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RESUMO

O transplante de érgéos € uma técnica que pode salvar vidas e reduzir a severidade
de varias doencas; entretanto, a disponibilidade de 6rgéos para transplantes € muito
inferior a demanda dos pacientes, especialmente na medicina humana. Este € um
problema que ja existe ha varias décadas, mas que se tornou pior devido a
pandemia de COVID-19, com bancos de érgdos em grave déficit. Com isso em vista,
sao necessarias cada vez mais alternativas a doacao de 6rgados. Uma delas € a
producdo de materiais biolégicos semissintéticos por meio do método de
descelularizagdo principalmente de estruturas frequentemente descartadas, tais
como placentas e membranas amniéticas. Este trabalho visa a revisdo de artigos
salientando a descelularizagdo de membranas aminiéticas e outros orgaos atraves
da aplicacdo em varios métodos de descelularizagdo. Espera-se que apdés a
revisdo, tenha-se uma maior compreensdao sobre os métodos eficazes e suas
aplicagdes atuais na medicina regenerativa humana ou veterinaria.

Palavras-chave: Amnion; Scaffold; Bioengenharia; Descelularizacdo; Biomateriais.



NEGRI, Wesley, Rogério. Amniotic membrane as a source of biomaterial: from
the methods employed to in vivo applications. 2023. 59 p. Dissertation (Master’s
degree in Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

ABSTRACT

Organ transplantation is a technique that can save lives and reduce the severity of
various diseases. However, the availability of organs for transplantation is much
lower than patient demand, especially for human medicine. This is a problem that
has existed for several decades, but which has become worse due to the COVID-19
pandemic, with organ banks in serious deficit. With this in mind, more and more
alternatives to organ donation are needed. One of them is the production of semi-
synthetic biological materials through the method of decellularization, in particular
frequently discarded structures, such as placentas and amniotic membranes. This
research aimed to review articles emphasizing the decellularization of amniotic
membranes and other organs through the application of various methods of
decellularization. It is expected that after the review, there will be a greater
understanding of effective methods and their current applications in human or
veterinary regenerative medicine.

Key-words: Amnion; Scaffold; Bioengineering; Decellularization; Biomaterials.
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1. Introducao

O corpo humano representa uma das maquinas mais complexas e elegantes da natureza. A
funcionalidade unissona dos 6Orgdos que compdem o organismo mantém os individuos da
espécie vivos. Entretanto, quando um 6rgao falha, seja por doengas ou por lesdes traumaticas,
todo o funcionamento adequado (homeostase) fica comprometido. Para reverter situagdes em
que o orgdo estd danificado, além da capacidade de reparo, a medicina moderna conta com
transplantes de 6rgaos, na maioria das vezes, alogénicos. Durante as décadas de 1950 e 1960, o
mundo assistiu os primeiros transplantes bem sucedidos. Em 1954, ocorreu o primeiro
transplante de rins entre dois gémeos idénticos, em 1963, James Hardy realizou o primeiro
transplante de pulmao; em 1966, o primeiro transplante de figado e em 1967, Christiaan Bernard
transplantou com sucesso um coragao (RANA et al, 2015).

Ha, entretanto, algumas condigdes e critérios que precisam ser seguidos antes que um
orgdo possa ser transplantado. Além da viabilidade do mesmo, o receptor do 6rgdo deve ser
compativel com o seu doador. Caso ndo o seja, havera rejeigcdo. A rejeicdo € caracterizada pela
atividade das células T do receptor que reconhecem os antigenos do 6rgdo transplantado. O
reconhecimento gera células de memoria que levam a rejeicdo aguda do 6rgdo, e possivelmente
a perda do transplante (ZHUANG et al, 2016). Além disso, a diferenga entre quantidade de
pessoas que esperam Orgaos para transplante e doadores dispostos a atender a demanda ¢
bastante desigual, com a fila de pacientes podendo chegar a 100,000 pessoas (HRSA, 2016).
Para evitar obstaculos dessa natureza, h4 algumas alternativas que vém sendo empenhadas na
area de transplantes, como a terapia com células tronco e a produgao de 6rgdos semissintéticos.

Além de terapias celulares, células tronco podem ser utilizadas para a pesquisa e
fabricagdo de tecidos e 6rgdos semissintéticos. Uma das vertentes de estudo sobre o assunto ¢ a
descelularizacdo de 6rgdos para a produgdo de scaffolds bioldgicos, arcabougos de proteinas, os
quais sdo obtidos a partir da matriz extracelular (CRAPO et al., 2011). Os scaffolds em conjunto
com moléculas sinalizadoras sdo responsaveis por dar suporte bioquimico e estrutural para a
confeccdo do novo tecido celular. Para a criacdo de um scaffold a partir de um o6rgao, ¢
necessario a descelularizagdo do mesmo, removendo inclusive tracos de materiais genéticos
(BADYLAK et al, 2015). Isso pode ser atingido utilizando-se técnicas fisicas, quimicas ou
enzimaticas para a remocao de células. Dentre essas, os métodos quimicos e enzimaticos
representam os meios mais utilizados para a descelularizacdo adequada e bem sucedida. A
metodologia quimica geralmente se baseia no uso de detergentes para a remog¢do celular. Os
detergentes mais populares para esse propdsito, atualmente, sdo o Triton X (Triton X-100,
Triton X-200) e o dodecil sulfato de sdédio (SDS) (MENDIBIL et al, 2020).

E ideal que se conservem as propriedades mecanicas do 6rgao e a matriz extracelular,
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pois esta dara suporte fisico e bioldgico para a formacao do novo tecido funcional por meio do

processo de recelularizagdo (GILPIN & YANG, 2017). A recelularizacdo desses scaffolds pode
se dar por meio da utilizacdo de células de tecido especifico ou de células tronco embrionarias,
por exemplo (HILLEBRANDT et al, 2019). Atualmente, ha interesse cada vez maior nos
processos de descelularizagdo e na exploragdo desta linha de estudo na medicina regenerativa
translacional.

Vérios o6rgdos e tecidos ja foram descelularizados com sucesso e estdo descritos na
literatura. Para citar alguns, ossos desmineralizados e descelularizados (BRACEY et al, 2018);
implantes alogénicos e xenogénicos de tecido adiposo descelularizado para regeneragdo foram
usados com sucesso em testes pré-clinicos e clinicos (HEMMRICH & von HEIMBURG, 2006;
GIRANDON et al, 2011; ONNELY et al, 2020); produ¢dao de pulmdes bioartificiais pela
recelularizacdo da MEC pulmonar e de outros tecidos relacionados ao sistema respiratorio com
células endoteliais e epiteliais e implanta¢do desses orgaos in vivo (GIRALDO-GOMES et al,
2016; ERSHADI et al, 2018). O figado com sua MEC preservada ap6s a descelularizagdo
demonstram boa biocompatibilidade e neovascularizacdo quando implantados in vivo (MAZZA
et al, 2015; 2017). Alguns estudos demonstraram também a capacidade de scaffolds derivados
de tecido nervoso promoverem crescimento e regeneragdo de conexdes de nervos periféricos em
ratos (BAIGUERA et al, 2014; HEIKKINEN et al, 2014). Além dos estudos preliminares
ilustrados anteriormente, hd um grande nimero de scaffolds comerciais que sdo amplamente
utilizados na medicina regenerativa, sendo os mais comuns fragmentos de tecidos
descelularizados usados para a implantagao e formagao tecidual (BADYLAK et al, 2009; FOLLI
et al, 2018).

A escolha do 6rgdo que sera descelularizado também ¢ um ponto relevante, inclusive por
conta da obteng¢do de tais amostras. Recentemente, atencdo especial vem sendo dada a produgao
de scaffolds por meio do método de descelularizagcdo de estruturas frequentemente descartadas,
tais como a placenta e as membranas extraembrionarias, por exemplo, a membrana amniotica
(FAVARON et al., 2019; BRIGIDO et al., 2018; ANUNCIACAO et al., 2017; LEONEL et al.,
2017).

Morfologicamente, o amnio ¢ uma membrana fina, delgada e avascular, possuindo
propriedades anti-inflamatorias, propriedades imunomodulatérias e alta taxa de proliferacao
(FAVARON et al., 2015). A obtencao de diferentes linhagens de células tronco a partir da
membrana amniotica ja ¢ bastante conhecida (BORGHESI et al., 2019), inclusive suas células
tem sido empregadas no tratamento de diferentes lesdes e doengas, como para o tratamento de
células tumorais (BORGHESI et al., 2020). Muitos estudos na area de engenharia tecidual e
biomateriais foram feitos usando as membranas fetais como sujeitos experimentais. O primeiro
uso das membranas fetais foi em um enxerto de pele realizado por Davis, em 1910. Apos isso,

essas membranas foram usadas para varios propodsitos clinicos como cicatrizagdo, curativos para
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queimaduras, reconstru¢ao de tecidos de bexiga, timpano, artérias, vagina € muitos outros

(FERNANDES et al ,2005). A membrana amniética ¢ especialmente usada para a producdo de
scaffolds, uma vez que sua MEC nativa ¢ ideal para a proliferacdo celular e redugdao de
inflamagoes.

Nos ultimos anos, a Medicina Veterinaria tem avangado muito no que diz respeito ao
diagnostico e tratamento de doengas, inclusive empregando novos tratamentos relacionados a
Medicina Regenerativa. Além disso, num contexto de Medicina Translacional, os modelos
animais tem representado um papel fundamental e crescente para os avancos de tratamentos
inovadores.

Assim, o objetivo dessa dissertacdo ¢ produzir um artigo de revisdo que sumarize as
principais técnicas e produtos utilizados em procedimentos de descelularizagao de tecidos,
principalmente da membrana amnidtica. Os resultados obtidos contribuirdo para maior
compreensdo de técnicas de biotecnologia tanto para a Medicina Veterindria quanto para a

Medicina Humana.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Transplantes de 6rgaos

Segundo a lei de doagdo de orgdos brasileira (art. 4°, Lei n. 9.434), ¢ a familia do
possivel doador que deve decidir ou ndo sobre a disponibilidade dos 6rgdos de seu parente para
o eventual transplante. Além da priva¢do da autodeterminacdo do doador prevista na lei, ha o
componente religioso que preza a sacralidade do corpo mesmo ap6s a morte, contribuindo para a
escassez dos oOrgaos elegiveis para transplantes. Esses dois obstaculos se configuram como um
dos problemas sociais de natureza meta-legal na doacao de 6rgaos (STANCIOLI et al, 2011).

Atualmente os transplantes sdo divididos em varios tipos, classificados segundo a
combinagdo doador-receptor. O transplante autdlogo diz respeito ao transplante de 6rgdos ou
tecidos de uma parte do corpo para outra, do mesmo individuo, sendo ele o doador e o receptor;
¢ um transplante muito comum em tecidos como sangue, ossos € pele. A doagdo autdloga de
sangue intraoperativo e pos-operativo ¢ um método de autotransfusdo no qual sangue da
cavidade do paciente ou sangue perdido durante a cirurgia pode ser recuperado através de
métodos mecanicos e transferido novamente para o paciente, evidentemente pode ser
considerado uma forma de transplante autélogo de sangue (ZHOU, 2016). O método, entretanto,
tem algumas limitagdes, uma vez que pacientes com problemas cardiacos ou criangas nao
podem doar grandes quantidades de sangue (HWANG et al, 2018). Além do sangue, 6rgaos e
tecidos podem ser passiveis de transplantes autdlogos, geralmente os transplantes sao precedidos

de cirurgias ex-vivo como, por exemplo, ressec¢ao e autotransplante de figado contendo tumores
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hepaticos (ZAWISTOWSKI et al, 2020); implantag¢ao de rins apos nefrectomia realizada ex-vivo

para retirada de tumores renais (JANSSEN et al, 2018); Outros 6rgdos também foram auto
transplantados com sucesso seguindo cirurgia ex-vivo como coragdo, pulmodes e intestino (
CIUBOTARU et al, 2015).

Transplantes xenogénicos sao transplantes em que individuos de espécies diferentes sdo
doador e receptor de tecidos e o6rgdos. Apesar de ser muito mais comum em dias atuais, o
xenotransplante ¢ uma ideia antiga, com tentativas ainda no século XVII, de transfusao de
sangue entre duas espécies (COOPER et al, 2017). Os avangos no xenotransplantes foram muito
mais proeminentes a partir do inicio do século XXI com a producdo de animais geneticamente
modificados incapazes de fabricar antigenos que inviabilizariam os transplantes (COOPER et al,
2016). Sabe-se que grafts baseados em tecido cardiaco de porcos geneticamente modificados
podem ser transplantados e conferir sobrevivéncia de longo termo em primatas ndo humanos
(MOHIUDDIN et al, 2016). Recentemente, ¢ cada vez mais proxima a possibilidade de
transplantes de rins xenogénicos, uma vez que diversos grupos de pesquisas foram capazes de
prolongar a vida de primatas para além dos usuais 90 dias ap6és o procedimento
(HIGGINBOTHAM et al, 2015; IWASE et al, 2015). Transferéncia de células especificas
também foi realizada utilizando o xenotransplante. Por exemplo, hepatocitos foram
transplantados em modelos de babuinos com falha hepatica fulminante, em que essas células
microencapsuladas forneceram suporte funcional temporario (MACHAIDZE et al, 2017).

Transplantes alogénicos se referem a transferéncia de orgdos, tecidos e sangue de um
individuo para outro da mesma espécie, ndo sendo ambos necessariamente idénticos
geneticamente. A maioria dos transplantes realizados ¢ deste tipo. O transplante de rim ¢ talvez
o transplante de 6rgdo so6lido mais bem sucedido e praticado em todo mundo; desde 1970 houve
pelo menos 270.000 procedimentos envolvendo este transplante, adicionando ao todo uma
marca impressionante de 1.18 milhdes de anos extras ao total de pacientes beneficiados (4.4
anos por paciente). A média de vida entre os transplantados ¢ de 12.4 anos, comparados a
apenas 5.4 entre aqueles que ainda esperam o transplante (OPTN, 2017). Transplantes de figado
provenientes de cadaveres quadruplicam a expectativa de vida dos recipientes. Na 4rea
pediatrica, o transplante hepatico aumenta a duracao de vida em 25 anos (RANA & GODFREY,
2019).

Apesar de o transplante alogénico oferecer solugdes bastante eficientes para as patologias
que afetam os orgaos, ainda ha dois grandes problemas que devem ser superados neste tipo de
transplante: o baixo numero de doadores de Orgdos e a rejeicdo do Orgdo pelo organismo
recipiente. Em 2017, o Brasil apresentou 3.415 doadores efetivos, com a taxa média de 16,6
PMP, sendo a regido sul e sudeste os representantes do maior numero de doadores, com 34,1 e
17,9 PMP, respectivamente. O Brasil realizou em 2017, um total de 8.642 transplantes.

Entretanto, no final daquele ano, 32.402 pacientes aguardavam na fila de espera por 6rgaos, com
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1039 pacientes pediatricos também aguardando um 6rgdo. Somente em 2017, o déficit de 6rgaos

chegou a 15.590. Em comparagdo, a Espanha, lider mundial em transplantes de 6rgaos, teve no
mesmo ano uma taxa igual a 46,9 doadores PMP. Em 2015 a Espanha atingiu o indice de 100,7
pacientes transplantados por milhdo de pessoas, muito acima da média europeia de 62,4 PMP
(COELHO & BONELLA, 2019).

Um dos principais fatores para o baixo numero de doadores de orgdos ¢ a recusa
familiar, representando 45.3% das causas para ndo doacdo de 6rgaos. Este obstaculo poderia ser
solucionado se o doador expressasse o desejo de doagdo em vida e se houvesse um registro
nacional de doadores, comprometendo-se assim com a doacdo de Orgdos post mortem
(BERTASI et al, 2019). Por exemplo, um estudo holandes mostrou que se o doador tivesse
registro expressando seu desejo de doagdo, a taxa de doacdo seria de 94%, comparado a apenas
23% se esta escolha fosse deixada exclusivamente para a familia (GROOT et al, 2015).

O outro grande problema envolvendo o transplante alogénico ¢ a rejeicdo de 6rgaos por
parte do receptor. Este fenomeno se da pela resposta imune adaptativa e inata quando
confrontadas com um corpo geneticamente estranho. Os aloantigenos HLA (complexo de imuno
histocompatibilidade) I e II presentes no 6rgao doado sdo reconhecidos pelas células dendriticas
do receptor que degradam e apresentam esses antigenos para as células T e B, ativando-as. As
células T entdo ativadas produzem citocinas como a IL-2 para auxiliar na diferenciacdo e
proliferacdo deste tipo celular (PONTICELLI, 2011). Para contornar o problema muitas vezes se
recorre a imunossupressores; entretanto, a imunossupressdo abre espaco para infecgdes
oportunistas e desenvolvimento de tumores. H4 estudos que analisam a terapia genética,
desligando genes envolvidos na rejei¢do de orgaos (YANG & SARWAL, 2017). Porém esta
metodologia ainda ndo estd sendo utilizada clinicamente. Temos, portanto, além do problema
social da doagdo de o6rgdos, obstaculos bioldgicos que muitas vezes comprometem a pratica de
transplantacao.

Recentemente, com a pandemia de COVID-19 que assolou o mundo nos ultimos dois
anos, houve grande queda no niimero de doadores e de transplantes realizados; sobretudo no
Brasil, onde tivemos um dos piores cendrios da pandemia, com colapso do sistema de saude e
suspensdo de cirurgias gerais, inclusive de transplantes. No primeiro trimestre de 2021 houve
queda de 26% na taxa de doadores de orgdos, agravando ainda mais um banco que ja sofre de
déficit de 6rgdos. Transplantes de pulmao sofreram queda de 62%, de rim 34%, de coragdo 34%,
de figado 28% e de pancreas 5%. A lista de espera para 6rgdos como rim cresceu 4.2% e os
obitos em lista aumentaram 40% (ABTO, 2021). A figura 1 ilustra um grafico do ntimero
absoluto de transplantes realizados no Brasil nos ultimos 10 anos. Podemos notar que com o
inicio da pandemia em 2020, esses procedimentos foram severamente afetados, especialmente o

transplante de rim.
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Figura 1: Numero absoluto de transplantes realizados em territorio nacional nos ultimos 10 anos. FONTE: ABTO,

2021

Diante de tantos obstaculos referentes ao transplante de 6rgaos, alternativas na medicina
regenerativa tornam se cada vez mais necessarias. Atualmente temos estudos em terapias
celulares com o uso de células tronco cultivadas e pré-diferenciadas em laboratorio para o
tratamento de diversas patologias do corpo humano; proteses artificiais ou provenientes de
outros animais também marcam presenca na medicina moderna; e cada vez mais vem crescendo
os estudos referentes ao desenvolvimento e uso de biomateriais. Entre eles, a matriz extracelular
de orgaos descelularizados fornece um microambiente propicio a recelularizagdo com células
que melhor atendem a demanda daquela patologia ou situagdo, possibilitando a criagdo de

orgdos ou tecidos semissintéticos.

2.2 Transplantes de tecidos na medicina veterinaria

A medicina veterinaria enfrenta problemas ainda maiores quando comparados aos
transplantes na area medica humana. Além do déficit de 6rgaos que também € presente, nao ha a
rotatividade de oOrgdos observada na medicina humana com doadores documentando sua
intencdo e disponibilidade para doagao, agilizando o processo. Entretanto, isso ndo significa que
ndo haja transplantes nessa area. O transplante de rim ja estd bem estabelecido e amplamente
utilizado principalmente em gatos domésticos, que inerentemente apresentam vulnerabilidade
renal; embora o transplante de 6rgdos em caes ainda esteja em fase de experimentagdo com

sucesso bastante reduzido se comparado aos felinos (OLIVEIRA et al, 2019).
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A falta de 6rgdos e a rejeicdo sdo problemas que constituem uma barreira ainda mais

dificil de transpor na medicina veterinaria do que na humana. Embora outras metodologias
sejam cada vez mais desenvolvidas, principalmente para procedimentos cirurgicos de animais
domésticos, como por exemplo, a impressao de um modelo de coracdo 3D com células, vasos
sanguineos, ventriculos e artérias (AIMAR et al, 2019).

Além da necessidade de alternativas para 6rgaos inteiros, existem outras patologias de
tratamentos complicados que podem acometer animais. A exemplo, fraturas 0sseas causadas por
fatores ambientais como trauma ou genéticos, como a displasia coxofemoral (MACARIO &
SACATA, 2021). Em qualquer natureza, fraturas o6sseas podem ser de dificil regeneracao
principalmente se houverem alteragdes em fatores de crescimento, mediadores inflamatorios e
unido fibrocartilaginosa. Nesses casos, podem ser utilizados enxertos 6sseos para uma melhor
recuperagdo. Se esses enxertos forem provenientes do proprio organismo, a resposta

imunoldgica ¢é baixa e a recuperagdo acelerada (RODRIGUES et al, 2020).

2.3 Producio de Scaffolds biolégicos

Um scaffold bioldgico se refere a um biomaterial proveniente de 6rgdos ou tecidos de
origem animal ou humano decelularizados. Geralmente sdo derivados de matriz extracelular e
podem ser aplicados a diversos propdsitos. Para a obtencdo desses scaffolds, muitas vezes ¢é
usada a técnica da descelularizagdo, na qual o 6rgdo ou o tecido ¢ degradado por técnicas que
explanaremos posteriormente, e simultaneamente repovoado com células do futuro recipiente do
biomaterial. Muitos sdo os usos para esses biomateriais, mais comumente temos o uso de
biomateriais derivados de tecidos para o reparo de hérnia, reconstituicio de mama e de outros
tecidos moles (RAMSHAW et al, 2007, BREUING et al, 2007; HILES et al ,2009;
ZIENOWICZ et al, 2007). Evidentemente, a grande vantagem do uso deste tipo de scaffold ¢
que ndo ha a necessidade da utilizacdo de material alogénico ao individuo, uma vez que o
biomaterial ¢ feito com suas proprias células; diminuindo consideravelmente o risco de
inflamacdes ou rejeicdes (DEEKEN et al, 2012).

Quando falamos em biomateriais, podemos considerar os biomateriais sintéticos e
aqueles derivados de tecidos naturais. Os materiais naturais apresentam algumas vantagens
importantes sobre os sintéticos. Esses materiais sdo compostos de polipeptideos, polissacarideos,
e componentes da MEC; assim sendo, apresentam excelente atividade fisiologica, como adesdo
seletiva de células, através da fibrina e coldgenos; propriedades mecanicas semelhantes as
naturais e biodegrabilidade. A grande desvantagem de biomateriais sintéticos ¢ a falta de sinais
de reconhecimento celular provenientes da MEC natural; esses sinais sdo essenciais para regular
a proliferacdo celular e expressdo génica das células que estdo aderidas a MEC. Nesse sentido,

um biomaterial sintético deve, além da biocompatibilidade, ter implantado em si peptideos que



20
controlam o reconhecimento celular. Entretanto, isso ndo significa que os biomateriais naturais

ndo tenham limitagcdes proprias. Quando implantados in vivo, podem surgir deficiéncias como
risco de infecgdo viral, imugenicidade e deterioracao precoce do material (ROSSO et al, 2005).
Além da possibilidade de biomateriais derivados de tecidos, ha cada vez mais interesse na
producdo de o6rgdos inteiros de forma semissintética através do processo de descelularizacdo.
Esta técnica promove a criagdo de arcabougos de matriz extracelular tridimensionais de 6rgdos
em sua integridade, que podem ser recelularizados posteriormente (HE & CALLANAN, 2013).
A figura 2 mostra o esquema da produgao de scaffolds baseados em 6rgaos inteiros. O primeiro
orgdo complexo a ser descelularizado gerando scaffolds de 6rgaos inteiros foi conquistado por
Ott e colaboradores, que em 2008 conseguiram produzir a MEC descelularizada de coragao
(OTT et al, 2008). A partir dos anos que se seguiram, outros 6rgaos de animais e humanos
também foram descelularizados com sucesso. Entre eles podemos citar rins (ROSS et al, 2009;
2012), pulmdes (OTT et al, 2011; PETERSEN et al, 2010), figado (BAPTISTA et al, 2011) e
pancreas (GOH et al, 2013).

-
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—_— J
Decellularization Recellularization

Figura 2: Esquema de produgdo de scaffolds através da descelularizagdo. O 6rgdo descelularizado gera um

arcabouc¢o de matriz extracelular que pode ser recelularizado com células do receptor. FONTE: HILLEBRANDT et
al, 2019.

Alguns requisitos sdo essenciais para um scaffold adequado. Trés sdo bastante
importantes, sendo biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedade mecanica. A
biocompatibilidade adequada ¢ atingida uma vez que o scaffold apresenta células que se aderem,
funcionem normalmente, migrem através do scaffold e provoquem quase nenhuma reagao
imunolégica. Evidentemente, este ¢ o requisito primario para o uso clinico desses biomateriais.
Biodegradabilidade ¢ de igual importancia, pois o proposito principal do scaffold ¢ apenas
promover suporte para a proliferacdo celular e regeneracdo tecidual, desta maneira, espera-se
que o biomaterial seja substituido pelas células do proprio recipiente. E importante também que
os subprodutos da degradacdo do biomaterial ndo sejam tdxicos e ndo apresentem risco ao
organismo em que foi implantado. Por fim, a propriedade mecénica adequada representa a
qualidade fisica do biomaterial; que deve ser favoravel ao local anatdmico de implantagao e
resistente para permitir o manuseio durante a cirurgia. Essas propriedades sdo dificeis de atingir,

especialmente em scaffolds de ossos e tecidos cardiovasculares, pois a integridade mecanica
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muitas vezes ndo resiste até o momento do remodelamento tecidual (O’BRIEN, 2011).

Um dos desafios na producao de scaffolds é maximizar a regeneragdo de um 6rgao ou
tecido especifico, para isso ¢ necessario um design que seja compativel com a hierarquia e
complexibilidade dos elementos da versao funcional do tecido. Assim sendo, ha desafios quando
a tecnologia de producdo de scaffolds adentra a drea comercial ou industrial. Para uma dada
tecnologia obter sucesso no mundo comercial, ¢ imperativo que ela tenha 3 caracteristicas
principais, sendo elas: grande nicho de possibilidades de aplicagcdo nas mais diversas areas
possiveis; uma forte publicacdo cientifica que evidencie a solidez do produto nos testes pré
clinicos e clinicos; € uma patente eficiente no sentido de garantir a exclusividade da tecnologia e
dos novos métodos que surgem a partir dela. Além disso, a tecnologia deve apresentar relativa
facilidade na sua reprodutibilidade ¢ manufatura, ¢ a compania deve sempre considerar o
potencial da tecnologia, atrelado com o custo e a possibilidade de reembolso (WEBBER et al,
2015).

Para trazer produtos farmacéuticos ou médicos para o mercado, € necessario desembolsar
quantias financeiras razoavelmente altas. Estima-se que uma empresa farmacéutica gasta em
media 850 milhdes de dolares para trazer uma nova droga ou tecnologia ao mercado, valor esse
que pode subir para 1.8 bilhdo de ddlares depois da capitalizacao. No caso de tecidos produzidos
através da bioengenharia, dados mostram que a venda desses produtos triplicaram desde a
segunda metade dos anos 2000, arrecadando um total de 3.5 bilhdes de dolares por ano, em
contraste com o gasto semelhante das empresas e o emprego de mais de 14.000 funciondrios na
area (JAKLENEC, 2012).

Os scaffolds também apresentam limitagdes, como todo estudo preliminar. Para pratica
clinica, essas pegas costumam ser custosas financeiramente, compreendendo uma faixa de
menos de 10$/cm? a mais de 30$/cm? Como esses materiais sdo produzidos em tamanhos
limitados, muitas vezes requerem mais de um produto para reparar danos extensos (DEEKEN et
al, 2012). Outra limitacao, desta vez de cunho bioldgico, ¢ a presenga de reminentes celulares,
nucleares e quimicos em scaffolds provenientes de processos de decelularizagdo. Esses
resquicios podem desencadear processos imunologicos se implantados em seres Vivos.
Dependendo da concentracdo de detergentes ¢ do método utilizado para o processo de
decelularizacdo, € necessario também considerar os eventuais danos que podem estar presentes
no material final. Danos como a disrup¢do de fibras de coldgeno e destruicdo de fatores de
crescimento da MEC podem comprometer a qualidade e o uso do scaffold. Para evitar certos
problemas que surgem a partir desses fatores, ¢ recomendavel o uso de métodos para identificar
a integridade da MEC resultante do processo e a analise do conteudo de material nuclear restante
no produto final (CHAKRABORTY et al, 2019).

Além disso, pode haver limitagdes religiosas por parte de alguns pacientes, que

apresentam preocupacdes quanto a implantag¢do de tecido de origem animal ou humana em seu
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corpo (DEEKEN et al, 2012). Diante desses obstaculos, cada vez mais se tem buscado a

optimizacao da produgdo e uso de scaffolds.

2.4 Métodos de descelularizacao

O processo de descelularizagdo se caracteriza como sendo metodologias que removem
células e acidos nucleicos (DNA e RNA) de um 6rgao ou tecido especifico, deixando para tras
apenas a ultraestrutura nativa da matriz extracelular e suas proteinas constituintes. A preservagao
da matriz extracelular ¢ de suma importancia para o futuro scaffold, uma vez que serd este
arcabouco proteico que dard suporte para a implantagdo e proliferacdo de células. O processo
completo pode ser dividido entre trés fases distintas: wash, rinse e sterilization. Durante a fase
de washing, sdo utilizados agentes quimicos, fisicos ou enzimaticos para a lise celular e
desmantelamento do tecido ou 6rgdo. Rinse se refere a fase de enxdgue da matriz extracelular
agora descelularizada, a fim de remover qualquer residuo de detergentes ou eventuais
contaminantes. Por fim, a fase de sterilization remove qualquer bactéria ou agentes antigénicos
para evitar processos imunogénicos e de rejeicao por parte do recipiente (CHOUDHURY et al,
2020).

Talvez a fase mais importante para o processo de producao de scaffolds seja a fase de
descelularizacdo, ou seja, a fase de wash. Ha véarios tipos de componentes que removem todos os
componentes celulares e moleculares com sucesso; podendo ser divididos em 3 categorias:
quimicos, bioldgicos e fisicos. Os quimicos geralmente se utilizam de detergentes para a lise
celular, podendo ser surfactantes 16nicos ou nao-idnicos; Os detergentes SDS (sodium dodecyl
sulfate) e TRITON X-100 sao os mais comumente utilizados. Os métodos bioldgicos funcionam
quase da mesma forma, com a diferenca de que sdo utilizadas enzimas e nucleases para lise e
digestdo celular. Os métodos fisicos por sua vez alteram o tecido através de cortes ou
processamento de partes indesejadas (CRAPO et al, 2011).

SDS ¢ um detergente i0nico amplamente utilizado nos processos de descelularizagao,
conseguindo remover ndo s6 componentes celulares, mas também componentes nucleares e
outros resquicios eficientemente (ALIZADEH et al, 2019). Os 4tomos de carbono da substancia
estao ligados a grupos sulfato conferindo ao detergente propriedade anfipatica. Sua capacidade
de remover proteinas nucleares se deve principalmente & agdo do composto em romper as
ligacdes ndo covalentes causando a desnaturagdo protéica (WATANABE et al, 2005). O
detergente, porém, pode gerar alguns efeitos citotdoxicos, uma vez que a remogao completa do
composto ¢ bastante complicada, deixando para tras residuos que resistem aos processos de
enxague (CEBOTARI et al, 2010).

As metodologias pelas quais o detergente ou outro composto organico ¢ infundido ao

orgdo para causar a descelularizagdo, podem ser divididas em dois grandes grupos:
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descelularizacdo baseada em perfusdo e descelularizacdo baseada em imersdao. A escolha de um

método sobre outro ird depender dos parametros do experimento, entre eles, consideram-se o
tipo de reagente utilizado, sua concentracao, o tempo de exposicao a ele, o pH do reagente ¢ a
temperatura (FERNANDEZ-PERES et al, 2019).

Nao ha ainda um consenso sobre a concentragdo do detergente nem sobre o tempo de
exposicdo quando falamos em descelularizagdo por imersdo. Becker et al (2018) conseguiram
resultados positivos ao descelularizar membranas amnidticas humanas para aplicagcdes na
cardiologia. Os autores usaram o detergente SDS em concentra¢do de 0.5% no qual a membrana
amnidtica ficou imersa por 4 horas em temperatura ambiente (BECKER et al, 2018). Por outro
lado o uso de apenas 0.03% de SDS também promoveu descelularizagdo adequada em outro
estudo; conservando as propriedades mecanicas da matriz extracelular nativa e a presenga dos
colagenos I e IV e fibronectina (WILSHAW et al, 2006).

Ao longo dos anos, varios aparatos de perfusdo visando a descelularizagdo efetiva e/ou
rapida de orgaos foram desenvolvidos. Sullivan et al apresentaram um sistema contendo tanques
de 200L preenchidos com reagentes de descelularizagdo que sdo conectados por canulas que sao
infundidas nos orgdos. Esses tanques funcionam com pulsos peristalticos e valvulas que
controlam a entrada de diferentes reagentes em periodos de tempo especificos (SULLIVAN et
al, 2012). Price et al desenvolveram um sistema automatico de descelularizacdo de orgaos
inteiros. Este sistema se baseia em mecanismos de valvulas automaticas que perfusam reagentes
como o TRITON X-100. O método foi capaz de descelularizar completamente pulmdes suinos
em apenas 24h com os vasos do orgdo intactos (PRICE et al, 2015). Casari et al usaram
metodologia envolvendo CO2 supercritico e SDS. O tecido ¢ exposto ao scCO2 onde a difusao
rapida do gas no tecido rapidamente elimina e extrai as impurezas nele presentes. Essa
metodologia reduz bastante o tempo necessario para a descelularizacdo (CASARI et al, 2018).

Além de mecanismos que sao desenvolvidos por pesquisadores em todo mundo, ha
alguns sistemas que sd@o comercialmente fabricados e amplamente utilizados para processos de
descelularizacdo e recelularizagdo de 6rgaos. Temos, por exemplo, o ORCA (organ control and
acquisition bioreactor) desenvolvido pela Harvard Apparatus em 2013, o qual ¢ capaz de
descelularizar e recelularizar 6rgdos de diversos tamanhos e formas, sendo desenvolvido
especificamente para esses propositos. O equipamento conta com sensores de temperatura, pH e
pressdo, conferindo mais controle ao experimento. Desenvolvido pela mesma empresa, o HPC-3
(hydrostatic and perfusion chamber) permite o armazenamento de diversos reagentes e possui
camaras que se conectam com o 6rgao ou tecido, criando uma boa opgao para descelularizagdes
de pequena escala (HARVARD APPARATUS, 2013). Ebers tubular chamber, apesar de
inicialmente proposto para cultivo de células em ambientes cilindricos, pode ser usado para a
descelularizacdo de pequenos vasos; este aparato permite a manipulacdo do fluxo de reagentes

ao tecido (EBERS MEDICAL TECHNOLOGY, 2019).
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2.5 Matriz extracelular (MEC)

A matriz extracelular ¢ o nome dado ao componente de comunicacao entre as células.
Entre suas vérias fungdes podemos citar suporte fisico e bioldgico para as células, fornecimento
de oxigénio e nutrientes e eliminagdo de CO2 e outras toxinas; além de armazenamento de
proteases, citocinas e fatores de crescimento. A matriz extracelular varia de acordo com o tecido
analisado, mas sua estrutura basica se constitui de fibras e substancia fundamental, um gel
viscoso de moléculas.

As fibras sdo responsaveis pela resisténcia, elasticidade e fornecem suporte sob o qual
repousam as cé€lulas, essas fibras geralmente sdo representadas por fibras colagenas, eldsticas e
reticulares. As fibras coldgenas por sua vez, podem ser divididas em varios tipos de fungdes:
fibras colagenas que formam fibrilas (colageno tipo I, II, III, V e XI), fibras associadas as
fibrilas (tipo IX e XII) e colageno formadores de redes, principais responsaveis pela manuteng¢ao
da lamina basal (Tipo IV). Fibras eléasticas sdo mais delgadas e se unem umas as outras
formando redes irregulares de elastina.

A MEC também conta com a presenca de mondmeros de proteoglicanos formados por
glicosaminoglicanos (GAG). Os GAG sdo polimeros largos de polissacarideos ndo ramificados
constituidos por um acido urdnico e uma hexosamina; o principal representante dos GAG ¢ o
acido hialuronico. Uma vez que os GAG sdo anions com carga negativa, eles sdo os maiores
responsaveis em conferir caracteristica hidrofilica para a matriz extracelular. (NARANIJO et al,
2009). A formacao da matriz extracelular ¢ essencial para processos fisiologicos como reparo
tecidual de feridas, crescimento e fibrose. Além disso, a matriz extracelular parece estar
envolvida em patologias de interesse clinico, como cancer, uma vez que para o progresso da
doenca e metastase, a degradacdo da MEC parece ser essencial (KUMAR et al, 2013).

A MEC ¢ um fator importante a se considerar em areas como a medicina regenerativa e
engenharia tecidual. Para esses propdsitos a matriz serve para duas fungdes importantes: previne
a ativagdo do sistema imune em resposta a injuria e facilita a propagac¢do de células em locais de
lesdes. A matriz extracelular ¢ essencial para a engenharia de tecidos, uma vez que ¢ ela que
providenciara o suporte para a implantagdo do novo 6rgao ou células, a matriz pode ser extraida
de 6rgdos, geralmente bexiga, de suinos e outros animais. A descelularizagdo de 6rgaos inteiros
possibilita a compreensdo da estrutura e da composi¢do a nivel local do 6rgdo, que pode ser
subsequentemente recelularizado até atingir a reproduc¢dao funcional do o6rgdo, inclusive
considerando a rede de vascularizacdo presente no 6rgdo nativo. Evidentemente, a técnica de
descelularizacdo de o6rgdos completos ¢ mais custosa e ¢ sujeita a mais dificuldades se
comparada a descelularizagdo de pequenos fragmentos de tecido (HE & CALLANAN,2013).

Tanto na descelularizacdo de 6rgdos inteiros quanto de fragmentos de tecidos, a esta aplicacao



25
designamos a matriz como um ECM biomaterial.

2.6 Membrana Amniotica

A membrana amnidtica ¢ parte constituinte do saco amnidtico, estrutura na qual o
embrido e posteriormente o feto se desenvolvem. A membrana mais interna denominada &mnio
circunda a cavidade amnidtica, contendo fluido e o proprio feto no seu interior. As membranas
amnioéticas ndo contém nervos, vasos linfaticos ou musculos, e sdo conectadas a outros anexos
extraembriondrios como o saco vitelino, alantoide e a placenta, via cordao umbilical e sua fonte
de energia ¢ o fluido coridnico e o fluido amnio6tico (LARSEN, 2001).

Além de funcionar como barreira fisica, a membrana amnidtica também possui varias
outras fungdes in utero. Apresenta funcao anti-inflamatoria mediada principalmente por
citocinas como a IL-10 que se opde as atividades de pro-inflamatdrios como IL-6 ¢ TNF-a. A
membrana amnidtica também produz activina, que em altas doses, inibe a producao de IL-6, IL-
8 e PGE2. Essas fungdes anti-inflamatorias nao sao observadas no corion ou na decidua,
evidenciando o papel especializado da membrana amnidtica. A inibicdo de IL-6 também
promove outra fun¢do da membrana amnidtica na prevencao de formagdo de cicatrizes, fato este
evidenciado pelo fenomeno cunhado de scarless fetal wound healing (TSENG et al, 2004).

A membrana amniética tem espessura de 0,02 a 0,5 mm e € constituida de trés camadas
histologicas: camada epitelial, membrana basal grossa e mesénquima avascular. A camada mais
interna ¢ intima ao fluido amnidtico e possui células epiteliais cubdides firmemente ancoradas
na membrana basal, que por sua vez repousa sobre uma camada acelular de colageno tipo I, Il e
V. As células epiteliais da membrana amniodtica possuem varios microvilos em sua superficie
apical que sugerem funcdo de transporte intra e extracelular bem como funcdo secretora. Essas
c€lulas expressam varios marcadores epiteliais tais como CA125 e CD44. A membrana basal ¢
constituida de proteoglicanos e serve como uma barreira permeavel a macromoléculas
relacionadas ao saco amniotico, bem como a moléculas que realizam manuten¢do da integridade
da membrana. Por fim, a camada mais externa da membrana amnidtica ¢ composta de células
fibroblastoides mesenquimais. Alguns autores alcunham esta camada mais externa de zona
esponjosa em alusdo as enormes quantidades de proteoglicanos e glicoproteinas que conferem
aparéncia espongiforme (MAMEDE et al, 2012). A figura 3 ilustra um esquema da membrana

amniodtica e sua matriz extracelular.
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Figura 3: Esquema da estrutura da membrana amnio6tica. FONTE: Adaptado de NIKNEJAD et al, 2008.

As aplicagdes da membrana amnidtica compreendem desde enxertos de pele para
queimaduras a objeto de engenharia tecidual. Um dos primeiros € maiores usos de membranas
amnidticas se encontra na area oftalmologica, onde ha mais de 70 anos, o potencial da
membrana amnidtica para transplantes comegava a ser explorado. Nos ultimos anos, as
membranas amnioticas tém sido utilizadas para tratar varios tipos de desordens oculares. Podem
ser usadas como enxertos que potencializam a proliferacdo e diferenciacdo do epitélio da
superficie ocular; tem utilidade como emplastros bioldgicos que servem para cobrir a superficie
ocular inflamada ou lesionada por queimaduras ou doencas; € podem ser utilizadas também para
preenchimento. Através de transplantes de pequenos pedagos de membrana amniotica, tem-se o
preenchimento e tratamento de lesdes e defeitos no estroma ocular (MAMEDE et al, 2012).

A membrana amniética ¢ ideal para uso em engenharia tecidual; uma vez que possui
facil obtencao, ¢ um tecido constantemente descartado, portanto estd disponivel para doacao,
pode ser usado para varios propositos e apresenta risco muito baixo de infeccdo ou resposta
imune no receptor. Diante de tantas vantagens, a membrana pode ser facilmente utilizada como
arcabouco de matriz extracelular para promover proliferagdo celular, reepitelizacao de tecidos e
supressao de fibrose (PORTMANN-LANZ et al, 2007), se configurando assim como um

potencial scaffold para utilizagdo na medicina regenerativa.
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Na literatura cientifica existem varios trabalhos elucidando métodos e aplicagdes de

descelularizacdo de membranas amnidticas de varias espécies, em particular a humana.

2.7 Aplicacao na medicina veterinaria

Assim como seres humanos, animais domésticos e silvestres demandam tratamentos que
envolvem medicina regenerativa como uma das, ou unica alternativa de recuperacao. Na maior
parte dos casos, o uso da terapia regenerativa na medicina humana se baseia em terapia celular
de células mesenquimais, uma metodologia ja bem estabelecida e utilizada (GIROLAMO et al,
2013). Na medicina veterinaria, entretanto, temos grande diversidade anatomica e fisiologica
entre varias espécies, com consequéncias na aplicacdo de células tronco quanto seus efeitos e
mecanismos de acdo. Em vista desse detalhe, ainda hoje ¢ dificil definir exatamente o estado da
arte na medicina regenerativa veterinaria.

Sabe-se que o uso de células tronco em medicina veterinaria ndo se compara ao uso
amplo na medicina humana, porém o uso de células tronco mesenquimais, caracterizadas em
diversas espécies, vem crescendo cada vez mais e se tornando um dos métodos mais utilizados
em medicina regenerativa veterinaria (VOLK & THEORET, 2013).

Alguns scaffolds também sao utilizados para o tratamento de ulceras e injurias. Por
exemplo, ha dois tipos de scaffolds presentes para cavalos, um bioldgico e outro semissintético.
A matriz extracelular de bexiga de suinos ¢ utilizada para o tratamento de queimaduras, tlceras,
rompimento de ligamento e injarias no casco (FLANAGAN et al, 2009). Esse scaffold também
se mostra eficiente no tratamento de lesdes esofagicas em caes, desde que o biomaterial seja
revestido com tecido muscular autdlogo (BADYLAK et al, 2005). MEC sintéticas feitas de
hidrogel de ligagdes cruzadas de glicosaminoglicanos sdo utilizadas para tratar lesdes de pele,
como queimaduras. Em porcos foi observada cicatrizagdo acelerada nos dias 3 e 5 da analise
(KIRKER et al, 2004).

A reposicao de juntas e implantes de valvas cardiacas também foi estudada em animais.
Em ovelhas, plugs osteocondrais semissintéticos foram utilizados para artroplastia. Novamente,
foi notada cicatrizacdo aumentada em nivel histologico se comparado com animais submetidos a
operagdes contralaterais (PILLIAR et al, 2007). Scaffolds obtidos de 6rgaos descelularizados
foram usados com sucesso em animais. Enxertos provenientes da MEC decelularizada de figado
de ratos demonstraram boa compatibilidade quando implantadas em animais heter6logos (XIN

PAN et al, 2014).

2.8 Medicina Translacional

As espécies domésticas ou de producdo estdo cada vez mais sendo consideradas como
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modelos fundamentais para medicina translacional. Comparados aos roedores usuais, 0s

modelos de grande porte oferecem um escopo maior para andlises de patologias e tratamentos
que podem ser transferidos para medicina humana. Apesar de roedores serem mais acessiveis e
passiveis de manipulagdo genética, grandes animais compartilham varios mecanismos
biologicos mais proéximos dos seres humanos, considerando inclusive a exposi¢do ao ambiente
exterior. Por exemplo, 292 doengas genéticas caninas, 163 felinas, 142 bovinas e 109 equinas
sao homologas com defeitos genéticos humanos.

Além disso, grandes animais compartilham at¢ mesmo comportamentos semelhantes aos
dos seres humanos, como atletismo (animais esportivos) ou de trabalho (animais de servigo),
contribuindo para a semelhanca da fisiopatologia inclusive em fatores de nivel
sociocomportamental (VOLK & THEORET, 2013).

Como ja dito anteriormente, a engenharia tecidual pode contribuir para mecanismos
regenerativos, principalmente se aliada a células tronco como catalisadores, uma vez que esses
tecidos semissintéticos agem como um meio para proliferacao e diferenciacdo de células tronco
(DUTTA & DUTTA, 2010). Nas ultimas duas décadas, as areas de células tronco, biomateriais ¢
engenharia tecidual levaram ao desenvolvimento de tecnologias inovadoras como tecidos
sintéticos de bexiga, pele, vasos e vias aéreas superiores (MING CHEN et al, 2012).

Com todos os avangos na drea de engenharia tecidual, cada vez mais tem se
desenvolvido novas técnicas menos invasivas além de fornecer entendimentos mais profundos
acerca da fisiologia e fisiopatologia de doencas teciduais. Nesse ponto, as pesquisas em niveis
translacionais prometem novos tratamentos de substituicdo de tecidos sem a morbidade do
transplante tradicional (ISHIKAWA et al, 2010). Entretanto, ¢ importante salientar que enquanto
a pesquisa basica alavanca a compreensdo da engenharia tecidual em nivel humano ou
translacional, ainda ha fatores como a demanda da saude publica e interesses industriais a se
considerar quanto a aplicacdo de facto dessas pesquisas e tecnologias (BELARDELLI et al,
2011). Dito isso, o desenvolvimento de protocolos mais rapidos € econdmicos relacionados a
producdo de tecidos sintéticos pode contribuir para ndo sé o conhecimento em nivel basico, mas

na aplicagdo desses materiais na pratica clinica cotidiana.

3.0 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
Produzir um artigo de revisdo sobre as metodologias e aplicagdes do método de

descelularizagdo empregados na membrana amniotica.

3.2 Objetivos especificos

e Diferenciar as metodologias utilizadas nos processos de descelularizagdo
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e Salientar o uso dos scaffolds resultantes do processo de descelularizagdo na

medicina regenerativa.

e Analisar o uso de processos de descelularizacdo na membrana amniotica.

4.0 MATERIAL E METODOS

O artigo de revisdo foi feito com base em publicagdes na area de biomateriais,
especialmente as que utilizaram o método de descelularizagdo. Foi realizada uma pesquisa
através de varias plataformas de acesso a periddicos gratuitos como Google Scholar, Pubmed,
PloS, SciELO, Science Direct e Science Open. Foram selecionados artigos de trabalhos
experimentais realizados nos ultimos 20 anos, salvo trabalhos que apresentassem conceitos
teoricos e informacdes ja bem estabelecidas. Para a filtragem de artigos baseados em trabalhos
com a membrana amnidtica, também foi incluido o critério de metodologia detalhada, sendo
necessario informar os tamanhos dos fragmentos do tecido utilizado no trabalho. As palavras-
chave utilizadas para a pesquisa foram escritas em inglés para ampliar o nimero de artigos

relacionados ao tema. Abaixo € a apresentada uma tabela resumindo o método de filtragem e

producdo do artigo.

Plataformas de |Intervalode Palavras -chave Critério de
Busca tempo inclusao
Pubmed,; Ultimos 20 anos Amniotic membrane; Trabalho
Google scholar;  (2002-2022) ?:a‘j,feci‘:il_amatmn; experimental;
SciELO; Blomaterial: Metodologia
ScienceOpen; Organ decellularization; detalhada.
ScienceDirect; Regenerative medicine;

PLOS: Stem cells.

Tabela 1: Metodologia de pesquisa e filtragem para a produg@o do artigo de revisdo
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5.0 Capitulo 1

Manuscrito a ser submetido a revista Polymers (fator de impacto: 4.967)
Instrugdes para autores: https://www.mdpi.com/journal/polymers/instructions

Membrana amniotica como fonte de biomaterial:

dos métodos empregados as aplicacoes in vivo.
Wesley Rogério Negri '(1); Phelipe Oliveira Favaron'(t).
1. Departamento de Biologia Geral, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual de Londrina
(UEL); Londrina, Brasil. wesley.rog.negri@uel.br (W.R.N); phelipe@uel.br (P.O.F).
(1): Os autores contribuiram igualmente com o trabalho

Resumo

Para suprir a demanda da medicina regenerativa, atualmente contamos com um numero cada vez mais
crescente de metodologias alternativas e acessiveis. Uma delas, a produgdo de biomateriais através do
procedimento de descelularizacdo, oferece uma nova oportunidade na area de transplantes de orgdos e
tecidos. Em particular, biomateriais resultantes da membrana amnidtica se apresentam como scaffolds
ideais pela sua facil acessibilidade e riqueza em elementos da matriz extracelular utilizados na medicina
regenerativa. Neste artigo, reunimos os principais métodos de descelularizacdo empregados na fabricacao
de scaffolds e os trabalhos realizados nos ultimos 20 anos demonstrando os resultados do uso desses
biometeriais na medicina regenerativa humana e veterinaria. Os trabalhos analisados demonstraram
relativos sucessos em descelularizar 6rgdo e tecidos, sobretudo membranas amnidticas de varias espécies.
A aplicagdo se provou viavel na maioria dos estudos e apesar de certas metodologias utilizarem menos
tempos e reagentes, ainda se busca um protocolo ideal que possa ser usado de forma padrio.

Palavras-chave: descelularizacdo; membrana amniotica; biomateriais; scaffolds; medicina regenerativa.

Abstract

To meet the demand for regenerative medicine, we currently have an increasingly growing number of
alternative and accessible methodologies. One of them, the production of biomaterials through the
decellularization procedure, offers a new opportunity in the field of organ and tissue transplants. In
particular, biomaterials resulting from the amniotic membrane are ideal scaffolds due to their easy
accessibility and richness in extracellular matrix elements used in regenerative medicine. In this article,
we bring together the main decellularization methods used in the manufacture of scaffolds and the work
carried out in the last 20 years demonstrating the results of the use of these biomaterials in both human
and veterinary regenerative medicine. The works analyzed showed relative success in decellularizing
organs and tissues, especially amniotic membranes of several species. The application proved to be
viable in most studies and although certain methodologies use less time and reagents, an ideal protocol
that can be used in a standard way is still being sought.

Keywords: decellularization; amniotic membrane; biomaterials; scaffolds; regenerative medicine.

1.0 Introducio
A membrana amnidtica ou dmnio ¢ uma estrutura fina e translicida, que envolve o

embrido e feto durante o desenvolvimento embrionario. Em humanos, o &mnio surge a partir da
cavidade amniotica, a qual ¢ formada na segunda semana de gestagdo como um espaco entre
células do citotrofoblasto e epiblasto. Células do epiblasto migram e passam a revestir a
cavidade diferenciando-se em amnioblastos, células do epitélio da membrana amnidtica.
Posteriormente, a membrana se expande gradualmente, acompanhando o crescimento do

embrido e se enche de liquido, o fluido amniotico [1]. O liquido amnidtico ¢ derivado do plasma
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materno pela passagem de solutos e agua através das aquaporinas expressas nas membranas

extraembriondrias como o dmnion e¢ o corion [2]. Além da conhecida funcdo de protecao
mecanica exercida pela natureza absorvente do saco amniotico, o liquido amnidtico € um
componente importante que auxilia na formagdo e desenvolvimento do sistema respiratorio; e
por meio do deslocamento das partes fetais auxiliadas pelo liquido, o sistema locomotor ¢
induzido ao desenvolvimento [3]. A membrana amnidtica ¢ desprovida de vasos sanguineos,
nervos, musculos ou vasos linfaticos [4]. Em humanos e primatas, a membrana amnidtica tem
intima relagdo com o corion, dessa forma o suprimento de nutrientes e gases se difunde através
do fluido coridnico para o amnidtico [5].

A membrana amniética pode chegar a 0,5 mm de espessura e é geralmente dividida em
trés camadas histoldgicas: epitelial, membrana basal, ¢ mensénquima; esta Ultima sendo
subdividida ainda em: estroma compacto, camada fibroblastica e camada espongiforme [6]. A
camada epitelial ¢ constituida por células cuboides que estdo em contato imediato com o liquido
amniotico, essas células contém micro vilosidades que sugerem participagdo em transportes
intracelulares [1]. A membrana basal, que serve de assoalho para as células epiteliais, €
constituida principalmente por coldgeno, fibronectina e laminina, tendo como fungao principal
conferir elasticidade e resisténcia para toda estrutura da membrana [7]. Esses componentes sao
extremamente importantes para a manutencdo da matriz extracelular, conferindo a ela
elasticidade, resisténcia e organizagdo a nivel molecular. No mesénquima, se encontra o estroma
compacto, se constituindo como maior esqueleto fibroso da membrana; na camada fibroblastica
se encontram fibroblastos, células do mesénquima amnidtico e alguns macréfagos; e no folheto
esponjoso ha proteoglicanos e glicoproteinas que conferem a essa camada aparéncia esponjosa
[8]. Como grande parte da membrana amniotica € constituida por tecido conjuntivo, varios sao
os estudos que buscam utilizar esse folheto na medicina regenerativa.

O uso da membrana amnidtica na medicina regenerativa data do inicio do século XX,
sendo utilizada no tratamento oftalmoldgico desde pelo menos meio século atras [9].
Atualmente, a membrana amnidtica ¢ amplamente utilizada em varios campos da medicina:
Enxertos para queimaduras, como material para prevencao de adesdo tecidual apds operagdes de
cabeca, pescoco e¢ abdomen [10] ou como scaffolds decelularizados para bioengenharia e
hidrogéis, por exemplo [11]. Os scaffolds sdo estruturas que agem como esqueletos de
sustentacdo nos quais podem ser semeadas células; repletos de fatores de crescimento assim, os
scaffolds auxiliam e direcionam a formagdo e regeneracdo de tecidos [12]. O potencial das
linhagens de células tronco provenientes da membrana amnidtica também € bastante explorado e
se apresenta como area promissora na medicina regenerativa [13].

Quando falamos em biomateriais, podemos considerar os biomateriais sintéticos e
aqueles derivados de tecidos naturais. Os materiais naturais apresentam algumas vantagens

importantes sobre os sintéticos. Esses materiais sdo compostos de polipeptideos, polissacarideos,
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e componentes da MEC, assim sendo, apresentam excelente atividade fisiologica, como adesdo

seletiva de células, através da fibrina e coldgenos; propriedades mecanicas semelhantes as
naturais e biodegrabilidade. A grande desvantagem de biomateriais sintéticos ¢ a falta de sinais
de reconhecimento celular provenientes da MEC natural; esses sinais sdo essenciais para regular
a proliferacao celular e expressdo génica das células que estdo aderidas a MEC. Nesse sentido,
um biomaterial sintético deve, além da biocompatibilidade, ter implantado em si peptideos que
controlam o reconhecimento celular. Entretanto, isso ndo significa que os biomateriais naturais
ndo tenham limitagdes proprias. Quando implantados in vivo, podem surgir deficiéncias como
risco de infecgdo viral, imunogenicidade e deterioracao precoce do material [14].

Métodos de descelularizacdo de 6rgdos e tecidos visam a produgdo de um arcabougo
tridimensional de matriz extracelular preservada. Esses arcaboucos devem ser livres de
componentes celulares e imunogénicos que estavam presentes no tecido nativo [15].
Evidentemente, a remo¢dao de 100% do material nativo ndo foi reportada até o presente
momento, sendo aceita a “decelularizagdo suficiente” que deve atender os seguintes critérios: (1)
O scaffold resultante ndo deve conter quantidade de material genético nativo que ultrapasse 50
ng/mg; (2) Os fragmentos de DNA restantes devem ter comprimento de no méaximo 200bp e (3)
nao deve haver nenhum componente nuclear visivel no scaffold [16]. Descelularizagdes podem
ser atingidas através de tratamentos do tecido com detergentes, métodos fisicos e enzimaticos.
Todos esses procedimentos também podem danificar o tecido, sendo assim, um balango entre
dano e descelularizagdo deve ser estabelecido a fim de se obter um scaffold eficiente [17]. O uso
de membranas amnioticas descelularizadas oferece uma grande promessa para regeneragao
tecidual ou como suporte para proliferacdo celular alogénicas ou autdlogas; além de serem
biodegradaveis e bioativas, requisitos essenciais para um scaffold [18; 19].

A presente revisdo tem como objetivo sumarizar métodos de descelularizagao utilizados
em membranas amnioticas, humanas ou animais; e salientar os resultados e as aplicacdes dos
scaffolds resultantes desses processos.

2.0 Métodos de descelularizagao

O método a ser utilizado para um processo de descelularizacdo dependera de varios
fatores, entre eles: o tipo de tecido, densidade celular, conteudo lipidico e espessura tecidual. Os
métodos mais comuns de descelularizagdo, entretanto, se resumem em fisicos, quimicos e

enzimaticos [16].

2.1 Métodos fisicos

Os métodos de descelularizacao utilizando fendmenos fisicos promovem a remog¢ao
celular do tecido por meio do uso de temperatura, pressdo, eletricidade, entre outros. O método
de Freeze-thaw se baseia nas mudangas de estado fisico da &4gua para promover a

descelularizagdo. Os cristais de gelo formados durante um rapido congelamento lisam as
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membranas das células do tecido. Apds multiplos ciclos de congelamento e descongelamento,

pode-se obter a descelularizacdo do tecido sem comprometer as proteinas da MEC [20]. Vale
salientar, entretanto, que pela natureza disruptora do método de freeze-thaw, podem ser gerados
danos na ultraestrutura do tecido, fazendo com que o método possa ser utilizado somente
quando esses danos sdo considerados aceitaveis para o produto final [21].

Pressdo hidrostatica pode ser ideal para descelularizar vasos de 6rgdos, sendo muitas
vezes mais eficiente que métodos baseados em detergentes ou enzimas. Alguns cuidados, porém
devem ser considerados durante a utilizacdo deste método: a formagao de cristais de gelo pode
agredir a ultraestrutura da MEC; para isso ¢ recomendavel que durante a aplicagdo da pressao
hidrostatica, haja também a manutencdo da temperatura, a fim de evitar a formagdo desses
cristais [22]. A for¢a mecanica em associagdo com enzimas também ¢ utilizada na
descelularizacdo, particularmente em tecidos como membranas amnidticas, bexigas urindrias e
intestinos delgados. Evidentemente a estrutura do tecido bem como a membrana basal sobre as
quais repousam as células s3o constantemente danificadas em qualquer método que envolva
agressao mecanica [23].

A eletroporagdo nao-termal ¢ uma técnica que se baseia na aplicagcdo de micro pulsos
elétricos que promovem aberturas de poros nas membranas plasmaticas das células através da
alteracdo do potencial elétrico, levando a célula a morte. Controlando a geragdo de calor pela
corrente elétrica, o arcabougo de MEC se mostra bastante conservado [24]. Como os eletrodos
sdo pequenos, esse método limita-se apenas a descelularizagdo de pequenas partes de tecidos ou
orgdos. Além disso, a remocao dos restos celulares in vitro ndo conta com a atividade do sistema

imunologico, sendo necessario o uso de agentes de lavagem; como o soluto Ringer lactado [25].

2.2 Métodos quimicos

M¢étodos quimicos se baseiam em compostos quimicos como acidos e bases, bem como
detergentes para promover a limpeza celular do tecido. Acidos podem catalisar as reagdes
hidroliticas celulares e promover a decelularizagio. Acidos acéticos ou peracéticos funcionam
como desinfetantes e poderosos agentes removedores de 4cidos nucleicos e restos celulares [26].
Apesar de esses compostos danificarem o coldgeno da ultraestrutura do tecido, os
glicosaminosglicanos (GAGs) sdo relativamente bem conservados no scaffold resultante [27].
Bases como NaOH e CaOH sdo bons agentes removedores de células de tecido dérmico;
todavia, essas bases danificam profundamente fatores de crescimento da MEC, assim como
reduzem propriedades mecanicas da ultraestrutura tecidual. O mecanismo pelo qual isso
acontece ¢ a clivagem das ligagdes cruzadas de fibrilas e colageno na MEC [28].

Detergentes i06nicos € ndo idnicos sdo amplamente utilizados para procedimentos
moleculares justamente pela sua capacidade em solubilizar membranas plasmaticas e dissociar

material genético das proteinas celulares [29]. Esses detergentes tendem a danificar a MEC
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restante, portanto ¢ importante a dosagem do tempo no qual o tecido fica exposto ao detergente

e a minimizacdo de combinacdes de detergentes, uma vez que nimeros elevados de compostos
podem acelerar a perda da MEC [30].

Entre os detergentes mais populares usados na descelularizagdo de membranas
amnioticas, o Sodium Dodecil Sulfate (SDS) merece destaque. Esse detergente ¢ ideal para a
descelularizacdo de tecidos espessos como rins e articulagdes. Além disso, a adicdo de SDS a
outro protocolo de descelularizagdo pode ser o fator crucial para a remogao completa das células
[31]. Os atomos de carbono da substancia estdo ligados a grupos sulfato conferindo ao
detergente propriedade antipatica. Sua capacidade de remover proteinas nucleares se deve
principalmente a a¢do do composto em romper as ligacdes ndo-covalentes causando a
desnaturacdo protéica. O detergente, porém, pode gerar alguns efeitos citotdoxicos, uma vez que a
remogao completa do composto ¢ bastante complicada, deixando para tras residuos que resistem
aos processos de enxague [32].

Triton X -100 também se configura como um detergente bastante utilizado nesses
procedimentos. Esse detergente consegue penetrar em tecidos espessos como valvas que nao
conseguem ser descelularizadas por métodos enzimaticos. O triton X- 100, entretanto, assim
como o SDS, pode causar dano na MEC e destrui¢do de fatores de crescimento associados ao

arcabouco tecidual [33].

2.3 Métodos enzimdticos

Enzimas relatadas em protocolos de descelularizagdo de tecidos incluem nucleases,
tripsina, colagenase, lipase, dispase, termolisina e a-galactosidase. Enzimas podem fornecer alta
especificidade para a remoc¢ao de residuos celulares ou constituintes indesejaveis da MEC [34].
No entanto, a remo¢do completa das células apenas por tratamento enzimatico ¢ dificil e
residuos podem prejudicar a recelularizagdao ou provocar uma resposta imune adversa. Nucleases
sdo essenciais para impedir a persisténcia de materiais moleculares no tecido descelularizado;
especialmente endonucleases, que possuem a capacidade de clivar sequéncias intermedidrias do

DNA, fazendo com que a fragmentagao fique mais eficiente e a remogao facilitada [35].

3.0 Técnicas de aplicacao dos métodos de descelularizacao

Além dos proprios agentes usados na descelularizagdo, deve-se também considerar as
técnicas pelas quais esses agentes sdo introduzidos no orgdo ou tecido desejado para
descelularizagcdo. A escolha das diversas técnicas de aplicagdo dos agentes de descelularizacao
pode variar conforme a espessura do tecido, finalidade da decelularizagcdo e aplicabilidade do
scaffold pos-descelularizagcdo. Vale salientar também que tecidos gordurosos e amorfos
requerem tratamento extra através de alcodis e solventes para remover excesso de materiais

indesejados [16].
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3.1 Perfusdo de orgaos inteiros

Essa categoria se baseia no uso de mecanismos que promovem a descelularizacdo do
orgdo através da passagem do agende decelularizante pelos vasos e vias do 6rgdo. Ao longo dos
anos, varios aparatos de perfusao visando a descelularizacao efetiva e/ou rapida de érgaos foram
desenvolvidos. Sullivan e colaboradores apresentaram um sistema contendo tanques de 200L
preenchidos com reagentes de descelularizagdo que sdo conectados por canulas que sdo
infundidas nos o¢rgdos. Esses tanques funcionam com pulsos peristalticos e valvulas que
controlam a entrada de diferentes reagentes em periodos de tempo especificos [36]. Price e
colaboradores desenvolveram um sistema automatico de descelularizacdo de 6rgdos inteiros.
Este sistema se baseia em mecanismos de valvulas automaticas que perfusam reagentes como o
TRITON X-100 e foi capaz de descelularizar completamente pulmdes suinos em apenas 24h
com os vasos do 6rgdo intactos [37].

Além de mecanismos que sdo desenvolvidos por pesquisadores em todo mundo, ha
alguns sistemas que sdo comercialmente fabricados e amplamente utilizados para processos de
descelularizacdo e recelularizagdo de 6rgaos. Temos, por exemplo, o ORCA (organ control and
acquisition bioreactor) desenvolvido pela Harvard Apparatus em 2013 [38]; o qual é capaz de
descelularizar e recelularizar 6rgdos de diversos tamanhos e formas, sendo desenvolvido
especificamente para esses propositos. Conta com sensores de temperatura, pH e pressao, dando
mais controle ao experimento. Desenvolvido pela mesma empresa, o HPC-3 (hydrostatic and
perfusion chamber) permite o armazenamento de diversos reagentes e possui camaras que se
conectam com o 0rgao ou tecido, criando uma boa opg¢ao para descelularizacdes de pequena
escala [39]. Ebers tubular chamber, apesar de inicialmente proposto para cultivo de células em
ambientes cilindricos, pode ser usado para a descelularizagdo de pequenos vasos; este aparato
permite a manipulacdo do fluxo de reagentes ao tecido [40].

Vérios sao os estudos que demonstram a eficicia do método de perfusdo para a
descelularizagdo de 6rgdos inteiros. Em um estudo, usando a perfusdo de SDS 0.1% e Triton X-
100 0.1% por meio da veia porta do figado de rato, o 6rgdo adquiriu aparéncia palida e
translucida ao longo do processo, evidenciando a eficacia da descelularizagdo e a reminiscéncia
do arcabougo de MEC. Os resultados sugerem preservacdo da MEC, uma vez que residuos
nucleares foram removidos ao mesmo tempo em que foi observada presenga de colageno na

MEC [41].

3.2 Imersao

Quando o tecido nao possui clara vascularizagdo ou estruturas que permitam a perfusao
por canulas, outras estratégias sdo adotadas para a descelularizacdo. A mais comum e utilizada ¢
a imersdo do material no agente descelularizador enquanto agitado para facilitar o

desprendimento das células e restos celulares. Tecidos finos ou pedagos de material biologico
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podem ser descelularizados através deste método. Nao hd ainda um consenso sobre a

concentragdo do detergente nem sobre o tempo de exposicdo quando falamos em
descelularizagdo por imersao. Becker e colaboradores (2018) conseguiram resultados positivos
ao descelularizar membranas amnidticas humanas para aplicagcdes na cardiologia. Os autores
usaram o detergente SDS em concentragdo de 0.5% no qual a membrana amnidtica ficou imersa
por 4 horas em temperatura ambiente [42]. Por outro lado, o uso de apenas 0.03% de SDS
também promoveu descelularizagdo adequada em outro estudo; conservando as propriedades
mecanicas da matriz extracelular nativa e a presenga dos colagenos I e IV e fibronectina [43].
Além dos classicos detergentes SDS e Triton-X 100, outros componentes demonstram
potencial para decelularizagdo eficaz e conservagdo da MEC. Concentragdes de 0.02% de EDTA
e 2M de acido peracético se mostraram eficientes na remocao de células e material nuclear em
seus respectivos experimentos envolvendo descelularizagdo de membrana amnidtica humana.
Ambos os solventes conseguiram também preservar a estrutura da MEC nativa, se destacando

como substancias de potencial uso em procedimentos para producgdo de scaffolds [44].

4.0 Analises de Scaffolds

Ap6s o tratamento de descelularizacdo do scaffold, deve-se confirmar se de fato todas as
células e materiais nucleares foram removidos completamente, a fim de evitar qualquer resposta
imunolégica quando o material for reimplantado em outro organismo. Para isso, estdo
disponiveis técnicas moleculares, histolégicas e imunoldgicas que analisam desde o
microambiente até niveis moleculares.

Quando um scaffold ¢ analisado quanto a eficiéncia do processo de descelularizagdo, um
dos pontos mais importantes a ser considerado ¢ a remoc¢ao do material nuclear que muitas vezes
pode persistir mesmo apods o tratamento com detergentes e enzimas. Comumente € aceito que
uma concentracdo de <50 ng/mg de material genético no tecido se configura como uma
descelularizagdo eficiente [45]. Podem ser empregadas varias técnicas para a quantificagdo do
material genético, tais como PCR, eletroforese e espectrofotometria. Esta tltima fornece o
resultado mais acurado de quantificagcdo enquanto a PCR consegue ser também qualitativa [46].

Para a analise do arcabouco resultante da descelularizagdao, podem ser empregadas varias
técnicas histologicas que visam a investigacao da eficiéncia da remocao de células, bem como a
qualidade e preservagao da MEC apos o tratamento. A coloragdo por hematoxilina-eosina (HE)
¢ uma técnica bem conhecida e amplamente usada na andlise histoldgica de cortes de tecido.
Essa técnica se baseia nas propriedades basicas e dacidas da hematoxilina e eosina,
respectivamente. A hematoxilina com carater basico ¢ atraida por estruturas acidas, como o
nucleo da célula, por exemplo; ao passo que a eosina, de carater acido cora o citoplasma celular
[47]. No caso de tecidos descelularizados, ¢ ideal que todo o componente celular seja removido.

Dessa maneira, a histologia HE esperada de uma descelularizagao ¢ de cor rosada e clara, sem a
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presenca de estruturas nucleares escuras no corte [44].

Para a andlise dos componentes da MEC como as fibras coldgenas e tecido conjuntivo
circundante pode ser usado a coloragao tripla do tricromio de Masson. Essa técnica consiste na
combinacdo de trés corantes que variam dependendo da versao da técnica utilizada.
Normalmente um corante azul ou verde tinge as fibras colagenas, vermelho ou rosa identifica
citoplasma celular e preto ou castanho, ntcleos celulares [48]. Evidentemente, ¢ esperado que
scaffolds descelularizados conservem a estrutura da sua MEC nativa ao mesmo tempo em que
apresentem auséncia celular. Dessa forma, um scaffold ideal possuiria grandes quantidades de
fibras coldgenas e pouco material celular [49]. Alternativamente, para a investigacdo mais
aprofundada das fibras coldgenas, pode ser utilizada a coloracdo de picrosirius red que
diferencia fibras colagenas em diferentes cores: fibras de colageno tipo I sdo coradas em
vermelho enquanto fibras do tipo III sao coradas em amarelo [50].

A imunohistoquimica ¢ uma técnica que visa destacar componentes especificos através
da afinidade desses com seus respectivos anticorpos. No caso de processos de descelularizagao,
geralmente sdo analisadas fibras coldagenas e outros componentes da MEC, como laminina e
fibronectina. E ideal que em um material descelularizado se conservem as propriedades e
plasticidade da MEC, presenca de colageno do tipo 4 e analise da laminina podem indicar uma

descelularizagdo eficiente e um scaffold adequado [42].

5.0 Recelularizacao de Scaffolds

Apos a descelularizagdo satisfatoria do tecido, o scaffold resultante pode ser submetido a
recelularizacdo com objetivo de formar novos tecidos ou orgdos. Esses oOrgdos sintéticos
provenientes de scaffold e recelularizados com novas células prometem transplantes e enxertos
com pouca ou nenhuma reacdo imunoldgica no transplantado [51]. No caso da membrana
amnidtica, as possibilidades sdo ainda maiores. Sabe-se que seu uso como scaffold reduz a
inflamacao, promove epitelizacao e evita a formagdo de cicatrizes [52]. Para a recelularizagao, ¢
comum que sejam usadas células tronco mesenquimais (MSC). As integrinas das MSC
interagem com diferentes proteinas da MEC [53]. Em verdade, as MSC demonstram preferéncia
em se associar com regioes especificas da MEC, principalmente aquelas ricas em colageno tipo |
e IV, laminina e fibronectina [54]. Essas intera¢des podem regular o comportamento das MSC,
fazendo com que elas adquiram caracteristicas celulares das células nativas que outrora
povoavam o scaffold [55]. Dessa forma, quando se usa MSC para a recelularizacdo, essas
células desempenham papel importante na mediacdo da regeneragdo tecidual através da
influéncia na diferenciagdo funcional das células, regulagdo da resposta imunologica e

angiogénica [56].

6.0 Aplicacoes de scaffolds
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Apo6s a descelularizagdo, os scaffolds podem ser recelularizados com outros tipos

celulares com o objetivo de formar o tecido demandado, ou podem ser usados enquanto
descelularizados, como suportes para a proliferacio celular. E ideal que se conservem as
propriedades mecanicas do orgdo e a matriz extracelular, pois esta dara suporte fisico e
bioldgico para a formag¢dao do novo tecido funcional por meio do processo de recelularizacao
[57].

Varios 6rgaos e tecidos ja foram descelularizados com sucesso e estdo descritos na
literatura. Para citar alguns, ossos desmineralizados e descelularizados [58]; implantes
alogénicos e xenogénicos de tecido adiposo descelularizado para regeneracdo foram usados com
sucesso em testes pré-clinicos e clinicos [59, 60, 61] produgdo de pulmdes bioartificiais pela
recelularizacdo da MEC pulmonar e de outros tecidos relacionados ao sistema respiratdrio com
células endoteliais e epiteliais e implantacdo desses orgaos in vivo [62, 63]. O figado com sua
MEC preservada apds a descelularizacdio demonstram boa biocompatibilidade e
neovasculariza¢do quando implantados in vivo [64, 65]. Alguns estudos demonstraram também
capacidade de scaffolds derivados de tecido nervoso de promoverem crescimento e regeneragao
de conexdes de nervos periféricos em ratos [66, 67]. A descelularizacdo de 6rgdos inteiros
possibilita a compreensdo da estrutura e da composi¢ao a nivel local do 6rgdo, que pode ser
subsequentemente recelularizado até atingir a reproducdo funcional do o6rgdo, inclusive
considerando a rede de vascularizacdo presente no 6rgao nativo. Evidentemente, a técnica de
descelularizacdo de o6rgdos completos ¢ mais custosa e ¢ sujeita a mais dificuldades se
comparada a descelularizacdo de pequenos fragmentos de tecido [68]. Além dos estudos
preliminares ilustrados anteriormente, hd um grande ntimero de scaffolds comerciais que sao
amplamente utilizados na medicina regenerativa, sendo os mais comuns fragmentos de tecidos
descelularizados usados para a implantacdo e formagao tecidual [69]; [70].

A formacao de 6rgaos semissintéticos com a ajuda dos scaffolds se apresenta como uma
alternativa promissora inclusive na area de transplantes xenogénicos, que sofrem com a baixa
taxa de doadores e a alta demanda. Um dos principais fatores para o baixo niumero de doadores
de 6rgdos ¢ a recusa familiar, representando 45.3% das causas para ndo doacdo de 6rgdos. Este
obstaculo poderia ser solucionado se o doador expressasse o desejo de doagdo em vida e se
houvesse um registro nacional de doadores, comprometendo-se assim com a doagdo de 6rgaos
post mortem [71]. Por exemplo, um estudo holandés mostrou que se o doador tivesse registro
expressando seu desejo de doagdo, a taxa de doagdo era de 94%, comparado a apenas 23% se
esta escolha fosse deixada exclusivamente para a familia [72].

Além da produgdo de oOrgdos inteiros, ha a possibilidade de se fabricar enxertos ou
revestimentos a base de material descelularizado. A membrana amniotica se apresenta como um
candidato perfeito para tais finalidades. A membrana amnidtica possui propriedades

antibacteriais e apresenta baixa imunogenicidade. Por essa razdo, os scaffolds provenientes deste
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material sdo constantemente usados como enxertos de pele, em neurocirurgias, na area

oftalmoldgica e ginecologica; além de se provar um excelente suporte para a proliferagdo de
células. Enxertos a base de membranas amnidticas sao capazes inclusive de inibirem a
proliferagdo de bactérias resistentes tais como Staphylococcus aureus e Pseudomonas.
aeruginosa, cepas de dificil tratamento comumente encontradas em pacientes com queimaduras
[73]. O uso da membrana amnioética para enxertos de pele ndo se limita apenas ao tratamento de
queimaduras. Revestimentos descelularizados também foram usados para tratamento de feridas
diabéticas [74] e também para tratamentos de doengas de pele [75].

Nos ultimos anos, a Medicina Veterinaria tem avangado muito no que diz respeito ao
diagnéstico e tratamento de doengas, inclusive empregando novos tratamentos relacionados a
Medicina Regenerativa. Além disso, num contexto de Medicina Translacional, os modelos
animais tem representado um papel fundamental e crescente para os avangos de tratamentos
inovadores. Muitos estudos realizados demonstram a possibilidade de descelularizagdo e
inclusive a aplicagdo clinica de scaffolds obtidos a partir da membrana amnidtica.

Além da necessidade de alternativas para 6rgdos inteiros, existem outras patologias de
tratamentos complicados que podem acometer animais. A exemplo, fraturas 6sseas causadas por
fatores ambientais como trauma ou genéticos, como a displasia coxofemoral [76]. Em qualquer
natureza, fraturas Osseas podem ser de dificil regeneragdo principalmente se houverem
alteracdes em fatores de crescimento, mediadores inflamatérios e unido fibrocartilaginosa.
Nesses casos, podem ser utilizados enxertos 0sseos para uma melhor recuperagcdo. Se esses
enxertos forem provenientes do proprio organismo, a resposta imunoldgica ¢ baixa e a
recuperagdo acelerada.

Alguns scaffolds também sdo utilizados para o tratamento de ulceras e injurias. Por
exemplo, ha dois tipos de scaffolds presentes para cavalos, um bioldgico e outro semissintético.
A matriz extracelular de bexiga de suinos ¢ utilizada para o tratamento de queimaduras, ulceras,
rompimento de ligamento e injurias no casco [77]. Esse scaffold também se mostra eficiente no
tratamento de lesdes esofigicas em caes, desde que o biomaterial seja revestido com tecido
muscular autologo [78]. MEC sintéticas feitas de hidrogel de ligagdes cruzadas de
glicosaminoglicanos sdo utilizadas para tratar lesdes de pele, como queimaduras; em porcos foi
observada cicatrizacao acelerada nos dias 3 e 5 da analise [79].

A Bioengenharia tecidual como reposi¢ao de articulagdes e de valvas cardiacas também
foi estudada animais. Em ovelhas, plugs osteocondrais semissintéticos foram utilizados para
artroplastia. Novamente, foi notada cicatrizacdo aumentada em nivel histoldgico se comparado
com animais submetidos a operagdes contralaterais [80]. Scaffolds obtidos de oOrgaos
descelularizados foram usados com sucesso em animais. Enxertos provenientes da MEC
descelularizada de figado de ratos demonstraram boa compatibilidade quando implantadas em

animais heterol6gos [81]. Abaixo, encontra-se uma tabela sumarizando as aplicagdes de alguns



tecidos descelularizados e uma tabela especificamente contendo dados sobre a descelularizacao

da membrana amniotica.

Tabela 1: Orgios comumente utilizados em processos de descelularizagio

Tecido Aplicagao Referéncia

decelularizado

Rim Regeneracao renal mediada por scaffold; | [82]; [83]
Promocao de proliferagcao e
diferenciagao celular.

Coragdo Regeneracdo de miocardio em dreas | [84]
danificadas por infarto isquémico.

Figado Regeneracdo parcial da funcdo renal e | [85]; [86].
consolida¢do de redes vasculares

Membrana Regeneracdo de pericardio; Reparo de | [18]; [75];

Amniotica doengas de pele; [87]; [88];
Em combinagdo com fragmentos de | [89].
cartilagem, acelera a regeneragdo
osteocondral;

Cicatrizacao de feridas;

Reconstrucdo da superficie ocular;
Reparacdo de rupturas prematuras na
membrana amniotica;

Estomago Regeneracdo da camada muscular | [90].
gastrica

Vasos sanguineos Veia descelularizada exibiu resisténcia e | [91].
fungdo adequada quando implantada em
sujeitos caninos, com minima rejei¢ao.

Ovario Implantes xenogénogenicos de ovarios | [92].
decelularizados e semeados com células
ovarianas.

Cartilagem Regeneracdo de defeitos de cartilagem | [93].
através de scaffolds semeados com
células-tronco derivadas de tecido
adiposo

Traquéia Transplante alografico de traquéia. [94].

Tabela 2: Métodos utilizados em descelularizagdes de membranas amnidticas
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Tempo de Tamanho Agente e
Método Espécie | descelularizac do concentrac Resultados Referénci
ao Fragment ao as
)
Quimico | Human 4H 2.0 x 2.0 | Triton X-|O scaffold | [75].
a cm 100; 1% promoveu
cicatrizagao
acelerada de
ferimentos quando
comparado a
métodos
tradicionais.
Quimico, | Human Dias 1.0 x| Triton X-| A membrana | [95].
Enzimatic | a 1.0 cm 100 1%; descelularizada
0 DNAse apresentou boa
2000 U/L; | biocompatibilidad
Lipase € € promissor uso
2000 U/L | em cirurgias
Quimico | Human 2H SDS 2% | Quando [44].
a Inteira implantados  em
feridas em ratos,
0s scaffolds
promoveram
cicatrizagdo mais
rapidamente se
comparados ao
grupo controle.
Quimico | Human 24H 5 X 5| TRITON | Quando [96]
a cm? X-100 1% | implantados
intraperitonialmen
te, os scaffolds de
membrana
amniotica
combinados com
fibras de seda

demonstraram
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efeitos anti-
inflamatorios e
regenerativos

superior a outros

tipos de enxertos.

Qumico, 12H 10cm x| SDS 1%, | Se associada a |[74]
enzimatic | Bovina 3cm Tripsina | uma dupla camada
0 0,5% de quitosana, o

curativo resultante
promove
cicatrizacdo mais

rapida que um

curativo
tradicional.
Quimico | Human 30min 2.5cm  x EDTA Scaffold foi capaz | [97].
a 2.5cm 0.2% de reduzir fibrose

em doenga de
adesao
intrauterina, mas
ndo  demonstrou
regeneracao
significativa se
comparado com o

controle.

Nao hé ainda um consenso sobre a concentragdo do detergente nem sobre o tempo de
exposicao quando falamos em descelulariza¢dao por imersdo. Evidentemente, é necessario atingir
um equilibrio adequado entre concentragdo, tempo de exposi¢do e manutencao dos componentes
do scaffold. Algumas concentragdes nao demonstraram resultados satisfatorios como os
supracitados. Abaixo segue uma tabela com quimicos e suas respectivas concentragdes testadas

na membrana amnidtica que ndo atingiram os resultados esperados:

Tabela 3: Agentes descelularizantes e concentragdes que promoveram desnudamento insatisfatorio

Agente
Espécie | descelulariz | Concentragdao | Tempo Resultados Referéncia

ante

Humana EDTA 0.02-0.1% 0.5- Tecido nao | [98].




16H

descelularizado por
completo, com
reducao de conteudo
de DNA de apenas
50% do original.

Humana

SDS

0.03%

24h

Membrana basal
conservada, porém
dano no mesénquima
da arquitetura da

matriz.

[43].

Humana

NaOH;
EDTA

0.5M; 0.2%

30min

A membrana
descelularizada néo
foi capaz de previnir
proliferagao

bacteriana.

[99].

Humana

EDTA

0.02%

2H

A preservagdo da
membrana basal e a
adesdo e proliferagdo
celular foram
menores se
comparadas ao
metodo de
desnudamento  por

uréia SM

[100].

Bovina

SDS;

Tripsina

1%:;
0.25%

12H

A descelularizacao
foi mais eficiente
com maior tempo de
exposi¢cao € maior
concentragao de

tripsina

[74].

Bovina

Tween;

NaOH

80; 0.1

4H;1H

Conteudo de DNA
pos descelularizagao
mais elevado se
comparado aos

métodos com O uso

de SDS 0.1%

[45].

43
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Humana | Cloreto de | 5%; 30min | Matriz resultante | [44].
Amonio; apresentou danos
extensos e houve
persisténcia de
material celular apos

0 tratamento

7.0 Prospecc¢oes na area industrial

Um dos desafios na producdo de scaffolds ¢ maximizar a regeneracdo de um 6rgdo ou
tecido especifico, para isso ¢ necessario um design que seja compativel com a hierarquia e
complexibilidade dos elementos da versdo funcional do tecido. Assim sendo, ha desafios quando
a tecnologia de producdo de scaffolds adentra a area comercial ou industrial. Para uma dada
tecnologia obter sucesso no mundo comercial, ¢ imperativo que ele tenha 3 caracteristicas
principais, sendo elas: grande nicho de possibilidades de aplicacdo nas mais diversas areas
possiveis; uma forte publicagdo cientifica que evidencie a solidez do produto nos testes pré
clinicos e clinicos; ¢ uma patente eficiente no sentido de garantir a exclusividade da tecnologia e
dos novos métodos que surgem a partir dela. Além disso, a tecnologia deve apresentar relativa
facilidade na sua reprodutibilidade e manufatura, e a compania deve sempre considerar o
potencial da tecnologia, atrelado com o custo e a possibilidade de reembolso [101].

Para trazer produtos farmacéuticos ou médicos para o mercado, € necessario desembolsar
quantias financeiras razoavelmente altas. Estima-se que uma empresa farmacéutica gasta em
media 850 milhdes de dodlares para trazer uma nova droga ou tecnologia ao mercado, valor esse
que pode subir para 1.8 bilhdo de ddlares depois da capitalizacdo. No caso de tecidos produzidos
através da bioengenharia, dados mostram que a venda desses produtos triplicaram desde a
segunda metade dos anos 2000, arrecadando um total de 3.5 bilhdes de dolares por ano, em
contraste com o gasto semelhante das empresas e o emprego de mais de 14.000 funcionérios na
area [102].

Os scaffolds também apresentam limitagdes, como todo estudo preliminar. Para pratica
clinica, essas pecas costumam ser custosas financeiramente, compreendendo uma faixa de
menos de 10$/cm? a mais de 30$/cm? Como esses materiais sdo produzidos em tamanhos
limitados, muitas vezes requerem mais de um produto para reparar danos extensos [103]. Outra
limita¢do, desta vez de cunho biologico, ¢ a presenca de reminentes celulares, nucleares e
quimicos em scaffolds provenientes de processos de decelularizagdo. Esses resquicios podem
desencadear processos imunoldgicos se implantados em seres vivos. Dependendo da

concentracdo de detergentes e do método utilizado para o processo de decelularizacdo, ¢
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necessario também considerar os eventuais danos que podem estar presentes no material final.

Danos como a disrup¢ao de fibras de coldgeno e destruicao de fatores de crescimento da MEC
podem comprometer a qualidade e o uso do scaffold. Para evitar certos problemas que surgem a
partir desses fatores, ¢ recomendavel o uso de métodos para identificar a integridade da MEC
resultante do processo e a analise do contetido de material nuclear restante no produto final
[104].

Além disso, pode haver limitagdes religiosas por parte de alguns pacientes, que
apresentam preocupacdes quanto a implantacdo de tecido de origem animal ou humana em seu
corpo [103]. Diante desses obstaculos, cada vez mais se tem buscado a optimizacao da produgio
e uso de scaffolds.

8.0 Consideracgoes finais

A bioengenharia tecidual oferece alternativas consideravelmente mais acessiveis e
rapidas para algumas doencas e condi¢des que impdem grande sofrimento ao ser humano e ao
sistema de satde. Com o advento dos métodos de descelularizagdo, ¢ possivel contornar
algumas dessas dificuldades e reduzir o custo do tratamento; especialmente no que diz respeito a
espera da disponibilizacdo de orgdos e tecidos, uma vez que os materiais produzidos pela técnica
podem ser provenientes de outros organismos.

A membrana amnidtica se configura como um tecido ideal para tais propositos, com sua
versatilidade e facilidade de coleta, a membrana amnidtica pode servir como enxertos € suporte
para proliferacdo celular. Como demonstrado, vérios sdo os procedimentos para a
descelularizagdo do tecido em questdo. Quanto menor o tempo € a menor quantidade de
detergentes utilizados para a descelularizagdo, mais viavel se torna o método. O menor tempo
possibilita a producdo em larga escala do scaffold, enquanto concentragdes baixas de detergentes
minimizam os danos na MEC do scaffold resultante, assim como facilita a fase de enxague do
produto. Trabalhos como o de Song et al e Milan et al, conseguiram a obten¢do de scaffolds
adequados para o uso utilizando pouco tempo de exposicao do tecido ao dertegente, 4H e 2H
respectivamente [75, 44]. Se considerarmos a concentracdo, Chen et al, conseguiram
decelularizar fragementos da membrana amniodtica em apenas 30 minutos e com concentragao de
apenas 0.2% de EDTA [97]. Um resultado impressionante se comparado com os outros, que
apesar de também serem bem sucedidos, levaram mais tempo € maior concentracdo de quimicos
para atingir o resultado.

Evidentemente, a descelularizacdo de membranas ou de orgdos ainda ¢ uma metodologia
que ainda se encontra em seus estagios iniciais, mas que possua grande potencial para se tornar

um recurso poderoso e popular para a medicina regenerativa humana e veterinaria.
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6.0 Conclusio
A descelularizacdo de orgdos e tecidos se apresenta como um método alternativo

moderno para a medicina regenerativa, principalmente na area de transplantes e enxertos.
Muitos sdo os procedimentos pelo qual a técnica ¢ desenvolvida; entretanto, para um
resultado ideal, é necessario levar em consideragdo o método utilizado e o tipo de tecido
que sera descelularizado.

Nesta dissertagdo reunimos trabalhos que visavam a descelularizagdo de orgdos e
tecidos, especialmente da membrana amniotica. Essa membrana fetal ¢ particularmente
vantajosa, pois apresenta facil acessibilidade, facilita regras bioéticas para pesquisa, ndo ¢
essencial ao sujeito doador e ¢ rica em elementos da matriz extracelular, produzindo
scaffolds bioldgicos de qualidade e valor comercial. Evidentemente, ainda ndo h4d um
consenso sobre qual método ou concentragdo de descelularizagdo ¢ melhor para se atingir o
scaffold ideal, todavia, neste trabalho listamos alguns dos quais foram bem sucedidos em
produzir um produto final satisfatorio. Essas informag¢des podem servir de ponto de partida

para pesquisadores que pretendam comecar na area de descelularizagdo de tecidos e de uso

da membrana amniotica como biomaterial na medicina regenerativa.
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