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Resumo

Introducdo. A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) tem sido utilizada para analise da
morfologia superficial da membrana amniética humana (MAH). Para o uso clinico, € necessario
preservar sua estrutura, porém cada método aplicado apresenta diferentes impactos na
integridade morfoldgica da MAH. Estudos que utilizaram MEV em amostras de MAH demonstram
uma heterogeneidade entre os protocolos. Assim, ha a importancia em padronizar o método da
MEV nas amostras de MAH, para melhor analise e uso da MAH. Objetivos. Otimizar as etapas do
método da MEV para o estudo da integridade morfolégica da membrana amniética humana, tanto
do lado epitelial, quanto do lado mesenquimal. Metodologia. O projeto foi aprovado pelo CEP
(Protocolo No 5.172.755). Apds o processamento da MAH com solucéo antibiética e antifungica,
comecaram os testes em cada etapa do método, baseando-se em protocolos ja utilizados na
literatura, compostas por: fixagdo, lavagem com tampdao, desidratacdo, secagem, montagem do
stub, metalizagdo e analise no MEV. Resultados. Observou-se que a fixacdo das amostras deve-
se ser realizada com glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,5% e tampé&o cacodilato 0,05M por 2
horas, seguida de uma simples passagem em tampéo PBS 1X, e desidratagdo em concentragfes
crescentes de etanol 30%, 50%, 70%, 100% e 100% de etanol + hexamethyldisilazane por 5
minutos cada. Finalmente, as amostras de MAH foram secas em temperatura ambiente por 12
horas, em uma placa de 24 pocos fechada. Conclus&o. Apos diversos testes com variacdo de
fixadores, tempo de exposicéo as solucdes de desidratacdo, alteragdo no recipiente das amostras
e principalmente ao modo de secagem, estabeleceu-se um protocolo funcional, que melhor

manteve a integridade da MAH permitindo uma melhor resolucdo das imagens da MAH.
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