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Resumo

A membrana amniética descelularizada (MAH-D) € utilizada a fim de eliminar a imunogenicidade das
células e melhorar a biocompatibilidade in vivo. O presente trabalho teve como objetivo identificar as
principais aplicagbes da MAH-D na medicina regenerativa até entdo descritas na literatura. Dentre as
aplicac6es da MAH-D destacam-se a oftalmologia, diferenciacdo osteogénica e regeneracdo 0ssea,
regeneracdo periodontal, queimaduras e tecidos moles, adeséo intrauterina e fibrose endometrial,
regeneracdo de tenddes, enxertos para fechamento de fistulas faringocutaneas pos-laringectomia,
como substituta de tecido pericardio, e como enxerto vascular. Sendo assim, foi possivel definir que a
MAH-D é utilizada de forma ampla como scaffold na medicina regenerativa. O seu uso € bem
estabelecido na oftalmolgia, porém vem se expandindo e ganhando destaque para as demais
aplicagbes uma vez que se trata de um scaffold biocompativel muito associado a células-tronco
semeadas em sua superficie, o que permite o desenvolvimento de enxertos alégenos e aut6logos.

Palavras-chave: Membrana Amnidtica. Matriz Extracelular Descelularizada. Medicina Regenerativa.
Scaffold. Curativos Bioldgicos.

Area do Conhecimento: Engenharia Biomédica.
Introducéo

A medicina regenerativa (MR) é o ramo das ciéncias médicas que lida com a restauracéo funcional
de tecidos e/ou 6rgéos especificos de pacientes que sofrem de traumas, doengas cronicas cujo o
proprio corpo ndo produz respostas regenerativas suficiéntes para o combate, defeitos congénitos e
condi¢des associados a senescéncia (Mahla, 2016). A engenharia tecidual ou engenharia de tecidos
(ET) é um ramo da MR. O termo foi utilizado pela primeira vez por Langer e Vacanti em 1993, sendo
considerado um conceito relativamente novo, cujo foco principal é a regeneracdo de neotecidos por
ferramentas biolégicas como os biomateriais e fatores de crescimento. Seu surgimento como meio
terapéutico para tratar condicdes médicas desafiadoras vem da combinacdo de ramos das ciéncias
biolégicas como a biologia celular, ciéncia dos materiais, quimica, biologia molecular, engenharia e
medicina (Sharma et al.,2019). Embora o transplante de tecido seja uma estratégia para restauracao
funcional de o6rgaos, ha limitacdes e dasafios associados a sua aplicabilidade como: rejeicao
imunoldgica, escassez de doadores adequados e a potencial transmissdo de doencas (Xu et al., 2024).

Sendo assim, novas abordagens terapéuticas e estratégias vem sendo desenvolvidas para suprir
os desafios da MR e ET. Para isso, o desenvolvimento de biomateriais é cada vez mais constante. Os
biomateriais atuam como substitutos biolégicos ou reparadores teciduais capazes de fornecer suporte
estrutural para o crescimento de células, regular o comportamento celular e imitar as propriedades
fisicas e bioquimicas do tecido natural (Rai et al, 2017). Os scaffolds sdo biomateriais de composicao
variavel (poliméricos sintéticos ou organicos, tecidos nativos ou biomateriais hibridos) confeccionados
ou processados para simular o microambiente e microestrutura tecidual, com necessidade de suprir a
funcdo regenerativa do tecido no orgdo a ser implantado, além de simular a reorganizagao
caracteristica da matriz extracelular (MEC) natural (Xu et al., 2024).

A membrana amniotica humana (MAH) é um biomaterial provindo da placenta humana considerado
residuo cirdrgico apds o parto. E um tecido biol6gico abundante, prontamente disponivel, econdémico e
ético (Fénelon et al., 2021). A MAH é pouco espessa (0,02 mm-0,05 mm), elastica e forma a camada
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mais interna da placenta (Jirsova; Jones, 2017). Sua estrutura consiste em um epitélio simples, uma
membrana basal espessa e um estroma avascular. Ela tem sido usada em uma variedade de
procedimentos cirirgicos como enxerto de pele, cirurgia reconstrutiva vaginal, porém sua principal
aplicacdo tem sido na oftalmologia (Liang et al., 2009). A MAH é conhecida por suas propriedades na
regeneracao de feridas e seu amplo potencial para a MR e ET (Figura 1). Desde a introdugao do método
de descelularizagdo por Poel em 1948, o uso de scaffolds naturais advindos de teciduos nativos
descelularizados para obtencdo de MEC descelularizada se torna cada vez mais promissor na MR e
ET.

Figura 1 - Propriedades da membrana amniética humana como um arcabouco ideal para MR e ET.
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Recentemente, foram feitas tentativas para modificar a MAH por varios métodos, incluindo a
reticulacdo quimica e fisica, a fim de remover todos 0s componentes celulares e realizar a exposi¢do
da MEC, obtendo assim, a MAH em sua forma descelularizada (MAH-D) (Liang et al., 2009). A MAH-D
é utilizada com objetivo de eliminar a imunogenicidade proveniente de células epiteliais e estromais e
para melhor biocompatibilidade in vivo. A MAH descelularizada/acelular é mais fina do que a nativa,
porém ha a manutencgédo da resisténcia a tragdo e de suas propriedades elasticas. (Jahanafrooz et al.,
2023). Visando isso, 0 presente trabalho teve como objetivo identificar as principais aplicacdes da
membrana amnidtica humana descelularizada na medicina regenerativa até entdo descritas na
literatura.

Metodologia

O presente estudo se trata de uma revisdo de literatura nas bases de dados PubMed, Elsevier,
Scielo e Google Académico, durante o periodo entre 2003 a 2024, considerando as palavras chaves:
amnio, membrana amniética, matriz extracelular, medicina regenerativa, engenharia de tecido,
scaffolds descelularizados, terapia regenerativa (TR). Foram considerados 16 estudos, tendo como
critério de inclusdo estudos experimentais que utilizaram da MAH-D como scaffold, ndo sendo
consideradas as revisdes de literatura e estudos que utilizaram a MAH-D associada a outros
biomateriais.

Resultados

Os estudos encontrados abordam aplicacdes in vitro/ex vivo ou in vivo (pré-clinicas e clinicas) dentre
as aplicacbes da MAH-D podemos citar seu uso como substrato para a expanséo de células epiteliais
limbicas para aplicagdo na oftalmologia (Sangwan et al., 2003; Nakamura et al., 2003; Nakamura et al.,
2004; Shortt et al., 2009), na diferenciacdo osteogénica e regeneracdo 6ssea (Chen et al., 2012;
Akazawa et al., 2016; Akhlaghi et al., 2019), regeneracdo periodontal (lwasaki et al., 2014), em
queimaduras e tecidos moles (Gholipourmalekabadi et al., 2016), em casos de adeséo intrauterina e
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fibrose endometrial (Chen et al., 2019; Chen et al., 2021), regeneracao de tenddes (Mao et al., 2023),
enxertos para fechamento de fistulas faringocutaneas pés-laringectomia (Kakabadze et al., 2016),
como substituto de tecido pericardio (Francisco et al., 2016), e por fim, como enxerto vascular
(Amensag et al., 2012; Amensag; McFetridge, 2012; Swim et al., 2018).

Discusséo

A aplicacao da MAH-D como substrato para a expansao ex vivo de células epiteliais limbicas (LECs)
para tratamento de deficiéncias da cérnea em humanos foi descrita pela primeira vez por Schwab em
1999, sendo essa, a primeira aplicacdo para a MAH em sua forma descelularizada. Desde entéo, o0 uso
para tal finalidade vem se aprimorando, tendo como enfoque o estudo dos métodos preparo,
preservacdo e sua aplicacdo em diferentes patologias da cérnea (Sangwan et al., 2003; Nakamura et
al., 2003; Nakamura et al., 2004; Shortt et al., 2009).

Os efeitos da MAH-D na diferenciagéo osteogénica e na sinalizacdo ERK1/2 em células da papila
apical dentaria (APCs) humana foram relatados por Chen et al. (2011). A avaliacédo da diferenciacao
osteogénica das APCs quando cultivadas na MEC da MAH-D indicou que o scaffold demonstra
potencial promissor na osteogénese, facilitando a diferenciagcdo, modulando o ambiente,
potencializando o efeito e indugdo de suplementos osteogénicos, além de induzir a ativagédo da via
ERK1/2 — um dos efeitos da diferenciacdo e mineralizacdo de APCs humana. Sendo assim, fornece
potenciais aplicacdes ET dsseos e dentarios. O uso da MAH-D na regeneracao dssea se deu também
no estudo de Akhalaghi et al. (2019), o qual associou a MAH-D a células-tronco derivadas da gordura
bucal (BFSCs) semeadas em sua superficie para avaliacdo clinica do potencial osteogénico no
aumento de maxilares com deficiéncias extensas de 9 pacientes. Apds o enxerto da MAH-D associada
as BFSCs, foi verificada a cicatrizacdo 6ssea bem sucedida, sem evidéncias de inflamacéo, deiscéncia,
formacao de abscesso ou reacéo de corpo estranho nos individuos, comprovando a sua eficacia.

A MAH-D ao ser utilizada juntamente a células-tronco mesenquimais de ligamentos periodontais
(PDLSC) e osteoblastos, permitiu a transferéncia de células em bicamadas sobrepostas sobre sua
superficie. O scaffold possibilitou a preserva¢éo da topologia celular e a manutencao da estabilidade
mesmo apods deformagbes (dobramento e corte), além de melhorar a formagdo Ossea quando
comparado ao transplante de PDLSC isoladas, evidenciando seu potencial terapéutico para aplicagédo
em defeitos 6sseos (Akazawa et al., 2016). O uso de um scaffold de mesma composi¢do (PDLSC e
MAH-D) por Iwasaki et al. (2014) demonstrou potencial na terapia periodontal regenerativa baseada
em células quando aplicada em um modelo de defeitos periodontais criados cirurgicamente em molares
maxilares de ratos. O enxerto de PDLSC/MAH-D provou ser um método eficaz para transferéncia de
células com aumento na formacéo de tecidos periodontais in vivo.

Ao ser avaliado o potencial da MAH-D associada a células-tronco derivadas de tecido adiposo
humano (hADSC) como um suporte viavel para proliferacdo e entrega de células-tronco para terapia
celular na regeneracdo de queimaduras e ET moles, concluiu-se que a MAH-D possui propriedades
de fixacdo favoraveis para as hADSC, com auséncia de atividade citotoxica e pode ser considerada
uma escolha promissora na regeneracdo de queimaduras na clinica e um potencial transportador de
hADSC para aplica¢Bes na ET moles (Gholipourmalekabadi et al., 2016).

A aplicacdo da MAH-D liofilizada para prevencédo da adeséo intrauterina (AlU) demonstrou que o
transplante da MAH-D previne o desenvolvimento de AlU pela supressédo do fator de crescimento
transformador 1 e aumento da producdo de metaloproteinase de matriz-9 em modelo animal (rato)
(Chen et al., 2019). A avaliac@o do efeito da MAH-D liofilizada contra a AlU também foi realizada por
Chen et al. em 2021, utilizando-se um modelo de AlU em 12 ratos Sprague Dawley. Os resultados
obtidos indicaram que o transplante da MAH-D preveniu a fibrose endometrial pela supresséo do fator
de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), regulou positivamente a expressdo de metaloproteinase
de matriz-2 (MMP-2), facilitou a degrada¢é@o da MEC e inibiu o desenvolvimento de fibrose no modelo
utilizado. Porém, ndo houveram evidéncias de regeneracdo do epitélio endometrial e restauracdo da
cavidade uterina. Sendo assim, a MAH-D demonstrou um potencial de prevenir a formacéo de fibrose
e pode se apresentar como uma estratégia alternativa para o gerenciamento da AlU.

A avaliacdo do comportamento de tendécitos humanos (células residentes no tecido de tenddes)
semeados na superficie da MAH-D dispostas em trés camadas ou em uma Unica camada demonstrou
que o scaffold triplo ndo alterou a atividade bioldgica dos tendcitos in vitro, e ambas as estruturas
suportaram similarmente sua fungéo celular. O crescimento e migracdo celular dos tendcitos foi
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significativamente maior, ao mesmo tempo foi verificada a atenuacéo da desdiferenciacéo dos tendcitos
e a resposta inflamatoéria quando semeado sobre a MAH-D em comparagdo a cultura de tendcitos
isolada, demonstrando assim, o potencial da MAH-D como scaffold para reconstrucdo de tenddes
independentemente da quantidade de camadas utilizadas (Mao et al., 2023).

O uso das membranas amnioticas (dAmnio/cério) descelularizadas e liofilizadas para enxerto em
fistulas faringocutaneas (FFC) pos laringectomia foi avaliado clinicamente em 8 pacientes com
carcinoma espinocelular de laringe, apés realizacdo de quimioterapia pré-operatoria, radioterapia e
laringectomia total ou estendida. As fistulas foram reconstruidas por enxertos de membrana
amnio/cérion descelularizada e a cicatrizacdo completa foi relatada ap6s um tempo médio de 18 dias.
O uso dos enxertos da membrana amnio/cério ofereceu vantagens em relacdo a outros métodos de
tratamento da FFC pelo seu carater ndo invasivo, por prevenir a morbidade do doador e apresentar
eficacia no fechamento da fistula sem intervencéo cirlrgica adicional (Kakabadze et al., 2016).

O potencial da MAH-D como scaffold acelular para reparo de tecido do pericardio foi avaliado com
0 objetivo de obter uma matriz adequada, econémica e ética. O uso da MAH-D enxertada ap6s excisao
do pericardio de 10 ratos Wistar provou que o scaffold se trata de um substituto ideal para o pericardio,
podendo ser til para melhorar o desenvolvimento de terapias regenerativas, pois € bem incorporado
pelo tecido devido & sua baixa imunogenicidade e sua capacidade de diminuir a ocorréncia de
aderéncias e cicatrizes, aumentando a espessura do pericardio (Francisco et al., 2016).

Tendo em vista que a doencga cardiovascular aterosclerética € uma das principais causas de
mortalidade no mundo, a cirurgia de revascularizacéo arterial representa uma importante intervencao
terapéutica (Amensag et al.,, 2017) e a disponibilidade limitada de vasos de transplante autdlogos
adequados para cirurgias de by-pass coronario e periférico € um problema clinico significativo
(Amensag; McFetridge, 2012), a ET por automontagem para constru¢éo vascular, utilizada com
sucesso em procedimentos ndo urgentes inspirou o uso da MAH-D como um biomaterial para enxerto
vascular. O uso de um scaffold de MAH-D fabricado por rolamento multilaminado para gerar uma
construcdo tubular para regeneracao de vasos sanguineos foi proposto por Amensag e McFetridge em
2012. A biocompatibilidade e potencial inicial de ades&o do biomaterial foi testada utilizando-se células
endoteliais da veia umbilical humana e células musculares lisas vasculares humanas. Os resultados
mostraram adesdo positiva das células endoteliais e uma repopulagcdo progressiva por células
musculares lisas. A técnica evidenciou a capacidade de produzir um construto denso em células, com
uma MEC semelhante em arquitetura e composi¢do aos vasos nhaturais. O estudo confirmou que a
técnica de rolamento concéntrico usando a MAH-D é uma estratégia para desenvolver scaffolds
vasculares densos, reforcando o potencial da MAH-D para a engenharia e reconstrucdo de vasos
sanguineos danificados, possibilitando a fabricagcao de vasos com diferentes diametros, espessuras de
parede, forma e comprimento para corresponder a conformidade do vaso, adaptando as especificacdes
para locais distintos e viabilizando moldar estruturas mais complexas, como bifurcagées.

Nesse contexto, Amensag et al. (2017) utilizou a MAH-D como enxerto vascular baseado em MEC
humana aplicada em um modelo experimental de coelho. A MAH-D foi associada a fibrina e liofilizada,
em seguida, semeada com células musculares lisas humanas e cultivadas sob condigBes
hemodindmicas arteriais controladas in vitro. Os scaffolds foram implantados cirurgicamente como
enxertos de interposicdo arterial nas artérias carotidas de coelhos imunocompetentes. Os resultados
obtidos confirmaram a capacidade de criar um enxerto vascular de geometria diversificada, com
potencial de crescimento in situ viabilizado pelos componentes biolégicos endégenos da MAH-D. Além
de oferecer integridade mecanica adequada, tolerancia imunolégica pos-operatdria com duracéo de ao
menos 4 semanas e uma remodelacéo celular que se aproxima da arquitetura vascular nativa. Os
sinais de remodelacdo construtiva confirmaram o potencial promissor do biomaterial para reconstrucéo
de tecido vascular alogénico.

Ainda visando a aplicacdo da MAH-D em enxertos de substituicdo vascular, Swim et al. (2018)
desenvolveu um modelo de MAH-D organizado em multicamadas. As propriedades de proliferacdo e
sobrevivéncia celular foram iguais em ambas estruturas, em contrapartida a MAH-D em multicamadas
resultou em maior resisténcia mecanica que a MAH-D de camada Unica. A constru¢do multicamadas
mostrou biocompatibilidade in vitro com células endoteliais, células musculares lisas, miocitos
cardiacos e células-tronco mesenquimais (MSCs) derivadas do timo e do sangue do corddo umbilical.
Ao ser implantada em um modelo de enxerto de artéria pulmonar esquerda em leitdo, a MAH-D
multicamadas foi eficaz para reparo vascular, visto pelo desenvolvimento de endotélio recém-formado
na intima, uma camada medial rica em células musculares lisas e uma adventicia contendo novos vasa
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vasorum. Sendo assim, a MAH-D liofilizada em multicamadas demonstrou-se uma estrutura
biocompativel pronta para uso, que viabiliza a produg¢éo de um enxerto vascular autélogo utilizando-se
das proprias MSCs do paciente sobre sua superficie.

Conclusao

Apb6s a analise da literatura, foi possivel definir que a MAH-D é utilizada de forma ampla como
scaffold na MR. O seu uso € bem estabelecido na oftalmolgia, porém vem se expandindo e ganhando
destaque para as demais aplicacdes uma vez que se trata de um scaffold biocompativel muito
associado a células-tronco semeadas em sua superficie, 0 que permite o desenvolvimento de enxertos
alégenos e autologos.
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