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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas é um processo dindmico, que envolve uma série de eventos coordenados com mdaltiplos
niveis de complexidade, visando restaurar a integridade tecidual local. A membrana amniética (MA) tem sido
usada recentemente como suporte para a transferéncia de células para as feridas pois apresenta caracteristicas
importantes como promover reepitelizacdo, apresentar propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias, de
inibicdo da fibrose e apresentar resisténcia. Pesquisa indicam que o acido hialurénico (AH) é capaz de estimular
o0 desenvolvimento de fibrina, a atividade fagocitaria, a mobilidade dos neutréfilos, dos macréfagos e a migracédo
de fibroblastos. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo da membrana amni6tica
descelularizada e solubilizada com acido hialurénico no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em modelo
experimental. Foram utilizados 96 ratos Wistar machos de 60 dias com 250-300g divididos em 2 grupos de 48
animais em cada, sendo um grupo submetido a eutanasia no sétimo dia de tratamento e o0 outro no décimo quarto
dia, objetivando avaliar a evolucdo da ferida e as fases inflamatorias nestes dois tempos. Os ratos foram
submetidos a anestesia e entdo a lesdo cutanea por excisdo na regido do dorso. Logo ap6s os mesmos foram
randomizados e divididos em quatro grupos com n=12: I-Leséo epitelial (LE); II-LE+MA,; IlI-LE+AH; IV-
LE+MA+AH. Avaliou-se a contracdo da ferida quantificando sua area no primeiro, no sétimo e no décimo quarto
dia. Apds a retirada da pele, nos animais do Grupo I, 111 e IV as feridas foram cobertas totalmente pela MA e/ou
AH conforme randomizag&o. No sétimo e décimo quarto dia apds eutandsia a area lesionada dos animais de cada
grupo foi retirada para analise histolégica, bioquimica e molecular. Observou-se um aumento significativo na
contragdo da ferida nos grupos LE+MA, LE+AH e LE+MA+AH no décimo quarto dia. A média do nimero de
fibroblastos aumentou significativamente no grupo LE+MA+AH em relacdo ao grupo LE e as fibras de colageno
apresentaram um aumento no grupo LE+MA em relagdo ao controle no sétimo dia; a média de infiltrado
inflamatdrio diminuiu significativamente no LE+MA+AH em relacdo ao grupo LE no décimo quarto dia. Os
niveis de mMRNA de NF-kB diminuiram significativamente nos grupos LE+MA e LE+MA+AH em relagdo ao
controle no sétimo dia. Os niveis de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL1f e IL6 apresentaram uma redugdo
no grupo LE+MA+AH em relacdo ao grupo LE tanto no sétimo quanto no décimo quarto dia; ja os niveis de
citocinas anti-inflamatérias 1L10, IL4 e TGF-f apresentaram um aumento significativo no grupo LE+tMA+AH
em relacdo ao controle principalmente no décimo quarto dia. Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo,
0s niveis de nitrito diminuiram no grupo de terapia combinada quando comparado ao grupo controle, bem como
0 dano oxidativo (carbonil), no sétimo dia. Na defesa antioxidante ocorreu um aumento da GSH e da SOD no
grupo de terapia combinada tanto no sétimo quanto no décimo quarto dia. Com os resultados foi possivel
observar que as terapias propostas contribuiram para aceleracdo do processo inflamatério com antecipacéo da

fase de reparo.

Palavras-chave: feridas, membrana amnidtica, acido hialurénico, inflamacéo, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Wound healing is a dynamic process, which involves a series of coordinated events with multiple levels of
complexity, aiming to restore local tissue integrity. The amniotic membrane (AM) has recently been used as a
support for the transfer of cells to wounds because it has important characteristics such as promoting
reepithelialization, presenting antimicrobial and anti-inflammatory properties, inhibiting fibrosis and presenting
resistance. Research indicates that hyaluronic acid (HA) is able to stimulate the development of fibrin, phagocytic
activity, the mobility of neutrophils, macrophages and the migration of fibroblasts. Thus, the general objective of
this work was to evaluate the effect of the application of the decellularized and solubilized amniotic membrane with
hyaluronic acid in the healing process of cutaneous wounds in an experimental model. 96 male 60-day Wistar rats
weighing 250-300g were divided into 2 groups of 48 animals each, one group being euthanized on the seventh day
of treatment and the other on the fourteenth day, aiming to evaluate the evolution of the wound and the inflammatory
phases in these two times. The rats were submitted to anesthesia and then to cutaneous lesion by excision in the
region of the dorsum. Soon after, they were randomized and divided into four groups with n = 12: | — Epithelial
lesion (LE); Il — LE + MA; Ill - LE + AH; IV — LE + MA + AH. Wound contraction was assessed by quantifying
its area on the first, seventh and fourteenth day. After removing the skin, in the animals of Group Il 1l and IV the
wounds were covered completely by MA and / or HA according to randomization. On the seventh and fourteenth
day after euthanasia, the injured area of the animals in each group was removed for histological, biochemical and
molecular analysis. We observed a significant increase in wound contraction in the LE + MA, LE + AH and LE +
MA + AH groups on the fourteenth day. The mean number of fibroblasts increased significantly in the LE + MA +
AH group compared to the LE group and the collagen fibers showed an increase in the LE + MA group compared
to the control on the seventh day; the mean of inflammatory infiltrate decreased significantly in LE + MA + AH in
relation to the LE group on the fourteenth day. The levels of NF-kp mMRNA decreased significantly in the LE + MA
and LE + MA + AH groups compared to the control on the seventh day. The levels of pro-inflammatory cytokines
TNF-a, IL1B and IL6 showed a reduction in the LE + MA + AH group in relation to the LE group on both the
seventh and the fourteenth day; the levels of anti-inflammatory cytokines IL10, IL4 and TGF-f3 showed a significant
increase in the LE + MA + AH group in relation to the control mainly on the fourteenth day. Regarding oxidative
stress parameters, nitrite levels decreased in the combined therapy group when compared to the control group, as
well as oxidative damage (carbonyl), on the seventh day. In the antioxidant defense, there was an increase in GSH
and SOD in the combined therapy group on both the seventh and the fourteenth day. With the results it was possible
to observe that the proposed therapies contributed to accelerate the inflammatory process with anticipation of the

repair phase.

Keywords: wounds, amniotic membrane, hyaluronic acid, inflammation, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

11 FERIDAS

Todos os tipos de feridas tém potencial para se tornarem cronicas e, como tal, as feridas cronicas sdo
tradicionalmente divididas etiologicamente. Identificar e tratar a etiologia subjacente de uma ferida crénica, como
insuficiéncia venosa, perfusdo arterial, diabetes ou pressao ndo aliviada, bem como fatores sistémicos, como estado
nutricional, imunossupressao e infeccdo que podem contribuir para a ma cicatrizacao da ferida, sdo essenciais para

o0 tratamento bem-sucedido da ferida (Mustoe et al., 2006).

As feridas cronicas sdo frequentemente identificadas pela presenca de uma margem elevada,
hiperproliferativa, mas ndo avancada. Fibroblastos derivados do leito de feridas cronicas de varias etiologias
representam um fendtipo senescente, prematuro ou diferenciado, que responde ineficientemente as mensagens
estimulatérias normais. O ambiente local da ferida, rico em produtos inflamatdrios, e citocinas pré-inflamatérias
manifestam um meio enzimatico desequilibrado, consistindo em um excesso de metaloproteases de matriz e uma

reducdo em seus inibidores, resultando na destrui¢do da matriz extracelular (Menke et al., 2007).

Acredita-se que o estado inflamatério profundo resultante seja um fator significativo que influencia e
retarda a cura. A inflamac8o cronica, uma caracteristica marcante da ferida que ndo cicatriza, pode, em dltima
instancia, predispor esses locais da ferida a uma possivel alteracdo maligna. Em geral, a hipdxia local do tecido com
lesdo de isquemia-reperfusdo repetitiva é considerada comum patogénese no desenvolvimento de feridas cronicas
(Werdin et al., 2009).

Em relacdo a prevaléncia de feridas cronicas, destaca-se que, na maior parte dos paises, ha escassez de
dados epidemioldgicos e se observa que, entre os dados disponiveis, existem grandes variagcdes dessa taxa. No
Brasil, os registros estatisticos sobre feridas na populacdo ainda sdo incipientes, principalmente sobre as do tipo
cronico, alem de que, esta prevaléncia varia de acordo com condices e etiologias, como insuficiéncia venosa, ma
perfusdo arterial, diabetes ou pressdo alta. No Brasil, estudos apontam alta prevaléncia e incidéncia de feridas em

pessoas idosas residentes em institui¢des e durante a internacdo hospitalar (Vieira e Aradjo, 2018).

As feridas causam dor e sofrimento, reduzem a qualidade de vida, aumentam o0s custos com salde,

prolongam a hospitalizacdo e aumentam a morbidade (Groom et al., 2010).

Com o avango da idade da populagdo, 0 aumento do peso e as comorbidades resultantes de diabetes e
insuficiéncia venosa, foi relatado um aumento no nimero de pacientes com feridas crénicas. Estima-se que
aproximadamente 1% da populagdo desenvolvera ulceracdo ao longo da vida. S6 nos Estados Unidos, as feridas
cronicas afetam de 3 milhdes a 6 milhdes de pacientes e o tratamento dessas feridas custa cerca de US$ 5 bilhdes a
US$ 10 bilhGes a cada ano. De particular preocupagdo, observa-se um aumento no nimero de pacientes que foram

tratados de forma insuficiente para suas feridas crénicas em cursos prolongados (Strausberg et al., 2007).
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Acredita-se que as vias de tratamento estabelecidas para feridas cronicas podem ser altamente relevantes
na préatica diaria e como resultado delineamos conceitos atuais sobre o tratamento de feridas crénicas, enfocando os

principios fundamentais do tratamento.

1.2 A PELE E A CICATRIZAGAO

A pele é composta por duas camadas principais: a epiderme, que funciona como uma barreira do ambiente
externo, e a camada mais profunda, a derme, que é composta de tecido conjuntivo, e fornece a pele suas propriedades
mecanicas. A epiderme consiste em um epitélio queratinizado estratificado que é intercalado com foliculos pilosos
e glandulas. Subjacente a epiderme estd a derme, subdividida na derme "papilar" superior e na derme "reticular"
inferior, que diferem na densidade de suas fibras de colageno. Durante a cicatrizacdo cutanea, as propriedades
mecanicas e de barreira da pele sdo restauradas pelas aces de varios tipos de células que sofrem proliferacéo,

diferenciacdo, migragdo e apoptose para reconstruir a pele (Bielefeld et al., 2013).

Existem varias razdes para danos a pele, incluindo fatores genéticos, distirbios, trauma agudo, feridas
cronicas ou intervengdes cirdrgicas. No momento em que a pele é lesionada, uma série complexa de eventos comega:
células imunes sdo atraidas para o local da lesdo, nova matriz tecidual é gerada por fibroblastos, seguida pela
reepitelizacdo dos queratindcitos e, eventualmente, a revascularizacio da ferida (Midwood et al., 2004). Este
processo de cicatrizacdo € estimulado e controlado por varios fatores de crescimento e citocinas (Diegelmann e
Evans, 2004).

Os defeitos da pele podem ser divididos com base na profundidade da lesdo, como 1) epidérmica, II)
espessura parcial superficial, I11) espessura parcial profunda e IV) feridas na pele com espessura total. As feridas
das categorias | a Il podem se regenerar pela capacidade de autocura da pele, iniciando a migracao de queratindcitos
pelas bordas da ferida ou pelos foliculos capilares e glandulas sudoriparas na derme restante (Papini, 2004). Em
contraste, as feridas cuténeas de espessura total mais severas sdo especificadas por uma destruicdo completa dos
elementos regenerativos epiteliais que residem na derme. Portanto, somente a epiteliza¢do das bordas desse tipo de
ferida é possivel. O tamanho da ferida € um fator critico para a epitelizacdo. Feridas de espessura total com mais de
1 cm de didmetro precisam de enxerto de pele para evitar a formacéo extensa de cicatrizes, resultando em mobilidade

reduzida e deformidades cosméticas (Shevchenko et al., 2010).

Feridas profundas que destroem completamente a epiderme e parte da derme também tém impactos
funcionais, como comprometimento da oxigenacdo da pele e efeitos na capacidade de cicatrizacdo do tecido. As
consequéncias podem ser muito graves em termos de gerenciamento de fluidos, com a possibilidade de levar &
desidratacdo e choque. A perda de proteinas também pode ser grave, bem como o risco de contrair infeccfes. Para
evitar todas essas consequéncias dramaticas, a cobertura imediata de feridas ¢ uma medida essencial a ser tomada.
O procedimento clinico padrdo compreende escarectomia precoce, seguida de reconstrucdo imediata do tecido com

enxerto de pele (Longinotti, 2014).
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A cicatrizacdo de feridas é um processo dindmico que consiste em quatro fases continuas, sobrepostas e
programadas com precisdo (Figura 1). Os eventos de cada fase devem ocorrer de maneira precisa e regulada, pois
qualquer interrupgdo ou até o prolongamento do processo pode levar a um atraso na cicatrizacdo ou a uma ferida
cronica que néo cicatriza. A cicatrizacdo ideal de feridas envolve os seguintes eventos: (1) hemostasia rapida; (2)
inflamacéo apropriada; (3) diferenciacéo, proliferacdo e migragdo de células para o local da ferida; (4) angiogénese
adequada; (5) reepitelizagdo imediata e (6) sintese adequada do colageno para fornecer forga ao tecido cicatrizado
(Guo e Dipietro, 2010).

A fase inflamatéria é caracterizada por aumento da permeabilidade capilar e infiltracdo de neutrdfilos,
macréfagos e linfdcitos na ferida. Ap6s vasoconstricdo inicial durante a hemostasia, ocorre vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular. O aumento do fluxo sanguineo e o extravasamento de liquidos combinados ao bloqueio
da drenagem linfatica causam os sinais classicos de inflamacéo, incluindo calor, rubor e edema (Mickelson et al.,
2016).

O desbridamento da ferida comega com a migracdo dos glébulos brancos para a ferida. As plaquetas dentro
do tampao de fibrina liberam fatores de crescimento e citocinas, que recrutam células inflamatérias para a ferida.
Os neutréfilos em circulagcdo comecam a entrar na ferida minutos ap6s o ferimento, atingindo o pico nas primeiras

24 horas e sdo os principais responsaveis pela fagocitose (Portou et al., 2015).

Os mondcitos se acumulam dentro de 12 horas ap6s a lesdo e sofrem diferenciacéo dos macréfagos maduros
da ferida sob a influéncia de citocinas locais. Os macréfagos sdo a célula inflamatéria dominante dentro de trés a
cinco dias apo6s a lesdo e desempenham um papel fundamental na transi¢do da inflamac&o para o reparo. Além disso,
eles liberam citocinas pro-inflamatérias que propagam a resposta inflamatoria e fatores de crescimento que
estimulam a conversao de células mesenquimais em fibroblastos e promovem a sintese e angiogénese do colageno
(Pazyar et al., 2014).

Na fase proliferativa, aproximadamente 3 a 4 dias ap0s a leséo, ha fibroplasia, angiogénese e epitelizacio.
Sob a influéncia de fatores de crescimento, os fibroblastos dérmicos proliferam, migram e se diferenciam, sendo
criticos para a producdo de matriz extracelular (MEC), composta por colageno, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, fibronectina e elastina. O TGF-p (fator de crescimento de transfcormacéo -f) € um dos mediadores
mais importantes da formacdo da matriz de coldgeno. Estimula os fibroblastos a produzir fibronectina, que é

fundamental para facilitar a ligacdo celular e 0 movimento dos préprios fibroblastos (Ozturk; Ermertcan, 2011).

A epitelizacdo envolve proliferacdo e migracdo de queratindcitos epidérmicos das bordas da ferida,
diferenciacdo de células progenitoras epiteliais em uma epiderme estratificada e restauracdo da membrana basal que
conecta a epiderme a derme subjacente (Pazyar et al., 2014). As células epiteliais se movem para o centro da ferida
deslizando sobre os depésitos de fibrina ou lamina basal. As células epiteliais migram sob o coagulo da ferida e
sobre o tecido de granulacéo, fazendo com que a crosta se separe da ferida por secrecio de enzimas proteoliticas. A
medida que as células migram mais longe da borda da ferida, a migracdo diminui e a camada inicial formada tem

apenas uma camada celular de espessura. A contragdo ocorre tipicamente cinco a nove dias apés a lesdo inicial. O
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tecido existente nas bordas da ferida é puxado para dentro por contracdo, e a pele ao redor se estende, diminuindo
o0 tamanho total da ferida (Fossum; Hedlund, 2007).

A maturacdo normalmente comecga uma semana apos a lesdo apos a deposicéo de colageno na ferida e é a
fase mais longa da cicatrizacdo, continuando por semanas a meses apds a lesdo. A principal atividade que ocorre
durante esta fase é o fortalecimento e a remodelagéo do colageno recém-formado; o colageno tipo 111 é substituido
pelo colageno tipo | (Mickelson et al., 2016).

O enxerto perfeito deve estar prontamente disponivel, sem afetar a resposta imune, cobrir e proteger o leito
da ferida, melhorar o processo de cicatrizagdo, diminuir a dor do paciente e resultar em pouca ou nenhuma formacéo
de cicatriz (Groeber et al., 2011).

Hemuostase
(5-15 minutos)

Vasoconstrigéio

Degranulagdo de plaquetas

Inicio da cascata de coagulagdo
Formagéo de coagulo de fibrina

* Liberagdo de mediadores
inflamatorios, citocinas e fatores de
crescimento

Fase Inflamatoria s Quimioatraentes derivados de
(24-48 horas, até 2 semanas) plaquetas e fatores de crescimento
" | = Neutrofilos e macrdfagos fazem a
limpeza e remogio de particulas
* Macréfagos fazem a fagocitose e
liberam citocinas e fatores de
crescimento

Fase Proliferativa

Re-epitelizagio
(3-4 dias, até 21 dias) P %

Granulagio
Angiogénese
Fibroplasia

- * Colageno e organizacéo da MEC
Fase de Remodelamento . | * Contragfo da ferida
(Poucos dias até 2 anos) * Formagéo de cicatriz

Figura 1: Estagios da cicatrizacdo de feridas. Fonte: Adaptada de Mickelson et al., 2016.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) elevadas tém sido associados a reparacdo de feridas prejudicada em
feridas cronicas que ndo cicatrizam. O excesso de ROS pode degradar direta ou indiretamente as proteinas da matriz
extracelular por meio da ativacdo da protedlise. No entanto, as ROS de baixo nivel desempenham um papel
fundamental na resposta normal de cicatrizagdo de feridas; elas agem como mensageiros secundarios para recrutar
muitos imundcitos e células ndo linféides para o local da ferida e promover a reparacdo do tecido. Assim, a
manipulacdo de ROS apresenta um caminho promissor para acelerar a cicatrizagdo de feridas quando estas se
encontram estagnadas (Fan et al., 2019).
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1.3 MEMBRANA AMNIOTICA

A estrutura da MA e o fato de que contém diversos fatores de crescimento a tornam um material bioldgico
ideal para curativos. Além disso, apresenta caracteristicas importantes, como a promocao de reepitelizacéo,
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias e inibicdo da fibrose e formacéo de cicatrizes. A maioria dessas
caracteristicas é baseada na presenca principal de colageno tipos I, 11, I1l, IV, laminina e fibronectina na membrana
basal, além dos fatores de crescimento (EGF, TGFa e B, KGF, HGF, FGF, VEGF, PDGF) (Nouri et al., 2018).

As membranas amnidticas se desenvolvem a partir de tecido extra-embrionario e consistem em um
componente fetal (a placa coridnica) e um componente materno (as deciduas). O componente fetal inclui as
membranas fetais amni6tica e coridnica, as quais separam o feto do endométrio. A membrana amniocoridnica forma
os limites externos do saco que envolve o feto, enquanto a camada mais interna do saco é a MA, que consiste em
uma monocamada epitelial, uma membrana basal espessa e um estroma avascular (Figura 2). A camada mais interna,
mais proxima do feto, é chamada epitélio amniético e consiste em uma Unica camada de células dispostas
uniformemente na membrana basal. A membrana basal é uma das membranas mais espessas encontradas em todos

os tecidos humanos (Niknejad et al., 2008).

A camada compacta da matriz estromal adjacente a membrana basal forma o esqueleto fibroso principal da
MA. Os colagenos da camada compacta sdo secretados por células mesenquimais situadas na camada de
fibroblastos. Os colagenos intersticiais (tipos | e Ill) predominam e formam feixes paralelos que mantém a
integridade mecénica da MA. Os colagenos do tipo V e VI formam conexdes filamentosas entre os colagenos
intersticiais e a membrana basal epitelial. A camada intermediaria (camada esponjosa ou zona esponjosa) da matriz
estromal fica adjacente & membrana cori6nica. Seu contetido abundante de proteoglicanos e glicoproteinas produz
uma aparéncia esponjosa nas preparacoes histoldgicas e contém uma malha néo fibrilar do colageno principalmente
do tipo Ill, por fim, a camada esponjosa € frouxamente conectada a membrana coridnica; portanto, a MA ¢

facilmente separada do cdrion por meio de disseccdo contundente (Parry e Strauss, 1998).
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Figura 2: Apresentacdo esquematica da estrutura da membrana fetal. Os componentes da matriz extracelular de cada camada séo
mostrados. Fonte: Adaptada de Niknejad et al., 2008.

A posse de caracteristicas clinicamente importantes, incluindo comportamento anti-inflamatdrio,
propriedade angiogénica, inducdo de epitelizacdo e antimicrobiana, ndo-imunigénica, bem como a presenga de
varios fatores importantes de crescimento, fizeram da MA uma potencial candidata & cicatrizacdo de feridas
(Schulze et al., 2012; Garfias et al., 2010).

A MA pode ser usada fresca ou conservada, intacta ou descelularizada, dependendo das instalacdes
disponiveis e tipo de ferida. Até 0 momento, muitos métodos foram desenvolvidos para preparacdo, preservacao e
esterilizacdo da MA. Cada um desses métodos afeta notavelmente os comportamentos mecénicos, fisico- quimicos

e biolégicos da membrana (Riau et al., 2010).

A MA inibe a cicatrizaco pela regulacdo negativa do TGF-B, responsavel pelas respostas fibroticas
induzidas através da ativacdo dos fibroblastos (Mamede et al., 2012). O inibidor primario do TGF-B na MA ¢ o
acido hialurdnico existente na por¢cdo mesenquimal (Fairbairn et al., 2014). Verificou-se que a reepitelizacdo tardia
e a inflamac&o croénica, essencialmente causadas por infeccBes, sdo os principais fatores indutores na formagéo de
tecido cicatricial. A MA também minimiza a formagéo de cicatrizes nas feridas da pele através da secre¢do de EGF
(fator de crescimento epidérmico), KGF (fator de crescimento de queratinécitos) e HGF (fator de crescimento de
hepatdcitos) que sdo fatores de crescimento essenciais envolvidos na epitelizagdo e na cicatrizacdo de feridas. A
MA exerce sua atividade anti-inflamatdria através do fator inibidor da migracdo (MIF) e regulacdo negativa da

expressao de citocinas pré-inflamatérias, como a IL1. Além disso, a MA possui atividades antibacterianas de amplo
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espectro que permitem prevenir infeccdes pds-feridas, o estimulo mais importante das respostas inflamatérias
(Gholipourmalekabadi et al., 2019).

1.4 ACIDO HIALURONICO

Uma variedade de biomateriais tem sido desenvolvida nos ultimos anos e grandes esforgos foram dedicados
ao desenvolvimento de novos polimeros biocompativeis e biodegradaveis, que devem liberar produtos de
degradagdo seguros, que entram na via metabdlica normal. Muitos enxertos usados no tratamento feridas consistem
em biomateriais feitos de varios componentes da matriz extracelular (MEC) e sdo teorizados para favorecer a
cicatrizacdo, fornecendo um andaime estrutural e os sinais importantes para interacdes celulares complexas durante
as fases de cicatrizacdo. Entre uma série de possiveis materiais, a quimica do AH representa uma opcao interessante
e valiosa para o desenvolvimento de dispositivos médicos para tratamento de feridas epidérmicas e dérmicas
(Longinotti, 2014).

O AH ¢ dito um polimero natural da familia dos glicosaminoglicanos (GAGS) e consiste de uma unidade
béasicas de dois aglcares, acido glucurdnico e N- acetilglucosamina. O corpo humano pesando 70 kg contém cerca
de 15 g de AH. A maior quantidade do composto esta presente na pele (cerca da metade do total de AH), liquidos
sinoviais, no corpo vitreo e no corddo umbilical. Também pode ser encontrado nos locais onde ocorre o atrito:

articulagoes, tenddes, bainhas, pleura, e o pericardio (Salwowska et al., 2016).

Foi demonstrado que a molécula de AH contribui como modulador de muitos dos processos biologicos,

gragas as suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas.

Por exemplo, foi relatado que altas concentragOes teciduais de AH estdo presentes durante a ativagéo de

processos biolégicos importantes, como remodelacédo, regeneracdo e morfogénese (Juhlin, 1997).

O AH ¢ o principal componente hidrodindmico ndo proteico do liquido sinovial das articulagdes, de muitos
tecidos e drgdos, e suas propriedades visco-elasticas Unicas conferem notaveis habilidades de absorcdo e
lubrificacdo a tecidos e fluidos. O AH restringe a entrada de grandes proteinas e células plasmaticas nos fluidos,
mas facilita a troca de solutos entre os capilares sinoviais e a cartilagem e outros tecidos articulares. Além disso, o
AH pode formar um revestimento pericelular ao redor das células, interagir com mediadores pro-inflamatérios e se
ligar aos receptores celulares, onde modula a proliferacdo celular, a migracao e a expressdo génica. Todas essas

propriedades fisico-quimicas e biolégicas do AH demonstraram ser dependentes da massa molar (Volpi, 2009).

Uma das propriedades mais distintivas do AH é sua viscoelasticidade no estado hidratado. Tanto a
viscosidade quanto a elasticidade podem variar com a taxa de cisalhamento ou movimento oscilatério. Como
consequéncia, 0 movimento rapido reduz a viscosidade do AH, que se reflete na forca necessaria para superar o
atrito interno. Isso também aumenta a elasticidade, que armazena energia e permite a recuperacao da deformacao.

Esse fendmeno é familiar como edema "cutaneo" em tecidos subcutaneos normalmente moles. ApGs recuo breve e
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rapido na mesma profundidade, o tecido recupera imediatamente sua forma original. Finalmente, as propriedades
de viscosidade e elasticidade estdo positivamente relacionadas, de maneira complexa, a massa molar e a
concentragdo, um ponto que deve ser considerado nos usos cirlrgicos e médicos de varias preparagfes de AH para

viscoprotecdo e viscossuplementacdo (Fraser et al., 1997).

O AH atua nas células, ligando-se aos receptores CD44 e RHAMM. A primeira delas estd envolvida em
processos inflamatdrios, aterosclerose e carcinogénese. O segundo receptor é responsavel pela motilidade das
células, cicatrizacdo de tecidos e carcinogénese. A interacdo entre 0 AH e o receptor CD44 afeta a proliferacao,
sobrevivéncia, motilidade, invasividade e a quimiorresisténcia das células. Por outro lado, a superexpressdo do
receptor RHAMM esta associada a promocao de crescimento tumoral e metastase. Foi provado que o AH de baixo
peso molecular promove a motilidade das células tumorais por meio de interacbes com os receptores CD44.
Acredita-se que 0 AH de alta massa molar molecular seja responsavel pela migracéo, diferenciagéo celular e colecéo

de tecidos de células progenitoras (Sugahara et al., 2003).

Considerando estudos prévios que ja estabelecem o uso do acido hialurénico para o tratamento de feridas e
distarbios da pele, e os dados apresentados sobre a membrana amni6tica e seus promissores efeitos na cicatrizacdo
gue ainda precisam de mais estudos para investigacdo, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da aplicacdo da
membrana amnidtica descelularizada e solubilizada com &cido hialurénico no processo de cicatrizacdo de feridas

cutaneas em modelo experimental de ratos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da aplicagdo da membrana amniética descelularizada (MA) e solubilizada com &cido
hialurénico (AH) no processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em modelo experimental de ratos no sétimo e

décimo quarto dia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar o tamanho de area da ferida através da medida da area usando imagens fotogréaficas e analisadas
pelo software image J no sétimo e décimo quarto dia;

* Avaliar os efeitos da aplicagdo de MA ¢ AH sobre os niveis proteicos de citocinas pro-inflamatérias e
anti-inflamatorias (IL1p3, TNF-a, IL6, IL4, IL10 e TGFB) em um modelo de lesdo epitelial na pele de ratos Wistar;

« Avaliar a expressdo génica de NF-kp e Nrf2 através de RT-PCR em um modelo de lesdo epitelial na pele
de ratos Wistar;

* Avaliar os efeitos da aplicagdo de MA e AH sobre a producao de oxidantes, sistema antioxidante e dano
oxidativo em um modelo de lesdo epitelial na pele de ratos Wistar;

* Avaliar os efeitos da aplicacdo de MA e AH sobre o infiltrado inflamatdrio, novos vasos, fibroblastos e

producdo de coldgeno através de analise histoldgica em um modelo de lesdo epitelial na pele de ratos Wistar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.3 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade
do Extremo Sul Catarinense — UNESC sob protocolo n°® 17/2020 (anexo 1) tendo todos os procedimentos em
conformidade com as diretrizes brasileiras para o uso de animais com propositos cientificos e didaticos (Lei 11.794,
DOU 27/5/13, MCTI, p.7).

3.2 MEMBRANA AMNIOTICA

As membranas amnioticas foram obtidas em parceria com a PUC-PR, onde foram processadas e as

recebemos prontas para 0 uso no experimento.

As membranas amniéticas foram obtidas de parturientes (n=2, com 36 a 40 semanas de idade gestacional),
depois que cada mée assinou um termo de doacdo de Consentimento Livre e Esclarecido de acordo com um
protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR. As membranas coletadas foram processadas no
periodo de seis a 12 horas depois do parto normal.

A descelularizacdo da matriz amni6tica foi realizada com técnica asséptica em uma cabine de seguranca
bioldgica classe 1l BioSAFE (Veco®). Para esse processo, as membranas foram retiradas do meio (PBS) tampao
fosfato pH 7.2 (Gibco) e tratadas com solucéo de SDS (duodecil sulfato de sédio) a 0,01% e SD (desoxicolato de
s6dio) a 0,01% por 24 horas a 37°C, com auxilio de agitador mecanico (Mesa agitadora 109 M, Nova Etica Ltda.).

Depois foram conservadas em PBS a 4° C. De acordo com a metodologia descrita por Hopper et al. (2003).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos (2 meses pesando entre 250 — 300 g) divididos em 2 grupos de 48
animais em cada, para que um desses grupos fosse submetido & eutanasia no 7° e outro no 14° dia, objetivando
avaliar todo o processo de reparo tecidual, desde a fase inflamatdria até a de remodelamento. Além disso, cada
grupo de 48 animais foi subdividido em 4 grupos com 12 animais cada, agrupados em gaiolas especificas, com
temperatura ambiente controlada entre 20+/°C, ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso, alimentados com dieta
padréo para roedores e agua ad libitum.

Os animais foram anestesiados com isoflurano 4% via inalatoria e a regido dorsal de cada animal foi
tricotomizada e esterilizada com alcool 70%. Os ratos foram submetidos & lesdo cutdnea com um molde de 2 cm de
comprimento e 2 cm de largura para delimitacdo da area da leséo a ser induzida . Apds a demarcagdo com o molde,
foi realizada a exérese do segmento de pele de espessura total na regido do dorso entre as duas escapulas, seguindo

modelo de lesdo epitelial descrito por Carvalho et al. (2006) e adaptado pelo grupo.
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Os animais foram divididos randomicamente em 4 grupos com n=12/ cada:
I Ferida;

Il. Ferida + Acido Hialurdnico (AH);

1. Ferida + Membrana Amnidtica (MA);

V. Ferida + MA + AH.

3.4 TRATAMENTO

Apbs a retirada da pele, nos animais do grupo I (controle) as feridas induzidas foram cobertas por curativo
transparente e adesivo (Tegaderm), e a cicatrizacdo se deu por segunda inten¢do. Ja nos animais dos Grupos Il, 111
e IV as feridas foram cobertas totalmente pela MA e/ou AH conforme aleatorizacdo. Esta aplicagdo foi feita uma
Unica vez.

Todos os animais foram anestesiados com isoflurano 4% na forma inalatéria para assegurar a imobilizagédo
e aplicagdo correta dos tratamentos.

A eficécia do protocolo foi avaliada ap6s um periodo de cicatrizagdo de 7 dias em metade dos animais e em

14 dias na outra metade, objetivando avaliar a evolugéo da ferida e as fases inflamatorias nestes dois tempos.

35 EUTANASIA

Ap0s esses procedimentos, os animais foram anestesiados com isoflurano 4% e mortos por decapitacdo em
guilhotina, no sétimo e décimo quarto dia de tratamento. Em seguida, a pele/lesdo de quatro animais de cada grupo
foi retirada com margem de seguranca de 0,5 cm para anélise histopatoldgica e os oito restantes foram para anélises
bioguimicas e moleculares.

3.6 ANALISE DO TAMANHO DAS FERIDAS

O método fotogréfico é uma alternativa precisa para medir a area da ferida, sendo uma técnica apropriada
para feridas limpas, contaminadas ou ndo. Imagens digitais das feridas foram feitas na resolucdo: 3264 x 2448 pixels
e analisadas pelo software IMAGEJ ® 1.51. As imagens das lesdes foram obtidas nos dias 0, 7 e 14 do tratamento,

para verificacdo visual da evolucdo do processo de cicatrizacdo e mensuracdo do tamanho delas (area, comprimento

s N z - P 2 ~ .
e largura) calculando a variacéo das areas das feridas neste periodo em cm'. Essas mensuracOes foram feitas pelo

mesmo pesquisador, sendo realizadas 5 mensuragdes de cada ferida e utilizado o valor médio.

3.7 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras de tecido epitelial do 7 e 14° dia foram embebidas em solucdo de paraformaldeido (PFA) a

10% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4). As amostras retiradas foram fixadas por 24 horas na mesma solucdo (PFA
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10%), e posteriormente incluidas em parafina apds desidratacéo e clareamento, e seccionadas em cortes de 5 um de
espessura. Quantificacfes histoldgicas da infiltracdo de leucdcitos, fibroblastos, vasos sanguineos e deposicao de
colageno ocorreram com hematoxilina-eosina e tricromio de Gomori, respectivamente. As laminas foram lidas em
microscopio optico (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY, EUA), com aumento de 200x, e foram capturados quatro
campos oculares por corte (4 animais / grupo). As imagens foram gravadas com o auxilio da cdmera Nikon (Sight
DS-5M-L1, Melville, NY, EUA) e analisadas no software NIH ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA),
considerando a coloragdo nuclear de células inflamatdrias (H&E). Os dados foram expressos como densidade dptica
(OD).

3.8 ENSAIOS

38.1 RT-PCR

As analises de expressdo génica dos marcadores NF-kf3 ¢ Nrf2 foram realizadas através de PCR — Real
Time, em amostras do sétimo dia ap6s tratamento. O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Life
Technologies) e seguindo as instrugdes recomendadas pelo fabricante. O RNA obtido foi solubilizado em 30 pl de
agua Milli-Q tratada com DEPC 0,1% (Sigma), agrupado em um Unico tubo e armazenado a -20°C. O RNA total
extraido foi quantificado por espectrofotometria em absorbancia a 260 nm e 280nm. A relacdo entre as absorbancias
260/280 nm foi utilizada para estimar a contaminac&o por proteinas. Foram considerados de boa qualidade os RNAs
cuja relacdo 260/280 nm estavam entre 1,8 e 2,0. Logo ap6s, 0 DNA complementar foi sintetizado através da
transcriptase reversa M-MLV, que promove uma fita de DNA complementar a partir de RNA de fita simples. A
parte final incluiu a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, por meio do sistema do corante SYBR
Green, que possui ligacdo altamente especifica ao DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se

acumula durante os ciclos da reacéo.

3.8.2 Imunoensaio Enzimaético

As amostras foram processadas e apés, a placa foi sensibilizada para posterior incubacdo com o anticorpo.
Para dosagem das citocinas (TNF-a, IL- 1B, IL-6, IL-4, IL-10, TGF-B) foi utilizado 0 método enzyme-linked
immuno absorbent assay (Duoset ELISA) de captura (R&D system, inc.,Minneapolis, USA).

3.8.3 Determinacao intracelular de ROS e dxido nitrico
3.8.3.1 Diclorofluoresceina— DCFH-DA
A producdo de hidroperoxidos foi determinada pela formagdo intracelular de 2',7'-diclorofluoresceina

(DCFH-DA) a partir da oxidagdo do diacetato de 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) por ROS de acordo

com o método descrito anteriormente por Dong (2010), com algumas modificacGes.
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3.8.2.2 Indicador da formacao de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do metabdlito estavel nitrito. Para
mensurar o conteudo de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de
N1 (naphthylethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a absorbancia foi medida a 540 nm. O
contetido de nitritos foi calculado com base numa curva padrdo de 0 a 100 nM realizada com o metabdlito nitrito

de sodio (NaNO2). Os resultados foram calculados em pumol Nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

3.8.3 Marcadores de dano oxidativo
3.8.3.4 Conteudo de Sulfidrila

Para determinar grupamentos tidis totais na amostra foi utilizado o reagente de cor (DTNB), que reduzira
0s grupos tiois gerados, formando um derivado amarelo (TNB), que foi mensurado espectrofotometricamente em

um aparelho spectramax a 412nm (Aksenov e Markesbery, 2001).

3.8.3.5 Carbonilagdo de proteinas

A oxidacdo de proteinas foi determinada mediante a quantificacdo de proteinas carboniladas através da
reacdo de grupos carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reagdo gera a formacdo de hidrazonas
correspondentes. O contelido de carbonilas foi determinado espectrofotometricamente a 370nm como previamente
descrito por Levine et al. (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de proteina empregando o

coeficiente de extingdo molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M-1. Cm-1.

3.8.4 Defesas antioxidantes
3.8.4.1 Superoxido Dismutase (SOD)

Foi medida pela inibicao da oxidacdo da adrenalina adaptado de Bannister e Calabrese (1987). Os volumes
de 5, 10 e 15ul foram retirados das amostras de homogenado de tecido epitelial, nas quais 5 ml de catalase (0,0024
mg/mL de dgua destilada), tampao de glicina 175+185mL (0,75g em 200 ml de agua destilada a 32°C, pH 10,2), 5ul
adrenalina (60mM em &gua destilada +15ml/ml de HCI fumegante) foram adicionados. As leituras foram realizadas
por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor a 480nm. Os valores foramexpressos em unidade de SOD por

miligrama de proteina (U/MG de proteina).

3.8.4.2 Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptacdes.

GSH foi mensurado no homogenado de tecido epitelial apos precipitacdo de proteina com 1mL proteina de &cido
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tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampéo de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 um DTNB.
A absorbancia foi lida a 412nm depois de 10 min. Uma curva padrdo de glutationa reduzida foi usada para calcular
0s niveis de GSH nas amostras.

3.8.,5 Conteudo de Proteinas

O teor de proteina a partir do homogenado de tecido epitelial foi ensaiado utilizando albumina de soro bovino
como um padrdo, de acordo com Lowry (1951). Reagente fosfomolibdico-fosfotingstico (Folin fenol) foi

adicionado para ligar-se a proteina. Absorbancia foi lida a 750nm.

3.9 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE DE DADOS

Os dados foram expressos em média e erro padrdo médio e analisados estatisticamente pela analise de
variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post hoc Newman-Keuls. O nivel de significancia estabelecido
para o teste estatistico é de P<0,05. Foi utilizado o SPSS (StatisticalPackage for the Social Sciences) versédo 17.0
como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.3 ANALISE DA CONTRAGCAO DA FERIDA

A figura 3 representa a area de contragdo da ferida em cmz2. No sétimo dia ap6s a inducdo da ferida (figura
3A) os grupos ndo apresentaram diferenca significativa. Contudo, quando analisamos no décimo quarto dia apds a
inducdo da ferida (figura 3B), foi possivel ver uma diferenca significativa na contracdo da ferida nos grupos em
todos os grupos tratados em relacdo ao grupo Ferida, sendo que nos grupos Ferida+MA e FeridatMA+AH a
diferenca significativa foi maior (p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
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Figura 3: Efeitos do tratamento com Membrana Amniética e Acido Hialurénico sobre parametros de contracio da ferida em que (A)
contracdo da ferida em 7 dias e (B) contracéo da ferida em 14 dias. Os dados séo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s
Grupo Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida;***p<0,001 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-
Keuls).

4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Na figura 4A observa-se imagens representativas de cortes histologicos do sistema tegumentar no sétimo
dia apds a inducao da ferida, ao qual foram realizados quantificacfes da média de nimero de infiltrado inflamatério
(figura 4B) e da média do nimero de vasos sanguineos (figura 4C), os quais ndo apresentaram diferenca
significativa. Ja a média de nimero de fibroblastos (figura 4D) apresentou um aumento significativo no grupo das
terapias combinadas (Ferida+tMA+AH) em relagdo ao grupo Ferida enquanto na analise da compactacao das fibras

de colageno (figura 4E) houve um aumento significativo no grupo Ferida +MA em relacdo ao controle.
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Figura 4: Efeitos do tratamento com Membrana Amniética e Acido Hialurdnico sobre pardmetros de analise histolégica no sétimo dia.
(A) imagens representativas de cortes histolégicos; (B) média do n° de infiltrado inflamatério; (C) média do n° de vasos sanguineos;
(D) média do n° de fibroblastos; (E) compactagéo das fibras de colageno. Os dados séo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05
v.s Grupo Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).

Na figura 5A tem-se imagens representativas de cortes histoldgicos do sistema tegumentar agora no décimo
quarto dia apés a inducdo da ferida. Na quantificacdo da média de nimero de infiltrado inflamatério (figura 5B)
houve uma diminuigdo significativa no grupo das terapias combinadas (Ferida+MA+AH) em relacdo ao grupo
Ferida. Em relacdo & média do nimero de vasos sanguineos (figura 5C), média de nimero de fibroblastos (figura

5D) e compactagdo das fibras de colageno (figura 5E) ndo houve diferenca significativa.
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Figura 5: Efeitos do tratamento com Membrana Amniodtica e Acido Hialurdnico sobre pardmetros de anélise histoldgica no décimo
quarto dia. (A) imagens representativas de cortes histoldgicos; (B) média do n° de infiltrado inflamatério; (C) média do n° de vasos
sanguineos; (D) média do n° de fibroblastos; (E) compactagdo das fibras de colageno.Os dados sdo apresentados em média +EPM, no
qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).

45 RT-PCR

Na figura 6 esta representada a analise da expressdo génica dos marcadores Nf-kf e Nrf2 no sétimo dia
apos a inducdo da ferida. Quando analisado o conteldo de mMRNA de Nf-kf (figura 6A), houve uma diminuicéo
significativa nos grupos Ferida +MA e Ferida +MA+AH em relacdo ao grupo Ferida (p<0,05). Ja na anélise do

conteldo de mRNA do Nrf2 (figura 6B) ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos.
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Figura 6: Efeitos do tratamento com Membrana Amnidtica e Acido Hialurdnico sobre parametros da expressdo génica dos marcadores
Nf-kp e Nrf2 no sétimo dia. (A) conteldo de mRNA (Nf-kp); (B) contelldo de mRNA (Nrf2). Os dados sdo apresentados em média
+EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).

4.6 IMUNOENSAIO ENZIMATICO

4.6.1 Citocinas Pré-Inflamatorias

Na figura 7 estdo representados os niveis proteicos das citocinas pré-inflamatdrias TNF-a, IL1B e IL6 no
sétimo dia apos a indugdo da ferida. Quando avaliados os niveis de TNF-a (figura 7A), houve uma diminuicdo
significativa em todos os grupos em relacdo ao grupo Ferida, sendo que esta diferenca foi maior (p<0,01) para o
grupo Ferida +AH; 0 mesmo aconteceu com os niveis da citocina IL6 (figura 7C). Ja os niveis de IL1p (figura 7B)

apresentaram uma diminui¢do significativa somente no grupo Ferida +MA+AH em relac¢do ao grupo Ferida.
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Figura 7: Efeitos do tratamento com Membrana Amnidtica e Acido Hialurénico sobre parametros de citocinas pré-inflamatérias no
sétimo dia em que (A) TNF-o; (B) IL1p; (C) IL6. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida;
**p<0,01 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).

Agora na avaliacdo das citocinas pré-inflamatérias no décimo quarto dia ap6s a inducdo da ferida, os
niveis de TNF-o (figura 8A) apresentaram uma diminui¢do significativa em todos os grupos em relagdo ao grupo
Ferida (p<0,001), assim como nos niveis de IL1p (figura 8B), em que houve uma diminuicéo significativa de todos
0s grupos em relagdo ao grupo Ferida (p<0,01), sendo que nos grupos Ferida+MA e Ferida+tMA+AH a diferenca

foi significativamente maior (p<0,0001). Em relagdo aos niveis de IL6 ndo houve diferenca significativa.
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Figura 8: Efeitos do tratamento com Membrana Amniética e Acido Hialurdnico sobre parametros de citocinas pré-inflamatérias no
décimo quarto dia em que (A) TNF-a; (B) IL1B; (C) IL6. Os dados séo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo
Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida; ***p<0,001 v.s Grupo Ferida; &p<0,0001 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste

post hoc de Newman-Keuls).

4.4.2 Citocinas Anti-Inflamatorias
Na figura 9 estdo representados os niveis proteicos de citocinas anti-inflamatérias (1L10, 1L4 e TGF-p)
no sétimo dia apds a inducdo da ferida. Somente houve diferenca significativa nos niveis de 1L4 (figura 9B) onde

observa-se um aumento significativo no grupo de terapias combinadas (Ferida+MA+AH) em relacdo ao controle.
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Figura 9: Efeitos do tratamento com Membrana Amnidtica e Acido Hialurénico sobre parametros de citocinas anti-inflamatorias no
sétimo dia em que (A) IL10; (B) IL4; (C) TGF-B. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida;
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).

Os niveis proteicos das citocinas anti-inflamatérias no décimo quarto dia ap6s a indugdo da ferida estéo
representados na figura 10. Observou-se um aumento muito significativo da citocina IL10 (figura 10A) no grupo
Ferida+tMA+AH em relagéo ao grupo Ferida (p<0,0001); o mesmo ocorreu com os niveis de I1L4 (p<0,001) (figura
10B).

O fator de crescimento TGF-p (figura 10C) apresentou um aumento significativo em todos o0s grupos em
relacdo ao grupo Ferida, sendo que no grupo Ferida +MA essa diferenca foi de p<0,01; no grupo Ferida+AH de

p<0,05 e no grupo Ferida+MA+AH de p<0,0001.
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Figura 10: Efeitos do tratamento com Membrana Amniética e Acido Hialurdnico sobre parametros de citocinas anti-inflamatorias no
décimo quarto dia em que (A) IL10; (B) IL4; (C) TGF-B. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo
Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida; ***p<0,001 v.s Grupo Ferida; &p<0,0001 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste

post hoc de Newman-Keuls).

4.7 PARAMETROS OXIDATIVOS

Foi feita a analise de oxidantes, dano oxidativo e antioxidantes em 7 e 14 dias; na figura 11 temos os
resultados do sétimo dia apds a inducdo da ferida.

Para avaliagdo dos oxidantes analisou-se os niveis de DCF e Nitrito. Os resultados de DCF (figura 11A)
no sétimo dia ndo apresentaram diferenca significativa; ja os niveis de nitrito (figura 11B) mostram uma diminuicéo
significativa no grupo Ferida+tMA+AH em relagdo ao grupo Ferida (p<0,05).

Afim de avaliar o dano oxidativo, mediu-se os niveis de Carbonil e contetido de Sulfidrila. Obtivemos uma
redugdo significativa nos niveis de grupos carbonila (figura 11C) nos grupos Ferida+tAH (p<0,05) e
Ferida+MA+AH (p<0,01) em relacdo ao grupo Ferida. O conteldo de sulfidrila (figura 11D) ndo apresentou
diferenca significativa.

Em relagdo aos efeitos antioxidantes, foram medidas as enzimas SOD e GSH. Os niveis da SOD (figura
11E) apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no grupo das terapias combinadas (Ferida+MA+AH) em

relacdo ao controle; 0 mesmo ocorreu com os niveis de GSH (p<0,01).
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Figura 11: Efeitos do tratamento com Membrana Amnidtica e Acido Hialurdnico sobre pardmetros oxidativos no sétimo dia em que
(A) DCF; (B) Nitrito; (C) Carbonil; (D) Contetdo de sulfidrila; (E) SOD; (F) GSH. Os dados sdo apresentados em média +EPM, no
qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-Keuls).

Na figura 12 temos os resultados de parametros oxidativos no décimo quarto dia ap6s a inducao da ferida.
Observou-se que os resultados dos oxidantes DCF e Nitrito (figura 12 A e B) ja ndo apresentaram diferenca
significativa, assim como aconteceu com os marcadores de dano oxidativo Carbonil e Sulfidrila (figuras 12 C e D).
Porém, em relagdo ao sistema antioxidante, foram medidas as enzimas SOD e GSH e os niveis da SOD
(figura 12E) apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no grupo das terapias combinadas (Ferida+tMA+AH)

em relacdo ao controle; 0 mesmo ocorreu com os niveis de GSH (p<0,01).
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Figura 12: Efeitos do tratamento com Membrana Amniética e Acido Hialurénico sobre parametros oxidativos no décimo quarto dia
em que (A) DCF; (B) Nitrito; (C) Carbonil; (D) Contetdo de sulfidrila; (E) SOD; (F) GSH. Os dados sao apresentados em média
+EPM, no qual: *p<0,05 v.s Grupo Ferida; **p<0,01 v.s Grupo Ferida; (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman-

Keuls).
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5 DISCUSSAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as lesbes de um modo geral sdo responsaveis
por 9% da mortalidade global, com um nimero muito maior de hospitaliza¢fes associadas e visitas a departamentos
de emergéncia em comparagdo com outras causas de mortalidade. Muitas das lesGes sdo acompanhadas por feridas
na pele (OMS, 2017).

Na ocorréncia de uma leséo de pele, fato que pode decorrer de vérios fatores, 0 processo de cicatrizagdo
tem inicio, sendo estimulado e controlado por varios fatores de crescimento e citocinas (Diegelmann e Evans, 2004).
Feridas profundas que destroem completamente a epiderme e parte da derme tém impactos funcionais, como
comprometimento da oxigenacgdo da pele e efeitos na capacidade de cicatrizacdo do tecido, com a possibilidade de
levar a desidratacdo, choque e contracéo de infecgBes. Para que isso ndo ocorra, a cobertura imediata das feridas é

uma medida essencial a ser tomada.

Curativos com propriedades semelhantes a um hidrogel tém sido uma boa aplicacdo clinica para o
tratamento de feridas, uma vez que fazem uma melhor cobertura de ferida que curativos secos tradicionais, além de

serem eficazes em reter e criar um ambiente imido dentro da ferida para facilitar a cicatrizacdo (Wang et al., 2020).

Para um processo de cicatrizagdo bem sucedido é necessario um microambiente de tecido com altos niveis
de proteinas bioativas, como fatores de crescimento, fibroblastos funcionais, queratindcitos e células endoteliais
vasculares. Em contrapartida, a inflamacéo persistente, senescéncia celular, deficiéncias de fator de crescimento,
altos niveis de biocarga, concentracdes elevadas de proteases destrutivas e deficiéncias de células-tronco séo
caracteristicas inerentes a feridas crénicas, prejudicicais ao processo de reparo. Produtos avancados de tratamento
de feridas, como curativos a base de membrana amniética, podem melhorar essas propriedades destrutivas que
geralmente estdo presentes em feridas cronicas; fornecendo uma oportunidade para uma cura mais rapida e
completa, o que reduz o risco de morbidade significativa associada a infeccéo; e pode muito bem reduzir os custos
dos cuidados de saude (Tettelbach et al., 2019).

A primeira aplicacdo de membrana amniética (MA) documentada ha mais de cem anos foi relatada como
um curativo biol6gico para acelerar o processo de cicatrizacdo em Ulceras de pele. Imunomodulacéo, epitelizacao,
caracteristicas anti-inflamatérias, anti-angiogenéticas e anti-fibroblasticas podem promover a cura de varios tipos
de feridas. O campo mais conhecido de uso da MA revisado por diferentes autores € a engenharia de tecidos para
cicatrizacdo de feridas (Nejad et al., 2018).

O 4cido hialurénico possui muitas propriedades que o tornam um material desejavel na cicatrizacéo de
feridas. E um componente de glicoaminoglicano da matriz extracelular que ocorre naturalmente na pele, cartilagem
e tecidos conjuntivos. Diversos estudos clinicos demonstram que os curativos & base de AH sdo eficazes no
tratamento de feridas impedindo que tornem-se cronicas, principalmente em termos de seguranca e eficacia
(Voinchet et al., 2006).
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A partir do exposto, este trabalho avaliou o efeito da aplicacdo da membrana amnidética descelularizada e
solubilizada com &cido hialurénico no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em pele de ratos Wistar no
sétimo e décimo quarto dia apds a inducdo da ferida. Ao analisarmos os dados do décimo quarto dia, é possivel
observar que o tratamento proposto através da combinacdo de membrana amni6tica e acido hialurénico foi capaz
de acelerar a cicatrizacdo de feridas, tendo em vista que houve um aumento significativo no nivel de contracdo da
ferida nos grupos Ferida+AH, Ferida+MA e Ferida+MA+AH em relacéo ao grupo Ferida. Estes dados corroboram
com o estudo de Castellanos et al. (2017) que propde que a MA pode exercer seus efeitos na cicatrizacao de feridas,
acelerando a migracdo de queratindcitos da borda da ferida e que fatores de crescimento e células progenitoras
liberadas pela MA podem mediar o efeito estimulatdrio na epitelizacdo, assim como dados recentes de Zhao et al.
(2016) indicam fortemente que fatores de crescimento e citocinas devem ser responsaveis pelo efeito da MA na
migrag&o.

A inexisténcia de diferencas entre 0s grupos no sétimo dia em rela¢do a contragdo das feridas, parece
indicar que o processo de cicatriza¢do ainda estava em fase aguda, resultado este que corrobora com o estudo de
Murphy et al. (2017), onde percebe-se existentes limitagdes significativas a este modelo, como o fato de que os
animais utilizados no estudo tem um melhor potencial de regeneracdo que os humanos, onde grandes feridas agudas

dificilmente cicatrizam sem intervencao.

Além disso, as células amnidticas tém a capacidade de expressar b-defensinas, um grupo de peptideos
com propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias cujos efeitos podem facilitar a migracéo dos queratindcitos
sobre o leito da ferida (Higa et al., 2005).

O resultado discutido acima correlaciona-se ao obtido na analise histologica deste estudo, no qual
observa-se ainda no sétimo dia apés a inducdo da ferida um aumento significativo do nimero de fibroblastos no
grupo Ferida+tMA+AH e um aumento significativo das fibras de colageno no grupo Ferida+MA em relagdo ao
controle, resultados estes que vao de encontro ao de Chrissouli et al. (2010) que mostraram que as células do &mnion
podem estimular a proliferacdo de fibroblastos durante a cicatrizagdo de feridas. Esses efeitos podem ser atribuidos
a presenca de fatores de crescimento no liquido amniético, especialmente FGF (fator de crescimento de fibroblastos)
e PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) (Nouri et al., 2018). Ressalta-se que os fibroblastos séo
essenciais na formacéo de granulacéo, contracdo da ferida, sintese da matriz, reparo da ferida e formacéo da cicatriz
(Deng et al., 2018). Eles também produzem nova MEC, inicialmente rica em coldgeno Ill, fibronectina e 4cido
hialurénico. O colageno Il é de producéo rapida, com a matriz inicial atuando como uma barreira aos patégenos e
a perda de soro e fluidos. Este é posteriormente degradado por proteases e remodelado pelos fibroblastos para ser
substituido pelo colageno tipo I, que tem uma resisténcia a tracdo muito maior, mas leva mais tempo para se
depositar (Bainbridge, 2013).

John et al. (2019) desenvolveram a MA descelularizada como substituto da pele, sendo submetida a

cultura de fibroblastos e queratindcitos nas faces corio e epidérmica. O efeito das células-tronco do liquido
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amnioético humano na cicatriz fibrética também mostrou o aumento do processo de cicatrizacdo de feridas

semelhante & cicatrizacdo de feridas fetais no estudo de Fukutake (2019).

No décimo quarto dia foi possivel observar uma reducéo signficativa no nimero de infiltrado inflamatério
presente no local da ferida no grupo Ferida+MA+AH em relacdo ao controle, o que nos propfe que mesmo numa

fase mais avangada do processo inflamatdrio ainda houve diferenca no nimero de células.

Sugere-se que 0 processo de cicatrizagdo neste estudo tenha se dado de forma adequada devido aos efeitos
conjuntos da membrana amniética e do &cido hialurénico. O &cido hialurdnico medeia a migracdo, adesdo,
proliferacdo e diferenciacdo celular e também é uma molécula sinalizadora extracelular. Além disso, tem mostrado
extensas atividades farmacol6gicas, incluindo imunorregulatéria, anti-inflamatoria, antioxidante e
antienvelhecimento. O acido hialurénico foi recentemente usado como principal matéria-prima para construir
andaimes de biomateriais em engenharia de tecidos (Luo et al., 2019). Além disso, acredita-se que tenham sido
importantes os efeitos da membrana amnidtica como aceleragdo da formacéo de tecido de granulagdo, 0 aumento
da proliferacdo de fibroblastos, a melhoria da formacéo de capilares sanguineos e o desenvolvimento de feixes de

colageno que ja foram mostrados como resultado dos experimentos de Momeni et al. (2018) e Rahman et al. (2019).

A fase inflamatéria é uma fase importante da cicatrizacdo de feridas, com liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a, IL1B e IL6 via ativacdo de NF-«xf3, um fator de transcricdo que resulta em uma resposta
inflamatoria via recrutamento de neutrdfilos e macréfagos para o local da ferida (Kandhare et al., 2014). Além disso,
0 NF-«P regula a ativagdo, diferenciacdo e funcdo efetora das células T inflamatorias. Nao surpreendentemente, a
ativacdo desregulada do NF-x € uma marca registrada das doencas inflamatdrias cronicas (Liu et al., 2017). Em
nossos resultados vé-se que no sétimo dia de andlise houve uma diminuicao significativa dos niveis de expressédo
deste marcador nos grupos Ferida+MA e Ferida+MA+AH, indicando que a MA pode ter agido inibindo os efeitos
do NF-xB, corroborando com os resultados de Bauer et al. (2012), cujos indicam que a MA influencia a via do NF-
kB provavelmente por meio de uma interacdo de fatores relacionados a MA com as subunidades IKKa/j, resultando
em fosforilacdo suprimida de P-1kBa e fosforilagdo diminuida de NF-xf. Outros estudos sugerem que o AH de alto

peso molecular também regula negativamente o NF-«xB por via de seu receptor CD44 (Altman et al., 2019).

Neste estudo as citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL1p e IL6 apresentaram uma redugdo significativa
de seus niveis nos grupos tratados em relagéo ao controle tanto nas anélises do sétimo quanto do décimo quarto dia,
0 gue nos sugere que as terapias propostas contribuiram para que o processo inflamatério ocorresse de forma mais
rapida e satisfatoria. A reducéo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e IL1p é importante para o
reparo, dado que estes mediadores sdo capazes de causar apoptose e diminuir a proliferacdo de fibroblastos,
resultando em retardo na cicatrizacdo de feridas (Kandhare et al., 2016). Além disso, 0 TNF-o tem potencial para
inibir a expresséo do gene do TGF-B ¢ do colageno in vivo (Buck et al., 1996). Ha ainda, evidéncias de que o TNF-
o, na pele, induz moléculas de adesdo e quimiocinas, levando a fixacdo de células inflamatérias aos vasos,

rolamento, emigracdo e, eventualmente, quimiotaxia na pele. Além disso, células endoteliais dérmicas secretam
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citocinas adicionais que formam um loop de feedback positivo em quimiocinas, citocinas e outras vias pro-

inflamatorias induzidas por TNF-o. (Bashir et al., 2009).

Ademais, este estudo também identificou um aumento das citocinas anti-inflamatorias IL10, IL4 e TGF-
no grupo de terapias combinadas (Ferida+MA+AH) principalmente no décimo quarto dia de andlise. Sabe-se que 0
aumento das citocinas anti-inflamatérias € essencial para o reparo final da ferida, ja que as fibras de colageno,
principal componente funcional da camada de tecido da derme e essenciais para a resisténcia da ferida (chamada
de "cicatriz"), sdo promovidas pelo TGF-B; e a IL-10 desempenha um papel importante no controle da inflamacé&o,
danos aos tecidos mediados por imunidade e na reducdo do potencial de cicatrizagdo (Nguyen, 2017), além de
suprimir a liberacdo e a func¢éo de varias citocinas prd-inflamatorias, como IL1, TNF-o e IL6, 0 que é um fator de

feedback endégeno normal para o controle das respostas imunoldgicas e inflamatdrias (Menon et al., 2006).

Os resultados deste estudo a cerca da expressao de citocinas vao de encontro aos apresentados acima, assim
como com os obtidos no estudo de Solomon et al. (2001), onde foi observada redugdo da expresséo de IL-lae B e

aumento da citocina anti-inflamatdria ILLRA em células cultivadas em MA ap0s exposi¢cdo ao LPS.

Curiosamente, o estudo de Ruiz-Cafiada et al. (2018) mostrou que a inibi¢do da sinalizacdo de TGF-B,
durante a estimulagdo de migracdo por MA, diminuiu parcialmente a migragéo de células induzida pela MA. Isso
indica que um sinal de TGF ativo é necessario para que o MA desempenhe um papel melhor na migracao celular; e
a MA foi capaz de sintonizar definitivamente essa sinalizacéo de TGF, assim como foi visto o aumento significativo

deste fator de crescimento neste trabalho.

Acredita-se que os resultados do presente trabalho sdo justificados por alguns dos mecanismos anti-

inflamatdrios ja conhecidos da membrana amniética e do acido hialurdnico, mostrados a seguir.

Estudos sugerem que a membrana amnnidtica tenha acGes anti-inflamatorias que atenuam os mediadores
inflamatorios e aliviam a dor. Mais especificamente, os tecidos amni6ticos mostraram regular negativamente a
expressao de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL6, induzir a apoptose de células pré-inflamatérias, como
neutréfilos ativados e macréfagos M1 e promover a polarizagdo de células anti-inflamatérias, como o macréfago
M2 e a citocina IL10. Embora a MA contenha uma miriade de fatores de crescimento, citocinas e componentes da
matriz extracelular, existe uma hip6tese de que os efeitos terapéuticos mencionados anteriormente se mostraram vir

principalmente de um complexo molecular conhecido como HC-HA/PTX3 (Bennett, 2019; Tseng, 2015).

O complexo de cadeia pesada (HC)-hyaluronan(HA)/pentraxina 3(PTX3), é indicado como o componente
chave no complexo cumulus-oécito que envolve o odcito ovulado para garantir a fertilizacdo. Foi relatado que este
composto promove significativamente a apoptose de neutrofilos recém-isolados apés ativados por fMLP ou LPS,
mas poupando neutroéfilos em repouso. Da mesma forma, promove de forma dependente a apoptose de macréfagos
ativados por IFN-y ou LPS, mas ndo por macrofagos em repouso. A eliminagdo de neutr6filos apoptoticos por
macrofagos M2 é essencial para resolver a inflamacgdo. Portanto, HC-HA/PTX3 suprime as respostas pro-

inflamatorias de neutréfilos e macréfagos envolvidos nas respostas imunes inatas (Tseng, 2015).
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Um efeito anti-inflamatério também pode ser observado no &cido hialurnico; um dos mecanismos
sugeridos é por meio de seu receptor de superficie celular para AH, o ICAM-1. A regulacdo positiva na expressao
de receptores ICAM foi observada em tecidos inflamados e malignos. O sistema regulador da transcricdo NF-«f/I-
kB € um componente critico da resposta inflamatéria do hospedeiro, induzida pela ativagdo dos receptores de
superficie celular mencionados anteriormente. Este sistema tem um papel essencial na transdugdo de sinais que
levam & expressdo de inimeros genes envolvidos no processo inflamatdrio incluindo a indugdo da expresséo de
citocinas pré-inflamatérias, como IL1p, IL6 e IL8, bem como TNF-a (Altman et al., 2019). Além disso, Shao et al.
(2013) observaram o impacto de ICAM-1 na terapia de AH em um modelo experimental de rato de cistite ndo
bacteriana grave. Niveis elevados de ICAM-1, TNF-a e IL-6 foram observados no modelo de inflamagdo. Ap6s o
tratamento com AH, uma diminuicdo significativa em ICAM-1 foi observada, sugerindo que uma reducéo de

ICAM-1 pode desempenhar um papel no efeito anti-inflamatério do AH.

Além disso, o acido hialurénico de alto peso molecular também promove efeitos anti-inflamatdrios por
meio de outros receptores como CD44 e RHAMM. Através da ligacdo ao receptor CD44, regula negativamente a
expressao de citocinas pro-inflamatdrias, prostaglandinas e suprime a ativacdo de NF-xB (Altman et al., 2019). Em
relacdo ao RHAMM (receptor de motilidade mediada por acido hialurénico), trés estudos de Tolg et al. (2003; 2006;
2012) tiveram resultados efetivos demonstrando que o bloqueio da sinalizagéo desse receptor em culturas de células
de mdsculo liso inibiu a capacidade de migracdo das células, estimulou a proliferacdo de fibroblastos in vitro e
provaram que o bloqueio da sinalizacdo de AH com um peptideo mimético de RHAMM foi capaz de reduzir a
inflamacéo e fibrogénese em um modelo de ferida cutdnea excisional. Corroborando com estes resultados, o presente
trabalho foi capaz de demonstrar uma ac¢éo anti-inflamatéria do acido hialurénico isoladamente quando este foi

capaz de reduzir os niveis de TNF-a, IL1 e IL6 e aumentar os niveis de TGF-p.

A MA descelularizada mostra propriedades anti-inflamatérias proeminentes e forneceu prote¢do mecénica
e suporte funcional para a fixacdo, proliferacdo e migracdo celular. Sua matriz extracelular (MEC) é muito
semelhante a muitos outros tecidos do corpo e o processo de descelularizagdo néo altera sua composicao; € composta
de glicoproteinas como laminina, fibronectina, além de coléageno dos tipos I, I, IV, V e VI. Além disso, contém
acido hialurdnico fetal, que suprime a expressao de TGF-B1, B2 e B3, bem como a expressdo do receptor de TGF,

proporcionando um efeito antifibrogénico (Wassmer e Berishvili, 2020).

O processo inflamatério leva & liberacdo de EROS (espécies reativas de oxigénio), que contribuem para
a patogénese das feridas. O fator de transcricdo Nrf2 é um potente ativador da transcricdo e desempenha um papel
central na expressao induzivel de muitos genes citoprotetores em resposta a estresses oxidativos. Os genes alvo de
Nrf2 estdo envolvidos na sintese de glutationa, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e transporte de drogas
(Taguchi et al., 2011). Neste trabalho a analise de Nrf2 no sétimo dia apds tratamento ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, o que nos leva a deduzir que ndo era mais necessario neste periodo, ja tendo realizado

a sua funcao anteriormente.



43

Ainda assim, foram avaliados neste estudo parametros oxidativos. Ressalta-se que as EROS sao radicais
de oxigénio altamente reativos, citotoxicos porque causam peroxidacao dos fosfolipidios da membrana, o que resulta
em aumento da permeabilidade e perda da integridade da membrana, inativacdo da enzima e dano estrutural ao
acido desoxirribonucléico, todos os quais levam a morte celular. Antioxidantes, por outro lado, neutralizam os
efeitos desses radicais livres e, assim, protegem as membranas celulares da peroxidacdo lipidica. O estresse
oxidativo ocorre quando hd uma producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio ou quando a capacidade
antioxidante total diminui (Attaran et al., 2000).

Células ndo fagociticas como os fibroblastos também geram EROS quando estimuladas por citocinas
inflamatdrias como PDGF, TNF-a, EGF e IL1 (Bankoti, 2020).

Quando foi observada uma reducgdo dos niveis de espécies reativas de nitrogénio no grupo de terapias
combinadas em relagdo ao controle no sétimo dia deste estudo, relacionamos com o estudo de Burlingame (2003)
gue demonstrou a existente capacidade antioxidante total do liquido amniético; juntamente com a reducéao dos niveis
do marcador de dano oxidativo Carbonil e também o aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD e GSH.
Sugere-se que a MA é capaz de remover ROS de seu ambiente, ja que quando foi exposta a véarias concentragoes
de peroxido de hidrogénio (como uma fonte exdgena de radicais livres), foi observado que houve captacdo das
espécies reativas pela MA. A demonstracdo de sua capacidade antioxidante fornece evidéncias de sua agéo

“scavenger”, ou seja, sua capacidade de neutralizar radicais livres (Lockington et al., 2014).

Assim como no trabalho de Bankoti (2020), em que foi criada uma matriz dérmica descelularizada,
solubilizada e bioativa, combinada com quitosana, pontos quanticos de carbono modificados com ROS e células
tronco derivadas da membrana amniética; foi observado que possui boa propriedade scavenger de ROS e potencial
pré-angiogénico além de promover a migracdo de células in vitro. O potencial de eliminacdo de ROS neste caso é
importante por diminuir o estresse oxidativo excessivo na érea da ferida levando assim ao fechamento mais rapido

da ferida.

Propde-se que os mecanismos de reducdo do estresse oxidativo do acido hialurénico também tenham
estado envolvidos neste processo de reducdo dos marcadores oxidativos e aumento dos antioxidantes, por mais que
ainda ndo sejam completamente compreendidos. O acido hialurénico de alto peso molecular é uma molécula anti-
inflamatoria e imunossupressora potente. E bem conhecido que é capaz de regular negativamente os genes do NF-

kB e de varias interleucinas, além de ser capaz de neutralizar ROS intra e extracelulares (Meszaros et al., 2020).

O AH de alto peso molecular possui grupos funcionais hidroxila, que podem absorver ROS de forma
presumida. Além disso, o AH interage com o receptor CD44 ativando as vias envolvidas na regulacédo do estado
redox celular e na geragdo de ROS intracelular e também forma um revestimento citoprotetor na membrana celular
e, como resultado, protege a célula da apoptose (Litwiniuk et al., 2016). Um estudo recente de Pereira et al. (2020)
mostrou que o acido hialurénico suprimiu o recrutamento de neutréfilos e a producédo de citocinas em um modelo

murino de inflamacéo aguda.
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Por fim, nota-se que os mecanismos envolvidos na reepitelizacdo da pele induzida por MA ainda séo
amplamente desconhecidos, porém ja foi demonstrado que pode exercer seu efeito cicatrizante por meio da
aceleracdo da migracdo de queratindcitos da borda da ferida e inducdo de sua diferenciacdo, contribuindo para a
geracdo de epitélio intacto (Insausti et al., 2010). J& Niknejad et al. (2008) considerou que o efeito estimulatorio na

epitelizacdo da borda da ferida é mediado por fatores de crescimento e células progenitoras liberadas pela MA.

Ressalta-se que a janela de cicatrizagdo de feridas de 14 dias observada neste estudo nos fornece a
oportunidade de comparar a influéncia dos tratamentos nas taxas de epitelizacdo, fechamento da ferida e contracéo,

porém pensamos que essas melhorias teriam um impacto ainda maior em feridas que demoram a cicatrizar.

Analisando os resultados como um todo, supfe-se que as terapias propostas agiram em conjunto para que
houvesse uma aceleracdo do processo inflamatério para a fase de reparo, como pdde ser visto no resultado de
contragdo das feridas, que se mostrou aumentada nos grupos tratados no décimo quarto dia. Observou-se ainda,
reducdo do marcador NF-«f, reducdo de citocinas pro-inflamatérias tanto no sétimo quanto no décimo quarto dia,
aumento de citocinas anti-inflamatérias principalmente no décimo quarto dia e atenuagdo do estresse oxidativo.
Pelos resultados histologicos, observou-se um aumento do nimero de fibroblastos no grupo de terapias combinadas
e um aumento das fibras de colageno no grupo tratado com MA no sétimo dia, indicando a eficacia do processo de

cicatrizacéo.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que a proposta de terapia combinada de membrana
amnidtica e acido hialurénico favorece o processo de reparo tecidual da leséo epitelial.

Os resultados apresentaram reducdo de citocinas pré-inflamatorias, aumento de citocinas anti-
inflamatdrias, aumento de TGF-B e atenuagdo do estresse oxidativo, reduzindo a resposta inflamatéria aguda e
promovendo o inicio do reparo tecidual.

O uso da membrana amniética para o tratamento de feridas mostra-se promissor de acordo com seus
varios mecanismos de acdo e principalmente por sua rica composi¢do de fatores auxiliadores para o processo de
cicatrizacdo, ainda mais quando associada ao &cido hialurdnico que ja tem uso estabelecido nesta area.

Futuros estudos utilizando destes tratamentos serdo validos para melhor compreensdo de seus
mecanismos, inclusive sobre o metabolismo do colageno e fenotipagem M1 e M2, além da descoberta de outras

possiveis utilizagdes.
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