hidrodindmico desenvolvido com agua ozonizada para desinfectar MAH. Os
dados revelaram que além de desinfectar eficientemente o biomaterial, um periodo de
15 min de ozonizacéao (5,85 mg/cm?) foi suficiente para provocar pequenas alteracdes
morfolégicas na camada epitelial cubica, sem alteracdes significativas no scaffold da
MAH, sendo assim, a utilizacdo desta técnica tem potencial promissor para ser
empregada na desepitelizacdo de MAH.

O gas o0zbnio (O3) é a forma alotropica do Oxigénio (O2) e possui um grande
potencial como agente oxidante. Quando o gas é dissolvido na agua as ligacGes da
molécula de O3 sdo quebradas e, séo geradas Espécies Reativas de Oxigénio (EROs),
gue reagem com compostos organicos e inorganicos (Egorova et al., 2015; Bayarri et
al., 2021; Passos et al., 2014; Cai et al., 2023). Quando utilizado estado gasoso no
tecido epitelial, é visto que o Osaltera a estrutura da membrana das células (Albright;
Guttenberg; Tighe, 2022). Um fato importante, que favorece a interacao do O3 com a
MAH, é que os processos de oxidacdo ndo rompem as ligacbes entre 0S grupos
amidas das proteinas (Cataldo, 2006).

Atualmente, assim como o Os, 0 ultrassom tem sido utilizado no processamento
de materiais bioldgicos, devido a geracdo de peroxido de hidrogénio (H202) e EROs,
como HO e HO2, que agem na degradagdo e inativacdo de microrganismos

(Matafonova; Batoev, 2020). Os efeitos apresentados ocorrem devido ao mecanismo
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do ultrassom na agua. Uma corrente elétrica, sob condicdo alternada com uma
frequéncia ciclica atuando em um cristal piezelétrico, gera ondas mecanicas (He et
al., 2022). Por meio da propagacao das ondas sonoras, ocorre um efeito chamado de
cavitacao (Li, Zou, Qin, 2022), que gera microbolhas que colapsam em altas pressoes
e temperatura, esta tem a capacidade funcional de atuar nos tecidos, causando o
aumento da permeabilidade da membrana celular (Chowdhury et al., 2020),
principalmente em células endoteliais (Karthikesh, Yang, 2021). Em contraste, a acao
do ultrassom de baixa frequéncia (24-40 kHz) possibilita a remocao de elementos
sanguineos e desepitelizacdo da MAH (Milyudin et al., 2023).

Motivados pelas pequenas alteracdes morfologicas que o uso de agua
ozonizada causa na camada epitelial observadas por Awoyama et al., (2022) e pelo
potencial do ultrassom em termos de desepitelizagdo da MAH mostrado por (Milyudin
et al., 2023), este estudo utilizou o sistema desenvolvido por Heinzelmann et al.,
(2024), em que as técnicas podem ser usadas separadamente ou combinadas. As
propriedades bioquimicas foram avaliadas por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy-FT-IR) e as
estruturas morfologicas por histologia e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

de alta resolu¢cdo com emissdo de campo (Field Emission Gun - FEG).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

¢ Avaliar se a agua ozonizada e ultrassom causa desepitelizacdo da MAH.

2.2 Objetivos Especificos
+ Caracterizar a composicao, estruturas e superficie da Membrana Amniotica
Humana utilizando as técnicas FT-IR, histologia e MEV-FEG.
¢ Analisar a composicao, estrutura e superficie da MAH apds processamento

com agua ozonizada e ultrassom combinados e isolados.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

A MAH é composta por tecido extraembrionario, com uma face fetal,
denominada de placa coribnica com superficie lisa e brilhante, anatomicamente volta-
se para a cavidade uterina e outra face materna definida de deciduas (Sapte et al.,
2017).

A MAH desempenha um papel fundamental no desenvolvimento embrionario,
fornecendo um ambiente protegido para o feto em desenvolvimento. A MAH se origina
a partir da cavidade amniética, que é uma expansao do saco vitelinico embrionario. A
medida que o embri&do se desenvolve, o amnio envolve o feto, formando uma cavidade
amnidtica preenchida de liquido amniético, que fornece prote¢cdo mecénica, regulacao
da temperatura e ambiente hidratado para o desenvolvimento fetal (Moore et al.,
2016).

Além de envolver o feto, a MAH desempenha um papel crucial na protecao
contra infeccdes e lesbes mecanicas durante o desenvolvimento fetal. A presenca de
uma membrana intacta é vital para garantir o crescimento e o desenvolvimento
adequado do feto, uma vez que ela atua como uma barreira fisica e imunolégica contra
potenciais patdgenos, devido a sua constituicdo (Barros, 2015).

Apés o parto, a MAH é descartada, contudo, devido as suas propriedades
bioguimicas e mecanica, apresenta resultados promissores para utilizacdo clinica. A
MAH apresenta células-tronco e matriz extracelular, € rica em componentes como
colageno, além da presenca de fatores de crescimento, citocinas e proteinas
antimicrobianas (Mamede et al., 2012).

Tradicionalmente, a MAH é utilizada na reconstituicdo da pele em casos de
lesdo e de cornea, contudo, caminha para novas aplicacdes, como distribuicdo de
medicamentos, inje¢cbes, em poO, regeneracdo muscular, cartilagens e tenddes
(Elkhenany et al., 2022) e em gotas na oftalmologia (Lacorzana, 2020). Se destaca
ainda por outras aplicacbes clinicas, incluindo reparo cardiaco, reconstrucao
neurolégica, remodelacdo 6ssea e regeneracdo hepatica (Hua; Zhou, 2009).

As células-tronco derivadas de MAH, distingue-se em células-tronco
mesenquimais amnibticas humanas, células-tronco epiteliais amniéticas humanas e

devido as suas respostas clinicas, mostram vantagens significativas sobre outras
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células-tronco, o que € promissor para a terapia celular em varias doencas (Liu et al.,
2021).

A matriz extracelular da MAH exibe uma caracteristica estrutural em forma de
um andaime (scaffold), o que € favoravel para o reparo tecidual e ainda pelos varios
tipos de proteinas nela existente, como colagenos, lamininas e fibronectinas, que faz
com que as células mesenquimais se fixem a matriz (Farhadihosseinabadi et al.,
2018).

3.2 MORFOLOGIA E DESEPITELIZACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA

A Figura 1 mostra uma representacao esquematica da MAH, onde é possivel
observar suas trés camadas estruturais: camada de epitelial, membrana basal e
estroma, esta ultima formada pela camada compacta, de fibroblastos e esponjosa
(Milyudin et al., 2023).

Camada Epitelial

¢t ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

® Camada de
Fibroblastos
— Estroma

Z ~.
Camada
Esponjosa B

Figura 1. Representacao das camadas da Membrana Amnigtica Humana.

Fonte: Propria do autor.
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As células epiteliais da MAH estéo localizadas no amnio placentéario do feto (Ji;
Yang, 2022) e sua morfologia viria conforme a sua localizacdo. Na porcao central da
MAH as células séo principalmente cuboides, com a presenca de microvilosidades
curtas e espessas projetando-se para o liquido amnioético. Nas areas intermediarias,
as células diferem-se em cupula, com grande quantidade de microvilos na borda basal
(em comparacédo a area central). Nas areas periféricas, as células apresentam-se em
formato colunar com microvilosidades longas e finas. Ja as &reas refletidas, dispde-
se de células em forma de cupula com microvilosidades achatadas (Basile et al.,
2023).

Interposta a camada epitelial, a membrana basal apresenta caracteristicas
singulares com a capacidade de manter uma barreira semipermeavel, controlando o
fluxo de substancias entre o liquido amniético e a camada subjacente. Durante a
gestacao, essa caracteristica € essencial para a homeostase fetal, uma vez que regula
a difusdo de nutrientes e metabdlitos, além de proteger o feto contra patdégenos
internos e externos (Hilmy; Yusof, 2017).

A membrana basal é uma fina camada avascular que atua como a interface
primordial entre o epitélio e as camadas subjacentes (Doudi et al., 2022). E composta
por colageno do tipo Ill, V, IV e VII, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e elastina,
conferindo-lhe caracteristicas de forca e permeabilidade seletiva. Além disso, possui
um conjunto Unico de proteinas de ancoragem, incluindo laminina (I e V) e fibronectina,
gue desempenham um papel crucial na manutencdo da integridade e funcédo da
membrana (Iranpour et al., 2018).

As camadas subjacentes, também conhecidas como estroma, sédo formadas
pela camada compacta de caracteristica fina e resistente pela presenca de colageno
tipo I, lll, V e VI e fibronectina; a camada de fibroblastos, que contém colageno tipo |,
lll, e VI, lamina, fibronectina e células de Hoffbauer; ja a camada esponjosa
encontra-se disposta em uma rede de fibrilas e muco, constituida por colageno tipo |
e Il e ao nivel topografico esta em contato com a corion e, devido a sua caracteristica
viscoelastica, age na protecdo contra traumas mecanicos na MAH (Hilmy; Yusof,
2017).
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3.2.1 Desepitelizacdo da Membrana Amniética Humana

O processo de desepitelizacdo € a remocéo da camada de células epiteliais da
MAH. Ainda ndo é exatamente definido na literatura as implicagbes da remocédo da
camada epitelial (Riau et al., 2010). Contudo, é comumente realizado para aplicacdes
na oftalmologia (Melo et al., 2007), reparo do sistema nervoso periférico (Yilmaz et al.,
2023), na regeneracdo Ossea (Miller; Korn; Miller, 2021) e desenvolvimento de
enxertos na engenharia de tecidos (John et al., 2019).

Tradicionalmente séo utilizados métodos quimicos para a desepitelizacdo. O
método que proporciona uma retirada por completo da camada epitelial € o com
dispase e tripsina (Melo et al., 2007), que acarreta um afrouxamento do tecido
conjuntivo mesenquimal (John et al., 2019). Ja o EDTA, ndo remove e epitélio por
completo e ainda altera a estrutura da membrana basal. Adicionalmente, os trés
métodos apresentados, necessitam de uma intervencdo mecanica para a
desepitelizacdo (Melo et al., 2007).

Destaca-se ainda, os métodos utilizando ureia, etanol, termolisina, tampao
hipoténico, dodecil sulfato de sodio e nuclease. Contudo, estes diferentes métodos
apresentam modificacbes estruturais e bioldgicas na MAH (Ferenczy; Souza, 2020).
Alguns métodos, além de comprometer a membrana sdo demorados e de custo
elevado (Bandeira et al., 2019). Destacando que um método eficiente seria aquele que

mantivesse a matriz extracelular da membrana intacta (Ferenczy; Souza, 2020).

3.3 0ZONIO

Os primeiros relatos de O3 datam de 1770, quando Priestley (Inglaterra) e
Scheele (Suécia) iniciaram estudos sobre as propriedades do ar, realizando a
separacao deste em duas partes distintas. Em 1776, Lavoisier identificou o gas como
oxigénio (O2). Em 1785, Van Marurn conduziu experimentos nos quais faiscas
elétricas foram emitidas em presenca de Oz, resultando em um odor caracteristico e
uma forte reagdo com o mercurio. Em 1840, Christian Friedrich Schonbein identificou
que o odor néo era derivado da eletricidade, mas sim da substancia resultante do
processo elétrico, definindo-a como Os (Stolarski 2001).

O o0zbnio (O3) é formado quando uma molécula de O, é dissociada, ou seja,
dividida em dois atomos de oxigénio individuais (O), por meio de um processo que

envolve a quebra da ligacdo dupla covalente entre os atomos. Esses atomos de
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oxigénio isolados, que sdo altamente reativos, podem se combinar com uma molécula
de O, para formar O;. O resultado € uma molécula de o0zbnio, que possui uma
estrutura trigonal, onde um dos atomos de oxigénio esta ligado a outros dois atomos
de oxigénio por ligacdes covalentes. Essas ligagdes resultam em uma molécula com
caracteristicas distintas, como alta reatividade e instabilidade, que tornam o O; um
forte agente oxidante (Bocci, 2005).

A reacdo do Oz com a agua (H,O) ocorre em varias condi¢cdes, mas uma das
interacdes principais € a formacdo de radicais hidroxila (OH), especialmente em
solugbes aquosas. O 0zbnio, sendo uma molécula altamente reativa e oxidante, reage
com a agua em um processo que pode envolver a decomposi¢do do Os;. Em meio
aquoso, o ozbnio pode se decompor O, e gerar OH, uma espécie quimica
extremamente reativa que é capaz de oxidar uma ampla variedade de compostos. A
equacao geral que descreve esse processo é: Oz + H,O — O, + 2 OH. Esses radicais
hidroxila formados s&o importantes em diversas reacdes quimicas, pois Sao
poderosos agentes de oxidacdo, capazes de degradar substéncias organicas e
inorganicas de maneira eficiente (MAHmoud; Freire, 2007; Wang et al., 2022).

Devido a alta capacidade de reagir com outras sustancias, o Oz € uma molécula
com varias aplicabilidades (Romary et al., 2023). Como na desinfec¢ao de superficies
de materiais hospitalares (Abinaya; Muthu Kumar; Ahila, 2018; Smith et al., 2017).

Ja no tecido epitelial, é possivel perceber que o O3z em estado gasoso gera
efeitos diretos na permeabilidade epitelial (Albright; Guttenberg; Tighe, 2022), assim
como apoptose das células (Murphy, et al., 2014; Romary, et al. 2023).

Devido a acdo do O; no tecido epitelial, € possivel perceber alteracdes
estruturais nas células, como observado no estudo de Awoyama et al. (2022), o que
torna o meétodo promissor para a Engenharia Biomédica. Uma vez que a agua
ozonizada exerce efeito citotoxico nas células epiteliais (Huth et al., 2006), essas
alteracdes podem ter implicacdes importantes na manipulacéo de tecidos biologicos.
Contudo, vale ressaltar que mesmo com as alteracdes epiteliais, 0 Oz ndo rompe as

ligacdes amidas das proteinas, conforme descrito por Cataldo (2006).

3.4 ULTRASSOM
A descoberta do efeito piezoelétrico € um marco fundamental na histéria da
ciéncia e da tecnologia. Em meados do século XVIII, os cientistas Pierre e Jacques

21



Curie observaram que determinados cristais, como 0 quartzo, geravam uma tensao
elétrica quando submetidos a pressdo mecanica. Este fendbmeno, conhecido como
efeito piezoelétrico, abriu portas para inimeras aplicacbes em diversos campos,
incluindo, a tecnologia de ultrassom. O efeito piezoelétrico é a base fundamental dos
transdutores no ultrassom, permitindo a conversao de pulsos elétricos em ondas
sonoras e vice-versa, de alta frequéncia, estdo além do alcance da audicdo humana,
acima de 20 kHz (McCarus; Parnell, 2019).

Quando uma corrente elétrica alternada € aplicada a um transdutor
piezoelétrico, ele entra em vibragcéo, gerando ondas acusticas na mesma frequéncia
com relacdo a corrente elétrica aplicada ao transdutor. A propagacdo dessas ondas
no meio é regida por principios de acustica, incluindo velocidade, frequéncia e
atenuacdo. A velocidade de propagacdo das ondas ultrassonicas depende das
caracteristicas do meio de propagacao (He et al., 2022).

No meio liquido ocorre o processo de cavitacdo, caracterizado pela formacéo,
crescimento e colapso de microbolhas devido a variacdo da pressao local. A cavitacdo
€ desencadeada pelo intenso ciclo de compressao e rarefacdo das ondas sonoras.
Quando uma onda de pressao negativa provoca a expansao local do liquido, bolhas
de vapor ou gas podem se formar, e quando a presséo se torna positiva novamente,
essas bolhas colapsam rapidamente, gerando intensas forcas de cavitacdo. Assim as
ondas mecanicas geram um efeito vibracional, que favorecem a remocao de material
sedimentado em superficies em geral (Li, Zou, Qin, 2022).

A propagacdo das ondas acusticas e a cavitacdo, provocam alteracfes de
pressdo e assim a formacao de microbolhas que no seu interior sédo gerados radicais
O (4tomos de oxigénio), radicais OH. Estas, aumentam até implodirem. Como
resultado, em microssegundos, ocorre um aumento da temperatura cerca de 6.500 K
e aumento da presséo (Yasui, 2022).

As microbolhas, decorrentes da cavitagdo aumenta eficientemente a
permeabilidade da membrana celular, que ocorre pela criagdo temporaria de poros
nas membranas celulares por um fenémeno chamado sonoporacao (Chowdhury, et
al.; 2020; Wen, et al.; 2023), que ocorre facilmente nas células endoteliais (Karthikesh,
Yang, 2021).

E demostrado que o ultrassom causa ruptura tecidual (Teenan et al.; 2022). A

MAH, quando exposta ao ultrassom de baixa frequéncia, leva a destruicdo completa
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das estruturas celulares, com uma desepitelizacdo significativa com uma leve
descamacao da membrana basal (Milyudin et al., 2023).

Uma pesquisa que empregou um sistema hidrodindmico utilizando &agua
ozonizada e ultrassom revelou resultados promissores na eliminacao de biofilme da
superficie de instrumentos. A acdo hidrodinamica do sistema, combinada com a
propagacdo de ondas acusticas e cavitacdo geradas pelo ultrassom, facilitou a
remoc¢do de microrganismos da superficie. Além disso, a presenc¢a de agua corrente

ozonizada contribuiu para a oxidagdo da matéria organica (Heinzelmann, 2024).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS LEGAIS

A presente pesquisa trata-se de um estudo experimental in vitro e comparativo.
O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi com o parecer n°
3.984.423, CAAE: 289370020.0.0000.5492, aprovou a realizacdo do estudo. Que
seguiu todas as determinag¢@es instituidas na Resolucao da Diretoria Colegiada n.190,
de 19 de julho de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que Determina
Normas Técnicas para o funcionamento dos bancos de sangue de corddo umbilical e

placentario (Brasil 2003).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta da membrana foi realizada na Santa Casa de Misericordia de
Pindamonhangaba, Sao Paulo, Brasil. Quatro MAH foram coletadas, uma para cada
etapa do estudo. As MAH eram frescas obtidas assepticamente a partir de cesarianas
de doadoras soronegativas (sifilis, hepatite B, toxoplasmose, HIV) com intervalo de
idade entre 28 e 30 anos, doadas de forma voluntaria para a pesquisa ap6s assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE.

O material foi acondicionado em um fraco de vidro contendo solucao fisiolégica
a 0,9% (NaCl, 0.9%), e posterior armazenamento em um recipiente térmico com
temperatura entre 10 e 15 °C e transportado para o Laboratério de Desinfeccdo e
Esterilizacdo do Centro de Inovacéo, Tecnologia e Educacédo (CITE), em S&o José
dos Campos, Sao Paulo, Brasil. A MAH foi lavada manualmente em solucéo estéril,

por 10 vezes, para remocéao de possiveis residuos bioldgicos.

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental foi realizado em quatro etapas, conforme descrito na
Figura 2. A etapa | foi realizada para determinar o tempo do experimento. Para isso,
foram segmentadas sete amostras, uma amostra controle e seis que foram
processadas no sistema envolvendo agua ozonizada combinada com ultrassom por
diferentes tempos (10, 20, 30, 40, 50 e 60 min). A etapa Il compreendeu o primeiro
experimento. Aqui, um MAH foi dividido em quatro grupos de amostras avaliados em

triplicata: controle/ in natura (IN), processada com ultrassom em meio liquido (US),
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processada com agua ozonizada (O3) e processada com agua ozonizada combinada

com ultrassom (US_03). A etapa lll foi realizada para confirmar os resultados; para

isso, foi utilizado um MAH, seguindo 0os mesmos passos utilizados na etapa ll. A etapa

IV foi realizada usando oxigénio para confirmar a hipotese. A analise histologica foi

realizada para verificar se os efeitos do Oz eram semelhantes aos do Os; nesta etapa,

um MAH foi segmentado em trés amostras: controle/natural (IN_C), processada com

O:2 e ultrassom (O2_US) e processada com ultrassom em meio liquido (US_C).

[

Protocolo Experimental

Etapa - Realizadas para determinar o tempo do experimento
Andlise histolégica de uma MAH que foi segmentada em sete amostras

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

IN 10 minutos 20 minutos 30 minutos 40 minutos 50 minutos

Amostra

60 min

Etapa - Primeiro experimento
Uma MAH foi incluida e dividida em quatro grupos de amostras em triplicata

Triplicata Triplicata Triplicata Triplicata

IN us 03 US_03

Etapa - Segundo experimento
Para confirmar os resultados, foram seguidos os mesmos passos da etapa |l

Triplicata Triplicata Triplicata Triplicata

IN us 03 US_03

Etapa - Confirmagao da hipétese com oxigénio
Analise histolégica de uma MAH que foi segmentada em trés amostras

\'

Amostra Amostra Amostra

IN_C us_02 us_C

Figura 2. Etapas do protocolo do experimento.

Fonte: Propria do autor.
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Foi utilizada uma mesma regido anatdmica da membrana para todos os
experimentos, conforme recomendado por Weidinger et al., (2021). Foram cortados
com laminas estéreis de bisturis com aproximadamente 2 cm de largura e 6 cm de
comprimento, totalizando uma area aproximada de 12 cm?. As amostras foram fixadas
em um suporte confeccionado de policloreto de vinila (PVC) estruturado com uma

base (3), quatro hastes (1) que contém parafuso e arruela em aco inox (4) e membrana

de borracha a base de latex (5) para fixagdo da MAH nos quatro espacos (2) (Figura
3).

Legenda: (1) Hastes. (2) Espaco de fixacdo da MAH. (3) Base de contato com o
reservatorio. (4) Parafuso e arruela. (5) Borracha para fixagao.
Figura 3. Suporte da Membrana Amni6tica Humana.

Fonte: Propria do autor.

O experimento foi conduzido no interior de capela com exaustdo. O
reservatério, foi preenchido com 700 mL de agua destilada entre 17 e 20 °C, para
realizacdo da ozonizacéo prévia foi realizada por 10 min até alcancar um nivel de
concentracdo de 3,0 mg/L de Os dissolvido na agua (exceto para a amostra US),
encontrado na curva de concentracao apresentada nos resultados.

Apos esse periodo, os grupos O3 e US_03 foram submersos e posicionados
no centro do reservatorio (Figura 4). Os grupos foram processados separadamente,
por 55 minutos, com base no que foi determinado na etapa | do protocolo

experimental.
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Legenda: (1) Entrada de agua ozonizada. (2) Placas de PVC curvada. (3) Separacao
dos compartimentos do reservatorio. (4) Suporte da Membrana Amniética Humana.
(5) Amostra da Membrana Amniética Humana. (6) Saida de agua ozonizada.

Figura 4. Vista superior do reservatorio principal, com o posicionamento da amostra.

Fonte: Propria do autor.

Neste experimento, foi utilizado o equipamento descrito no estudo realizado por
Heinzelmann et al., (2024). Este, consiste em um sistema hidrodin@mico combina
agua ozonizada e ultrassom. O sistema possui um gerador de ozénio (modelo MS3G,
MS Ltda, Brasil), conectado a um cilindro de oxigénio com vaz&o ajustada para %
L/min, resultando em uma concentracdo de 48 mg/L. O Os é dissolvido em 700 mL de
agua destilada no reservatorio do sistema, utilizando um injetor Venturi integrado ao
equipamento. Acoplado na base do reservatorio principal, encontra-se um cabecote

gerador de ultrassom com cristal piezelétrico (40 KHz, 50 W acusticos) (Figura 5).
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Legenda: (1) Reservatorio principal, (2) sensor de temperatura, (3) cabecote de
ultrassom com cristal piezoelétrico, (4) ventoinhas, (5) mangueira de fluxo da agua
ozonizada, (6) bomba centrifuga, (7) sistema de refrigeracdo com placa Peltier, (8)
injetor Venturi, (9) mangueira de fluxo do gas de oz6nio, (10) mangueira de fluxo do
oxigénio, (11) gerador de ozbnio, (12) valvula reguladora de fluxo, (13) cilindro de
oxigénio, (14) controle eletrénico para ativar e controlar o sistema, (15) controle
eletrébnico do cabecgote de ultrassom com cristal piezoelétrico.

Figura 5. Representagdo esquemética do sistema hidrodindmico com ozb6nio e
ultrassom.

Fonte: Propria do autor, baseado no estudo de Heinzelmann et al., (2024).

Por se tratar de um sistema hidrodinamico, vale ressaltar que a velocidade
média da agua que fluiu no reservatorio principal foi de 2 cm/s. Valor calculado pelo
ajuste da vazdo da bomba centrifuga (Q) de 1300 cm?3min e pela area do reservatoério
principal de 10,5 cm?.

Q[cm3/min] = A[lcm?] x V[cm/min]
V = 1300 cm3®min? /10,5 cm?
V=2cm/s
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Para as amostras amostra Oz e O3z + US, a vazéo do cilindro de oxigénio de
0,25 L/min e a concentracdo de Oz = 48 mg/cm? (O3), a taxa de producdo de ozdnio
(TO3) foi determinada conforme o célculo abaixo:
TO3z = C[mg/L] x Q[L/min]
TO3=48 mg/L x 0,25 L/min
TO3=12 mg/min

Considerando a taxa de producdo de Os= 12 mg/min e o tempo de exposi¢ao
ao ozonio de 55 minutos, a quantidade de Oz em massa entregue foi de:
m[mg] = TOs x T[min]
m = 12 mg/min x 55 min

m = 660 mg

Levando em consideracéo que a MAH foi cortada com uma area de 12 cm?, a
dosagem de Os aplicada por cm? foi:
D[mg/cm?] = m[mg] / A[cm?]
D=660mg/ 12 cm?
D =55 mg/cm?

Ao finalizar cada experimento, as amostras foram preparadas para posterior

andlise, assim como descrito a seguir.

4.4 ANALISES

4.4.1 Andlise FT-IR

ApOs o término do processamento das amostras de MAH, elas foram
encaminhadas para o Instituto de Estudos Avancados do Mar (IEAMar), da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), de Sao José dos Campos, Séo Paulo, Brasil,
onde foram realizadas as analises a partir de FT-IR. Os espectros de FT-IR foram
obtidos pelo espectrébmetro PerkinElmer FT-IR/NIR Spectrometer Frontie na faixa
espectral de 400 a 4000 cm™, com 45 varreduras e uma resolucéo espectral de 4 cm-
1, com acessorio Universal Attenuated Total Reflection (UATR). Os espectros foram

obtidos em quintuplicata e determinada a mediana, para posterior analise.
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4.4.2 Analise Histologica

Para a andlise histoldgica, as amostras foram fixadas com solucdo de formol
10% e em seguida desidratadas, diafanizadas, impregnadas e incluidas em blocos de
parafina. A segunda parte da preparacao do material, foi a realizacdo do corte com
um micrétomo rotativo e corado com hematoxilina e eosina (HE). Para visualizacéao
das laminas, foi utilizado microscépio optico (Opticam® Microscopy Technology) e as

imagens obtidas a partir de software OPTHD®.

4.4.3 Analise por MEV-FEG

ApOs o processamento, as amostras foram fixadas em solucao de glutaraldeido
25% em tampao fosfato 0,2 M e agua destilada. Em seguida, foram mantidas em uma
temperatura entre 2 e 8°C por 48 horas até analise. Finalizado o periodo, cada
amostra passou por trés lavagens, com duracéo de 30 minutos, empregando-se uma
solucéo na proporcéao 1:1 de fosfato de sddio bibasico, fosfato de sédio monobasico e
adgua destilada. Na sequéncia, a desidratacdo foi realizada em sete etapas, com
porcentagens progressivas de etanol, iniciando com 30% e finalizando com 100%
(Tabela 1).

As amostras foram fixadas em suporte com fita dupla face de carbono e
metalizadas com uma pelicula de ouro (Quorum Q150R ES) no Departamento de
Engenharia Mecéanica do Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA). As micrografias
foram obtidas em equipamento MEV-FEG (Tescan Mira 3), junto a Coordenacao de
Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais (COPDT/INPE).

Tabela 1. Detalhamento do processo de desidratacdo das amostras.

Etapa % de alcool Tempo
Primeira Etanol 30% 10 min
Segunda Etanol 50% 10 min
Terceira Etanol 70% 10 min

Quarta Etanol 90% 10 min

Quinta Etanol 90% 20 min

Sexta Etanol 100% 10 min

Sétima Etanol 100% 20 min
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDO PILOTO
Como mencionado nos materiais e métodos, para determinacao do tempo, foi
realizado um estudo piloto, cujo, resultados sdo apresentados na Figura 6. As

amostram foram processadas no sistema com agua ozonizada e ultrassom, em seis

tempos com intervalo de 10 min.
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Legenda: (a) Amostra-In Natura, (b) Amostra-10min. (c) Amostra-20min. (d) Amostra-
30 min. (e) Amostra-40 min. (f) Amostra-50 min. (g) Amostra-60 min. As setas (1.a),
(2.a), (1.b), (1.c), (1.d), (1.e), (2.f) e (1.g) indicam o tecido epitelial, as (1.f) e 3.g) a
remocgdo das células epiteliais e as (3.a), (2.b), (2.c), (2.d), (2.e) (3.f) e (2.9) a
membrana basal.

Figura 6. Imagens histoldgicas do estudo piloto em seis tempos distintos.

Fonte: Propria do autor.

Na Figura 6 (a) é possivel perceber a integridade das células epiteliais

colunares e cuboides na MAH por meio das setas (1.a) e (2.a) e na seta (3.a) a
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presenca da membrana basal. Na Figura 6 (b), na seta (1.b) nota-se as células
epiteliais e na seta (2.b) a membrana basal inalteradas, assim como na Figura 6 (c)
nas setas (1.c) e (2.c). Contudo, a partir da Figura 6 (d) a superficie das células
epiteliais comeca a perder sua estrutura, nas setas (1.d) e (2.d) € possivel notar leves
alteracdes. Assim como na Figura 6 (e) nas setas (1.c) e (2.c).

Na Figura 6 (f) o epitélio permanece presente em grande area da MAH.
Contudo, perdeu as caracteristicas morfoldgicas. Apresentou pequenas areas com
remocao das células epiteliais, assim como mostra a seta (1.f) e seta (2.f) mostra
deformacéo no contorno da célula e a (3.f) preservacdo da membrana basal. Ja na
Figura 6 (g), a seta (1.g) mostra que o tecido epitelial ficou mais compacto, a seta (2.9g)
mostra a preservacdo da membrana basal e a seta (3.g) &rea com a remocao total do
tecido epitelial.

No estudo piloto as amostras foram processadas simultaneamente a acdo do
Os e ultrassom, os dados obtidos a partir da analise histologica revelaram que a
desepitelizacdo comegou a ocorrer em algumas regides considerando os tempos, de
50 e 60 minutos. Neste sentido, foi determinado um tempo de 55 min para

processamento da MAH.

5.2 CURVA DE CONCENTRACAO DE OZONIO (O3) DISSOLVIDO EM AGUA

A Figura 7 apresenta a curva de concentracdo do Oz até 1200 s (20 min) de
ozonizagdo prévia. Contudo, no experimento foi utilizado um tempo determinado no
estudo realizado por Heinzelmann et al., (2024), que foi de 600 s (10 min), que
alcancou um nivel de concentracdo de Os de 3,0 mg/L. Na andlise da curva de
concentracéo, o coeficiente de determinacéo foi de R? = 0,98, apontando uma alta
correlacédo entre o tempo e concentracéo de Os.
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Figura 7. Curva de concentracao de ozonio (O3) dissolvido em &gua.
Fonte: Propria do autor.

5.3 ANALISE POR FT-IR

Os espectros experimentais de FT-IR e a atribuicdo das bandas observadas
estdo mostradas na Figura 8. Os espectros exibiram similaridade, no entanto,
mudancas sutis podem ser destacadas, como leves mudancas de banda e mudancas
de intensidade representando a caracterizagao fisico-quimica das amostras. A Figura
8, apresenta os valores atribuidos da amostra IN, que foram entdo sdo comparados
com as outras amostras. A Tabela 2 apresenta as atribuicdes dos grupos funcionais e
bandas principais no espectro MAH.

A Amida A é observada entre 3300-3310 cm™' que caracterizada pelo
estiramento de NH (Sripriya, Kumar, 2016). No presente estudo, uma larga banda &
observada em torno de 3284 cm, com maior intensidade nas amostras O3 e O3_US,
a amostra US apresentou uma similaridade com a IN.

Na regido de 2960 cm™' é marcada pelo modo vibracional em estiramento
assimétrico de CHs (Cavalu et al., 2021) e em 2920 cm~' com estiramento assimétrico
de CH2, ambas caracterizam a presenca de lipidios, acido desoxirribonucleico (DNA)
e proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, ja a banda 2854 cm™ atribuida ao
estiramento simétrico de CH2 caracteriza apenas os lipidios (Talari et al., 2017). No
presente estudo, quando comparado a IN com a US, nota-se similaridade entre as

duas, ja na amostra O3 e US_03, fica evidente que ap0s o0 processamento no sistema
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a intensidade da banda foi reduzida, assim como a banda 1741 cm™! atribuida ao

estiramento de C=0.
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Legenda: IN-Controle/in natura. US-Processada com ultrassom em meio liquido. O3-
Processada com agua ozonizada. US _O3-Processada com &gua ozonizada
associada ao ultrassom.

Figura 8. Espectros obtidos por FT-IR das amostras.

Fonte: Propria do autor.

A Amida I, em 1639 cm™ é caracterizada pelo estiramento de C=0 (Talari et al.,
2017; Roiu et al., 2020) e nas amostras as bandas mantiveram-se iguais. No espectro,
a Amida Il, que pode ser identificada nas bandas em 1543 cm™ (Talari et al., 2017) e
atribuida ao modo de flexdo do N-H e estiramento C-N (Cavalu et al., 2021; Roiu et
al., 2020), se manteve presente em todas as amostras, com intensidades proximas ao

da IN, notavelmente permaneceu quase que inalterada. Assim como a banda 1394
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cm?® caracteristica do grupo funcional das proteinas atribuida ao modo de abano de
CHs (Talari et al., 2017).

A Amida I, identificada no espectro em 1238 cm™ (Sripriya, Kumar, 2016), é
caracterizada pelo modo de estiramento de CN e flexdo do NH (Grdadolnik 2002),
além da contribuicdo do estiramento C-C e flexdo C=0 (Cavalu et al., 2021). No
presente estudo, a intensidade da amostra US manteve-se proxima da IN, enquanto
nas amostras O3 e US_0O3 foi observado um aumento da intensidade do pico. No
espectro em torno de 1166 cm™ nota-se o grupo funcional de colageno (tipo I) atribuido
ao estiramento de C-O, em 1078 cm™ a banda referente aos Aacidos nucleicos,
glicolipidios e fosfolipidios e em 1078 cm™ a banda é caracterizada pelo estiramento
de PO:2 (Talari et al., 2017). Quando comprado a amostra IN, as demais amostras nao

sofreram altera¢Bes, mantendo-se estaveis apés a utilizagdo do sistema.

35



Tabela 2. Atribuicdo dos grupos funcionais e principais bandas do espectro da MAH.

Grupo Funcional o(cm) Atribui¢cées Autor e ano

Amida A 3284 v NH (Sripriya, Kumar, 2016; Talari et al., 2017)

Lipidios, DNA e proteinas, 2960 va CH3 (Cavalu et al., 2021; Talari et al., 2017)

carboidratos e acidos nucléicos 2920 va CH2 (Talari et al., 2017)

Lipidios 2854 vs CH2 (Talari et al., 2017)

Gordura e lipideo 1741 v C=0 (Talari et al., 2017)

Amida | 1639 v C=0 (Talari et al., 2017; Roiu et al., 2020)

Amida I 1543 sc NH/v C-N (Cavalu et al., 2021; Talari et al., 2017; Roiu et al., 2020)
Lipidios 1454 sc CH2 (Talari et al., 2017)

Proteinas 1394 wag CHs (Talari et al., 2017)

Amida lll 1238 vC-N/scN-H/v C-C/scC=0 (Sripriya, Kumar, 2016; Cavalu et al., 2021; Grdadolnik 2002)
Colageno (tipo I) 1166 v C-O (Talari et al., 2017)

Acidos nucleicos, glicolipidios e
o 1078
fosfolipidios

v PO2

(Talari et al., 2017)

oNumero de onda. v-Estiramento. va-Estiramento assimétrico. vs-Estiramento simétrico. sc-Tesoura (flexdo). wag-Abano.
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5.4 ANALISE HISTOLOGICA

As imagens histologicas das amostras sdo apresentadas na Figura 9. E
possivel identificar as alteracdes estruturais da MAH apds o processamento no
sistema hidrodindmico desenvolvido com agua ozonizada e ultrassom, que sao
indicadas por meio de setas na Figura 9.

Na Figura 9 (a) da amostra IN € possivel perceber a presenca das juncdes
celulares integras e células epiteliais no formato cuboide, indicada pela seta (1.a)
aderidas umas as outras, a membrana basal intacta, indicada pela seta (2.a) e a
integridade do estroma, com disposicéo do colageno, indicado pela seta (3.a).

Quando analisada, a imagem histolégica da amostra US na Figura 9 (b), nota-
se na seta (1.b) que o estroma permaneceu denso, com aspecto proximo da amostra
IN. As células epiteliais foram removidas quase que completamente e as restantes
sofreram alteracdes significativas, indicadas na seta (2.b), com areas de preservacéo
da membrana basal indicado pela seta (3.b) e uma grande &rea do tecido que sofreu
0 processo de desepitelizacdo, indicado pela seta (4.b). Assim, é possivel perceber
que o efeito mecénico do ultrassom e do fluxo da &gua altera as camadas estruturais
do epitélio da MAH, favorecendo a desepitelizacéo.

Na amostra O3 da Figura 9 (c), nota-se a auséncia e destruicdo de algumas
células epiteliais, indicadas pela seta (1.c). Mesmo com as alteracdes no tecido
epitelial, a membrana basal permaneceu inalterada, como mostrado pela seta (2.c).
As alteracdes vistas na amostra O3, mostram a remocao do epitélio em algumas
regides da MAH (3.c). Como indicado pela seta (4.c), nota-se que a membrana
apresentou uma pequena alteracdo na disposicao das fibras de coldgeno no estroma.

Na Figura 9 (d) da amostra US_0O3, foi possivel perceber pequenas alteragdes
na camada epitelial. Contudo, em poucas areas as ceélulas epiteliais sofreram
deformacéo estrutural, como indicado pela seta (1.d), e a membrana basal, seta (2.d),
ficou preservada. Das amostras, foi a que apresentou uma menor area de remocao
das células epiteliais (3.d). Observa ainda que as fibras de colageno no estroma,
aparentemente ficaram mais dispersas, como mostrado pela seta (4.d), contudo nao

modificaram a sua estrutura fundamental.
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Legénda: (@) IN - Controle /in natura. (b) US-Processada Com ultrassom em meio
liquido. (c) O3-Processada com agua ozonizada. (d) US_0O3-Processada com agua
ozonizada associada ao ultrassom. As setas (1.a), (2.b), (1.c) e (1.d) indicam as
células epiteliais. As setas (2.a), (3.b), (2.c) e (2.d) indicam a membrana basal. As
setas (4.d), (3.c) e (3.d) indicam as areas com remocao das células epiteliais. As setas
(3.a), (1.b), (4.c) e (4.d) indicam o estroma.

Figura 9. Imagens histolégicas das amostras do experimento.

Fonte: Propria do autor.

5.5 ANALISE POR MEV-FEG

As imagens das amostras, obtidas por MEV-FEG sé&o apresentadas na Figura
10. Observa-se que as estruturas visualizadas corroboram com as da Figura 9. Na
Figura 10 (a), a amostra IN é visualizada com a sua camada epitelial claramente
definida pela nitidez das células epiteliais, poligonais, aderidas uniformemente,
caracterizando um padrdo de superficie regular, com espacos intercelulares

claramente definidos, indicados pela seta (1.a).
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A Figura 10 (b), da amostra US, observa-se a remocao do epitélio em uma
extensa area da MAH (1.b) e poucas regides com a presenca de células epiteliais,

caracterizadas por uma superficie irregular, como indicado pelas setas (2.b) e (3.b).

Legenda: (a) IN-Controle/in natura. (b) US-Processada com ultrassom em meio
liquido. (c) O3-Processada com agua ozonizada. (d) US_0O3-Processada com agua
ozonizada associada ao ultrassom. Setas (1.a), (2.c) e (1.d), mostram as células
epiteliais, integras. As setas (2.b), (3.b) e (3.c) células epiteliais irregulares. Setas
(1.b), (1.c) e (2.d) regides com remocao das células epiteliais.

Figura 10. Imagens obtidas por MEV-FEG das amostras do experimento.

Fonte: Propria do autor.
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Na amostra O3, na Figura 10 (c) fica evidente que, em algumas regides, o
epitélio cuboide foi removido (1.c), enquanto em outras permanece integro (2.c). E
possivel notar, uma &rea da superficie da MAH apresentando uma rugosidade e
sobreposicao das células epiteliais (3.c). Quando verificada a amostra O3_US, na
Figura 10 (d) € possivel identificar que o tecido epitelial sofreu alteracdes
morfologicas, contudo em uma extensa area as células epiteliais permaneceram
integras (1.d) e &reas com remocéo do tecidual epitelial (2.d).

Quando comparada a amostra US com as demais, é possivel perceber na
analise histolégica e MEV-FEG, que esta apresentou-se mais promissora no processo
de desepitelizacdo. Como a amostra O3 _US nédo teve o resultado esperado, foi
levantada a hipotese de que as bolhas geradas pelo Oz estavam influenciando no
efeito da cavitacao do ultrassom.

5.6 CONFIRMACAO DA HIPOTESE LEVANTADA APOS O EXPERIMENTO

Para testar a hipétese, mais trés amostras foram preparadas. Uma, controle e
duas que foram processadas no sistema por 55 min. Uma amostra foi processada com
a oferta de Oz associado ao ultrassom e outra com a acéo do ultrassom. Ao finalizar
0s experimentos, foi realizada a analise histologica, conforme apresentado na Figura
11.

Na Figura 11 (a), da amostra IN, indicada pela seta (1.a) € possivel notar a
presenca das células epiteliais no formato cuboide aderidas umas as outras e na seta
(a.2) a presenca da membrana basal. Quando analisada, a imagem histolégica da
amostra O2_US, na Figura 11 (b), é possivel perceber areas com integridade do tecido
epitelial indicado pela seta (1.b) e areas com alteracdes estruturais nas bordas das
células indicado pela seta (2.b) e a seta (3.b) indica a membrana basal integra.

Quando vista a imagem da amostra US, na seta (1.c) é possivel perceber areas
totalmente desepitelizadas, bem como um descolamento homogéneo da camada de
tecido epitelial apontando pela seta (2.c), com a presenca de algumas células, mas
todas com alteracdes estruturais e com a presenca da membrana basal, indicadas
pelas setas (3.c) e (4.c) respectivamente.

Portanto, fica evidente que os resultados encontrados estdo com consonancia

com os achados do experimento inicial. Podendo sugerir, que as bolhas geradas pelo
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sistema, seja de Oz ou Os, alteram os efeitos vibracionais e o da cavitagdo do

ultrassom no processo de remocao das células epiteliais da MAH.
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Legenda: (a) IN-Controle/in natura. (b) O2_US-Processada com agua, oxigénio e
ultrassom. (c) US-Processada com ultrassom em meio liquido. As setas (1.a), (1.b) e
(3.c) indicam as células epiteliais. As setas (2.a), (3.b) e (4.c) indicam a membrana
basal. As setas (2.b), (1.c) e (2.c) indicam as areas com remocao das células epiteliais.
Figura 11. Imagens histolégicas das amostras processadas no sistema para
confirmacéo de hipdtese.

Fonte: Propria do autor.

6. DISCUSSAO

Neste estudo a MAH foi caracterizada, apds processamento em um sistema
hidrodindmico desenvolvido com agua ozonizada e ultrassom. Foi percebido que
quando utilizado o sistema US, é provocado um efeito de desepitelizacdo da

membrana. Uma vez que os métodos tradicionais de desepitelizacdo acarretam
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alteracdes no estroma da membrana (Ferenczy; Souza 2020) e diferencas espectrais
(Milyudin et al., 2023), o sistema utilizado neste estudo apresenta resultados
promissores no processamento da MAH.

No que se refere a utilizagdo do ultrassom para desepitelizacdo da MAH,
usualmente € utilizado o banho ultrassénico de baixa frequéncia (24-40 kHz)
combinada a glicerol e/ou liofilizacdo. Nestes métodos € possivel perceber diferencas
espectrais entre si (Milyudin et al.,, 2023), jA os espectros do presente estudo
apresentaram similaridade entre si, principalmente quando comparado o da amostra
IN com a amostra processada com acéo do ultrassom.

Quando se trata de engenharia de tecidos, a matriz extracelular é de
fundamental importancia para resultado das respostas clinicas (Ahmed et al., 2024).
Um estudo que realizou o processamento da membrana com gentamicina e exposi¢ao
ultravioleta, foi percebida a remocéo das células epiteliais, contudo houve divisdo das
fibras de colageno (Cavalu et al., 2021).

A desepitelizacdo da MAH com tripsina, EDTA e termolisina ndo remove por
completo as células epiteliais e a dispase leva a fragmentacéo do estroma (Daniele et
al., 2022), fatos que também foram vistos na histologia e MEV-FEG deste estudo das
amostras processadas com Oz isolado e associado ao ultrassom, onde foi possivel
perceber a presenca de células epiteliais e deformacdo estrutural do tecido.
Notavelmente, a amostra submetida ao sistema hidrodinamico com ultrassom,
apresentou uma menor quantidade de células epiteliais e um estroma mais denso,
guando comparada as demais. As demais amostras, apresentaram alteracdo na
disposicéo das fibras de colageno do estroma.

Awoyama et al. (2022), utilizaram um sistema hidrodinamico desenvolvido com
agua ozonizada e notaram pequenas alteragcdes morfologicas na camada epitelial da
MAH. Neste sentido, os resultados da amostra O3 foram similares aos do estudo
citado anteriormente. Podendo observar que a dgua ozonizada modifica o formato e
remove pequenas areas da camada epitelial.

Um estudo recente, que também utilizou ozonizacgéao, verificou que as células
epiteliais apresentaram alteracdes estruturais, e quanto maior o tempo de exposi¢céo
menor se torna a espessura média do epitélio (Botelho et al., 2024). No presente
estudo foram observadas alteracGes na estrutura da superficie das células, tornando-

a com uma espessura irregular e sem forma definida.
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N&o foi encontrado na literatura um estudo que utilize a acéo hidrodinamica da
agua e ultrassom. O que foi encontrado utilizou o banho ultrassénico de baixa
frequéncia, que foi observada a remocao do epitélio em algumas areas da membrana,
mas também danos significativos a camada epitelial com descamacéo da membrana
basal, exposicdo do estroma e formacao de arquitetura trabecular (Milyudin et al.,
2023).

Diferentemente do estudo de Milyudin et al. (2023), os resultados apresentados
neste trabalho, utilizando um sistema com velocidade média da agua de 2 cm/s, que,
guando combinado com cavitacdo ultrassonica, pode ter potencializado os efeitos de
desepitelizacao, preservacao do estroma e propriedades bioquimicas do MAH.

Menos altera¢des no epitélio foram observadas na amostra US_0O3 do que nas
amostras O3 e US. Isso pode ser atribuido as bolhas presentes no meio liquido, que
podem interferir nos efeitos vibracionais e na cavitagédo ultrassonica.

Agua, bolhas e o MAH tém densidades diferentes, a onda ultrassdnica
inicialmente reflete nas bolhas devido a sua menor densidade. Como resultado, tanto
as bolhas quanto as ondas ultrassonicas reduzem sua interagdo com o MAH. Como
ha uma diferenca na impedancia acustica entre os materiais, essa diferenca leva a
maior ou menor reflexdo das ondas sonoras (HUANG et al., 2021).

A principal limitacéo relacionada ao desenvolvimento do estudo esta no fato de
que foi utilizado material biol6gico fresco doado por voluntarias saudaveis, o que
representou desafios na obtencéo das amostras.

7. CONCLUSAO

AplOs o processamento da MAH no sistema, € possivel concluir que, os
espectros de FT-IR mostraram mudangas sutis, como pequenos deslocamentos e
alteracbes de intensidade nas bandas, indicando que ndo houve mudancas
significativas nas propriedades fisico-quimicas da MAH apds o experimento. O
ultrassom teve maiores efeitos na desepitelizacdo, e o ozbnio, apesar de causar
efeitos semelhantes, ndo superou o ultrassom. No caso da agua ozonizada
combinada com o ultrassom, ndo foram observadas alteracdes significativas na

estrutura do tecido epitelial. Neste sentido, a cavitacdo causada pelo ultrassom
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promoveu a desepitelizacdo da MAH, sem alteracfes significativas no estroma. Os
resultados indicam que o sistema tem grande potencial no processamento de MAH.
Ele € mais vantajoso que os métodos tradicionais na preservagéo do estroma, acelera
a desepitelizacdo e ndo tem impacto ambiental.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo promissores e € necessario que
novos estudos sejam realizados utilizando este sistema para avaliar outros possiveis
usos. A partir disso, seré possivel verificar suas vantagens em termos de desinfec¢céo
e esterilizagdo ao usar 4gua ozonizada e desepitelizacdo com ultrassom, definindo o

melhor protocolo completo de processamento da MAH.
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