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RESUMO 

A cicatrização de feridas é um processo complexo de reparo que envolve a interação entre 

diferentes tipos celulares coordenadas entre a sinalização intracelular e extracelular. Estratégias 

terapêuticas baseadas em células-tronco da medula óssea (CT-MO) e membrana amniótica 

acelular (MA) tem grande potencial na regeneração tecidual inclusive no tratamento de feridas 

completas de pele. Assim, este estudo avaliou os efeitos locais da associação das CT-MO e a 

MA no reparo tecidual em modelo utilizando ratos com lesão incisional completa de retalho 

cutâneo. No experimento foram utilizados quarenta ratos Wistar. Os animais foram 

randomizados em quatro grupos: grupo I – controle (C) (n = 10), sem (CT-MO) ou MA (n = 

10); grupo II- injetado (CT-MO) (n = 10); grupo III - abrangidos pela MA; grupo IV- injetado 

(MA+CT-MO) (n = 10). Níveis de citocinas interleucina 1 e interleucina 10, superóxido 

dismutase (SOD), glutationa redutase (GRs) e os níveis de atividade carbonil foram medidos 

por ELISA no 28º dia, e o TGF-β foi avaliado por imuno-histoquímica, a expressão de colágeno 

foi avaliada pela coloração de Picrosirius. Nossos resultados mostraram que a interleucina IL-

1 foi maior no grupo controle, e a IL-10 apresentou média maior no grupo tratado com MA + 

CT-MO quando comparada ao grupo controle. Os grupos com CT-MO e MA apresentaram os 

menores níveis de expressão de TGF-β. A análise de SOD e GRs demonstrou aumento 

significativo (p<0,001) em favor da combinação CT-MO + MA em relação ao controle e aos 

grupos célula e membrana. O grupo carbonila mostrou redução de 80% entre o cotrole e o grupo 

CT-MO + MA. A fibra colágena tipo I foi predominante em todos os grupos tratados; 

entretanto, o grupo MA+ CT-MO obteve uma média maior quando comparado ao grupo 

controle sem atingir significância estatística (p = 0.057). Nossos achados sugerem que a 

associação entre MA + CT-MO age na cicatrização de feridas cutâneas, provavelmente devido 

ao seu efeito parácrino atribuído à promoção de novo colágeno para reparo tecidual e, com isso, 

apresenta um potencial terapêutico em feridas completas de pele. 



 

 

Palavras-chave: membrana amniótica acelular humana; modelos animais experimentais; 

sistema antioxidante; células-tronco; cicatrização ferida; parácrina.   



 

 

ABSTRACT 

Wound healing is a complex process of repair that involves the interaction between different 

cell types and involves coordinated interactions between intracellular and extracellular 

signaling. Bone marrow stem cells (BM-MNCs) based and acellular amniotic membrane (AM) 

therapeutic strategies with the potential for treatment and regeneration of tissue. We aimed to 

evaluate the involvement of paracrine effects in tissue repair after flap skin lesion rat model. In 

the full-thickness flap skin experiment of forty Wistar rats: The animals were randomized into 

four groups: group I – control (C) (n = 10), with full-thickness lesions on the back, without 

(BM-MNCs) or AM (n = 10); group II–injected (BM-MNCs) (n = 10); group III – covered by 

AM; group IV–injected (AM+BM-MNCs) (n = 10). Cytokine levels IL-1, and IL-10 assay kit, 

superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GRs) and carbonyl activity levels were 

measured by ELISA 28th day, and TGF-β was evaluated by immunohistochemical, the 

expression collagen was evaluated by Picrosirius staining. Our results showed that the IL-1 

interleukin was higher in the control group, and the IL-10 presented a higher mean when 

compared to the control group. The groups with BM-MNCs and AM showed the lowest 

expression levels of TGF-β. SOD, GRs, and carbonyl activity analysis showed a predominance 

in groups that received treatment from 80%. The collagen fiber type I was predominant in all 

groups; however, the AM+BM-MNCs group obtained a higher average when compared to the 

control group. Our findings suggest that the AM+ BM-MNCs promote skin wound healing 

probably owing to their paracrine effect attributed to the promotion of new collagen for tissue 

repair  and, therefore, presents a therapeutic potential in complete skin wounds. 

Keywords: Human acellular amniotic membrane; experimental animal models; Antioxidant 

system; stem cells; wound healing; paracrine. 

  



 

 

RESUMO POPULAR 

O processo de cicatrização de feridas na pele parece simples, mas na verdade é bem complexo 

e envolve diversos tipos celulares e elementos da matriz extracelular com seus sinalizadores 

como as citocinas e espécies reativas de oxigênio interagindo entre si.. Há um crescente número 

de pessoas vítimas de queimaduras extensas, portadores de doenças crônicas como diabetes, 

problemas vasculares induzidos pelo tabaco e pessoas idosas que normalmente portam 

condições que dificultam a cicatrização de feridas na pele. Elementos como a glicose elevada 

ou quantidades elevadas de espécies reativas de oxigênio determinam uma atividade 

inflamatória persistente que interrompem o processo natural da cicatrização gerando uma ferida 

que não fecha completamente ou fecha mas com um aspecto muito diferente do tecido original. 

Muitas pesquisas têm sido desenvolvidas utilizando biomateriais capazes de modular os fatores 

inflamatórios e os componentes do sistema gerador de espécies reativas de oxigênio. 

Realizamos um estudo experimental utilizando células-tronco derivadas da medula óssea 

associadas a membrana amniótica humana acelular em feridas em ratos e investigamos seus 

efeitos locais sobre os principais indicadores inflamatórios e estresse oxidativo. Os efeitos são 

sabidamente positivos sobre a cicatrização quando utilizados isoladamente, mas há poucos 

estudos com seu uso combinado e o mecanismo exato dos seus efeitos sobre a cicatrização ainda 

não são totalmente compreendidos. Um ponto a ser ressaltado é a origem dos biomateriais 

empregados: a membrana amniótica é obtida de material de descarte e as células-tronco são 

retiradas do próprio indivíduo. 

Pudemos concluir que essa combinação de biomateriais promove efeitos locais de atenuação 

dos marcadores pró inflamatórios e do sistema gerador de espécies reativas de oxigênio, 

gerando uma produção de colágeno de melhor qualidade e, consequentemente, uma cicatriz de 

melhor qualidade. 



 

 

Este trabalho contribui no entendimento dos efeitos locais das células-tronco e membrana 

amniótica no processo de cicatrização e cria uma alternativa custo-eficiente para tratamento de 

feridas na pele. 
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1 INTRODUÇÃO 

A pele é o maior órgão do corpo humano e tem como funções básicas impedir a perda 

excessiva de líquidos, proteger dos efeitos de agentes externos, regular a temperatura corpórea, 

sintetizar vitamina D com a exposição aos raios solares e agir como órgão dos sentidos.1 Como 

é a primeira barreira de proteção do organismo está mais exposta aos danos físicos.2 

No Brasil e no mundo as feridas constituem um grave problema, devido ao grande 

número de pessoas com alterações na integridade da pele, embora sejam falhos os registros 

desses atendimentos o que dificulta determinar com exatidão sua exata prevalência.3 A venda 

de insumos para o tratamento de feridas em todo o mundo atingiu 18,5 bilhões de dólares em 

2017, evidenciando a magnitude do problema. Com o aumento da prevalência de diabetes, 

envelhecimento da população mundial, surgimento de programas para tratamento de feridas e 

crescente número de acidentes de trânsito com lesões em decorrência dos traumas em todo o 

mundo, fatores que alimentam o mercado de cuidados com a pele e feridas, a previsão é que 

esses valores superem os 25 bilhões de dólares em 20254. 

A reparação de feridas é um dos processos biológicos mais complexos que ocorre 

durante a vida humana. Após uma lesão, várias vias biológicas são imediatamente ativadas e 

sincronizadas para responder aos danos5. A cascata de acontecimentos desencadeados por uma 

ferida na pele é muito similar aqueles observados por outros eventos importantes no corpo, tais 

como um infarto agudo do miocárdio ou uma lesão na medula espinhal. Pela sua acessibilidade, 

a pele consiste em um dos melhores modelos para o estudo dos mecanismos de reparo aos danos 

teciduais. Assim, o estudo da cicatrização e regeneração da pele pode contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégias em medicina regenerativa para diversos tecidos, como o 

intestino, o pulmão e o fígado5,6. A maioria das feridas da pele podem curar naturalmente 

através de processos dinâmicos e interativos, que envolvem fatores solúveis (ex: citocinas, 
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quimocinas), elementos sanguíneos, componentes da matriz extracelular (MEC) e células7. No 

entanto para danos extensos, muitas vezes, são necessárias estratégias de cobertura imediata da 

pele usando substitutos ou matrizes para orientar a reparação e a regeneração8. 

A cicatrização de feridas é um processo multicelular que envolve fibroblastos, 

queratinócitos e células endoteliais, bem como células inflamatórias. O processo de cicatrização 

segue um conjunto ordenado de eventos composto por quatro fases distintas, porém 

sobrepostas: hemostasia, a fase inflamatória, a fase de proliferação e a fase de remodelação. As 

fases da cicatrização de feridas são reguladas por meio da interação entre diferentes grupos de 

moléculas, incluindo a MEC, integrinas, fatores de crescimento e metaloproteinases (MMPs). 

A migração de células na MEC e sua remodelação por MMPs compõe parte fundamental no 

reparo de feridas9. 

A busca por estratégias clínicas que possam melhorar os mecanismos naturais de 

reparação do corpo precisará ser baseada em uma compreensão completa da biologia básica da 

reparação e regeneração5,10. 

Diversas pesquisas vêm sendo desenvolvidas buscando novas estratégias terapêuticas 

para lesões extensas de pele, com objetivo de melhorar a qualidade do produto da cicatrização 

e diminuir o tempo de tratamento11,12. O objetivo final de tais pesquisas muitas vezes é entender 

como os animais ainda em formação produzem uma regeneração tecidual, ou seja, o tecido 

produzido, é exatamente o mesmo que o tecido original. Sabe-se que o processo de reparação 

de feridas na pele de fetos com menos de 22 semanas de gestação é perfeito, ou seja, forma-se 

um tecido completamente saudável, com todas as suas características específicas, sem a 

formação de cicatrizes e tecido fibrótico. Embora os mecanismos que viabilizam esse processo 

perfeito de regeneração ainda não sejam completamente conhecidos, acredita-se que fatores 

múltiplos estejam envolvidos, como uma reação inflamatória diminuída, diferenças na 
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composição e arquitetura da matriz extracelular, e uma menor carga mecânica sobre a pele 

fetal13. 

Inicialmente creditou-se à regeneração perfeita das feridas dos fetos à totipotência 

celular, motivando o estudo e utilização das células-tronco (CT) no tratamento de feridas agudas 

ou crônicas. Essa estratégia resulta em uma aceleração no processo cicatricial, decorrente do 

impacto benéfico que as CT trazem para todas as fases da cicatrização.14  

Dessa forma, diversos experimentos têm sido desenvolvidos, utilizando estas células 

onde observam um aumento na migração epitelial, na angiogênese e na taxa de cicatrização, 

além da formação de uma cicatriz menos evidente.15,16 Estas CT tem seus efeitos 

imunomodulatórios durante a cicatrização de feridas tanto agudas como crônicas, com 

característica de interação ao ambiente da ferida e modular sua atividade liberando múltiplos 

fatores, que facilita, o processo de cicatrização de feridas com atividade inflamatória reduzida, 

atenuação da fibrose, moderação no dano oxidativo, diferenciação em células essenciais em 

todas as fases do processo de cicatrização, como: queratinócitos, células endoteliais e pericitos 

e fibroblastos17,18. 

Os dados recentes sugerem que a contribuição da diferenciação da CT é limitada devido 

a dificuldades do enxerto, o que pode comprometer a sobrevivência das células tronco no local 

da ferida e, consequentemente, a sua contribuição para o processo de cicatrização19. As vias 

usuais de aplicação das células-tronco na cicatrização de feridas são a intravenosa e a local, 

sendo essa última a mais indicada. Os métodos de aplicação local de células-tronco incluem: 

injeção ao redor da ferida, spray tópico de fibrina e a incorporação em um material que 

permaneça aderido à ferida, à semelhança de um curativo11,19,20. Nesse último caso, o emprego 

de biomateriais apropriados tem surgido como uma alternativa viável para ampliar os efeitos 

de multipotência como fonte progenitora de células assim como seus efeitos 

imunomodulatórios e pró angiogenese21-23. 
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Um dos biomateriais mais populares, a membrana amniótica, é a camada mais interna 

da placenta fetal e apresenta características importantes que favorecem o seu emprego no 

processo de aplicação local das células tronco, tais como promoção da reepitelização, 

propriedades antimicrobianas, anti-inflamatórias, inibição da fibrose, formação de cicatriz, 

resistência mecânica e baixo custo24. Alguns resultados evidenciam que o uso da membrana 

amniótica no recobrimento das feridas promove efeitos positivos na qualidade e velocidade de 

cicatrização e que o uso dessa membrana como suporte para a aplicação das células tronco 

apresenta resultados satisfatórios25-27. 

A membrana amniótica tem sido utilizada e pesquisada como biomaterial de forma a 

preencher o papel MEC, derivadas de tecidos humanos ou animais, como pericárdio, peritônio, 

derme descelularizada, submucosa intestinal e a membrana amniótica acelular, sendo que 

algumas formas já comercializadas e utilizadas na clínica.25,28-30 

A descelularização tecidual tem se tornando uma técnica comum para obter membrana 

amniótica descelularizada (MAD)31. A lógica para a descelularização está relacionada a 

minimizar uma possível reação imunológica e/ou inflamatória induzida pelos elementos 

celulares do tecido transplantado. Portanto, a MAD é geralmente obtida por métodos químicos, 

enzimáticos e/ou descelularizações físicas, desenvolvidos para eliminar as células e seus 

resíduos, principalmente DNA.23 Esses procedimentos produzem materiais descelularizados 

formados pelos múltiplos componentes da MEC, que são mantidos semelhantes ao tecido 

original, em composição e arquitetura32. 

A MAD pode ser carregada com drogas, elementos metálicos e/ou combinação de dois 

ou mais tipos distintos de materiais, inclusive as células-tronco, com características 

complementares, de forma a criar materiais mais adequados para a cicatrização de feridas, ou 

simplesmente ser utilizada como cobertura da área afetada.29 
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Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do uso 

combinado entre as células tronco da medula óssea a membrana amniótica humana sobre os 

principais marcadores celulares de sinalização parácrina em feridas totais de ratos Wistars, na 

fase tardia do processo de cicatrização. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Pele 

A pele é o maior órgão do corpo humano e tem diversas funções como proteger os 

tecidos internos contra danos mecânicos, infecções microbianas, radiação ultravioleta e 

temperaturas extremas, manter temperatura corporal estável, equilíbrio hídrico e a produção de 

vitamina D.33 Essa defesa também corresponde a uma barreira imunológica sofisticada que 

protege contra infecções patogênicas e ao mesmo tempo que apoia microrganismos comensais 

por meio de um eixo hospedeiro-microbiota bem adaptado34. 

A pele é composta pela epiderme e derme sendo que a epiderme é constituída 

predominantemente por dois tipos celulares: queratinócitos e células dendríticas. Os 

queratinócitos predominam e diferem das células dendríticas por possuírem pontes 

intercelulares e ampla quantidade de citoplasma corável. Além destas há ainda outros tipos 

celulares como os melanócitos, células de Langerhans e células de Merkel. A epiderme 

comumente é dividida em quatro camadas de acordo com a morfologia e posição dos 

queratinócitos. Á medida que se diferenciam a partir das camadas mais profundas em direção 

as camadas mais superficiais, incluindo a camada de células basais (estrato germinativo), a 

camada de células escamosas (estrato espinhoso), a camada de células granulares (estrato 

granuloso), e a camada de células cornificadas ou córneas (extrato córneo). A epiderme 

encontra-se em constante renovação da epiderme externa, é um tecido dinâmico em movimento 

não sincronizado em direção à superfície da pele35. 

A junção derme-epiderme é formada por uma zona de membrana basal capaz de permitir 

o trânsito de células e fluidos, os queratinócitos basais são os componentes mais importantes e 

os fibroblastos dérmicos em menor extensão.35 A lâmina basal é uma camada sintetizada pelas 

células basais da epiderme, consistindo principalmente de colágeno tipo IV, bem como fibrilas 

de ancoragem e microfibrilas dérmicas. Isso inclui uma zona elétron-lúcida conhecida como 



17 

 

 

lâmina lúcida, bem como lâmina densa, as membranas plasmáticas das células basais são 

fixadas a lamina basal por hemidesmossomos que dão força de tração ou cisalhamento através 

do epitélio.35,36 Esta junção age como suporte para a epiderme, estabelece a polaridade celular 

e o sentido de crescimento, direciona a organização do citoesqueleto nas células basais, fornece 

sinais de desenvolvimento, funcionando ainda como uma barreira semipermeável entre as 

camadas37. 

Os anexos cutâneos são um agrupamento de apêndices derivados da ectoderme, 

incluindo glândulas écrinas e apócrinas, dutos e unidades pilossebáceas que se originam como 

crescimento descendente da epiderme38. Em resposta a possíveis lesões as estruturas anexiais 

são capazes de reepitelização por meio da migração de queratinócitos do epitélio anexial para 

a superfície da epiderme, áreas como a face e o couro cabeludo que contêm uma grande 

quantidade de unidades pilossebáceas, a reepitelização ocorre mais rapidamente após a lesões 

nessas áreas e menos em regiões com menos estruturas anexiais, como as costas38. 

A derme é um sistema integrado de tecido conjuntivo fibroso, filamentoso e amorfo que 

acomoda nervos o sistema vascular local, apêndices derivados da epiderme, fibroblastos, 

macrófagos e mastócitos, outras células levadas pelo sangue como linfócitos e leucócitos que 

também podem entrar na derme em resposta a diversos estímulos. Estas características 

conferem à derme sua flexibilidade, elasticidade e resistência à tração. Confere ainda a proteção 

contra lesões mecânicas, controle hídrico, ajuda na regulação térmica e comporta os receptores 

de estímulos sensoriais.  As duas regiões, derme e epiderme, colaboram durante o 

desenvolvimento na morfogênese da junção dermoepidérmica, apêndices epidérmicos e 

interagem na reparação e remodelação da pele à medida que as feridas são curadas.  Os 

componentes da matriz, incluem colágeno e tecido conjuntivo elástico, também variam de 

maneira dependente da profundidade38. 
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Existem diferenças específicas da espécie nas populações de células imunes que 

colonizam o epitélio na epiderme e folículos pilosos (Figura 1). Em contraste com os 

camundongos, os humanos têm uma proporção maior de epiderme interfolicular em relação ao 

epitélio do folículo piloso. Além disso, as células T dendríticas epidérmicas que expressam o 

receptor de células T γδ (γδTCR +) estão presentes na pele de camundongos, mas estão ausentes 

na pele humana. É importante levar em conta essas diferenças ao interpretar os fenótipos 

inflamatórios da pele observados em modelos de camundongos em relação aos mecanismos que 

impulsionam a patogênese das doenças inflamatórias da pele humana203. 

Figura 1 – Modelo de pele de rato e humana 

 

 

2.2 Feridas de Pele 

Ferida de pele pode ser definida quando há uma ruptura da integridade das estruturas 

anatômicas da pele com dano funcional,39 pode ser de natureza diversa como queimadura, 

secundária a procedimentos cirúrgicos, limitação da circulação sanguínea, doenças crônicas 

como diabetes melito e o próprio envelhecimento.25 

                                          a – pele de ratos    b – pele humana                                              Fonte original: Pasparakis et. al ,2014 
              

a - pele de ratos b – pele Humana 
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Podem ser classificadas como ferida de espessura parcial (derme incompleta) ou 

espessura total (derme completa ou estendida ao tecido celular subcutâneo). No primeiro caso 

pode originar-se de procedimentos dermatológicos dermoabrasão, peelings químicos ou 

pequenos traumas superficiais e/ou queimaduras, normalmente a reparação ocorre a 

reepitelização dos anexos ou epitélio derivado da pele não acometida e o resultado é uma 

cicatriz imperceptível. Já no segundo caso, feridas completas, dependendo da profundidade e 

extensão, haverá a formação de um novo tecido, o tecido de granulação e a reepitelização 

ocorrerá apenas nas margens da ferida, e neste caso a cicatriz será bem evidente e, às vezes, 

pronunciada.40 

As feridas podem ser tratadas de três maneiras (Figura 2), as depender das características 

destas lesões como profundidade, extensão e a presença ou não de infecção, cicatrização por: 

primeira, segunda e terceira intenção.40 Na primeira intenção a cicatrização que ocorre nos 

ferimentos em que os bordos são unidos cirurgicamente logo após a lesão ou até algumas horas 

depois (idealmente, menos de 6 horas). Nesse modelo, as fases inflamatória, proliferativa e de 

maturação ficam abreviadas, havendo menor deposição de tecido fibrótico e melhor resultado 

estético final. Na segunda intenção as bordas da ferida não são aproximadas (normalmente há 

grandes perdas de substância ou ausência de condições locais - má circulação, deficiências 

nutricionais, radioterapia, infecção). Ocorre um prolongamento das fases de cicatrização, 

principalmente da inflamação e da fibroplasia, com formação de tecido cicatricial de má 

qualidade e grande hipertrofia. A contração da lesão pelos miofibroblastos tem grande 

importância no fechamento dessas lesões41 e na cicatrização por terceira intenção a ferida na 

qual a sutura dos bordos (primeira intenção) é postergada por alguns dias com o intuito de 

melhorar as condições locais. A lesões são frequentemente contaminadas, que, nesse intervalo, 

se beneficiam tanto dos cuidados médicos (curativos e antibióticos) como da infiltração de 

polimorfonucleares no local, reduzindo assim as chances de complicações.41 
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No tratamento das feridas de pele os objetivos primários são o fechamento rápido com 

proteção a entrada de agentes nocivos, com uma cicatriz funcional e esteticamente próximo a 

original. Portanto para atingir tais objetivos, diversos materiais e técnicas, como 

antibioticoterapia, desbridamento cirúrgico, utilização de pressão negativa, curativos para 

feridas, oxigenoterapia hiperbárica, materiais simulando pele modificados por bioengenharia e 

fatores de crescimento, têm sido utilizados na tentativa de regeneração tissular, porém com 

sucesso limitado, o que ilustra a complexidade da cicatrização de feridas. Enxertos de pele de 

fontes alogênicas ou autólogas, retalhos de tecido e substitutos de pele também podem ser úteis 

no tratamento de feridas mais extensas ou crônicas.42,43 

Nas lesões de pele mais extensas e/ou profundas a utilização de autoenxertos são 

considerados como o padrão ouro, mas há limitações como a morbidade do doador, baixa 

disponibilidade e as baixas taxas de sucesso do enxerto tornam explicitas a necessidade de 

novas estratégias alternativas.44,45 A engenharia de tecidos humanos é um campo em expansão 

com pesquisas interdisciplinares com o objetivo de reproduzir as propriedades biológicas da 

matriz extracelular (MEC) e com isso avançar na obtenção de materiais mais eficientes no 

processo de tratamento de feridas com maior acessibilidade.45,46 

A importância do MEC no processo de reparo tecidual está bem descrita e o 

desenvolvimento de materiais biomiméticos e bioinspirados da MEC tem passado por grande 

crescimento.47,48 Mesmo com o avanço tecnológico dos materiais e dos avanços no 

desenvolvimento de novos polímeros, não reproduzem perfeitamente o MEC e todas suas 

bioatividades. Portanto o desafio é encontrar novos biomateriais e provavelmente combiná-los 

com diferentes tipos celulares, elementos de matriz e formas de associação.25,49,50 

 

2.3 Cicatrização 
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A cicatrização de feridas cutâneas é um processo dinâmico e regulado por mecanismos 

celulares, humorais e moleculares que começa imediatamente após o dano tecidual e pode se 

estender por anos.33 A partir da ruptura da estrutura anatômica normal e perda consecutiva de 

sua função inicia-se um processo de reparo tecidual que segue dois caminhos, o primeiro seria 

a regeneração tecidual com a substituição específica do tecido, ou seja , surge um novo tecido 

idêntico ao tecido original, tanto estrutural como funcionalmente falando, e o segundo caminho 

seria a cicatrização, uma forma de reparo onde o tecido final não apresenta as mesmas 

características anatômicas e funcionais do tecido original constituindo um processo de 

reparação imperfeito.51,52 

O processo de cicatrização de feridas cutâneas é frequentemente descrito como uma 

orquestra ou como os atos de um drama,52 com a interação entre células, fatores de crescimento 

e citocinas que culmina em fechamento da ferida mesmo que  uma das células e/ou mediadores 

não estejam presentes, pois um elemento age compensado outros que por ventura estejam 

ausentes.53 Este complexo sistema de reparo de feridas pode ser classificado em quatro fases 

principais sobrepostas: hemostasia (minutos), inflamação (minutos-horas), proliferação (dias-

semanas) e remodelação (semanas-meses-anos).54  

Na primeira fase da ferida o reparo ocorre imediatamente após o dano ao tecido e 

começa coma formação de um tampão de plaquetas, seguido pela consolidação de uma matriz 

de fibrina que se torna o suporte para as células infiltrantes.55 Recrutamentos de neutrófilos e 

monócitos, seguidos por monócitos que se diferenciam em Macrófagos com o fenótipo M1 

durante os primeiros 2-3 dias de lesão. 

Estes agentes inflamatórios e as vias imunológicas são fundamentais para remover 

resíduos celulares e tecidos desvitalizados e evitar infecções. Após 3 dias a seguir da lesão, 

ocorre uma mudança de um perfil inflamatório para um processo de resolução, caracterizada 

por uma redução no recrutamento de neutrófilos e mudança do fenótipo macrofágico M1 para 
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M2 com uma menor quantidade de citocinas pró-inflamatórias.55,56 A fase proliferativa período 

de uma a três semanas após a lesão, e envolve principalmente a migração e proliferação de 

diferentes tipos de células. A angiogênese é importante neste momento, definida como o 

crescimento de novos vasos, envolvendo a ação de células endoteliais.41 Ao mesmo tempo, 

fibroblastos substituem a matriz de fibrina por tecido de granulação composto por colágeno tipo 

III, elastina, proteoglicanos e ácido hialurônico (HA), que formam um andaime provisório para 

o sangue dos vasos que forneçam nutrição e oxigênio ao tecido.57 O terceiro estágio do reparo 

da ferida, remodelamento, começa dentro duas a três semanas de lesão e pode durar anos, 

dependendo das características da ferida. Nesta fase, os vasos se formaram e o tecido de 

granulação não é mais necessário sendo removido por processo de apoptose. Devido à ação das 

metaloproteinases da matriz secretadas por fibroblastos, macrófagos e células endoteliais, e o 

colágeno tipo III é substituído pelo colágeno tipo I altamente estruturado.57 

O sistema imunológico, a matriz extracelular e as células-tronco mesenquimais, 

orquestram o tecido nos processos de reparo e regeneração dependendo da capacidade 

regenerativa de cada tecido. Considerando isso, se a lesão ocorre em um tecido ou órgão 

altamente regenerativo (por exemplo, epitélio, fígado, intestino), uma regeneração completa de 

componentes celulares danificados será alcançada por meio da diferenciação e proliferação de 

células-tronco residentes.58 Dependendo das características da lesão, uma regeneração completa 

também ocorreria em tecidos com capacidade regenerativa intermediária (por exemplo, pele, 

ossos, cartilagem, tendões e músculo). Em contraste, se a lesão ocorreu em um tecido com 

reduzida capacidade regenerativa, como o coração ou sistema nervoso central, os tecidos serão 

reparados, mas não regenerados, deixando uma cicatriz e uma área da ferida.55,58 

  

2.3.1 Fase da Hemostasia 
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Assim que a lesão ocorre há uma imediata cascata de eventos iniciando com a contração 

dos pequenos vasos, concentração de plaquetas e formação de coágulo de sangue minimizando 

o sangramento, essa vasoconstrição dura entre 5 e 10 minutos, seguida de vasodilatação que 

permite a chegada de células ao espaço extravascular.59 As plaquetas são os principais 

elementos celulares nesta etapa, ativadas quando entram em contato com a matriz vascular 

subendotelial.54 Os receptores das plaquetas (ex.: glicoproteína VI) interagem com proteínas da 

ECM (ex.: fibronectina, colágeno e fator von Willebrand), levando a adesão à parede dos vasos 

sanguíneos. Posteriormente, a trombina desencadeia a ativação plaquetária, induzindo uma 

alteração conformacional e liberação de grânulos alfa e densos contendo moléculas bioativas 

como citocinas e fatores pró e anti-inflamatórios que reforçam a coagulação.60 Um coágulo 

insolúvel  de fibrina, fibronectina, vitronectina e trombospondina,61 servindo principalmente 

para tapar a ferida e prevenir sangramento e este também cumpre uma série de funções 

secundárias, incluindo a proteção contra a invasão bacteriana, formação de um andaime para 

células imunes de entrada e abrigando um reservatório de citocinas e fatores de crescimento 

para orientar o comportamento das células feridas no reparo precoce.60,61 

Embora as plaquetas reconhecidamente tenham um papel central na contenção do 

sangramento, evidências experimentais e clínicas crescentes identificam essas células 

enucleadas como moduladores relevantes de outros processos fisiopatológicos, incluindo 

inflamação e regeneração de tecidos.62,63 Para isso, há a liberação de fatores de crescimento 

como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) e fator transformador de crescimento beta (TGF-β),64 citocinas (ex:IL-1) e 

moduladores da matriz extracelular com importante papel na revascularização do tecido 

danificado por meio da indução da migração, proliferação, diferenciação e estabilização das 

células endoteliais promovendo a neoangiogenese, restauração do tecido conjuntivo danificado 

por meio da migração, proliferação e ativação de fibroblastos com a proliferação e diferenciação 
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de células-tronco mesenquimais em tipos de células específicas de tecido, além disso produzem 

peptídeos de ação inibitória bacteriana.63,65 

  

2.3.2 Fase Inflamatória 

Na fase inflamatória (0 a 3 dias), após a vasoconstrição e múltiplas ações plaquetárias 

os leucócitos representados principalmente pelos neutrófilos e macrófagos assumem o papel de 

protagonismo inflamatório coordenando inclusive a restauração tecidual.66 Os neutrófilos 

tentam eliminar invasores patogênicos penetrando no tecido lesado fagocitando 

microrganismos e produzindo enzimas que auxiliam monócitos a fagocitar os restos necróticos 

do local.66 

Os fibroblastos são atraídos pelos monócitos para a área afetada da ferida, dando início 

a síntese de colágeno e estes monócitos se diferenciam em macrófagos quando ingressam na 

ferida, fagocitando tecidos e fragmentos necróticos. Ao se diferenciarem em macrófagos, 

produzem e liberam proteases desbridantes responsáveis pela retirada de coágulos de fibrina e 

colágeno, restos e fragmentos de células mortas.67 

A inflamação inata representa uma defesa primária contra a invasão patogênica de 

feridas, inicia-se assim que o tecido é lesado com a quebra da integridade das barreiras 

anatômicas da epiderme e derme. Padrões moleculares associados aos danos (DAMPs) 

liberados por células necróticas e tecido danificado, e padrões moleculares associados ao 

patógeno (PAMPs) de componentes bacterianos. Esses PAMPs e DAMPs ativam células 

imunes residentes, como mastócitos, células Langerhans, células T e macrófagos, ligando 

receptores de reconhecimento de padrões para obter vias inflamatórias.68 A liberação de 

citocinas pró-inflamatórias atraem novos leucócitos circulantes para o local da lesão.69 

Moléculas pró-inflamatórias promovem a vasodilatação, que, juntamente com a expressão de 

moléculas de adesão celular endotelial, como selectinas, facilita a adesão neutrofílica e 
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monocítica e a diapedese.70 De fato, a importância das seleções no recrutamento de células 

imunes tem sido claramente demonstrada, com o bloqueio genético e farmacológico71 das 

selectinas P e E, prejudicando a infiltração de células imunes e a cicatrização de feridas.72 

Os neutrófilos chegam precocemente na ferida, são recrutados por citocinas como a IL-

1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e endotoxinas bacterianas como lipopolissacárides 

(LPS).73 Em resposta aos sinais pró-inflamatórios, e ativação de vias de sinalização inflamatória 

(por exemplo, NF-κB),21 neutrófilos (e outras células feridas) liberam suas próprias citocinas. 

Os neutrófilos removem tecido necrosado e patógenos através da fagocitose e a liberação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), peptídeos antimicrobianos, eicosanoides e enzimas 

proteolíticas.73 Eles também prendem e matam patógenos em uma rede de DNA revestido por 

peptídeos antimicrobianos e algumas histonas citotóxicas, denominadas armadilhas 

extracelulares.24  

A resposta inflamatória é bem complexa e dela participam fatores intrínsecos e 

extrínsecos, porém quando descontrolada e/ou excessiva determina lesão tecidual ou retarda a 

cicatrização como ocorre em diabéticos, entretanto quando ocorre recrutamento insuficiente de 

células imunes, por exemplo, em camundongos com TLR3 ausente, dificulta o reparo da 

lesão.74,75 Portanto a resposta das células imunes no processo de cicatrização é situacional e 

assim que os agentes patogênicos são eliminados, a maioria dos neutrófilos sofrem processo de 

apoptose, necrose ou fagocitose ou podem deixar o tecido inflamado e sofrem uma migração 

reversa através do endotélio, como observado nos Zebrafish,76 camundongos e em neutrófilos 

do ser humano in vitro.77 

Os macrófagos se diferenciam a partir dos monócitos, sendo recrutados praticamente a 

o mesmo tempo que os neutrófilos.78 Os macrófagos têm efeito mestre na reparação tecidual 

com alta versatilidade e plasticidade, atinem o pico de infiltração em 72 horas após lesões em 

camundongos e 7 dias no ser humano.79 Assim como os neutrófilos tem seu papel na limpeza e 
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proteção do leito da ferida mas também apresentam mudanças de comportamento e 

morfológicas em resposta a citocinas,79 e além disso, os macrófagos liberam o TGF-β iniciando 

um ciclo de feedback positivo como TGF-β estimula ainda mais macrófagos para segregar 

citocinas adicionais como EGF, PDGF, fator de necrose tumoral (TNF)-α e interleucina (IL)-

1β.80 

Os macrófagos classicamente são divididos em duas classes principais: estimulados por 

M1 e estimulados por M2, porém esta classificação dicotômica tornou-se ultrapassada quando 

se trata de macrófagos humanos81 e murinos82 por mostrarem respostas trasncricionais e 

fenotípicas a diferentes estímulos.83 Desta forma, a atividade dos macrófagos é regida pelo 

estado tecidual e sinais ambientais. Para simplificar referindo-se a grupos classicamente 

ativados (pró-inflamatórios/M1) e, alternativamente, ativados (anti-inflamatórios/M2).81-83 

Macrófagos ativados classicamente são induzidos por estímulos pró-inflamatórios, 

como LPS e interferon-gama (IFN-γ), e promovem inflamação liberando espécies reativas de 

oxigênio (ROS), citocinas inflamatórias (por exemplo, IL-1, IL-6 e TNF-α) e fatores de 

crescimento (por exemplo, fator de crescimento endotelial vascular, VEGF e PDGF). Esses 

macrófagos também fagocitam neutrófilos apoptóticos, substituindo-os como o principal 

mediador inflamatório.84 Com o avanço da inflamação há uma transição para ativação 

alternativa, que ocorre através da neo-diferenciação de monócitos recém-recrutados, ou através 

da troca de macrófagos existentes in situ para um fenótipo anti-inflamatório. Embora não tenha 

sido descrito de forma clara, este interruptor fenotípico pode ser estimulado por mudanças 

ambientais nas citocinas85 e eferocitose.86 Além disso, pode ser impulsionado por miRNAs, 

fatores de transcrição, e modulação de receptores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios.87,88 

Macrófagos ativados como (M2) expressam citocinas pró-resolutórias (IL-4, IL-10, IL-

13)65 e arginase, um fator-chave para o reparo efetivo da ferida.89 Macrófagos anti-inflamatórios 

também liberam uma série de fatores de crescimento para promover a reepitelialização, 
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fibroplasia84 e angiogênese.85 Mais recentemente, os macrófagos têm se mostrado cruciais na 

estabilização e remodelação dos vasos sanguíneos em camundongos e peixes.90 

A importância dos macrófagos é reafirmada em estudos ablação seletiva, onde a 

exclusão específica do Cd11bde macrófagos causa atraso no reparo da ferida e ao aumento da 

inflamação.91 Da mesma forma, o knockdown induzido de macrófagos durante a cura precoce 

causou reepitelização retardada, angiogênese e formação de tecido de granulação, enquanto o 

knockdown de macrófagos no meio da cicatrização levou a danos celulares endoteliais, 

hemorragia grave e granulação imatura92. 

O predomínio da presença de macrófagos e neutrófilos pode mascarar a importância de 

outras células mieloides no processo de reparo de feridas. Entretanto, estudos recentes 

revelaram que as células T residentes cumprem papel crítico na resposta inflamatória precoce 

na lesão, são recrutadas para resolver inflamação.50,93 De fato, camundongos mais velhos e 

diabéticos mostram redução nas células T epidérmicas dendríticas residentes e uma cicatrização 

retardada, enquanto a administração subcutânea de células T epidérmicas dendríticas é capaz 

de restaurar a cicatrização.93,94 Além disso, a remoção de células T anti-inflamatórias 

regulatórias retarda a reparação de tecidos em camundongos.50,93 Os mastócitos também 

desempenham um papel nas feridas, liberando histamina para ajudar o recrutamento de 

neutrófilos durante a inflamação precoce.95 

 

2.3.3 Fase Proliferativa 

A fase da proliferação (ou fibroplásica ou de reparo entre 3 a 14 dias), dentro do 

processo de cicatrização, tem como característica a ativação de queratinócitos, fibroblastos, 

macrófagos, e células endoteliais para harmonizar o fechamento da ferida, deposição de 

elementos do MEC e angiogênese. Logo após 12horas do início da lesão os queratinócitos são 

ativados por modificações na tensão mecânica e gradiente elétricos, e exposição a peróxido de 
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hidrogênio (H2O2), patógenos, fatores de crescimento e citocinas.96 Essa ativação do 

queratinócito na borda da ferida faz com que sejam submetidos à transição epitélio-

mesenquimal parcial, quando desenvolvem um fenótipo mais invasivo e migratório.97 A 

fisiológica polaridade de baixo para cima agora muda de direção tornando-se lateralmente 

através da ferida para ampliar sua capacidade de cobertura e reepitelizar a superfície.96 Os 

queratinócitos na nova epiderme liberam metaloproteínas matriciais (MMPs) para auxiliar seu 

caminho na migração e ao mesmo tempo em que cria novas proteínas no MEC para reconstituir 

a membrana basal98. 

O grupo das metaloproteinases é formado por cerca de 25 proteínas divididas em: 

colagenases (MMPs 1, 8 e 13), gelatinases (MMPs 2 e 9), estromelisinas (MMPs 3, 7 e 10), 

matrilisinas (MMPs 7 e 26), MMPs tipo membrana (MMPs 14, 15, 16, 17 e 24) e outras MMPs, 

que são classificadas pela especificidade ao substrato e, principalmente, de acordo com a sua 

estrutura.9 A MMP-8 é uma colagenase intersticial que é secretada pelos fibroblastos, 

neutrófilos e macrófagos da ferida e quando expressa de forma aumentada em feridas crônicas 

torna-se prejudicial para a reparação, causando a degradação do colágeno tipo 1.9 As MMPs 

degradam os colágenos tipos 1, 2, 3, 10 e 13 e as fibras de colágeno não funcionais presentes 

na ferida. A deposição de colágeno está diretamente relacionada à resistência à tração exercida 

pela ferida59. 

As células-tronco (CT) do folículo piloso são recrutadas e estimuladas a atender a 

demanda celular necessária no processo de reparo. Essas CT migram a partir dos apêndices 

danificados em feridas rasas ou chegam até a borda em feridas de espessura total99. 

Os queratinócitos se comunicam por meio de detritos e tecidos necrosados do leito da 

ferida com as proteínas estruturais da matriz preliminar através de receptores de integrin, as 

MMPs, principalmente a MMP-1 e MMP-9, são vitais na migração dos queratinócitos por 

auxiliarem na dissociação do receptor integrin.98 No momento que os queratinócitos de bordas 
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opostas se encontram, a migração termina (através de um mecanismo indeterminado), uma fina 

camada epitelial é estabelecida e os queratinócitos formam novas aderências à matriz 

subjacente. Os queratinócitos então reconstituem totalmente a membrana basal e passam por 

diferenciação terminal, para estratificar e regenerar a epiderme100.  

Os fibroblastos são as células responsáveis pela substituição da matriz provisória rica 

em fibrinas por um tecido de granulação mais organizado, tornam-se predominante entre o 7° 

ao 14°. Os fibroblastos residentes e derivados mesenquimais respondem a um meio de 

moléculas de sinalização de plaquetas, células endoteliais e macrófagos, incluindo fator de 

crescimento transformador (TGF-β) e fator de crescimento de fibroblasto (PDGF). Estes sinais 

direcionam os fibroblastos para se tornarem pró-fibrosos, estabelecendo proteínas ECM, ou 

diferenciar-se em miofibroblastos que orientam a contração da ferida.61 Na verdade, os 

fibroblastos têm uma diversidade funcional, auxiliando o reparo dérmico de diferentes formas, 

se originam de duas linhagens distintas, onde a linhagem superior auxilia a re-epitelialização, 

enquanto a linhagem inferior contribui para a deposição do ECM. Descobertas recentes têm 

desafiado ainda mais a compreensão convencional da origem do fibroblasto da ferida, 

mostrando que dois terços dos fibroblastos de tecido de granulação são na verdade derivados 

de mieloides,101 e são, portanto, propensos a se originar de macrófagos de feridas. Os 

fibroblastos degradam a matriz provisória produzindo MMPs e a substituem por um tecido de 

granulação rico em fibronectina, colágenos (Tipo I) imaturos e proteoglicanos. Este tecido de 

granulação atua como um andaime para a migração e diferenciação das células feridas, 

apoiando tanto a formação de novos vasos sanguíneos quanto a deposição de ECM maduro101. 

Novos vasos sanguíneos são criados durante o processo de angiogênese para atender às 

demandas metabólicas do tecido em proliferação. A angiogênese é estimulada pela hipóxia, que 

por sua vez impulsiona a expressão de fatores indutores de hipóxia e ciclooxigenase 2, e 

posterior liberação de VEGF e outros fatores. Em resposta a essas mudanças, as células 
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endoteliais microvasculares proliferam e migram para o leito da ferida, gerando novos vasos 

que se unem a outros para desenvolver redes estáveis e tubulares102. 

Em resumo com aumento do número de fibroblastos ativados para produção de colágeno 

no local, a matriz extracelular começa a ser substituída por um tecido conjuntivo mais denso e 

elástico. Esse processo é denominado de fibroplasia e sua eficiência é dependente da formação 

concomitante da neoangiogenese, ou seja, da neovascularização.103,104 Os fibroblastos são os 

principais componentes do tecido de granulação e, após influência dos fatores de crescimento, 

são ativados e migram das bordas para o centro da ferida104,105 e passam a exibir propriedades 

contráteis devido à expressão de alfa actina músculo liso (α-AML) se transformam em 

miofibroblastos com um papel pivotal na contração e fechamento da ferida106. 

Os macrófagos têm um papel importante na angiogênese, influenciando no 

comportamento das células endoteliais produzem proteases como MMPs para degradar a densa 

rede fibrina e fatores quimiocticos (por exemplo, TNF-α, VEGF e TGF-β) para conduzir a 

migração endotelial. Os macrófagos também participam da remodelação da nova vasculatura, 

orientando sua disposição anatômica e amortecendo a resposta angiogênica para evitar 

vascularização excessiva102. 

  

2.3.4 Fase Remodelação 

A fase de remodelação (14 dias a > 1ano) é a fase final de remodelamento 

correspondendo ao final da cicatrização e tentativa de reestabelecimento da estrutura original 

do tecido lesado com a formação de uma cicatriz madura, rica em colágeno tipo I.99 Neste 

momento há um remodelamento do colágeno em busca do equilíbrio na formação e 

catabolismo, e a substituição do colágeno tipo III, típico da cicatriz imatura em fase precoce, 

pelo colágeno tipo I, muito mais resistente e predominante na cicatriz madura.105,107,108 Os 

fibroblastos são os principais tipos de células responsáveis pela remodelação do MEC da ferida, 
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substituindo o coágulo de fibrina inicial por ácido hialurônico, fibronectina e proteoglicanos 

formando fibras maduras.109 Os proteoglicanos auxiliam da construção de fibrilas de colágeno 

madura, transversais e atuam no canal para migração celular110. 

A pele adulta saudável é composta de aproximadamente 80% de colágeno tipo I e 10% 

de colágeno tipo III. Em contrapartida, o tecido de granulação compreende predominantemente 

o colágeno imaturo como ocorre no embrião, colágeno tipo III (aproximadamente 30%), com 

apenas 10% de colágeno tipo I.111 À medida que o processo de reparo prossegue, o colágeno 

tipo III é substituído pelo colágeno tipo I, engrandecendo a resistência à tração da cicatriz 

formando.112 A integridade e arquitetura da cicatriz ECM nunca retorna totalmente à pele 

afetada. Fibrilas de colágeno na derme cicatrizam na forma de grandes feixes paralelos, 

enquanto as fibrilas da pele sadia adotam uma mais eficiente como a tecelagem de uma cesta. 

Assim, o tecido da cicatriz da ferida confere apenas até 80% da força original.111,113 

Esse importante processo é coordenado pelas metaloproteinases (MMPs) produzidas 

pelos macrófagos, fibroblastos e queratinócitos59. 

As MMPs degradam os colágenos tipos 1, 2, 3, 10 e 13 e as fibras de colágeno não 

funcionais presentes na ferida. A deposição de colágeno está diretamente relacionada à 

resistência à tração exercida pela ferida. Na fase de remodelação as quantidades de fibronectina 

e ácido hialurônico da MEC são reduzidos e a quantidade de proteoglicanos aumentam59. 

A elastina, outro componente da MEC chave, deve refazer as fibras elásticas para 

recuperar a elasticidade da pele. Entretanto, a degradação da matriz dérmica normal causa a 

liberação de fragmentos de elastina, ou elastocinas, que agem como moléculas de sinalização.114 

A elastina é formada a partir de seu precursor, tropoelastina, e no início da cura mostra o arranjo 

aberrante. Na verdade, as fibras maduras de elastina são muitas vezes apenas aparentes no 

tecido cicatricial muitos meses após a lesão115,116. 



32 

 

 

A expressão elevada de TGF-β e tensão mecânica estimulam a diferenciação de 

miofibroblasto in vivo e in vitro.116 Os miofibroblastos são caracterizados por uma expressão 

abundante de actina muscular alfa-lisa (α-SMA), associada à capacidade de gerar fortes forças 

contratuais e aderências focais.117 De forma menos esperada, os camundongos sem a 

codificação genética α-SMA, Acta2, cicatrizam suas feridas normalmente sem nenhuma 

mudança óbvia na contração do fibroblasto.115 Essa aparente redundância, com compensação 

por outros microfilamentos, destaca a importância da contração da ferida. Os miofibroblastos 

se unem através de desmosomos, ligando-se às fibrilas matriciais e desenhando a matriz em 

conjunto por um processo chamado contratura.58,59,118,119 A resposta de cura da ferida diminui 

quando macrófagos, células endoteliais e fibroblastos são submetidos à apoptose ou saem do 

local da lesão, deixando uma cicatriz120.  

O TGF-β, na verdade, está envolvido em uma série de processos na cicatrização de 

feridas: inflamação, angiogênese estimulante, proliferação de fibroblastos, síntese e deposição 

de colágeno e remodelamento da nova matriz extracelular.204 Com suas isoformas (TGF-β1 e 

β3) o TGF- β tem sido estudado em cicatrizes hipertróficas, Rorison et al mostraram que os 

níveis plasmáticos de TGF-β talvez um indicador preditivo em crianças que desenvolvem 

cicatrizes hipertróficas após uma queimadura. Eles mostraram que as crianças cujas 

queimaduras cicatrizaram bem e sem cicatrizes hipertróficas mostraram elevação do TGF-β no 

plasma por duas semanas após a queimadura. No entanto, aqueles que desenvolveram cicatrizes 

hipertróficas não demonstraram esse aumento precoce nos níveis de TGF-β.205 Vários grupos 

vêm estudando a manipulação do TGF-β na prevenção de cicatrizes normais e hipertróficas. Os 

anticorpos neutralizantes do TGF-β demonstraram inibir a fibrose em vários modelos animais, 

no entanto, a redução acentuada na sinalização do TGF-β tem sido associada a feridas crônicas 

ou não cicatrizantes206. 
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2.4 Engenharia de Tecidos 

A Engenharia de Tecidos (ET) é um campo interdisciplinar que envolve a engenharia 

de processos, ciência de materiais, biologia, química, física e medicina, que concentra suas 

ações no desenvolvimento de análogos de tecidos destinados a apoiar as respostas celulares na 

regeneração de tecidos e órgãos perdidos ou danificados. ET engloba células, andaimes ou 

suportes além de fatores de crescimento ou biomoléculas para induzir o crescimento do tecido. 

A ideia básica por trás da ET é a produção de uma nova estrutura de tecido funcional sem 

andaime ou baseada em andaime, que pode ser na forma de construções de engenharia de 

tecido.27  

Os materiais utilizados na ET são obtidos pela colonização de um arcabouço com 

células, que devem ser capazes de proliferar, diferenciar e replicar. O andaime serve de 

plataforma para a semeadura celular e deve permitir a infiltração celular para o 

desenvolvimento de um tecido funcional. Portanto, as células requerem o desenvolvimento de 

um arcabouço biocompatível de tecido humano nativo, material sintético ou uma combinação 

dos dois que imita a matriz extracelular.27 O andaime ideal deve ser biodegradável, o que 

significa que uma vez transplantado ou inserido no ambiente do tecido lesado, deve se degradar 

de forma não tóxica, sendo substituído por componentes do local lesado assim que a 

regeneração do tecido for concluída e as funções fisiológicas normais forem restauradas.121,122 

No processo de regeneração tecidual os componentes que vão exercer o papel de suporte 

devem ter como propriedade facilitar a adesão celular, migração, diferenciação, proliferação e 

apoptose celular, mas além disso, as forças mecânicas têm papel importante na secreção da 

MEC, por exemplo foi demonstrado que aplicação de forças mecânicas, incluindo pressão 

hidrostática em culturas de condrócitos resulta em mais secreção de MEC em comparação a 

cultura estática.123 
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2.5 Membrana Amniótica 

O processo de reparação tecidual é muito complexo e envolve diferentes tipos  celulares, 

fatores inflamatórios, citocinas, fatores de crescimento, espécies reativas de oxigênio entre 

outros elementos, portanto parece lógico  pensar que para se obter um reparo tecidual rápido e 

eficiente serão necessários mais de um elemento no tratamento de feridas, surge, então, a 

engenharia tecidual (ET) que por definição visa induzir crescimento tecidual combinando 

células, suportes celulares ou andaimes, fatores de crescimento e biomoléculas.124,125 Este 

suporte celular deve ser capaz de integrar os tecidos e ser facilmente colonizado com células e 

ser capaz de aderir, proliferar, sobreviver, diferenciar e replicar a função celular e/ou tecidual. 

Esse andaime requer ainda ser facilmente produzido, ser biodegradável e biocompatível e ter 

propriedades mecânicas adequadas ao local anatômico de implantação, podendo ser permeável 

ou poroso.126 A área de engenharia de tecidos é multidisciplinar e se baseia em especialistas da 

medicina clínica, engenharia mecânica, ciência dos materiais, genética e disciplinas 

relacionadas tanto da engenharia quanto das ciências da saúde.125,126  

A membra amniótica tem sido estudada isoladamente ou em combinação em diversas 

áreas como cirurgia oral, óssea, pele, entre outras áreas nos últimos anos.125-131 Sua ampla gama 

de propriedades como a capacidade em promover reepitelização produzindo fatores de 

crescimento, efeitos anti-inflamatórios pela produção local de citocina (IL-10), antitrombóticos, 

antimutagênico e antiangiogênicos, além de suas propriedades físicas, como fina espessura, 

suavidades e transparência também contam a seu favor.132 

Recentemente tem sido utilizada na reparação de queimaduras oculares térmicas ou 

químicas, Síndrome de Stevens-Johnson e cirurgia de pterígio, além de ser estudada, como 

curativo biológico, em diversos outros campos como úlceras diabéticas, ulceras venosas, 

reconstrução da cavidade oral e bexiga, timpanoplastia, artroplastia e na prevenção de adesão 



35 

 

 

tecidual em cirurgias de cabeça e pescoço, abdome, pelve, vagina e laringe.133-136 A MA 

derivado da placenta é um resíduo cirúrgico podendo ser descartado após cirurgia eletiva de 

cesariana, portanto, é um tecido biológico altamente abundante, disponível e de baixo custo 

sem muitos questionamentos éticos.27 

  

2.5.1 Anatomia  

A placenta humana tem papel fundamental no desenvolvimento e sobrevivência do feto, 

atuando como proteção física e biológica, é composta por duas membranas fetais: uma 

membrana coriônica externa e uma membrana amniótica interna ou âmnio. A MA ou âmnio 

composta por uma membrana basal e a camada mesenquimal, tem uma estrutura resistente, lisa, 

translucida, brilhante e fina com uma espessura de 0,02 a 0,05 mm, os nutrientes e oxigênio são 

fornecidos pelo fluido coriônico circundante, fluido amniótico e vasos da superfície fetal 

através de mecanismos de difusão.137,138 Pode ser dividida em três camadas microscopicamente 

distintas: monocamada epitelial que é separada da camada mesenquimal ou do estroma por uma 

membrana basal.139,140 

A camada epitelial monocelular amniótica humana geralmente tem formato colunar ou 

cuboidal e expressam marcadores de células-tronco (CT) mantendo a pluripotência do epiblasto 

indiferenciado com a capacidade se diferenciar nas três camadas germinativas.139,141 As células 

epiteliais são fortemente aderidas a membrana basal e secretam colágenos tipo III e IV, bem 

como glicoproteínas (laminina e fibronectina) que formam a membrana basal. Essa é a mais 

grossa membrana basal encontrada no ser humano e fornece suporte ao feto.140 

A terceira camada é o estroma, é uma camada mesenquimal rica em colágeno com três 

componentes principais: uma camada densa e acelular composta por colágeno tipo I, colágeno 

tipo III e fibronectina., uma camada fibroblástica onde podem ser observadas células 

mesenquimais semelhantes aos fibroblastos e a camada mais externa chamada de camada 
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esponjosa pela alta quantidade de proteoglicanos e glicoproteínas que projetam um aspecto 

esponjoso na histologia.142 Esta camada esponjosa é composta por fibras de colágeno 

fracamente arranjadas e separa o mesoderma amniótico e coriônico. Os tipos de colágeno I, III, 

V e VI, secretados pelo células-tronco são as principais proteínas do MEC na camada de 

estroma.143 Essas células atendem aos critérios mínimos para caracterizar como células-

tronco,143 com divergência sobre sua pluripotência:67 essas células não possuem marcadores 

associados à pluripotência, como TRA-1-60 e TRA-1-81,88 enquanto os marcadores de 

pluripotência SSEA-3 e SSEA-4 foram relatados como positivos.144  

Na maioria dos tecidos animais adultos, o principal componente em volume não são as 

células, mas a estrutura tridimensional (3D) secretada por elas conhecida como matriz 

extracelular. Proteínas estruturais como colágeno e proteoglicanos são alguns dos componentes 

macromoleculares da MEC, que interagem nesta rede com múltiplas funções essenciais como: 

integridade estrutural, suporte mecânico, reservatório e local para troca ativa de íons, nutrientes, 

água e metabólitos.145 

A placenta é geralmente obtida de pacientes gestantes saudáveis submetidas a cesariana 

eletiva após consentimento informado esclarecido, assim que ocorre o parto é colocada em meio 

de transporte estéril para evitar secagem, processada em meio asséptico para se obter a 

membrana amniótica, sendo lavada e facilmente separada do córion. Armazenamento por longa 

data é estimulado pelas agências regulatórias de muito países para se evitar possível período de 

janela de infecções.146 A criopreservação é o método mais utilizado e mais eficiente em 

comparação, por exemplo, a liofilização.147 Entretanto, a criopreservação limita e impacta 

negativamente na viabilidade celular da membrana amniótica, além de necessitar temperatura -

80 graus celsius e dificultar seu transporte.67 

Algumas técnicas enzimáticas, químicas ou mecânicas foram desenvolvidas para 

desnudar membrana amniótica.146 De fato, a âmnio descelularizado promove uma melhor 
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proliferação e diferenciação celular, melhor integridade estrutural e crescimento celular mais 

uniforme em comparação com o formato intacto.148,149 Além disso, o propósito seria remover 

os principais componentes celulares imunogênicos, antígenos associados à membrana e 

proteínas solúveis, reduzindo assim uma possível resposta imune mediada e rejeição. A 

descelularização resulta em uma diminuição significativa da espessura da membrana amniótica 

sem reduzir sua força de tração final, extensibilidade ou elasticidade.148  

  

2.5.2 Propriedades Biológicas 

A MA provou ser um suporte excelente para a engenharia de tecidos com sua capacidade 

de permitir o transporte de água e à presença de fatores de crescimento, como o fator de 

crescimento epitelial, tem características vantajosas:  

- Efeitos anti-inflamatórios devido à produção de fatores como ácido hialurônico;  

- Supressão de citocinas pró-inflamatórias;  

- Propriedades antibacterianas devido a moléculas tais como β-defesas e elafin;150  

- Propriedades antifibróticas devido à regulação negativa de TGF-β e sua expressão de 

receptor;150 

- Baixa antigenicidade;150  

- Propriedades imunomoduladoras em decorrência do fator secretado pelas células epiteliais, 

que inibe a migração de macrófagos e células natural killer para prevenir um ataque imune 

materno.151 

Até o momento, dois tipos de células podem ser isolados na MA: as células epiteliais 

amnióticas e as células-tronco mesenquimais amnióticas (CTMA) derivadas do epitélio e da 

camada estromal.150 

A MA possui atividades metabólicas, como transporte de água e de materiais solúveis, 

produção de fatores bioativos como peptídeos vasoativos, fatores de crescimento e citocinas. 
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      Além de diminuir a contração da cicatriz em sua fase de maturação, tornando a área 

final com características macroscópicas mais semelhantes à da pele local.152 Portanto, 

características ativas na reepitelização, manutenção da viabilidade celular e componentes da 

MEC reunidas compõe um modelo de biomaterial testado, com resultados positivos no processo 

de reparo tecidual.153 

A MEC serve como o ambiente onde as células residentes se conectam, comunicam e 

interagem, regulando assim a dinâmica e seu comportamento celular, contribuindo para a 

manutenção dos fenótipos e funções celulares específicas de cada tecido, portanto exercem um 

papel central para as células-tronco no processe de diferenciação, homeostase e regeneração 

tecidual.154 

Matrizes ou andaimes teciduais fornecem uma estrutura de colágeno para remodelação 

de tecidos, enquanto a remoção de células viáveis, no processo de descelularização, visa 

minimizar ou prevenir a resposta inflamatória ou imunogênica.23 O excelente efeito das 

matrizes descelularizada se deve a duas características principais: primeiro, a manutenção da 

estrutura 3D, fornecendo suporte, resistência a tração e locais de fixação para receptores de 

superfície e segundo, a disponibilidade de componentes bioativos que modulam a angiogênese, 

migração celular e orientação das feridas.155 Apesar dessas muitas vantagens, as desvantagens 

do MA incluem propriedades mecânicas precárias e uma alta taxa de biodegradabilidade, que 

complicam seu uso extensivo na clínica.156 
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FIGURA 2 - Características e vantagens da membrana amniótica como substituto adequado da 

pele 

 

                                                                             Fonte: Adaptado de Farhadihosseinabadiet al.156 

 

2.6 As Células-Tronco na Cicatrização de Feridas 

A utilização das células-tronco no tratamento de feridas tem sido amplamente utilizada 

devido as suas características de geração de diversas linhagens celulares, autorrenovação, 

efeitos imunomodulatórios e controle do estresse oxidativo. Além disso, apresenta baixa 

imunogenicidade, características que as elegem como adequadas para sua utilização no auto-

enxerto. Representam uma esperança no tratamento de lesões de pele e diversas outras 

doenças.157,158  

 

2.6.1 Classificação das Células Tronco 

As CT podem ser classificadas quanto à sua origem e plasticidade celular, quando 

falamos em origem podem ser subdividas. Existem três principais fontes de células-tronco, ou 

seja, tecidos embrionários (CTE), tecidos adultos ou somáticas e células somáticas 
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diferenciadas após serem geneticamente reprogramadas, que são conhecidas como células-

tronco pluripotentes induzidas (CPTi). As fontes mais comuns para utilização são o sangue do 

cordão umbilical, medula óssea, sangue periférico e tecido adiposo.64,158 Embora o potencial 

terapêutico de CTE e CPTi seja enorme devido ao seu potencial proliferativo e 

pluripotencialidade, ainda existem algumas limitações ao seu uso prático devido à regulação 

celular da formação de teratoma, considerações éticas, preocupações imunológicas em relação 

às CTE e dificuldades com manipulação genética com respeito às iPSCs. Em contraste, as 

células-tronco adultas pós-natais são, por sua natureza, imunocompatíveis e não há 

preocupações éticas relacionadas ao seu uso. No entanto, nem todas as células-tronco adultas 

pós-natais podem ser úteis para a engenharia de tecidos porque o número de células que podem 

ser obtidas é limitado.123 

As células-tronco adultas ou somáticas desenvolvem-se a partir do ectoderma (células 

epidérmicas, neurônios, células pigmentares), mesoderma (células músculo cardíaco, músculo 

estriado, músculo liso, tubulares do rim, sanguíneas, tecido adiposo), endoderma (células 

pancreáticas, das tireoides, pulmões) e células germinativas.159 

Quanto à plasticidade podemos classificar como totipotentes, pluripotentes e 

multipotentes. As CT totipotentes são células que têm capacidade de se diferenciar em todos os 

tecidos do organismo humano, inclusive os gametas (óvulo e espermatozóide) e os anexos 

embrionários. As CT pluripotentes podem se diferenciar em todos os tecidos e células dos três 

folhetos germinativos (endoderma, mesoderma e ectoderma) menos gametas e os anexos 

embrionários, sendo essas as células-tronco embrionárias. As CT multipotentes apresentam 

uma capacidade de se diferenciar mais limitada, se diferenciando em alguns tipos 

celulares.64,158,160 

As células da medula óssea são pluripotentes e podem sofrer dois processos de 

diferenciação: as células mononucleares, que são indiferenciadas, e as multinucleares. A partir 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/induced-pluripotent-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/induced-pluripotent-stem-cell
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das células mononucleares, a linhagem hematopoiética originará as células do sangue 

(linfócitos, eosinófilos, basófilos, neutrófilos, células vermelhas e plaquetas) e a mesenquimal, 

que poderá originar células musculares, hepatócitos, osteócitos, tecido adiposo, condrócitos e 

estroma.161 

Estudos têm apontado que as células-tronco adultas estão também presentes no próprio 

tecido, representando um reservatório de células de reparação, podendo serrem mobilizadas e 

diferenciadas em resposta a sinais de doenças, contribuindo, portanto, para o processo de reparo 

ou regeneração de diversos tecidos, como a pele.158,162-164 

Podemos encontrar CT presentes nas camadas mais profundas da pele, a hipoderme, 

onde ocorre o amadurecimento com posterior migração em direção as camadas mais 

superficiais dando origem as células da epiderme e anexos cutâneos.165 

A localização das células-tronco na pele, segundo Alonso, é na camada basal da 

epiderme, uma membrana rica em matriz extra-celular e fatores de crescimento. Periodicamente 

estas células interrompem seu ciclo, se diferenciam em células terminais e migram para a 

superfície. Este mecanismo cria uma barreira que se perpetua e protege o organismo contra a 

invasão de microorganismos e a perda de líquidos essenciais ao corpo.166  

Verstappen et al.167 referiram que há duas populações de células-tronco na epiderme. A 

primeira estaria na camada basal, distribuída entre unidades proliferativas epidermais, que 

compõem a epiderme e a segunda população estaria localizada na região do bulbo dos folículos 

pilosos. Alonso e Fuchs166 relataram que, geralmente, a proliferação e diferenciação de células-

tronco adultas epidermais podem reparar pequenas lesões de pele, entretanto, o baixo número 

destas células, não permite o reparo de lesões maiores, podendo acarretar na formação de 

cicatrizes. 

 

  



42 

 

 

2.6.2 Propriedades Biológicas 

A manutenção da integridade da pele ocorre por ação das células-tronco epidermais. 

Pequenos reparos podem ser realizados pelas CT do bulbo. No caso de danos mais extensos as 

células-tronco da medula óssea são recrutadas, porém é necessário um tempo maior para que 

consigam chegar ao sítio da ferida, esse tempo pode ser reduzido com o emprego da terapia 

celular que isola muitas células de sítios doadores, são cultivadas se necessário, e devolvidas 

ao paciente.167 

As células-tronco trazem benefícios significativos no reparo de feridas cutâneas, 

acelerando a cicatrização e reepitelização, melhora a qualidade e resistência do resultado final, 

recuperam as feridas crônicas. As principais fontes de CT são a medula óssea e o tecido adiposo. 

Outras fontes têm sido estudadas, como os folículos pilosos.168 

Existem diversas possibilidades pelas quais as CT auxiliam a cicatrização, mas duas são 

importantes: por sinalização parácrina e por diferenciação. A primeira mostra que elas têm a 

capacidade de secretar vários fatores de crescimento e citocinas que são relevantes para o reparo 

ou regeneração tecidual. Ao migrarem para a ferida, são ativadas ao entrarem em contato com 

o meio de substâncias pró-inflamatórias. A ativação das CT poderia potencializar a ação como 

pequenos “biorreatores” no microambiente da ferida e secretar fatores de crescimento e 

citocinas. A segunda possibilidade estaria relacionada com a plasticidade e habilidade que essas 

células possuem para se diferenciarem em uma grande variedade de tipos celulares e se integrar 

aos tecidos. Portanto, as CT facilitariam a cicatrização de feridas pela diferenciação em 

múltiplas células que residem na pele (queratinócitos, pericitos e células endoteliais).169-171 

Contudo, a parcela de contribuição de cada um desses mecanismos de atuação das CT ainda 

não é totalmente conhecida, sendo ainda elemento de pesquisa.172 

A células-tronco apresentam um bom desempenho no processo de cicatrização em 

feridas crônicas ou agudas e em todas as fases do processo de cicatrização (hemostática, 
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inflamatória, proliferativa e remodelamento),14,67 agindo no aumento da migração epitelial, na 

angiogênese, e na taxa de cicatrização, produzindo uma cicatriz menos evidente.173,174 

Na fase inflamatória, as CT coordenam a atividade das células inflamatórias e impedem 

os reduzindo os efeitos deletérios das citocinas inflamatórias, como o TNF e o IFN‐γ.67 Assim, 

o processo inflamatório da ferida ativa as CT para iniciarem as suas funções 

imunomodulatórias, incluindo um aumento da ativação da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da 

ativação da expressão da prostaglandina E2 (PGE2), as quais têm múltiplos efeitos 

fibroreguladores na ferida.173 Além disso, as CT auxiliam na eliminação de infecções por meio 

da secreção direta de fatores antimicrobianos como a espécies reativas de oxigênio, e estimulam 

a fagocitose por células imunes.67 

As CT têm papel crucial na transição da fase inflamatória para a proliferativa no 

tratamento das feridas crônicas onde há níveis elevados e persistentes de fatores pro 

inflamatórios que impedem a cura destas feridas. As CT estimulam a neoangiogenese pela ação 

parácrina secretando FGF e o fator de crescimento vascular (VEGF), que juntos promovem a 

proliferação, migração e diferenciação das células endoteliais dos vasos, além disso facilitam a 

neovascularização através da diferenciação dos pericitos.67 

Por último, regulam a remodelação da ferida cicatrizada, promovendo a deposição 

organizada da MEC. Como tal, os benefícios das CT na cicatrização de feridas foram 

demonstrados em vários estudos pré-clínicos e clínicos. Assim, diversos mecanismos estão 

envolvidos na cicatrização de feridas mediada por CT, incluindo atividades anti-inflamatórias 

e antimicrobianas, imunomoduladoras e reparadoras de tecidos.67 

A utilização de CT mesenquimais se mostraram resistentes a morte induzida por 

espécies reativas de oxigênio e espécies reativas de nitrogênio e capazes de gerenciar o sistema 

oxidativo de forma eficiente e este sistema tem um papel essencial em todas as fases da 

inflamação.175 
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Para que todos estes efeitos benéficos das CT sobre o processo de cicatrização ocorram 

é essencial que estas células permaneçam e se mantenham viáveis no leito da ferida. As vias 

mais utilizadas são a endovenosa e local.169,176,177 

Os métodos de aplicação local de CT incluem: injeção ao redor da ferida, spray tópico 

de fibrina e a incorporação a um scaffold,172 isto é, matrizes que são estruturas que mantém as 

células aderidas ao sítio alvo.178 Quando as CT são aplicadas, diretamente na lesão ou na sua 

periferia, se aderem e se diferenciam em vários tipos de células cutâneas (queratinócitos, células 

endoteliais e pericitos) potencializando o processo de cicatrização.172 

A melhor via da aplicação terapêutica da CT vem sendo buscada. As CT aplicadas por 

via sistêmica são capazes de migrarem e se enxertarem na região do tecido lesionado,79 diversos 

tipos diferentes de quimiocinas são responsáveis por esta migração e ao mesmo tempo fazem 

parte da modulação do processo inflamatório, reparação de danos teciduais e regeneração 

tecidual.67 A partir dessas características, aplicações de CT locais ou sistêmicas apresentam 

resultados semelhantes na cicatrização de feridas.171,179 Entretanto a infusão sistêmica de 

células-tronco em ratos onde o diâmetro das células era superior ao dos capilares do pulmão, 

gerou dificuldade respiratória e fibrose em alguns animais.180  

Em 2006, Moseley, Zhu e Hendrick181 sugeriram que as células-tronco injetadas 

sozinhas junto ao defeito, não respondem de maneira satisfatória. Uma estratégia seria a 

combinação de células com alguns componentes, conhecidos como matriz ou scaffold, para 

produzir um implante bem-sucedido. Lam e Longaker182 afirmam que células injetadas se 

dissipam ou morrem no organismo, sendo que a adesão das células está diretamente relacionada 

à sua proliferação e diferenciação. Deste modo, o desenvolvimento de estratégias em 

engenharia de tecidos, associando as CT às matrizes, como a membrana amniótica, consiste em 

tecnologias promissoras para se atingir melhores resultados. 
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Em 2002, Tamai et al.183 mencionaram fatores que devem ser observados para utilização 

bem-sucedida do scaffold: não devem ocorrer reações inflamatórias ou tóxicas ocasionadas pela 

composição do biomaterial; sua apresentação deve ser tridimensional e porosa, proporcionar 

uma elevada área superficial que permita adesão e crescimento celular e deve haver espaço para 

regeneração da matriz extra-celular. 

 

2.7 Estresse Oxidativo  

 A geração de radicais livres constitui um processo contínuo e fisiológico cumprindo 

funções biológicas essenciais. Durante os processos metabólicos esses radicais atuam como 

mediadores em várias reações bioquímicas, sua produção em proporções adequadas, possibilita 

ações como ativação gênica, defesa, mediador no processo inflamatório, entre outras atividades, 

mas sua produção excessiva pode conduzir a danos oxidativos.184 

 Os radicais livres são átomos ou moléculas produzidas continuamente durante os 

processos metabólicos e agem como mediadores para a transferência de elétrons em várias 

reações bioquímicas, desempenhando funções relevantes no metabolismo. As principais fontes 

de radicais livres são as organelas citoplasmáticas que metabolizam o oxigênio, o nitrogênio e 

o cloro, gerando grande quantidade de metabólitos.185 Essas espécies, radicais ou não, são 

oxidantes potentes e podem causar danos teciduais significativos, sendo coletivamente 

chamadas de espécies reativas de oxigênio (EROS).186  

Durante o metabolismo celular, a maior parte do oxigênio molecular sofre completa 

redução à água. Entretanto uma pequena parte (<2%) do O2 é convertida a produtos 

parcialmente reduzidos como radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

radicais oxidrila (OH-).186  

Para reduzir ou bloquear os efeitos negativos das EROs os organismos desenvolveram 

um amplo sistema de defesa antioxidante que pode ser classificado conforme seu mecanismo 
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de ação: antioxidantes de prevenção, pois agem na formação das EROs, antioxidantes 

varredores, porque impedem o ataque destas espécies as células, antioxidantes de reparo, pois 

reparam os danos das moléculas de DNA e reconstituição das membranas danificadas.187  

 Os mecanismos de defesa podem ser enzimáticos e/ou químicos (não enzimáticos). O 

sistema enzimático é a primeira linha de defesa antioxidante, evitando o acúmulo do ânion 

radical superóxido (O2-) e do peroxido de hidrogênio (H2O2). Este sistema é formado por 

diversas enzimas destacando-se a glutationa peroxidase (GSH), catalase (CAT) e superóxido 

dismutase (SOD).136 

Os radicais livres são produzidos por todas as células durante o curso normal dos 

processos metabólicos, e na cadeia respiratória, quando há agressão ao tecido grandes 

quantidades de radicais livres são produzidos no tecido ferido e inflamado pelo NADPH 

oxidase, um complexo enzimático, que é expresso em altas níveis por células inflamatórias.187 

Este fenômeno tem sido descrito como "explosão respiratória". Após a ativação da NADPH 

oxidase, as células produzem o ânion radical superóxido (OH-) altamente reativo. 

Imediatamente ocorre uma reação onde este ânion é dismutado em peróxido de oxigênio e água. 

Embora o H2O2 não seja um radical, pode causar danos devido à geração de radicais hidroxila 

na presença de íons de ferro ou cobre (reação de Fenton). Radicais hidroxila são altamente 

agressivos, resultando na oxidação de macromoléculas celulares. Portanto, o H2O2 deve ser 

rapidamente desintoxicado, e isso pode ser conseguida por catalase, várias peroxidases e por 

per oxiredoxinas. Estes últimos também são capazes de desintoxicar os peróxidos lipídicos.  

Além das enzimas desintoxicantes de ROS, a defesa de radicais livres é alcançada por 

uma variedade de moléculas exógenas e endógenas de baixo peso molecular. Se a 

desintoxicação for insuficiente ou se EROS são produzidos em quantidades excessivas, ocorre 

estresse oxidativo, resultando em danos celulares graves, envelhecimento prematuro ou mesmo 

neoplásico transformação136,137. 
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2.7.1 O Estresse Oxidativo na Ferida Cutânea  

A sinalização redox e o aumento do estresse oxidativo tem um papel significativo na 

evolução da cicatrização normal das feridas de pele, facilitando a hemostasia, inflamação, 

angiogênese, formação de tecido de granulação, fechamento da ferida e desenvolvimento e 

maturação da matriz extracelular.188 As espécies reativas de oxigênio estão envolvidas em todas 

as fases do processo de cicatrização de feridas, pois baixas concentrações da geração EROS são 

necessárias para combater microrganismos invasores e sinalização de sobrevivência 

celular.186,189,190 

O estresse oxidativo excessivo e descontrolado contribui para sustentar e desregular o 

processo inflamatório, desempenhando papel crucial na patogênese das feridas crônicas191 e 

algumas estratégias com propriedades antioxidante e anti-inflamatórias têm demonstrado claros 

benefícios em feridas crônicas.190  

Lembrando que as espécies reativas de oxigênio (EROS) são pequenas moléculas 

derivadas de oxigênio produzidas principalmente pela cadeia respiratória nas mitocôndrias; 

alguns deles são peróxido de hidrogênio H2O2, ânion superóxido O−
2 ou peróxido O 2−. Eles são 

agentes oxidantes e principais contribuintes para o dano celular190,192, mas também têm papéis 

benéficos e, em particular, desempenham um papel crucial na preparação da resposta normal 

de cicatrização de feridas.193 Portanto, um equilíbrio adequado entre níveis baixos ou altos de 

EROS é essencial. Baixos níveis de EROS são benéficos na proteção dos tecidos contra 

infecções e estimulam a cicatrização eficaz de feridas pela produção de sinalização celular 

protetora194,195,mas, quando presentes em excesso, produzem estresse oxidativo levando a 

danos celulares e um estado pró-inflamatório.196 O desequilíbrio redox ocorre se os níveis de 

ROS excedem a capacidade dos antioxidantes endógenos de eliminá-los, o que desregula o 

processo de cicatrização197. 
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Não há um ponto de corte claro para o nível de EROS nos tecidos, mas para o peróxido 

de hidrogênio (o EROS mais comum) a faixa de 100-250μM é considerada para feridas 

normais.194,198 Além disso, alguns estudos relataram que níveis de 10 μM de peróxido de 

hidrogênio atuam como quimio atrativos e estimulam a proliferação de fibroblastos e células 

endoteliais; a 100μM estimula a angiogênese através da produção de fator de crescimento 

endotelial vascular; mas a 500 μM levou a um estado pró-inflamatório através da produção de 

proteína inflamatória produzida pelo macrófagos conhecida como 1-alfa(1-α)199.  

Não basta que haja a regeneração mais rápida das feridas, é muito importante que os 

tecidos produzidos nessa etapa de recuperação do corpo sejam funcionais, saudáveis e 

esteticamente adequados. Nesse sentido, além de características relacionadas à redução da área 

de ferida ao longo do tempo de recuperação, têm sido empregados alguns marcadores 

inflamatórios (citocinas) e do estresse oxidativo que sinalizam as respostas do corpo reagindo 

e recuperando as lesões194,200,201. Esses marcadores celulares estão envolvidos com a sinalização 

parácrina, que é o principal mecanismo que contabiliza os efeitos benéficos das células tronco 

nas respostas a lesões como inflamação, angiogênese e fibroproliferação.11 Embora os 

mecanismos celulares envolvidos nesta sinalização parácrina ainda não tenham sido totalmente 

desvendados,25,154 muito progresso tem sido alcançado na associação de características clínicas, 

celulares e moleculares durante o processo normal de cicatrização100,202. 
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3 JUSTIFICATIVA 

As perspectivas futuras das lesões de pele projetam números crescentes, inclusive lesões 

crônicas em função do envelhecimento e do aumento epidêmico da diabetes melitos na 

população, e as atuais ferramentas de manejo têm sido insatisfatórias, portanto, há uma busca 

por novas terapias para otimizar o processo de reparo de feridas. 

As células-troncos autólogas associadas à membrana amniótica descelularizada têm 

sido utilizadas em diversas áreas como na cardiologia, oftalmologia, dentre outras. Desta forma, 

testamos sua utilidade no tratamento de feridas completas de pele em ratos Wistars e estudando 

seus efeitos locais sobre sua atividade inflamatória, no estresse oxidativo e na qualidade do 

colágeno produzido em uma fase tardia da cicatrização comparada ao placebo. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivos Gerais 

Avaliar a interação local das células-tronco mononucleares associada a membrana 

amniótica descelularizada no processo da cicatrização de feridas completas de pele em ratos 

Wistars.  

 

4.2 Objetivos Específicos 

 A partir de retalhos de pele retirados das bordas das feridas, vamos mensurar as 

seguintes variáveis: 

• Dosar, por meio de teste utilizando ELISA, os fatores inflamatórios interleucina 1 (IL-

1) e interleucina 10 (IL-10),  

• Determinar componentes do estresse oxidativo, através de análise bioquímica, atividade 

das enzimas superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH), 

• Identificar e dosar as proteínas do grupo carbonil (dano oxidativo), 

• Determinar através da análise histológica, colágeno, tipo I e tipo III, e imuno-

histoquímica o TGF-β. 
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Abstract: Wound healing is a complex process of repair that involves the 

interaction between different cell types and involves coordinated interactions 

between intracellular and extracellular signaling. Bone Marrow Mononuclear 

Stem Cells (BM-MNCs) based and acellular amniotic membrane (AM) therapeutic 

strategies with the potential for treatment and regeneration of tissue. We aimed to 

evaluate the involvement of paracrine effects in tissue repair after flap skin lesion 

rat model. In the full-thickness flap skin experiment of forty Wistar rats: A total of 

40 male Wistar rats were randomized into four groups: group I – control (C) (n = 

10), with full-thickness lesions on the back, without (BM-MNCs) or AM (n = 10); 

group II–injected (BM-MNCs) (n = 10); group III – covered by AM; group IV–

injected (AM+BM-MNCs) (n = 10). Cytokine levels IL-1, and IL-10 assay kit, 

superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GRs) and carbonyl activity 

levels were measured by ELISA 28th day, and TGF-β was evaluated by 

immunohistochemical, the expression collagen expression was evaluated by 

Picrosirius staining. Our results showed that the IL-1 interleukin was higher in the 

control group, and the IL-10 presented a higher mean when compared to the 

control group. The groups with BM-MNCs and AM showed the lowest expression 

levels of TGF-β. SOD, GRs, and carbonyl activity analysis showed a predominance 

in groups that received treatment from 80%. The collagen fiber type I was 
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predominant in all groups; however, the AM+ BM-MNCs group obtained a higher 

average when compared to the control group. Our findings suggest that the AM+ 

BMNCs promote skin wound healing probably owing to their paracrine effect 

attributed to the promotion of new collagen for tissue repair. 

Keywords: Human acellular amniotic membrane; experimental animal models; 

Antioxidant system; stem cells; wound healing; paracrine 

 

1. Introduction 

Wound healing is a complex process of repair that involves the 

interaction between different cell types, biochemical and physiological 

events such as proliferation, and remodeling tissue [1]. 

This process involves five main distinct stages: hemostasis, 

inflammation, angiogenesis, growth, proliferation, and remodeling. 

Wound repair also involves of specialized cells in regeneration, the 

formation of granulation tissue (monocytes, basophils, eosinophils, and 

neutrophils), and the reconstruction of tissue which is triggered in 

inflammatory phases and supported by biochemical mediators [2].  

Studies suggest that the wound healing process occurs through 

epidermal growth factor (EGF), insulin-like growth factor 1 (IGF-1), 

platelet-derived growth factors (PDGF), the transformation of growth 

factor β (TGF-β), and vascular endothelial growth factor (VEGF) and 

protein in the extracellular matrix (ECM) proteins such as collagen, fibrin, 

fibronectin that stimulate wound healing by indirectly enhance 

inflammation and tissue repair [3-4].  

Although, there are many barriers to solve, such as the rapid 

degradation of growth factors. Numerous strategies and biomaterials 

have been applied to replace skin damage. Finding the ideal material for 

skin replacement is a field of skin tissue engineering. The ideal material 

for skin replacement should its stationary biocompatibility and 

degradability is essential for performing and maintaining essential 

cellular activities which include the ability of cell adhesion and 

proliferation [5]. Since 1940, the amniotic membrane widely used as an 

alternative in wound healing and various areas of tissue engineering and 

regenerative medicine [6,7].  

The amniotic membrane has shown great potential as an ideal 

biomaterial, due to its growth factors and biological structure, which 

contains appropriate microarchitecture, epithelialization stimulation 

capacity, antibacterial properties, and lower immunogenicity [8]. 

Additionally, it has been demonstrated in clinical studies that the use 

of an acellular amniotic membrane (AM) improves the healing process 

due to bioactive factors, proteases, including a large group of cytokines 

and effective anti-inflammatory proteins, which remain intrinsic after the 

decellularization process that can be used physical, chemical, and 

biological methods, such as VEGF, TGFb1, bFGF and EGF [9].  
 

In recent years, many studies have shown to exhibit through their 

bioinductive properties, the acellular membrane may also promote 

epithelialization while suppressing inflammation, angiogenesis, 

vasculogenesis, and scarring [10,11]. In the field of cell therapeutic 

strategies, stem cell-based regenerative therapies have been successfully 
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developed, that facilitate skin repair and regeneration, stem cells have 

been reported as a cellular source in regenerative medicine. 

Similar to other stem cells, Bone Marrow Mononuclear Stem Cells ( 

BM-MNCs), can differentiate into local components of tissue injury, and 

have paracrine factors and cytokines capable of activating tissue survival, 

repair, and regeneration [12]. Thus, recent studies reported that BMSCs 

and paracrine mechanisms together may be key to the regeneration of 

damaged tissue [13]. This study was conducted to evaluate the role of 

paracrine interaction of Bone Marrow Mononuclaear Stem Cells (BM-

MNCs) associated with acellular amniotic membrane (AM) in the wound 

healing pre-clinic model. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Animals 

All the experimental procedures were performed with the approval 

of Ethics Committee (CEP) and Ethics Committee for the Use Animals 

(CEUA), under approval number 01238 of the Experimental Medical 

school of Pontifícia Universidade Católica do Paraná, and all procedures 

conformed to the NIH guidelines. The animals were housed in individual 

cages and maintained in an environmentally controlled laboratory (12-h 

light/dark cycle at 25 °C), with access to food and water ad libitum [7]. 

 

2.2. Experimental Design 

Forty male Wistar rats weighing between (250 g -350 g) were used in 

this study. The animals were randomized into four groups: group I – 

control (C) (n = 10), with full-thickness lesions on the back, without (BM-

MNCs) or AM (n = 10); group II– injected (BMSCs)  (n = 10); group III – 

covered by AM; group IV–injected (AM+BM-MNCs) (n = 10). The animals 

were subjected to random skin flaps and the BMSCs and AM were 

transplanted. Thirty days after surgery, all animals were analyzed by the 

viability of flaps that were determined by the clinic (color and capillaries) 

and histological analysis. All rats were euthanized by a lethal dose of 

thiopental sodium (100 - 250 mg/kg, i.p) and histopathological 

examinations were performed (Figure 1). 

 

Figure 1. Experimental design: 1-amniotic membrane collection, 2- stem cell 

isolation, and process membrane decellularization,3- flap skin surgery, implant, 

4- euthanasia, 5- histopathological analysis. 
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2.3. Isolation and characterization of BMSCs / Acellular Amniotic Membrane 

Preparation 

Hospital (Curitiba, Brazil). The patients were informed a priori and 

consented to donation. The study was conducted conformed to tenets of 

the declaration of Helsinki. The BMSCs were obtained by the iliac crest of 

male Wistar rats (250 - 300 g) as previously described [10]. Centrifugation 

was applied to isolate BMSCs after aspirated into the iliac crest of each rat. 

Briefly, the BMSCs was collected and centrifuged at 1400 rpm for 40 

minutes and diluted in essential Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM), gently separated by the Ficoll-Hypaque density gradient 

method (density = 1.077 g/mL). Subsequently, sediment after 2 washing 

steps, at 1500 rpm for 10 minutes, obtained was resuspended with DMEM 

and the cells count was performed in the Neubauer chamber. For the 

validation of the cell viability was verified utilizing Trypan blue stain. 

Decellularization was performed using an aseptic technique in a 

Class II BioSAFE (Veco®) biological. Thereafter, it was treated with 

process chemical and mechanical used 0.01% SDS solution (sodium 

dodecyl sulfate) and SD (sodium deoxycholate) at 0.01% for 24 hours at 

37ºC in pH 7.2 saline phosphate buffer (PBS), with the aid of a stirrer 

mechanic (Shaking table 109 M, Nova ÉticaLtda, Brazil.). Then preserved 

in PBS (Gibco) at 4 °C, according to the methodology described by Blume 

et.al, 2021 [7]. 

 

2.4. Flow Cytometry cell Analysis  

Flow cytometry was performed to determine the expression BM-

MNCs cellular face markers was performed on freshly isolated 

mononuclear cells and on adherent cell populations, Cells were 

trypsinized and resuspended in PBS for 30 min at 4 °C were incubated for 

2 h at room temperature in the dark with the following  

immunophenotypic analyses for CD34, CD 45, CD105, CD 90, CD73, 

CD105 were performed with a commercially available kit (Stem Kit, 

Beckmann Coulter, Krefeld) and mouse IgGk1 isotype controls (BD 

Pharmingen, 5 μg/ml) were used as control primary antibodies. We use 

all of the analysis tools by a CyFlow™ Space flow cytometer (Sysmex 

Partec GmbH) with FloMax 2.8 software (Sysmex Partec GmbH).  

 

2.5. Rat Flap skin model and Membrane Implant 

The surgical flap preparation technique was applied as proposed by 

Takejima et al. 2021[14]. The animals were intraperitoneally anesthetized 

with ketamine hydrochloride 10% at a dose of 90 mg/kg, and xylazine 2% 

at a dose of 10 mg/kg, the animals where dorsum trichotomy was 

performed and, the animal was performed with an area of approximately 

5 × 3 cm rectangular mold (stamp), the area where the cutaneous lesion 

was to be induced in the dorsal region between the two scapulae was 

delimited, with the largest axis in the longitudinal direction. Rats were 

then randomly divided into four groups of ten each, as described above. 

BM-MNCs (1 × 107 total cells) or BM-MNCs + AM were injected in eight 

areas (subcutaneously administered 1 × 107 cells/area for eight areas in all 

wound edges). The suspension of cells or vehicles was applied along the 

margin of the dorsal wound. The flap was covered with a Vaseline rayon 

dressing that was sutured with a simple 5–0 nylon stitch on the four 

vertices of the lesion to avoid contamination and manipulation by other 
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animals. These dressings were removed after two days of evolution. All 

rats received 20 mg/kg ibuprofen, and then repeated every 12 hours for 

three days (Figure 2). 

 

Figure 2. Flap skin exposition with a 30 × 50 mm (150 mm2) defect made with a 

scalpel. 

The animals were submitted to injection of BM-MNCs on the skin 

defect. The flaps were sutured with a 4.0 polypropylene thread, After the 

sin flap was re-suture, the skin tissues were covered. 

 

2.6. Measurements of Cytokines, IL-1, IL10, and TGF-β levels 

The IL-1 assay kit IL-10 and TGF-β assay kit (cat. no. DY522-05) were 

purchased from Cloud-Clone Corp (Cloud-Clone Corp Technology co., 

Ltd., Wuhan, China). Briefly, for IL-1 and IL-10 assay,100 µl of a standard 

blank or samples was added into the appropriate wells and then 

incubated for 1 h at 37o C. After aspiration, 100 µl of prepared detection 

reagent was added to each well and incubated for 1 h at 37°C . After 

aspiration and washing, 90 µL of substrate solution was added to wells 

and incubated for 15 min at 37°C. The optical density (OD) of the reaction 

product was read on a microplate reader (Sigma‐Aldrich, St. Louis, 

Missouri) at 450 nm [15]. 

 

2.7. Determination of the oxidative damage 

Protein carbonylation was determined according to Levine et al. [15]. 

Briefly, carbonyl group levels were estimated spectrophotometrically at 

412 nm using 2,4-dinitrophenylhydrazine (DTNB), and the amounts of 

TNB formed (equivalent to the amounts of carbonyl were calculated). 

 

2.8. Superoxide dismutase activity and glutathione reductase 

To measure the superoxide dismutase (SOD) and glutathione 

reductase (GRs) levels, the dorsum partial skin tissues were immediately 

put into ice-cold normal saline containing 50 U/mL aprotinin. The tissue 

homogenate (10%, w/v) was prepared and centrifuged at 1200 × g for 10 

min. The supernatant was measured by the ELISA method following the 

manufacturer's protocols, using the absorbance at 480 nm [16].  

 

2.9. Measurements of protein 

The protein content from skin tissue homogenates was assayed using 

bovine serum albumin as a standard according to the method described 

by Lowry et al. [17]. Folin phenol reagent (phosphomolybdic-

phosphotungstic reagent) was added to the protein homogenate. The 
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bound reagent was slowly reduced, changing from yellow to blue. The 

absorbance was read at 480 nm.  

 

2.10. Euthanasia 

All Animals were euthanized with a lethal dose of pentobarbital 

Sodium Thiopental (100 to 250 mg/kg) injected intraperitoneally. Then, 

their skin tissues were carefully removed and frozen at -80°C, for the 

determination of cytokine protein and oxidative stress. 

 

2.11. Immunohistochemistry Analysis 

Immunohistochemistry was performed using the avidin-biotin 

complex method https://www.abcam.com/abpromise as described in our 

previous study [16]. Rabbit polyclonal to TGF-β Receptor I was used as 

primary antibodies. Sections were then incubated with the appropriate 

biotinylated secondary antibody. Peroxidase activity was determined 

using diaminobenzidine (DAB) substrate (Abcam, Cambridge, MA, USA). 

 

2.12. Histopathological Analysis 

The sections were stained with hematoxylin-eosin (HE) and 

Picrosirius Red for histological evaluation and fixed in 10% 

paraformaldehyde, and embedded in paraffin. Then, 5-μm-thick sections 

were cut from the blocks, affixed to glass slides coated with poly-L-lysine, 

examined under a microscope (Nikon Eclipse E400; Nikon, Tokyo, Japan), 

and evaluated with a digital image analysis system.  

Immunohistochemically analysis was performed as previously described 

by Jones et, al. 2008 [18] Briefly, the skin samples were incubated with a 

primary antibody applied for 1 h at room temperature. Tissue sections 

were then incubated with TGF-β primary antibody (1:200, Abcam Inc; 

http://www.abcam.com) 1h at 25°C and incubated with primary 

antibodies overnight at 4°C, followed by incubation with secondary 

antibodies for 2h at 25°C, followed by washing and visualized using an 

isothiocyanate-conjugated secondary antibody (Jackson Immuno 

Research Laboratories Inc., West Grove, PA, USA) and imaged with an 

optical microscope Axio Scan.Z1 scanner (Carl Zeiss, Germany).  

 

2.13. Statistical Analysis 

The results of the markers were described by mean ± standard 

deviation (SD) and amplitude interquartile. For the comparison of the 

groups, in relation to variables that met the normality condition, the 

variance analysis model (ANOVA) was used with a factor and the 

Bonferroni post-hoc test. The other variables were analyzed using the 

nonparametric kruskal-Wallis test and Dunn's post-hoc test corrected by 

Bonferroni. The condition normality of the variables was evaluated by the 

Shapiro-Wilk test. Statistical significance was defined as p < 0.05. All 

analyses were accomplished using the software in SPSS statistical 

software version 25 (SPSS Inc., IBM, USA). 

 

3. Results 

Forty animals were initially included in the study, one died in group 

II seventh postoperative day during anesthetic induction. Thus, 39 

animals were included and randomized into four groups: four groups: 

group I – control (C) (n = 10), with full-thickness lesions on the back, 

without (BM-MNCs) or AM (n = 10); group II– injected (BM-MNCs) (n = 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/paraformaldehyde
http://www.abcam.com/
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9);group III – covered by AM; group IV–injected (BM-MNCs) and covered 

by AM (n = 10). 

 

3.1. Characterization of BM-MNCs 

As shown in Fig.3, flow cytometry analysis of Bone marrow  to 

caracterize the BM-MNCs 

Figure 3. 

Characteristics of BM-

MNCs. Flow 

cytometry 

Histograms of Bone 

marrow mononuclear 

cells. The histograms 

show that the 

population is positive 

for anti-CD45 and 

CD34.  

 

BMSCs expression of the markers CD105, CD 90 and CD73  exhibited high 

expression levels,  and for hematopoietic markers CD45 (Pro-B), and 

CD34(Lymphocyte) showed were positive, using a previously published 

protocol [14].  

3.2. Assessment of H&E Staining findings 

Evaluation of H&E staining to detect the presence of re-epithelialization, 

angiogenesis, and fibrosis with remodeling with evidenced by a well-formed 

epidermis Figure 4. 

 

 

Figure 4. Depicts the signs of re-epithelialization, angiogenesis, and fibrosis with 

remodeling in four different groups: control (I), stem cell (II), amniotic 

membrane (III), and stem cell + amniotic membrane (IV). The samples were 

taken from the center of the lesion and analyzed using HE staining 

(hematoxylin-eosin) at 200x magnification. All groups, from I to IV, exhibit 
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indications of complete re-epithelialization, as evidenced by a well-formed 

epidermis (indicated by a black arrow) over mature fibrous tissue (indicated by 

an asterisk). Angiogenesis is represented by numerous newly formed vessels 

(indicated by a black arrow) amidst fibrous stroma (indicated by an asterisk). 

Additionally, fibrosis with remodeling is represented by dense connective tissue 

containing thick, pink fibers that penetrate newly formed vessels (indicated by 

an asterisk). 

 

3.3. Comparison of interleukin protein 1 (IL1) concentration in tissues adjacent 

to the skin wound in rats 

To investigate the comparison of interleukin protein 1 (IL-1) 

concentration in tissues adjacent to the skin wound in groups of rats 

received stem cells and/or amniotic membrane compared to the control 

group. 

The IL-1 expression revealed a lower expression in groups BM-

MNCs and BM-MNCs +AM compared to control (3.615 ± 1.28 and 2.817 ± 

0.82; p <0,001). No significant variation in IL-1 was observed in the BM-

MNCs and AM when compared to each other. (Figure 05). 

 

Figure 5. Effect of AM and BM-MNCs on Interleukin marker IL-1. Results are 

expressed as median [interquartile range] ± SEM (N = 10). p < 0.05 denoted 

statistical significance in comparison to the control group. BM-MNCs: Bone 

Marrow Mesenchymal Stem Cells; AM: acellular human amniotic membrane. 

3.4. Comparison of interleukin protein 10 (IL10) concentration in tissues 

adjacent to the skin wound in rats. 

The results of these experiments are show in (Figure 06). In the 

intergroup analysis after 28 days, the IL-10 revealed a significant lower 

expression in group AM compared with the group BM-MNCs + AM (8,886 

± 6.172 and 15.479 ± 3.81; p = 0,011). No significant variation in IL-10 was 

observed in another groups. 
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Figure 6. Effect of AM and BM-MNCs on Interleukin marker IL-10. Results are 

expressed as median [interquartile range] ± SEM (N = 10). p < 0.05 denoted 

statistical significance in comparison to the control group. BM-MNCs: bone 

marrow mononuclear stem cells; AM: acellular human amniotic membrane. 

3.5. Comparison of interleukin protein (TGF- β) concentration in tissues adjacent 

to the skin wound in rats 

Immunostaining analysis performed in the present study are 

represented in Figure 4. The expression of TGF-β in skin tissue tended to 

decrease on day 28, compared with the control group, but this was not 

significant (p=0,468) (Figure 07). 

 

Figure 7. Representative immunohistochemical staining images the expression of 

TGF-β showed the lowest percentages in the control, BM-MNCs, AM and BM-

MNCs+ AM groups on the 28th day of the experiments. 

Results are shown as mean ± standard deviation [interquartile 

range]. p<0,05 denoted no statistical significance in comparison to the 

control group or intragroup 28th-day analysis (*). TGF- β: Transforming 

growth factor-beta (TGF-β); BM-MNCs: bone marrow mononuclear stem 

cells; AM (acellular amniotic membrane). 
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3.6. Oxidative damage markers 

We evaluated the effect of BM-MNCs +AM on flap skin protein 

carbonylation content. BM-MNCs +AM decreased skin protein 

carbonylation by 80% (P < 0.001) and a decreased AM group at 28 days as 

compared to the control group. (p=0,02) (Figure 08). 

 

Figure 8. Effect of AM and BM-MNCs on carbonyl activity. Results are expressed 

as mean [interquartile range] ± SEM (N = 10). p < 0.05 denoted statistical 

significance in comparison to the control group. BM-MNCs: bone marrow 

mononuclear stem cells; AM: acellular human amniotic membrane. 

3.7. Antioxidant system 

In the 280 days post-surgery, skin tissue SOD activity samples were 

found to be significantly lower in the control group compared to BM-

MNCs+AM (p < 0.001).  No significant differences were observed between 

the levels of SOD in the skin tissues of control compared to the other 

groups (P>0.05), as shown in (Figure 09).  

 

Figure 9. Effect of AM and BM-MNCs on SOD superoxide dismutase activity. 

Results are expressed as mean [interquartile range] ± SEM (N = 10). p < 0.05 

denoted statistical significance in comparison to the control group. BM-MNCs: 

bone marrow mononuclear stem cells; AM: acellular human amniotic membrane. 
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3.9. Collagen level analysis 

After 28 days of treatment, the concentration of type I collagen has a 

tendency (p=0,57) to be higher in the group BM-MNCs, and the relative 

expression of collagen type III is the highest average but also without 

reaching statistical significance (81,5 ± 3.8, p= 0.57) in the control group 

when compared to other groups. This indicates that a capacity for tissue 

regeneration, suggested by the development of immature collagen and 

the formation of tissue, despite the lack of statistical significance (figure 

10). 

 

 

 

Figure 10. Effect of AM and BM-MNCs on SOD Collagen Type III content (%). 

Results are expressed as mean [interquartile range] ± SEM (N = 10). p = 0.57 

denoted no statistical significance in comparison to the control group. BM-MNCs: 

bone marrow mononuclear stem cells; AM: acellular human amniotic membrane.  

4. Discussion 

We used a model of flap wounds in rats to evaluate the role of 

paracrine interaction of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (BM-

MNCs) in the wound healing and oxidative stress parameters 28th 

postoperative. Histological analysis showed that BM‐MNCs treatment re‐

established the epithelization epidermal, and atrophy induced by surgery. 

BM-MSCs possibly acted on epithelialization, increasing the 

proliferation of epidermal cells residing in the participation of epidermal 

growth factor, probably developed by bone marrow cells or by their 

differentiation in epidermal cells. Our findings indicate that the acellular 

matrix combined with BM-MNCs cells results in a significant increase in 

the initial postoperative formation of collagen fibers and elastic fibers 

after skin reconstruction, probably due to their anti-inflammatory effect 

on cells or fusion between them. 

Wound healing is a complex system that provides the molecular 

mechanisms of cell-cell interactions, cell-matrix interactions, cellular 

proliferation, matrix formation, remodeling, and tissue organization [19].  

Clinical trials and preclinical studies have used amniotic membrane 

(AM) in the treatment of various diseases such as chronic skin wounds, 

and thermal burns because AM contains growth factors, proteases, and 

fibrosis inhibitors, conferring its anti-inflammatory and antimicrobial 

effects, which are crucial for regenerative medicine [20,21].  

IL-1β is a pro-inflammatory cytokine, that plays an important role in 

the early phase of inflammation in the wound-healing process, 

stimulating the production of extracellular matrix proteins [22]. As well, 

IL-10 plays a vital role in cell healing, wound healing, tissue repair, 
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angiogenesis, and antifibrotic tissue repair properties being a vital 

reparative cytokine. IL 10 is anti-inflammatory that is involved in the 

wound healing process and inhibition of the synthesis of 

proinflammatory cytokines such as IL-1β among other macrophages 

activated in the inflammatory process. In the present study, the IL-1β 

expression after treatment for 28 days suggested decreased inflammation, 

although the level the IL-10 no significant differences in between the 

treated group and the control group which facilitated healing [23]. 

Some studies have revealed that AM and BM-MNCs can express 

angiogenic factors, is crucial to tissue flap regeneration and a complex 

process; it involves the proliferation of endothelial cells and the 

cooperation of various growth factors [24,25,26]. In the current study, 

immunohistochemical staining together with the cytokine level showed 

that the IL-1 and IL-10 were overexpressed at the late stages of healing (28 

days postoperative), these data corroborate with publications. 

The possible mechanism of the therapeutic effects of AM+ BM-MNCs 

on skin fibrosis might be attributed to the stimulation of TGF-β which is 

considered a favorable regulator of angiogenesis via the recruitment of 

inflammatory cells, such as macrophages, monocytes, and neutrophils, 

due to the up-regulation of various chemokines expressions which 

modulates the formation of fibroblasts, which in turn are responsible for 

the healing process [27]. Similar to the developmental roles of 

interleukins, TGF-β is implicated in stimulating the paracrine mechanism 

BM-MNCs that promote angiogenesis tissue and a variety of differentiated 

strains, including immune cells [28].  

The mechanism of anti-fibrotic effect of the human AM can be 

explained by the inhibitory action of this tissue on TGF-β expression, 

which activates fibroblasts that, in turn, are responsible for the healing 

process. As a result, the fibrotic process is inhibited [12]. In this way, the 

AM through the stimulation of tissue reconstruction  

The internal imbalance of the body's pro and antioxidants and 

known as oxidative stress. Moreover, it is important to note that in the 

process of wound healing, the oxidative stress and production of reactive 

oxygen species (ROS) increase, and these are very relevant in tissue 

regeneration. The two most important enzymes produced in the body are 

superoxide dismutase (SOD) and glutathione reductase (GRs) which will 

be present when there is an excessive oxidation reaction [29].  

Our data showed that carbonyl activity increased in the AM+ BM-

MNCs group being almost 80% higher than the average of the other 

treatments and was significantly decreased (p <0,001) in the control group 

demonstrating that due to its antioxidant action. We also observed a 

significant increase in glutathione levels during treatment with AM group 

alone and the AM+ BMSCs group and a decrease in the control group (p = 

.036). 

However, evidence was found of higher levels in the AM+ BM-MNCs 

group and the AM group of GRs enzymes, and SOD that helps the body 

cope with oxidative stress. Moreover, there was also a significant decrease 

in the activity of the antioxidant enzymes SOD and GRs which are 

important antioxidant enzymes, which can scavenge free radicals and 

protect the cell membrane. Studies show that there is a direct relationship 

between wound healing and the prevention of scar tissue formation 

depending on the decrease in oxidative stress [30,31].  

These results are likely the consequence of the acute inflammation 

induced by flap wounds and application of cells, in which the excessive 
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production of ROS and inhibition of antioxidant enzymes occur. 

Abundant ROS production can lead to cellular damage and even death, 

while ROS production is very useful for the maintenance of homeostasis 

of the intracellular redox state [32].  

Studies suggested that BMSCs partially reduced oxidative tissue 

damage and mitigated interleukin-1β-induced cell apoptosis. Although 

diverse types of methods and cells have been proposed for replacing 

wound healing. However, it is an ideal material with the potential for skin 

replacement still needs to be discovered [35].  

After decellularization, the amniotic membrane offers several growth 

factors and other proteins that maintain the orientation of collagen fibers 

that are preserved during the process of such glycoproteins, 

proteoglycans, collagen, hyaluronic acid, and fibronectin [36,37]. 

 

In this study, the application of AM+ BM-MNCs together 

demonstrated a positive effect by increasing the rate of collagen fiber 

formation, that are important for the quality of wound healing. These 

findings also can be explained by increasing oxygen levels that promote 

collagen synthesis, cell proliferation, and neoangiogenesis [38].  

Thus, the decellularization process also increases biocompatibility, 

due to the absence of secretion of human epithelial cells from soluble 

factors that promote inflammatory responses to cells that contribute to 

tissue repair and that collagen fibrils remained regularly organized [39]. 

Our previous study demonstrated the effects of this acellular biologic 

matrix for skin reconstruction using the rat model, suggesting that AM 

can promote skin repair accelerating epithelialization mainly through 

paracrine signaling and differentiation cells [14]. 

Flap skin was performed, and the defects were change by the AM+ 

BM-MNCs cells. Histological examination showed the replacement of 

type III collagen for type I in the treatment group reached maturity more 

rapid when compared to the control at 30 days treatment after surgery. In 

this way, combining this therapy is a new perspective for treating tissue 

injury and promoting tissue regeneration. Previous studies proposed the 

benefits of mesenchymal or stem cell transplantation in scaffolding in 

promoting wound healing [40].  

  

Thus, the combination of this therapy is a new perspective for the 

treatment of tissue injury that allows tissue regeneration. The acellular 

membrane promotes several therapeutic advantages can be by increasing 

only the acellular process, but also paracrine effects and growth factors 

inherent to the membrane, as well as its epithelialization and tissue 

regeneration [41].  

It will take considerable dedication to implement this purpose in 

clinical practices. In this study, AM facilitated the growth of human 

epithelial cells, suggesting that together AM+ BMSCs is an appropriate 

material for the skin and has a potential therapeutic tool for the 

reconstruction of a functional tissue surface. 

In conclusion, AM+ BM-MNCs can promote tissue regeneration. This 

effect may be attributed to the promotion of new collagen ECM synthesis 

by cell proliferation and neoangiogenesis demonstrated an important role 

in the paracrine effects of the acellular matrix combined with cells. 
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6 CONCLUSÃO   

A ocorrência de feridas de pele na população deve aumentar nos próximos anos, assim 

como a ocorrência de feridas crônicas. Encontrar soluções eficientes e de baixo custo será cada 

vez mais importante, entretanto o processo de regeneração tecidual não é completamente 

compreendido.         

Nosso modelo, utilizando células tronco autólogas originária da medula óssea injetadas 

na ferida induzida em ratos recoberta com a membrana amniótica descelularizada comprovou 

ser eficiente em reduzir a atividade pró-inflamatória, reduzir a geração excessiva de espécies 

reativas de oxigênio e acelerar a produção de colágeno, por um mecanismo local. Portanto, a 

associação entre estes dois biomateriais pode ser considerada como uma possível terapia no 

tratamento de feridas. 
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ANEXOS 

ANEXO A - CEUA – Comitê de Ética para uso de Animais 
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ANEXO C – Termos de Consentimento Livre e Esclarecido 
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