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Artigo de Revisdo

RESUMO

Introducéo: A pele desempenha papel fundamental como barreira bioldgica, atuando na protecdo do organismo contra
agentes fisicos, quimicos e microbiolégicos do meio externo. Nesse contexto, abordagens fundamentadas na engenharia
de tecidos tém sido amplamente investigadas, especialmente aquelas que combinam o emprego de células-tronco e
biomateriais, como a membrana amnidtica.

Objetivo: Esta revisdo teve como objetivo analisar criticamente as evidéncias disponiveis na literatura acerca dos efeitos
da aplicacéo de células-tronco mononucleares derivadas da medula ésseq, isoladamente ou em associacdo & membrana
amnidtica descelularizada.

Método: Revisdo integrativa conduzida com rigor metodolégico, reunindo evidéncias para a prdtica clinica. Foi realizada
nas bases de dados PubMed e Medline, utilizando o operador booleano “AND” para associar descritores relevantes.

Resultado: Foram incluidos 97 artigos que continham relacdo com os descritores referidos.

Conclusio: Os achados demonstram que as células-tronco mononucleares associadas & membrana amniética melhoram
a cicatrizacdo em fases mais tardias da reparacéo, podendo gerar menos fibrose, melhor qualidade estética e funcional
da cicatriz.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo de feridas. Células-tronco mononucleares. Membrana amnidtica. Medicina

regenerativa.

INTRODUCAO

pele é complexo érgdo que desempenha

mltiplas funcdes, como protecdo, regulacdo

da temperatura, percepcdo  sensorial,
excrecdo e sintese de vitamina D e melanina.’ Diversas
situacdes clinicas, dentre as quais queimaduras,
traumatismos, infeccdes, doencas autoimunes, resultam na
perda do revestimento cutdneo, predispdem a infeccdes,
aumento das perdas insensiveis de dgua e hipotermig,
gerando internacdes prolongadas com alto custo e até
morte.? No Brasil, as feridas constituem grave problema
de satde pdblica, devido ao grande nimero de doentes
com alteracdes na integridade da pele, embora sejam
escassos os registros desses atendimentos.®

A cicatrizacdo da pele é processo dindmico que
envolve uma série de eventos coordenados com miltiplos
niveis de complexidade e que visa restaurar a integridade
tecidual local, resultando em cicatriz como produto final.*
Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas buscando
novas estratégias terapéuticas para lesdes cutdneas
extensas,>® com o objetivo de melhorar a qualidade da
cicatrizacdo e diminuir o tempo de tratamento, fatores
que interferem ndo apenas na qualidade de vida dos
pacientes, mas também nos custos.

Estudos com células-tronco (CT) em feridas agudas ou
crénicas demonstram aceleracdo no processo cicatricial,
decorrente do impacto benéfico que elas trazem para
todas as fases da cicatrizacdo (inflamatéria, proliferativa
e remodelamento).” Observa-se aumento na migracdo
epitelial, na angiogénese e na taxa de cicatrizacdo,
além da formacdo de cicatriz menos evidente.®? As
possibilidades terapéuticas oferecidas por técnicas de
isolamento e expansdo de CT com potencialidade para
regenerar e restaurar a funcdo de érgdos e tecidos
lesados representam etapa importante para a drea da
sadde.*

J& a membrana amnidtica (MA) é um tecido
biocompativel e suas propriedades mecénicas como
estabilidade, flexibilidade e permeabilidade, fazem
dela potencial scaffold, que melhora o crescimento,
adesdo e migracdo celular.’ Ela atua na promocdo
da reepitelizacdo, com acdes anti-inflamatdria,
antifibrética e antiangiogénica. As propriedades fisicas,

parficularmente a sua fina espessura, suavidade e
transparéncia também favorecem a sua utilizacdo."

Assim, estudos recentes em engenharia de tecidos
vém buscando a associacdo de diferentes tipos celulares
a biomateriais, acelerando o processo de reparo através
da diminuvicdo do tempo necessdrio para que as células
ocupem a matriz implantada.® Neste contexto, tem-
se demonstrado que o uso da MA associadas com CT
pode acelerar e melhorar a qualidade da regeneracéo
tecidual.™1®

Assim, o objetivo desta revisdo foi atualizar o
que a literatura tem pesquisado quanto ao efeito da
terapia com CT mononuclear associada ou ndo & MA
descelularizada no processo de cicatrizacéo de feridas
cutéineas quanto as respostas imuno-histoquimicas no
280 dia pds-operatério dos seguintes marcadores:
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), Fator
Induzido por Hipéxia (HIF-1a) e Interleucina 4 (IL-4)

METODO

Revisdo infegrativa feita colhendo informac&es
para leitura e andlise a partir de pesquisa online em
plataformas virtuais. Inicialmente foi realizada busca
por descritores DECs relacionados ao tema, utilizando
os seguintes termos: “Cicatrizacdo de feridas, células-
tronco mononucleares, membrana amnidtica, medicina
regenerativa” com busca AND ou OR, considerando-se
o titulo e/ou resumo. O material para leitura e andlise foi
selecionado das plataformas SciELO, Google Scholar,
Pubmed e Scopus, considerando-se somente os que
tinham maior relacéo ao tema. Foi realizada a leitura na
integra dos textos incluindo-se 97 artigos nesta reviséo

DISCUSSAO

Cicatrizacdo

Quando a pele sofre injiria, o processo de
cicatrizacdo inicia uma série de eventos dindmicos
que desencadeiam a interacdo coordenada de células
sanguineas, proteinas, proteases, fatores de crescimento
e componentes da matriz extracelular.’® Os obijetivos
dessa reparacdo envolvem o fechamento adequado
e rapido da ferida, a melhora imediata da dor e o
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desenvolvimento de cicatriz esteticamente aceitavel.”

Alguns fatores internos ou externos como diabete melito
tipo 2, radioterapia e infeccdes podem causar atraso ou
prejuizo na cicatrizacdo.'®

O processo de cicatrizacdo é complexo processo
multicelular” que pode ser dividido em trés fases
que se sobrepdem: inflamatéria, proliferativa e de
remodelacéo.'

Fase inflamatéria

Logo apés ocorrer a lesdo, inicia-se a coagulacéo e a
hemostasia que reduzem a perda sanguinea. Isso protege
o sistema vascular e mantém a funcdo dos érgdos vitais
apesar da injiria. H& répida vasoconstriccdo através
da contracdo das células musculares lisas na camada
muscular circular dos vasos lesionados. Esta constricdo
é forte o suficiente para interromper o sangramento em
arteriola de 0,5 cm de diagmetro. Associado & hemostasia,
a cascada de coagulacdo é ativada pelas vias intrinseca
e exirinseca, propiciando agregacdo plaquetdria e
formacéo de codgulos.?°

Assim que a perda sanguinea é reduzida, a
prioridade é a remocdo do tecido morto e a prevencdo
de infeccdes. Nos primeiros cinco dias, os neutréfilos
alcancam regido rica em fibrina e realizam a fagocitose
e a secrecdo de proteases. No decorrer desse processo,
os neutréfilos destroem as bactérias locais e degradam
os tecidos desvitalizados. No terceiro dia da injiria, os
macréfagos penetram a drea de lesdo e auxiliam na
fagocitose de patégenos e debridamento de tecidos.
Além disso, os macréfagos também secretam grande
quantidade de fatores de crescimento, quimiocinas e
citocinas, que s@o moléculas importantes na préxima
etapa da cicatrizacdo.” O fator de necrose tumoral-a
(TNF- a) promove os fibroblastos e a angiogénese;
o fator de transformacdo do crescimento B (TGF- [B)
estimula os queratinécitos e o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) que também é produzido pelos
macréfagos, inicia a producdo do tecido de granulacdo
na transicdo para a fase seguinte da cicatrizacdo."
Os mastdcitos também estdo ativos e liberam granulos
com enzimas, histaminas e outras aminas ativas. Esses
mediadores sGo importantes para acionar os sinais
caracteristicos de inflamacdo no local da ferida: rubor,
calor, dor e edema.??

Os linfécitos produzem linfocinas como o fator de
inibicdo da migracdo (MIF), interleucina-2 (IL-2), fator
de ativacdo de macréfago (MAF) e fatores quimiotdticos.
Eles ampliom a etapa inicial da cicatrizacéo através
da estimulacdo de macréfagos, células endoteliais e
fibroblastos.?

Fase proliferava

A fase proliferativa é marcada pela epitelizacéo,
angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e
deposicao de coldgeno.™

Na epitelizacdo os queratinécitos das bordas da
ferida e anexos da derme formam barreira que impede
invasdo bacteriana e perda continua de fluidos. A
epitelizacdo ¢ mediada por fatores de crescimento
epidérmico, fatores de crescimento de fibroblastos e fator

de transformacéo de crescimento beta.* A epitelizacdo
ocorre dentro de horas apés a injiria.’ As células
epiteliais migram para cima seguindo a epitelizacdo
padrdo e a epiderme é restaurada em 2 a 3 dias, caso a
membrana basal permaneca intacta. Se essa membrana
for danificada, entdo as células epiteliais das bordas
da pele comecam a proliferar e enviar projecdes para
restabelecer a barreira de protecdo.?

A neovascularizacdo é fundamental para fornecer
os nutrientes e para manter o tecido de granulacdo. As
moléculas responsdveis pela angiogénese incluem o
fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento
vascular endotelial, fator de crescimento transformador
beta, angiogenina, angiotropina, angiopoetina-1, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e trombospondina.'™
O TNF-a promove a angiogénese e é caracterizada
pela migracdo de células endoteliais e formacdo de
capilares.?

A angiogénese é processo complexo que envolve a
migracdo e proliferacdo de células endoteliais, criacdo
capilar e remodelacdo neovascular.?

Vérios outros fatores de crescimento também
provaram estimular a angiogénese, incluindo o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de crescimento
transformador alfa (TGF-a) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF).? O VEGF atua também na
linfogénese durante a cicatrizagdo tecidual. Os vasos
linfaticos drenam a linfa do espaco intersticial, permitindo
a chegada das células de resposta imune. A reducdo
no desenvolvimento dos linfaticos pode promover a
perpetuacdo do edema e a demora na remocdo de
detritos e células inflamatérias.?

A efapa final da proliferacdo é a elaboracdo de
tecido de granulacdo da matriz extracelular (MEC) e o
depésito de coldgeno. Fibroblastos dos tecidos vizinhos
migram para o local da ferida, se tornam ativos e iniciam
a sintese de coldgeno. Fatores de crescimento derivados
de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento epidérmico
(EGF) sdo os principais sinais para os fibroblastos e
sdo provenientes das plaquetas e macréfagos. Ocorre
a contracdo da ferida através da transformacdo dos
fibroblastos em miofibroblastos. Matriz  proviséria
composta de coldgeno tipo lll, glicosaminoglicanos e
fibronectina é sintetizada pelos fibroblastos em resposta
ao PDGF?

Fase de remodelacdo

A (ltima fase da cicatrizacdo é caracterizada pela
transico de tecido de granulacdo para formacdo
de tecido cicatricial.’ Esta etapa pode durar 1 a 2
anos ou mais.?? Inicialmente, o coldgeno produzido
é mais delgado que o da pele ilesa e é depositado
paralelamente a ela. Ao longo do tempo, esse coldgeno
inicial é reabsorvido e sdo depositadas fibras mais densas
e organizadas nas linhas de tenséo da pele. Entretanto,
mesmo apds um ano de maturacdo, o coldgeno da
cicatriz nunca voltard a se organizar como na pele ilesa.
A forca ténsil da ferida também néo retornard totalmente,
atingindo 30% nas primeiras trés semanas e aos trés
meses (ou mais) a aproximadamente 80% da forca da
pele s6.%
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O depésito de colageno é feito inicialmente de modo
altamente desordenado, mas ao longo do tempo a nova
matriz de coldgeno se torna mais organizada. O tecido
conectivo subjacente se contrai e aproxima as margens
da ferida. Vérios fatores, principalmente PDGF, TGF- 3
e FGFs promovem esse processo. Finalmente, ocorre a
diminuicdo da densidade dos fibroblastos e macréfagos
por apoptose. A taxa de crescimento de capilares e de
fluxo sanguineo para a drea é reduzida, assim como a
atividade metabdlica, resultando em ferida cicatrizada.??

Marcadores imuno-histoquimicos

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

OVEGFéumdosfatoresdesinalizacdo de crescimento
mais importantes na vasculogénese e angiogénese.” Ele
se liga aos receptores Flt-1 (VEGFR-1) e KDR (VEGFR-2)
que estdo localizados na superficie endotelial de vasos
sanguineos em desenvolvimento e maduros.™

Trés a cinco dias apéds a lesdo do tecido, novos
capilares tornam-se visiveis no leito da ferida como tecido
de granulacdo, que atua como matriz para a proliferacéo
de vasos sanguineos, migracdo de fibroblastos e novo
coldgeno.®® Posteriormente, ocorre a formacdo do tubo
capilar, seguida da anastomose dos brotos capilares e
finalmente, a formacdo de nova membrana basal.®

A progressdo para a fase de remodelacéo resulta em
diminuicdo significativa nas necessidades metabdlicas
do novo tecido. Nesta fase, h& diminuicdo nas moléculas
angiogénicas e aumento nas moléculas angiostéticas,
promovendo regressdo vascular. O mecanismo exato
para a regressdo dos vasos ndo é bem compreendido,
mas pode estar associada & regulacdo positiva de
CXCL10 (IP-10) e a secrecdo de CXCL11 (IP-9, ITAC).
A neovasculatura regride para densidade vascular
semelhante ao pré-ferimento.®

Estudos recentes indicaram efeitos extra-angiogénicos
relacionados ao VEGF na reparacdo de tecidos,
contribuindo para a producdo de tecido cicatricial.
Johnson et al 33 mostraram que os niveis de VEGF se
correlacionam com a quantidade de tecido cicatricial
produzida, em modelos murinos de cicatrizacdo de
feridas fetais e adultas. Os pesquisadores relataram
também que o VEGF pode afetar diretamente variedade
de células ndo endoteliais conhecidas por desempenhar
papel importante na resposta de cicatrizacdo de feridas,
incluindo queratinécitos e macréfagos. MOGILI et al
34 encontraram aumento nos niveis séricos de VEGF,
bem como aumentos no mRNA e proteina do VEGF no
queloide vs. tecido normal. WILGUS et al 35 referem em
estudo que os mecanismos para formacdo de cicatrizes
induzidas por VEGF em feridas fetais, incluem aumento
no némero de fibroblastos ou presenca aumentada de
miofibroblastos, um tipo de célula conhecida por se
correlacionar com cicatrizes em feridas fetais. O estudo
demonstrou também que injecdes com anticorpos anti-
VEGF resultaram em reducdo de quase 75% na largura
da cicatriz em comparacdo com controle.

Fator induzido por hipéxia (HIF)

A hipéxia relativa é essencial na cicatrizacdo de
feridas, uma vez que desempenha papel fundamental

na regulacdo de todos os processos criticos envolvidos
na reparacédo tecidual. Fator induzido por hipéxia (HIF)
é agente de transcricdo critico que regula as respostas
adaptativas & hipéxia.*®

Ao nivel molecular, os produtos-alvo transcricionais
HIF-1 demonstraram regular o processo de sobrevivéncia,
migracdo e proliferacdo de células endoteliais (VEGF,
ANGPT-1, ANGPT-2, ANGPT-4, FGF-2, PIGF, PDGF-B,
RGC-32), migracdo e proliferacdo de células musculares
lisas vasculares (FGF-2, EGF, PDGF, trombospondina) e
mobilizacdo de células angiogénicas circulantes para a
periferia (SFD-1/CXCR4).%

A regulacdo da angiogénese pelo HIF-1 é critica
para reintegracdo da entrega de oxigénio e nutrientes
ao local de cura e melhora da sobrevivéncia celular. Sem
ativacdo do HIF-1, a ruptura vascular continua pode
levar & cessacdo do fluxo sanguineo, isquemia, hipéxia
e necrose tecidual. Além disso, o HIF-1 também regula
transcricionalmente a expressdo de muitos genes do
reparo de feridas como proteinas metabdlicas, proteinas
de adesdo, fatores de crescimento soliveis e componentes
MEC (colageno tipo 1 e fibronectina). Por essas razdes,
o HIF-1a é geralmente visto como regulador positivo da
cicatrizacdo de feridas e regulador potencial da fibrose
tecidual.®

Interleucina 4 (IL-4)

A inflamacdo excessiva é sinénimo de falha no
reparo tecidual e o controle dela é um dos primeiros
passos essenciais para passar da contencdo inicial
para a construcdo da matriz proviséria. IL-4 tem sido
tradicionalmente associada as suas propriedades anti-
inflamatérias e também por ser um dos meios mais
importantes pelos quais a imunidade tipo 2 contribui para
o reparo dos tecidos.’” IL-4 é produzida principalmente
pelo T-helper 2 (Th2) e outras células imunes. Ela ativa
os linfécitos endégenos e promove a polarizacdo dos
macréfagos M2, ambos cruciais para o reparo do
tecido, desempenhando papel critico na regulacdo das
respostas imunes. Pesquisas recentes revelaram conexéo
importante entre a funcdo imunolégica e a regeneracdo
tecidual.“°

Segundo Kucukcelebi et al 41, a IL-4 tem mostrado
ter varios efeitos in vitro e in vivo que podem ser Uteis no
processo de reparacdo de feridas, incluindo estimulacéo
de mondcitos para produzir fatores estimuladores de
granulécitos e macréfagos; ativacdo de neutrdfilos,
melhora da proliferacdo de fibroblastos e aumento
da sintese e secrecdo das proteinas da MEC pelos
fibroblastos. Nguyen et al 42 mostraram que a IL-4 é um
agente pro-fibrético essencial com papel importante na
mediacdo da sintese de MEC para manter a integridade
do tecido. Enquanto IL-4 promove a producdo de
colédgeno para manter os processos fisioldgicos normais,
sua desregulacdo pode resultar em cicatrizacdo anormal
de feridas e doenca fibrética.

Engenharia tecidual

A engenharia de tecidos compreende estratégias
terapéuticas com materiais que estimulam a adeséo e
proliferacdo celular e tecidual. Ela também atua em
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produtos associados as células e moléculas bioativas
ou processos biofisicos que promovem a proliferacdo e
diferenciacdo de células no material.*

A medicina regenerativa utiliza a engenharia tecidual
visando desenvolver substitutos bioldgicos para tratar
pacientes com alteracdes na integridade da pele. Através
da utilizacdo de células-tronco do préprio corpo e fatores
de crescimento, surge uma alternativa terapéutica capaz
de reparar esses tecidos danificados.*4

A combinacdo de diferentes tipos celulares a
biomateriais pode auxiliar o processo de reparo, através
da diminuicdo do tempo necessério para que as células
do paciente ocupem a matriz implantada.”® Alguns
estudos tém demonstrado que o uso de matrizes, como a
membrana amnidtica, associadas & CT acelera e melhora
a qualidade da regeneracéo tecidual.™"

Células-tronco

A terapia com células-tronco (CT) tem demonstrado
ser importante artificio na regeneracéo tecidual devido
& sua capacidade de diferenciacdo e autorrenovacéo.
As CTs podem originar miltiplas linhagens celulares e
possuem baixa imunogenicidade, caracteristica que as
favorece para o autoenxerto; além disso, exercem efeito
imunorregulador, o que traz nova esperanca para o
tratamento de diversas doencas.*?

Classificacéo

As CTs podem ser classificadas quanto & sua
plasticidade  celular, podendo  ser tofipotentes,
pluripotentes e multipotentes.®® As totipotentes podem
originar qualquer tipo celular do corpo, inclusive todo
o sistema nervoso central e periférico.*” Correspondem
as células do embriGo recém-formado e tém potencial
para originar até mesmo as células do folheto extra-
embriondrio que formaréo a placenta.*® As multipotentes
s@o um pouco mais diferenciadas, presentes no individuo
adulto, com capacidade de originar apenas limitado
ndmero de tipos teciduais.*® J& as pluripotentes podem se
diferenciar em todos os tecidos e células dos trés folhetos
germinativos (endoderma, mesoderma e ectoderma),
menos gametas e os anexos embriondrios, sendo essas
as CTs embriondrias.*%*°

Quanto ao local de origem, as CTs sdo divididas
em dois grandes grupos: as embriondrias, provenientes
da massa celular interna do blastocisto embriondrio; e
adultas, advindas principalmente do sangue de cordao
umbilical, da medula éssea e do sangue periférico.
Pesquisas indicam que também existem CTs residentes,
que sdo para tecidos ou érgdos especificos em todo
o organismo adulto.®*? e que contribuem para a
homeostase tecidual.

Estudos tém sugerido que as CTs adultas ou
somdticas ndo estariam restritas & producdo de células
especificas para o tecido do qual se originam, e seriam
capazes de exibir espectro maior de diferenciacéo,
caracterizando a plasticidade das CTs somdticas.®® Essas
células adultas desenvolvem-se a partir do ectoderma
(células epidérmicas, neurénios, células pigmentares),
mesoderma (células misculo cardiaco, misculo estriado,
musculo liso, tubulares do rim, sanguineas, tecido

adiposo), endoderma (células pancredticas, tireoideanas
e pulmonares) e células germinativas.®

As CTs da medula éssea sGo pluripotentes e
podem sofrer dois processos de diferenciacdo: as
células mononucleares, que sdo indiferenciadas, e as
multinucleares. A partir das células mononucleares a
linhagem hematopoiética originard as células do sangue
(linfécitos, eosindfilos, basdfilos, neutrdfilos, células
vermelhas e plaquetas) e a mesenquimal, que poderd
originar células musculares, hepatdcitos, ostedcitos,
tecido adiposo, condrécitos e estroma.®

Estudos tém indicado que as CTs adultas presentes nos
préprios tecidos sdo reservatérios de células reparativas,
sendo mobilizadas e diferenciadas em resposta & sinais
de feridas ou doencas, contribuindo, portanto, para o
processo de regeneracdo de diversos tecidos, como a
pele.56,57

Assim, é possivel encontrar CTs adultas tanto na pele
como em outros diversos érgdos. Segundo Rehen et al.*®
elas estdo presentes na camada mais profunda da pele,
a hipoderme, onde ocorre o seu amadurecimento com
posterior migracdo para as demais camadas, dando
origem as células da epiderme e anexos cutaneos.
Alonso et al.®® citam que a localizacdo das CTs na
pele é na camada basal da epiderme, membrana rica
em matriz extracelular e fatores de crescimento. Alonso
et al®’ relataram que, geralmente, a proliferacdo e
diferenciacdo de CTs adultas epidermais podem reparar
pequenas injirias na pele; entretanto, o baixo nimero
destas células ndo permite o reparo de lesdes maiores,
podendo acarretar na formacéo de cicatrizes.

Propriedades biolégicas

Em relacdo a funcionalidade das CT, a manutencéo
da integridade da pele ocorre por intermédio daquelas
epidermais, mais rdpidas, porém menos potentes.
Pequenos reparos podem ser realizados pelas CT do
bulbo, que podem se diferenciar em diversos tipos de
tecido. No caso de lesdes extensas, as adultas presentes
na medula éssea poderiam ser recrutadas; porém, é
preciso tempo maior para que consigam se deslocar do
sitio de origem para a ferida, através da circulacéo. Esse
tempo pode ser reduzido com o emprego da terapia
celular, através do isolamento de grande nimero de
células de sitios doadores, que podem ser cultivadas se
necessdrio e entdo, devolvidas ao paciente.””

As principais fontes de extracdo das CTs séo a medula
6ssea e o tecido adiposo. Outras fontes de coleta vém
sendo estudadas como, por exemplo, os foliculos pilosos
como alternativa promissora para obtencdo de CT.¢°

A medula éssea é uma das mais estudadas fontes
de CT adultas, fornecendo as hematopoiéticas e de
origem mesenquimal (MSC). Dentre as mesenquimais,
as de origem medular estdo entre as mais bem descritas
na literatura e se originam do estroma de sustentacdo
da medula. Essas células jG foram diferenciadas em
adipécitos in vitro, hepatécitos, osteoblastos, células
endoteliais, condrécitos, midcitos cardiacos, células
neurais, midcitos esqueléticos, miofibroblastos e em
células tubulares renais.®'

Estudos mostram que existem pelos menos duas
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vias pelas quais as CTs auxiliam a cicatrizagdo: por
sinalizacdo pardcrina e por diferenciacdo. A primeira
mostra que elas tém a propriedade de secretar vérios
fatores de crescimento e citocinas que sdo importantes
para o reparo ou regeneracdo tecidual. Quando migram
para a ferida, sdo ativadas ao entrarem em contato com
o meio de substancias pré-inflamatérias. A ativacéo
das CTs poderia potencializar a acdo como pequenos
“biorreatores” no microambiente da ferida e secretar
fatores de crescimento e citocinas. CTs mesenquimais
também faciltam a revascularizacdo pela acdo
parécrina secretando FGF e VEGF-A, os quais promovem
a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das células
endoteliais dos vasos. Além disso, as MSCs facilitam a
revascularizacéo por meio da diferenciacdo em pericitos
(células do endotélio vascular).??

A segunda via de acdo das CTs estd relacionada
com a plasticidade e a capacidade que essas células
possuem de se diferenciarem em vdrios tipos celulares
e de infegrar aos tecidos. Assim, elas auxiliariam a
cicatrizacdo de lesdes pela diferenciacdo em mdltiplas
células que residem na pele (queratinécitos, pericitos
e células endoteliais).”*** Entretanto, a parcela de
contribuicdo de cada um desses mecanismos de atuacdo
das CTs ainda néo é totalmente conhecida, sendo ainda
elemento de estudos.®

Utilizacdo da CT em feridas agudas ou crénicas,
resulta em aceleracdo no processo cicatricial, decorrente
do impacto benéfico que elas trazem para todas as
fases da cicatrizacdo (inflamatéria, proliferativa e
remodelamento).”

Na fase inflamatéria, as CTs coordenam os efeitos
das células inflamatérias e diminuem os efeitos deletérios
das citocinas inflamatérias, como o TNF e o IFN-y.?2
Assim, o processo inflamatério da ferida ativa as CTs para
iniciarem as suas funcdes imunomodulatérias, incluindo
aumento da ativacdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) e
a ativacdo da expressdo da prostaglandina E2 (PGE2),
as quais t&m mdltiplos efeitos fibroreguladores na lesdo.®
Além disso, as CTs auxiliam na eliminacédo de infeccdes
por meio da secrecdo direta de fatores antimicrobianos e
estimulam a fagocitose por células imunes.?

A capacidade das CTs de promover a transico
da fase inflamatéria para a proliferativa é de extrema
importancia para o tratamento de feridas crénicas onde
altos niveis de inflamac&o impedem a cura.??

Por dltimo, regulam a remodelacdo da ferida
cicatrizada, promovendo a deposicdo organizada da
matriz extracelular (MEC). Diversos mecanismos estdo
envolvidos na cicatrizacdo de feridas mediadas pelas CTs,
incluindo atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas,
imunomoduladoras e reparadoras de tecidos.??

As vias usuais de aplicacdo de CT-mesenquimais
(MSCs) na cicatrizacdo de feridas sdo a intravenosa e
a local, sendo esta a mais indicada.®>4*¢> Phalanga et
al.¢® relatam ser fundamental que as CTs permanecam
em contato com o leito da ferida e se mantenham vidveis
no ambiente para que sejam efetivas. Os métodos de
aplicacdo local de células incluem: injecdo ao redor
da ferida, spray tépico de fibrina e a incorporacéo a

um scaffold,#® isto é, matrizes que s@o estruturas que

mantém as células aderidas ao sitio alvo.® Quando
as CTs sdo aplicadas, diretamente na lesdo ou na sua
periferia, elas se aderem e se diferenciam em vdrios tipos
de células cutdneas (queratinécitos, células endoteliais e
pericitos) potencializando o processo de cicatrizacdo.®*

Estudos sugerem que as CTs injetadas sozinhas junto
ao defeito ndo respondem de maneira satisfatéria. Uma
estratégia seria a combinacdo de células com alguns
componentes, conhecidos como matriz ou scaffold.”
Deste modo, o desenvolvimento de estratégias em
engenharia de tecidos, associando as CTs as matrizes,
como a membrana amnidtica, se tornam promissoras
para se atingir melhores resultados.

Membrana amniética

A membrana amniética (MA) possui um gama de
propriedades especificas e importantes para engenharia
de tecidos, como reducdo da inflamacéo e formacdo de
cicatrizes, capacidade de proliferacéo e diferenciacdo
celular e a presenca de fatores de crescimento, colageno,
fibronectina, laminina e proteoglicanos em sua matriz
extracelular.”

Estrutura

MA é estrutura lisa, resistente, translicida, flexivel
e delgada com espessura de 0,02 a 0,05 mm.”? E
constituida por trés camadas microscopicamente distintas:
a epitelial, a basal e a camada mesenquimal.”?

A camada epitelial, adjacente ao liquido amnidtico e &
cavidade amnidtica, é constituida por uma monocamada
de células epiteliais cuboides, rica em citocinas
imunomoduladoras e fatores de crescimento epitelial.
Ele se une através de interdigitacdes & segunda camada
- membrana basal - que é fina e resistente, formada
basicamente por fibras reticulares, coldgeno e laminina.”

A membrana basal é a responsével pelatensdo e pela
resisténcia eldstica que permite a MA distender durante
o periodo gestacional e resistir aos intensos movimentos
do embrido/feto.”

Acamadaexternadamembranaamnidtica, conhecida
como mesenquimal ou estromal, pode ser subdividida
em trés folheto avasculares: compacto, fibrobléstico e
esponjoso. Folheto compacto forma o principal esqueleto
fibroso da MA, enquanto o fibrobléstico é rico em tecido
hialurénico fetal, que suprime a proliferacdo celular por
alterar a regulacdo de TGF-f3 e diminui a fibrose por inibir
a proliferacdo e diferenciacdo dos miofibroblastos.”>”” J&
o folheto esponjoso, rico em mucing, é o mais externo
da MA e o mais préximo ao cérion. Apresenta elevada
abundéncia de proteoglicanos, de glicoproteinas e de
coldgeno, particularmente o tipo 3.7278

Propriedades biolégicas

A membrana amnidtica auxilia no processo de
epitelizacdo por facilitar a adesdo e migracdo das
células epiteliais basais, além de prevenir a apoptose
e restaurar o fendtipo epitelial. Ela diminui os processos
inflamatério, angiogénico e cicatricial e possui acdo
antimicrobiana.”677-8!

Devido & integridade estrutural, transparéncia
e elasticidade da membrana basal, a MA torna-se
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produto ideal para o crescimento de células estaminais,
por aumentar a vida celular e prevenir a apoptose das
células epiteliais, facilitando a reepitelizacdo.””52

MA apresenta vdérios fatores de crescimento, o que
torna favorével sua utilizacdo como curativo biolégico,
principalmente devido ao KGF, FGF, PDGF, EGF e VEGF.
Destes, o FGF estimula a sintese e o depésito de proteinas
da MEC. Ela também apresenta alguns componentes
presentes também na MEC, como coldgenos tipos
1-7, elasting, laminina e fibronectina. Os fatores de
crescimento e os componentes de MEC conferem & MA,
caracteristicas de reepitelizacdo, reducdo da fibrose,
inibicdo da dor, da infeccdo e da inflamacdo.®

Caracteristica Unica da MA é a de ndo induzir a
rejeicGo imune, pois ndo expressa os antigenos de
histocompatibilidade HLA-A, B ou DR 5. O seu uso
tem abrangido diversas dreas da medicina, como no
tratamento de queimaduras, prevencdo de adesdo de
tecidos em procedimentos cirirgicos da cabeca, vaging,
abdome, entre outros.?

MA possui funcdes metabdlicas como o transporte
de dgua e de materiais soltveis, producdo de fatores
bioativos como peptideos vasoativos, fatores de
crescimento e citocinas.”>® Ela possui propriedade
estrutural fundamental na aplicacdo clinica, de apoio
como substrato & organizacéo celular epitelial, atuando
como suporte bioldgico.? Além disso, diminui a
contracdo da cicatriz em sua fase de maturacdo e deixa
a drea final com caracteristicas macroscépicas mais
semelhantes & da pele local &

A propriedade anti-inflamatéria da  MA  estd
relacionada &s elevadas quantidades de dcido
hialurénico presentes na membrana basal, que se
ligam ao inibidor alfa da tripsina, formando complexo
ativo.®® J& as atividades antiangiogénicas podem estar
associadas com as grandes quantidades de proteinas
extracelulares como o coldgeno tipo 4 e 7, as laminina
1 e 5, a fibronecting, a angiostatina e a endostatina®,
que estdo envolvidas no processo da neovascularizacéo.

MA adere & superficie das feridas e queimaduras e
evita a formacdo de espaco que permita que a secrecdo
serosa acumule, reduzindo a infiltracdo bacteriana.
Essa funcdo de barreira natural dela e também & sua
capacidade de expressdo de inimeras moléculas - tal
como a cistatina - proporciona a¢des antimicrobianas e
antivirais a este tecido.?"#%°

A dor do paciente durante o tratamento de feridas é
fator importante e o uso da MA reduz esse sinftoma por
aderir & superficie da ferida, cobrindo as terminacées
nervosas, reduzindo a contaminacdo bacteriana
e diminvindo a inflamacdo local.®%?" O seu efeito
antifibrético pode estar associado & acdo inibitéria
deste tecido na expressdo TGF-B, responsavel por
ativar os fibroblastos que participam do processo de
cicatrizacdo.”

Descelularizacdo da membrana amniética

Parte importante na utilizacggo da MA é o seu
preparo, que é feito através da descelularizacdo; ndo
ocorre alteracdo na resisténcia e a elasticidade do
tecido, nem nas propriedades de barreira como a acéo

antimicrobiana e antiviral. Durante esse processo, a
membrana basal permanece intacta dada & presenca de
colégeno, fibronectina e laminina. MA descelularizada
promove melhor proliferacdo e diferenciacdo celular,
adequada integridade estrutural e, também, um
padrdo mais uniforme de crescimento celular quando
comparada & MA ndo-descelularizada.” Wilshaw et
al.** compararam o uso da MA humana acelular com o
uso da in natura. O estudo demonstrou que a membrana
amniética descelularizada foi capaz de suportar adeséo,
viabilidade e proliferacdo de fibroblastos e queratinécitos,
concluindo que a membrana acelular possui potencial
para tratar diversas condicdes, como Ulceras do pé
diabético, defeitos da cérmea e queimaduras graves.”

Por suas caracteristicas, é possivel que a MA possa ser
utilizada como bio-scaffold macromolecular, podendo
substituir curativos comuns.? Ela age reduzindo o tempo
de cicatrizacdo e/ou complicacdes de ferimentos
extensos, atuando de forma a permitir reparo mais
fisiolégico da ferida, com melhores resultados estéticos
e funcionais na aparéncia final da cicatriz. Além disso,
seu baixo custo, por ser material de descarte, a torna
vantajosa pela disponibilidade e facilidade de aceitacéo
de doacdo pelas gestantes.”

CONCLUSAO

Dentre as estratégias terapéuticas investigadas,
a utilizacdo de CTs mononucleares em associacdo
com MA tem demonstrado impacto mais evidente nas
etapas avancadas do reparo tecidual, com indicios de
remodelamento mais organizado, menor deposicdo
fibrética e resultados cicatriciais superiores do ponto
de vista estético e funcional. Entretanto, ainda é
imprescindivel aprofundar a compreenséo dos processos
biolégicos envolvidos nessa interacéo celular e matricial
ao longo de todas as fases da cicatrizagdo cuténea.
Pesquisas futuras devem concentrar-se na caracterizacéo
detalhada dos mecanismos moleculares e celulares
subjacentes, bem como na avaliagdo da efetividade
sustentada e da seguranca dessa abordagem em modelos
experimentais de maior complexidade, especialmente na
presenca de comorbidades que interferem na dinémica
do reparo tecidual.
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