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RESUMO

O tratamento de queimaduras profundas ainda é um desafio na área da medicina regenerativa.

A membrana amniótica humana (hAM) é um biomaterial que vem sendo cada vez mais

explorado pelo campo da engenharia de tecidos. A fim de promover a regeneração de lesões

teciduais, as células estromais mesenquimais (MSCs), podem ser transplantadas na área da

lesão em um suporte (scaffold) que mantenha seu potencial terapêutico. Além de uma série de

fatores bioativos, as MSCs liberam altas concentrações de adenosina (ADO), o que pode estar

relacionado com a alta expressão de ecto-5'-nucleotidase (CD73), cuja principal função é

converter ATP extracelular em adenosina imunossupressora, em conjunto com a NTPDase1

(CD39). Essas enzimas são ferramentas poderosas para controlar os efeitos mediados por

purinas e pirimidinas extracelulares; no entanto, o papel dos componentes da sinalização

purinérgica na regeneração tecidual é pouco compreendido. Neste trabalho avaliamos a

segurança e eficácia da membrana amniótica humana como um curativo biológico, na

presença ou ausência de células estromais mesenquimais através de modelos in vitro e in vivo

e estudamos o papel da sinalização purinérgica como uma das vias responsáveis pela

regeneração tecidual. Foi feita a caracterização física e histológica da membrana amniótica

humana descelularizada (DhAM) na presença de células estromais mesenquimais derivadas

de tecido adiposo (AD-MSCs), assim como a comparação do potencial da DhAM e de um

substituto comercial como scaffolds para o cultivo de células estromais mesenquimais

isoladas do limbo esclerocorneal (L-MSCs), demonstrando que o cultivo das MSCs na DhAM

não alterou a potencialidade de células progenitoras in vitro. O efeito da DhAM na presença e

ausência de AD-MSCs foi avaliado no modelo pré-clínico de queimadura de segundo grau

profundo, o qual demonstrou a eficácia e segurança deste bioscaffold na regeneração tecidual.

O papel dos componentes da sinalização purinérgica durante a cicatrização de feridas foi

analisado através do modelo de substitutos de pele auto-montados (SASS), demonstrando a

modulação das enzimas CD73, NTPDase1 e NPP1, assim como o potencial terapêutico do

nucleotídeo UTP na regeneração tecidual. Nossos resultados confirmam a eficácia da DhAM

como scaffold para MSCs e como uma possível terapia futura para o tratamento de

queimaduras, bem como a importância de entender o envolvimento de nucleotídeos

extracelulares e ectoenzimas na cicatrização de feridas, com a finalidade de oferecer novas

estratégias terapêuticas.

Palavras-chaves: membrana amniótica humana descelularizada (DhAM), células estromais
mesenquimais (MSCs), queimaduras, bioscaffold, substitutos de pele auto-montados (SASS),
CD73, NTPDase1 e NPP1, UTP, adenosina.



ABSTRACT

The treatment of deep burns is still a challenge in the field of regenerative medicine. The

human amniotic membrane (hAM) is a biomaterial that has been increasingly explored in the

field of tissue engineering. In order to promote tissue regeneration, mesenchymal stromal

cells (MSCs) can be transplanted into the injured area on a support (scaffold) that maintains

their therapeutic potential. In addition to a series of bioactive factors, MSCs release high

concentrations of adenosine (ADO), which may be related to the high expression of

Ecto-5'-nucleotidase (CD73), whose main function is to convert extracellular ATP into

immunosuppressive adenosine, in concert with NTPDase1 (CD39). These enzymes are

powerful tools to control the effects mediated by extracellular purines and pyrimidines;

however, the role of purinergic signaling components in tissue regeneration is poorly

understood. In this work, we evaluated the safety and efficacy of the human amniotic

membrane as a biological dressing, in the presence or absence of mesenchymal stromal cells

through in vitro and in vivo models, and we studied the role of purinergic signaling as one of

the pathways responsible for the tissue regeneration. The physical and histological

characterization of the decellularized human amniotic membrane (DhAM) in the presence of

adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells (AD-MSCs) was performed, as well as the

comparison of the potential of DhAM and a commercial substitute as scaffolds for the culture

of mesenchymal stromal cells isolated from the sclerocorneal limbus (L-MSCs),

demonstrating that the culture of MSCs in DhAM did not alter the potential of progenitor

cells in vitro. The effect of DhAM on the presence and absence of AD-MSCs was evaluated

in the preclinical model of deep second-degree burn, which demonstrated the efficacy and

safety of this bioscaffold in tissue regeneration. The role of purinergic signaling components

during wound healing was analyzed using the self-assembled skin substitutes (SASS) model,

demonstrating the modulation of CD73, NTPDase1 and NPP1 enzymes, as well as the

therapeutic potential of the UTP nucleotide in tissue regeneration. Our results confirm the

effectiveness of DhAM as a scaffold for MSCs and as a possible future therapy for the

treatment of burns, in addition to the importance of understanding the involvement of

extracellular nucleotides and ectoenzymes in wound healing, in order to offer new

therapeutic strategies.

Keywords: decellularized human amniotic membrane (DhAM), mesenchymal stromal cells
(MSCs), burns, bioscaffold, self-assembled skin substitutes (SASS), CD73, NTPDase1 and
NPP1, UTP, adenosine.
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1 REFERENCIAL TEÓRICO

1.1 A PELE HUMANA

A pele é o maior órgão do nosso corpo, que além de exercer múltiplas funções vitais, como a

manutenção da homeostase fisiológica do corpo humano, ela constitui uma barreira que nos

protege contra agressões externas.

A pele é estruturada em três camadas diferenciadas, epiderme, derme e hipoderme. Cada uma

tem suas próprias características, como propriedades físicas ou composição celular (Rapini

1996).

A epiderme, a camada mais superficial, é composta por um epitélio escamoso estratificado

constituído principalmente de queratinócitos e outros tipos de células epidermais como células

de Langerhans, células de Merkel e melanócitos (Kanitakis 2002).

Os queratinócitos são células epiteliais derivadas do ectodermo e compreendem

aproximadamente 90 a 95% das células da epiderme. Os queratinócitos passam por um

processo de diferenciação terminal que inicia pelas células tronco presentes na camada basal

até a camada córnea, onde são liberados da superfície da pele, completando a auto-renovação

da epiderme (Watt 1989; Z. Wang et al. 2020). Essas camadas, de profunda até superficial, são

a camada de células basais (estrato basal), a camada de células espinhosas ou escamosas

(estrato espinhoso), a camada de células granulares (estrato granuloso) e a camada de células

cornificadas ou córneas (estrato córneo). A epiderme nas palmas das mãos e plantas dos pés

possui uma camada extra, denominada camada clara ou translúcida (stratum lucidum), que

pode ser vista entre a camada granular e a cornificada (Kanitakis 2002; Jiang et al. 2020).

A epiderme desempenha funções vitais, incluindo limitar a perda passiva de água do corpo,

impedir a absorção de produtos químicos do ambiente externo e impedir a entrada de

microorganismos (Rosso et al. 2016; Wickett, Randall Wickett, and Visscher 2006). A

epiderme, não contém vasos sanguíneos e é dependente da derme, onde vasos sanguíneos e

linfáticos residem, para fornecer acesso a nutrientes e eliminação de resíduos (Lund et al.

2016).
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A derme, abaixo da epiderme, é uma rede rica em elementos da matriz extracelular produzida

pelos fibroblastos, como fibras de colágeno e elastina, que fornecem força e elasticidade à

pele (Kanitakis 2002). A derme contém glândulas sudoríparas, glândulas sebáceas, folículos

pilosos e terminações nervosas, além de vasos sanguíneos, que formam condutos migratórios

para as células do sistema imunológico (Menon 2002; Tay et al. 2014) e desempenham papéis

importantes na homeostase, inflamação e reparo da pele (Boothby, Cohen, and Rosenblum

2020). Células estromais mesenquimais (MSCs) foram identificadas em diferentes nichos

desta camada (Vapniarsky et al. 2015) e têm sido isoladas da derme humana (Naasani et al.

2017).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, composta principalmente por lóbulos de

adipócitos (Yousef, Alhajj, and Sharma 2021), onde têm sido isoladas células estromais

mesenquimais do tecido adiposo (AD-MSCs) (Ritter et al. 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Histologia da pele humana. A) A pele é dividida em três estruturas principais: A1) A
epiderme, formando a camada mais externa; A2) A derme, formando o tecido abaixo da epiderme; A3)
A hipoderme ou tecido subcutâneo, formando a camada mais profunda e separando a pele dos órgãos
subjacentes; A4) A pele também contém estruturas anexiais, como folículos pilosos e glândulas
sebáceas. Coloração de hematoxilina-eosina (HE). Figura adaptada de The Human Protein Atlas
(“Skin” n.d.).

1.1.1 Processo de cicatrização de feridas

Por atuar como função de barreira, a pele é exposta a diversas lesões e patologias que

precisam de uma rápida regeneração. Vários tipos de células das três camadas da pele

precisam se coordenar para promover o reparo tecidual. Esses estágios de hemostasia,

inflamação, proliferação, reepitelização, angiogênese e remodelação ocorrem em uma
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sequência temporal, mas também se sobrepõem, portanto, a reparação da pele está entre os

processos mais complexos do corpo humano [Revisado em (M. Rodrigues et al. 2019)].

A hemostasia marca o primeiro estágio da cicatrização de feridas, a constrição dos vasos

sanguíneos e ativação de plaquetas para formar um coágulo de fibrina, que para o

sangramento após dano vascular. A fase inflamatória é anunciada pelo influxo de neutrófilos,

macrófagos e linfócitos para o local da lesão. Quando a fase inflamatória termina, ocorre a

angiogênese, a formação de novos vasos sanguíneos, uma das mais importantes fases da

cicatrização de feridas. Enquanto novos vasos sanguíneos emergem, os fibroblastos residentes

proliferam e invadem o coágulo para formar o tecido de granulação contrátil.

Simultaneamente, ocorre a reepitelização e envolve o reparo da camada epidérmica. A fase de

remodelação começa quando a matriz extracelular provisória e o colágeno tipo III são

substituídos por colágeno tipo I e os demais tipos de células das fases anteriores sofrem

apoptose [Revisado em (M. Rodrigues et al. 2019; Gantwerker and Hom 2011)] (Figura 2).
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Figura 2. Progressão da cicatrização de feridas agudas na pele. (Superior, à esquerda)
Imediatamente após o ferimento, um coágulo de fibrina se forma e o sangramento é interrompido.
(Superior, à direita) Por vários dias após a lesão, a liberação local de sinais de dano tecidual leva ao
recrutamento de neutrófilos e monócitos/macrófagos circulantes para evitar infecção e fagocitar
células mortas e detritos. (Inferior, à esquerda) Conforme a inflamação é resolvida, os queratinócitos
nas margens da lesão proliferam, migram e se diferenciam para reepitelizar o local da lesão e restaurar
a integridade da barreira. O tecido de granulação se forma no leito da ferida e é vascularizado pela
angiogênese dos vasos sanguíneos próximos. Os miofibroblastos se acumulam no tecido de granulação
e se contraem para fechar a lesão. O influxo de linfócitos na ferida atinge seu pico e a polarização dos
macrófagos muda de estados pró-inflamatórios para pró-reparadores. (Inferior, à direita) Depois que a
lesão fecha, as células no leito da ferida diminuem e uma cicatriz se forma através de uma combinação
de deposição de colágeno, reticulação e remodelação. Este processo fortalece o local da ferida às
custas da regeneração da derme normal (Boothby, Cohen, and Rosenblum 2020).

Embora a regeneração descreva a substituição específica do tecido, o reparo da pele exibe

uma forma inespecífica de cura em que a lesão cura por fibrose e formação de cicatriz

(Reinke and Sorg 2012). Isto representa uma falha considerável da pele, a pele gravemente

danificada pode cicatrizar, mas não pode regenerar. Em vez disso, forma cicatrizes. Mesmo

que as cicatrizes pareçam ser mais espessas do que a pele normal, o tecido é, na verdade, mais

fraco. Essas marcas não são apenas defeitos cosméticos, o tecido cicatricial pode inibir o
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movimento de uma pessoa ou, por não ter glândulas sudoríparas, impedir que o corpo esfrie

(Willyard 2018).

A regeneração da pele é um processo imperfeito que é impedido por uma série de fatores, por

exemplo, uma resposta inflamatória excessiva ou prolongada resulta em aumento da lesão do

tecido; também, os miofibroblastos no tecido de granulação, onde se contraem para fechar a

ferida, tem sido associados em muitas doenças fibróticas (Boothby, Cohen, and Rosenblum

2020; Desmouliere et al. 2014). Portanto, descobrir o papel desempenhado por cada fator

pode levar a novas abordagens para o tratamento de queimaduras e cicatrizes (Willyard 2018).

1.1.2 Queimaduras e tratamentos: Situação no Brasil

A perda da integridade de grandes áreas de pele pode resultar em incapacidade significativa

do indivíduo devido a contrações extensas ou até mesmo em morte (Priya, Jungvid, and

Kumar 2008). O trauma térmico é a causa mais comum da perda da integridade cutânea, no

qual grandes áreas de pele podem ser danificadas, muitas vezes sem a possibilidade de

regeneração (Shevchenko, James, and James 2010).

O tratamento padrão-ouro nestes casos é o enxerto de pele autóloga. No entanto, esta

abordagem fica bastante limitada quando grandes extensões de pele foram acometidas pela

queimadura, ou grandes áreas foram lesadas por traumas físicos, pela restrição de sítios

doadores de pele do próprio paciente. A utilização de aloenxerto é um tratamento providencial

e pode representar a diferença entre a vida e a morte desses pacientes, havendo redução da

mortalidade de grandes queimados quando se dispõe dessa alternativa (Kagan, Robb, and

Plessinger 2005). O Brasil atualmente tem bancos de pele nas cidades do Rio de Janeiro, São

Paulo, Curitiba e Porto Alegre, que realizam a captação, processamento, armazenamento e

disponibilização de lâminas de pele humana para os centros de transplante, beneficiando as

vítimas de queimaduras e politraumatismos.

A terapia de pacientes queimados sempre foi um desafio global, tanto pela complexidade das

lesões, quanto pela necessidade de cuidados intensivos e multidisciplinares envolvendo

diversos profissionais de saúde, como clínicos, intensivistas, psicólogos, nutricionistas,

fisioterapeutas e enfermeiras com experiência na área (Júnior et al. 2007).

A gravidade da queimadura é classificada de acordo com a profundidade da lesão e as

camadas de pele que são afetadas: a queimadura de primeiro grau envolve apenas a epiderme,

a queimadura de segundo grau superficial é uma injúria na metade superior da derme,
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enquanto a de segundo grau profundo envolve quase toda a derme, e queimaduras de terceiro

grau atingem a hipoderme. Quando uma queimadura é de segundo ou terceiro grau, a

vasculatura é destruída e o corpo perde sua capacidade de se auto-regenerar. Procedimentos

cirúrgicos combinados com terapias celulares assim, tornam-se indispensáveis (Abdel-Sayed

et al. 2019).

Carboni e Colaboradores (2019) publicaram uma revisão integrativa com estudos nacionais

publicados nos últimos dez anos com destaque para produtos e terapias usados em

queimaduras, sendo a membrana celulósica porosa e o curativo com prata nanocristalina os

mais utilizados nos estudos avaliados. Existem outros curativos comerciais sintéticos como o

Mepitel®, que possui dupla camada de silicone, o Mepilex ® Ag, um curativo de espuma

com antimicrobiano, entre outros, mas tem poucos estudos utilizando esses curativos para o

tratamento de queimaduras (Carboni et al. 2019).

Atualmente, a pele de peixe tilápia tem sido sugerida como um xenoenxerto potencial para o

tratamento de queimaduras. Lima-Junior e colaboradores (2020) publicaram um relato de caso

de um paciente com lesão térmica, com queimaduras superficiais e profundas de espessura

parcial, que foi tratado com pele de tilápia, levando à reepitelização completa sem efeitos

colaterais. A pele de tilápia carrega a promessa de um produto inovador, fácil de aplicar e

altamente disponível que pode se tornar a primeira pele animal estudada nacionalmente e

registrada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária para uso no tratamento de

queimaduras. (Lima Júnior et al. 2020). No entanto, a pele de peixe tilápia encontra-se em

processo de concessão de patente (BR1020150214359), o que poderia representar a sua

comercialização ao preço de curativos comerciais.

Recentemente, o Conselho Federal de Medicina (CFM), no parecer CFM nº 12/2021, de 21 de

outubro, liberou o uso da membrana amniótica nativa para o tratamento de queimaduras. No

entanto, ainda é necessária a liberação da Comissão Nacional de Incorporação de Tecnologias

no SUS (CONITEC) e da publicação de legislação por parte do ministério da saúde para uso

do tecido [sistemas.cfm.org.br//pareceres (“PDF.js Viewer” n.d.)].

Embora várias terapias para a cura de feridas estejam disponíveis, elas são apenas

moderadamente eficazes. Assim, há necessidade de terapias mais eficazes para a cicatrização

de feridas (M. Rodrigues et al. 2019).
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1.2 ENGENHARIA DE TECIDOS: EM BUSCA DA REGENERAÇÃO TECIDUAL

O estudo e tratamento de feridas remontam ao Antigo Egito, onde desenvolveram uma

bandagem adesiva para unir as bordas da ferida e colocavam um pedaço de carne no primeiro

dia da lesão. Produtos como mel e óleo de camomila também foram usados, e as propriedades

antissépticas e antibacterianas destes compostos foram posteriormente elucidadas

(Gantwerker and Hom 2011).

O déficit de material para o tratamento de lesões cutâneas tem motivado o desenvolvimento

de novas estratégias na área de engenharia de tecidos em busca de processos que favoreçam a

regeneração da área lesionada e, portanto, permitam devolver a função tecidual (Carrier et al.

2009) (Figura 3).

Para pacientes com queimaduras extensas, a expansão das células da pele que permitam uma

função de barreira pode fazer a diferença entre a vida e a morte, e foi essa necessidade aguda

que levou à iniciação da engenharia de tecidos na década de 1980 (MacNeil 2007).

O desenvolvimento de substitutos cutâneos na área de engenharia de tecidos se encontra em

constante progresso. A engenharia de tecidos utiliza células, materiais biocompatíveis, fatores

de crescimento e estimulação física para desenvolver um substituto vivo (Berthiaume et al,

2011).
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Figura 3. Abordagens potenciais para diminuir a formação de cicatrizes e melhorar a

regeneração da pele (Hosseini and Shafiee 2021).

As células estromais mesenquimais (MSCs) têm sido consideradas como uma fonte de células

para uso em medicina regenerativa, engenharia de tecidos e outras aplicações (Vapniarsky et

al. 2015). Estas células possuem muitas propriedades que aumentam seu potencial terapêutico

em dermatologia e oftalmologia, cujo mecanismo ainda está sob investigação.

Para que as células possam ser transplantadas na área da lesão, é necessário um suporte

(scaffold) que promova o crescimento celular a fim de promover a cicatrização de lesões

teciduais. Atualmente existem diversos tipos de materiais, que podem ser naturais ou

sintéticos e dependendo das suas características como biocompatibilidade, bioatividade e

biodegradação e das suas propriedades físico-químicas (morfologia superficial, porosidade,

rigidez e resistência mecânica), pode afetar a interação com as células e o sistema vivo

(Dolcimascolo et al. 2019). Portanto a escolha de células e biomateriais é fundamental no

campo da medicina regenerativa.
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1.2.1 Substitutos cutâneos

Nas últimas décadas, vários substitutos cutâneos acelulares, epidérmicos, dérmicos, de duas

camadas ou xenogênicos, foram desenvolvidos e comercializados para o tratamento de

defeitos da pele, como, Alloderm®, Integra®, Pelnac®, e Lando®. Também, a submucosa do

intestino delgado porcino, OASIS®, é utilizada como substituto da pele no tratamento de

queimaduras (Gentile and Garcovich 2021) (Figura 4). Embora, a relação custo-benefício

desses materiais deve sempre ser considerada com cuidado, especialmente no Brasil, onde

eles são comercializados a um alto custo (Ferreira et al. 2011).

Figura 4. Substitutos dermo-epidérmicos de pele. Desenvolvidos por engenharia de tecidos com o
objetivo de produzir substitutos de pele para uso clínico. Figura adaptada de (Vig et al. 2017).

Estes modelos contêm várias camadas de células epiteliais crescendo em cima de camadas de

tecido com fibroblastos e matriz extracelular. Eles fornecem substitutos de tecido que podem

ser manipulados experimentalmente em condições in vitro (Haddad et al. 2017).
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Os substitutos de pele auto-montados (Self Assembled Skin Substitute, SASS) foram

desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do LOEX da Universidade Laval na cidade de Quebec,

Canadá. Estes substitutos de pele, desenvolvidos por engenharia de tecidos, são muito

semelhantes à pele humana nativa. São compostos por uma matriz extracelular de colágeno

natural, secretada pelo próprio fibroblasto, sem a utilização de nenhum material sintético,

subjacente a uma uma membrana basal funcional e uma epiderme totalmente diferenciada (D.

Larouche et al. 2016; Beaudoin Cloutier et al. 2017) Figura 5.

Figura 5. Análise macroscópica e histológica do substituto de pele auto-montado (SASS)
produzido in vitro. Aspecto macroscópico (A – C) e resultados histológicos (D – F), produzidos com
queratinócitos e fibroblastos do mesmo doador. Barra de escala: (A – C), 167 mm; (D – F), 50 μm (D.
Larouche et al. 2016).

Uma das maiores conquistas da tecnologia dos substitutos de pele auto-montados do LOEX é

o uso de células autólogas, que permitiram o tratamento como enxerto permanente de 14

pacientes gravemente queimados, com cobertura bem sucedida e como resultado eficácia

clínica (Germain et al. 2018). Dependendo do tipo de célula utilizada, esses substitutos

tridimensionais podem ser desenvolvidos a fim de substituir tecidos lesados ​​em pacientes,

considerando outras abordagens que não a pele, como a córnea (Proulx et al. 2011). Além

disso, eles também podem ser usados ​​para compreender vários mecanismos fisiológicos e
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patológicos, como psoríase (Jean, Soucy, and Pouliot 2011) e cicatriz hipertrófica (Moulin

2021)

Além da aplicação clínica, os substitutos cutâneos também podem ser destinados à

aplicabilidade industrial e pesquisa experimental. No campo da pesquisa, são uma ferramenta

valiosa para estudos in vitro, sendo uma excelente alternativa para estudar biologia da pele

(Mieremet et al. 2019), cicatrização de feridas (Laplante et al. 2001; Y. Xie et al. 2010),

envelhecimento da pele (Diekmann et al. 2016; Weinmüllner et al. 2020), carcinoma de

células escamosas cutâneo (Commandeur et al. 2009), melanoma (Hill et al. 2015) e testes de

corrosão (Catarino et al. 2018), sendo as formas de pesquisa mais promissoras antes de novos

avanços poderem ser traduzidos para beneficiar cirurgicamente os pacientes (Figura 6).

Figura 6. Elaboração do substitutos de pele auto-montado (SASS). A derme é produzida a partir da

secreção de colágeno dos fibroblastos. A estratificação dos queratinócitos é produzida pelo sistema

líquido-ar. Estes modelos permitem o estudo do efeito de compostos na pele in vitro.

http://www.crchudequebec.ulaval.ca/ (Naasani et al. não publicado).

1.2.2 Scaffold natural: Membrana amniótica humana

A membrana amniótica humana (hAM) é a camada interna da placenta e é considerada uma

importante fonte de material de suporte celular. Os componentes da matriz extracelular da

hAM criam um suporte quase nativo para engenharia de tecidos, a camada estromal tem uma

abundância de proteoglicanos, glicoproteínas e uma rede de colágeno, principalmente tipo III

(Niknejad et al. 2008).

A membrana amniótica humana é a camada interna da placenta, com uma espessura entre 20 e

50 μm e consiste em cinco camadas diferentes: uma única camada de epitélio, uma membrana
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basal, uma camada compacta, uma camada de fibroblasto e uma camada esponjosa (Niknejad

et al. 2008; Oyen, Calvin, and Landers 2006) (Figura 7).

A membrana placentária contém células epiteliais, fibroblastos neonatais e células-tronco

mesenquimais (MSCs), promovendo efetivamente a cicatrização de feridas e já é aceita em

tratamentos de oftalmologia como ulceração corneal, cobertura de lesões na conjuntiva e

queimaduras químicas agudas nos olhos (Meller et al. 2011). Também, a aplicação da

membrana amniótica tem sido utilizada nos campos de dermatologia e cirurgia plástica

(Leal-Marin et al. 2021). No ensaio clínico em fase 1 será avaliada a utilização do âmnio

humano como cobertura temporal de feridas (“Study of Donated Amnion, Fetal Placental

Membrane, as Skin Substitute for Burn Patients - Full Text View - ClinicalTrials.gov” n.d.)

(ClinicalTrials.gov identifier (NCT number): NCT00592189).

Figura 7. Membranas placentárias humanas. (a) Representação esquemática da estrutura de hAM e
a composição da matriz extracelular para cada camada. (b) Aspecto geral das membranas fetais
humanas (imagem à esquerda). A hAM é uma fina camada translúcida anexada ao córion (CM)
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(imagem à direita). Colorações de hematoxilina e eosina de (A) enxertos de âmnio/córion e (B)
enxertos somente de âmnio. O âmnio possui uma única camada de células epiteliais, sob as quais se
encontra uma espessa membrana basal e uma camada acelular e avascular de mesênquima. (a-b)
Figura adaptada de (Leal-Marin et al. 2021); (A-B) Figura adaptada de (Riboh et al. 2016).

Comercialmente, a membrana amniótica também já é utilizada em vários países, como por

exemplo com curativo Grafix (Osiris Therapeutics Inc., Columbia, MD, EUA), um aloenxerto

comercializado, criopreservado à base de placenta, que emprega a constituição nativa do

tecido placentário, produzindo uma matriz extracelular que inclui várias células vivas, com

estudos publicados tendo seu uso em diferentes feridas agudas e crônicas, queimaduras,

incisões cirúrgicas e deiscências (Tavakoli and Klar 2021).

Na área de engenharia de tecidos, a hAM tem sido utilizada em várias formas, como fresca,

nativa ou descelularizada, criopreservada, seca ao ar ou liofilizada, dependendo da

acessibilidade do equipamento e dos tipos de lesões. A descelularização da hAM, sem

comprometer os componentes de matriz extracelular, é muito importante para evitar a rejeição

do enxerto (Milan et al. 2020). O processo de descelularização ajuda a eliminar possíveis

respostas imunogênicas, removendo as células e resíduos celulares da membrana amniótica,

enquanto deixa as proteínas estruturais extracelulares intactas (Milan et al. 2020; Weidinger et

al. 2020).

Alguns trabalhos e patentes têm discutido a aplicabilidade de técnicas de scaffolds com hAM,

conforme resumido na Tabela I, com o objetivo de criar compósitos utilizando biomateriais

que aumentem a eficácia para diferentes aplicações, principalmente na área de reconstrução

ocular.

Tabela I. Aplicação de compostos de membrana amniótica humana e produtos comerciais.
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Fonte: (Leal-Marin et al. 2021).

Considerando os componentes da matriz extracelular da hAM, a membrana amniótica

descelularizada pode ser associada com células estromais mesenquimais, como potencial

alternativa no reparo de lesões cutâneas extensas como as queimaduras.

1.2.3 Células Estromais Mesenquimais

Nas últimas décadas, um grande número de estudos surgiram usando terapias baseadas em

MSCs em estudos pré-clínicos para tratar muitas patologias diferentes, incluindo distúrbios

neurológicos (van Velthoven et al. 2013), isquemia cardíaca (Liu et al. 2016), diabetes (Si et

al. 2012) e doenças ósseas e cartilaginosas (Ozeki et al. 2016).

O potencial terapêutico das MSCs é mediado, em primeiro lugar, por sua capacidade inerente

de migrar em direção aos tecidos danificados. Em seguida, as células secretam mediadores

bioativos, como fatores de crescimento, citocinas e vesículas extracelulares que exercem

efeitos imunossupressores, antiapoptóticos, antifibróticos, angiogênicos e antiinflamatórios

(Salgado et al. 2010).
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As células estromais mesenquimais são células não-hematopoiéticas com capacidade de

auto-renovação, proliferação e potencial de diferenciação multilinhagem (Friedenstein,

Chailakhjan, and Lalykina 1970; Pittenger et al. 1999). As MSCs têm expressão reduzida de

antígenos de classe I do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e não expressam

MHC II ou moléculas coestimulatórias como CD80, CD86 e CD40. Assim, as MSCs

apresentam um fenótipo não imunogênico, possibilitando sua utilização alogênica na

regeneração de tecidos e evitando a necessidade de imunossupressão após o transplante

(Galindo et al. 2021) Figura 8.

Figura 8. Vantagens das células estromais mesenquimais para uso clínico. As MSCs possuem
múltiplas vantagens para aplicação clínica. Entre outros benefícios, as MSCs podem ser isoladas de
várias fontes, são produzidas em grande escala, se diferenciam em vários tipos de células e têm efeitos
pleiotrópicos. Todas essas vantagens tornam as MSCs adequadas para aplicação clínica em diferentes
condições patológicas, como danos neurológicos, doenças hepáticas, isquemia cardíaca, diabetes ou
problemas de pele (Hmadcha et al. 2020).

As MSCs têm sido isoladas de diferentes tecidos adultos, incluindo medula óssea, tecido

adiposo, gelatina de Wharton do cordão umbilical, placenta, pele e córnea (Dravida et al.

2005; Vapniarsky et al. 2015). Entre os diversos materiais biológicos, o limbo esclerocorneal,

a zona estreita entre a córnea e a esclera, representa uma fonte tecidual para o isolamento de

células estromais mesenquimais. As células estromais mesenquimais do limbo (L-MSCs)

compartilham características com as células estromais mesenquimais da medula óssea, em

relação à sua morfologia, marcadores específicos, alta taxa de proliferação e baixa
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imunogenicidade (Dravida et al. 2005; Du et al. 2005). Estas células fornecem um nicho e

permitem a manutenção do fenótipo das células tronco limbais epiteliais e participam na

regeneração da córnea (Polisetty et al. 2008; H.-T. Xie et al. 2012).

Em 2001, Zuk e colaboradores descreveram uma nova célula estromal/tronco mesenquimal

isolada de tecido adiposo após procedimento de lipoaspiração (Zuk et al. 2001). Desde então,

o tecido adiposo foi amplamente estudado como uma fonte de células para engenharia de

tecidos e medicina regenerativa (Patrikoski, Mannerström, and Miettinen 2019). Nosso grupo

de pesquisa demonstrou que MSCs isoladas de tecido adiposo (AD-MSCs), em associação

com carboximetilcelulose, são capazes de promover a regeneração da pele em um modelo

pré-clínico de lesão (C. Rodrigues et al. 2014).

Recentemente, Gentile e colaboradores (2021) publicaram uma revisão sistemática onde

incluíram estudos de células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo, Plasma

rico em plaquetas e biomateriais como novas estratégias regenerativas em feridas cutâneas

crônicas e defeitos de tecidos moles. Eles concluíram que os tratamentos atuais diferem na

metodologia e técnica de tratamento e mais estudos são necessários para definir protocolos

padronizados, e ensaios clínicos randomizados em grande escala ainda precisam ser

realizados para confirmar sua eficácia (Gentile and Garcovich 2021).

Apenas 12 estudos relacionados estão listados no banco de dados de ensaios clínicos, e apenas

alguns relatos de casos com pacientes limitados foram publicados. Esses estudos

comprovaram a segurança do tratamento com base em MSC e alguns mostraram boa eficácia

na melhora da cicatrização de lesões por queimadura. No entanto, devido ao número limitado

de pacientes, falta de regulação, grande variabilidade nos protocolos de tratamento e

avaliações de resultados inconsistentes, o valor desses estudos clínicos tem sido limitado (M.

Wang et al. 2021).

Um dos principais papéis das MSCs é a imunomodulação (Marigo and Dazzi 2011).

Trabalhos têm sugerido que uma resposta inflamatória local intensa pode estimular e

aumentar o desenvolvimento de fibrose (Marigo and Dazzi 2011; Gill and Parks 2008). Neste

contexto, tem-se demonstrado uma importante participação da sinalização purinérgica na via

de reparo tecidual (Geoffrey Burnstock, Knight, and Greig 2012).
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Nós demonstramos que as MSCs liberam altas concentrações de adenosina (ADO) (Naasani

et al. 2017), a qual vem ganhando destaque no processo de regeneração tecidual. Este

aumento pode estar relacionado com a alta expressão de CD73, considerado um dos

marcadores das MSCs, resultando em uma alta atividade hidrolítica do AMP em ADO

(Roszek and Wujak 2018). Este acúmulo de ADO pode auxiliar no controle do recrutamento

das células imunes durante o processo cicatricial (Antonioli et al. 2019). Isto é extremamente

relevante, uma vez que estas células podem direcionar diferentes tipos de regeneração tecidual

dependendo da sua polarização, podendo ter efeitos anti-fibróticos ou inflamatórios, o que

levaria a um processo de regeneração ou formação de fibrose, respectivamente (J. Larouche et

al. 2018).

1.3 PAPEL DO SISTEMA PURINÉRGICO NO REPARO TECIDUAL

Há um número crescente de estudos relacionados às aplicações terapêuticas da sinalização

purinérgica na pele, incluindo crescimento de cabelo (Oura et al. 2008), cicatrização de

feridas (Montesinos, Desai-Merchant, and Cronstein 2015), inflamação (Takai et al. 2011) e

melanoma (White et al. 2009). O entendimento biológico dos receptores purinérgicos

envolvidos pode abrir um caminho para novas modalidades de tratamento nessas importantes

doenças da pele (Geoffrey Burnstock, Knight, and Greig 2012).

Os nucleotídeos extracelulares (ATP, ADP, AMP, UTP) são moléculas sinalizadoras da

cascata purinérgica e influenciam uma variedade de processos fisiológicos como secreções

endócrinas e exócrinas, respostas imunes, inflamação, proliferação, diferenciação, migração e

morte celular (G. Burnstock 2007).

A concentração de nucleotídeos e nucleosídeos é controlada com precisão pela família das

E-NTPDases (ectonucleósido trifosfato difosfono-hidrolase) a família de nucleótidos

pirofosfatase/fosfodiesterase (NPP) e ecto-5'-nucleotidase (CD73) (Zimmermann 2001;

Robson, Sévigny, and Zimmermann 2006). As NTPDases e NPPs hidrolisam nucleotídeos

trifosfato (ATP e UTP) e difosfato (ADP e UDP) em seu derivado monofosfato (adenosina

5'-monofosfato (AMP) e uridina 5'-monofosfato (UMP) (Kukulski et al. 2005). O AMP e

UMP são posteriormente hidrolisados pela CD73 para gerar adenosina e uridina,

respectivamente. Assim, essas enzimas são ferramentas poderosas para controlar os efeitos

mediados por purinas e pirimidinas extracelulares (Anderson and Parkinson 1997; Robson,

Sévigny, and Zimmermann 2006).
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Após uma lesão celular, se inicia a liberação de fatores de crescimento na ferida, bem como a

saída de nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares, os quais ativam os receptores

purinérgicos do tipo ionotrópicos (P2X) e metabotrópicos (P2Y). A adenosina, produto de

degradação do ATP, ativa os receptores P1 seletivos para adenosina (G. Burnstock 2007;

Gendaszewska-Darmach and Kucharska 2011) (Figura 9).

Figura 9. Representação esquemática da sinalização purinérgica. Os nucleotídeos são

liberados das células por estimulação mecânica, liberação exocitótica ou lesão. Quando são

externalizados, podem participar em processos fisiológicos e morte celular, portanto as

purinas e pirimidinas podem atuar como importantes mensageiros locais nos tecidos. (Naasani

et al., não publicado) Created in Biorender.com

O ATP, liberado por células danificadas e fisiologicamente em resposta a distúrbios

mecânicos, parece estar envolvido na cicatrização de feridas, reparação de tecidos e

regeneração (Geoffrey Burnstock, Knight, and Greig 2012). Jin e colaboradores (2014)

mostraram que os receptores P2Y2, ativados por ATP e UTP, têm um papel importante no
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processo de cicatrização de lesões cutâneas, in vitro e in vivo, aumentando a proliferação

celular, a migração celular e a expressão de proteínas da matriz extracelular (Jin et al. 2014).

O papel da ADO também vem ganhando destaque no processo de cicatrização tecidual.

Shaked et al. demonstraram em pacientes queimados que existe um acúmulo de ADO no

fluido de bolhas formadas em queimaduras, e que esta poderia exercer efeitos contraditórios

dependendo de sua concentração, podendo ter efeitos benéficos antiinflamatórios mas também

levar a disfunção sistêmica do sistema imune e síndrome da perda capilar (Shaked et al.

2007).

O progresso acelerado neste campo tem ajudado a determinar a participação desses compostos

em processos bioquímicos e fisiológicos fundamentais em diferentes tecidos. O seu potencial

terapêutico em uma ampla gama de enfermidades também está atraindo um interesse

crescente (Geoffrey Burnstock and Knight 2018). Embora seja crescente o número de

trabalhos sobre o envolvimento de nucleotídeos extracelulares na regeneração de feridas,

muitos problemas ainda precisam ser resolvidos. É necessário conhecer os mecanismos pelos

quais essa via modula a regeneração para que esse conhecimento possa traduzir-se em

benefício clínico, para a utilização de nucleotídeos ou os seus análogos no tratamento de

regeneração de feridas na pele.
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2 HIPÓTESE DE TRABALHO

A elevada disponibilidade da membrana amniótica, facilidade de aceitação da doação pelas

gestantes e baixo custo de manipulação, tem despertado o interesse na utilização estendida

deste importante recurso biológico. Além disso, a aplicação clínica de células estromais

mesenquimais alogênicas ainda não teve sua segurança biológica garantida, impedindo, desta

forma, a sua utilização em humanos de maneira indiscriminada. Portanto, se a membrana

amniótica descelularizada pode ser utilizada como scaffold para MSCs de diferentes tecidos,

in vitro, e como curativo biológico para tratamento de queimaduras, in vivo, a potencialidade

das células será mantida assim como a segurança biológica deste biomaterial, o que pode

representar um avanço no uso da membrana amniótica na prática clínica do Brasil, além do

interesse e participação no setor produtivo.

A compreensão dos mecanismos que modulam a regeneração da pele humana, bem como a

necessidade de terapias alternativas que minimizem o processo de formação de cicatrizes

ainda precisa de muita atenção na comunidade científica. Se os nucleotídeos como o ATP,

UTP e seus produtos de degradação, exemplo, adenosina, estão envolvidos no processo de

regeneração da pele, será observada a modulação dos componentes da sinalização purinérgica,

no modelo de substituto cutâneo desenvolvido por Germain e colaboradores no Centro de

Regeneração da Universidade Laval, Quebec, Canadá, o que terá uma importante contribuição

para o país e futuramente na melhora das terapias para o tratamento de lesões cutâneas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a segurança e eficácia da membrana amniótica humana como um curativo biológico

na regeneração de lesões, na ausência ou presença de células estromais mesenquimais através

de modelos in vitro e in vivo, bem como, avaliar o papel da sinalização purinérgica como uma

das vias responsáveis pela regeneração tecidual.

3.1.1 Objetivos Específicos

1. Padronização e caracterização protocolos de descelularização e preservação da

membrana amniótica humana.

2. Padronização da extração de células estromais mesenquimais derivadas de materiais

biológicos de descarte (tecido adiposo e limbo esclerocorneal) e de tecido adiposo de

ratos, bem como a caracterização fenotípica e o potencial de diferenciação

multilinhagem.

3. Desenvolver um bioscaffold, associando-se a membrana amniótica humana

descelularizada, células estromais mesenquimais, derivadas de tecido adiposo humano

de descarte hospitalar e analisar as características físicas, histológicas e moleculares.

4. Comparar a membrana amniótica descelularizada com uma membrana biológica

comercial, a submucosa de intestino delgado porcino, como scaffold para células

estromais mesenquimais derivadas do limbo esclerocorneal humano.

5. Padronizar um modelo murino de lesão cutânea por queimaduras de segundo grau

profundo para avaliar a eficácia e segurança da membrana amniótica humana.

6. Avaliar o efeito da membrana amniótica descelularizada na presença ou ausência de

células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo de ratos na regeneração

tecidual em modelo pré-clínico de queimadura de segundo grau profundo, através de

análises histológicas e de imunofluorescência.

7. Reproduzir um modelo de substituto cutâneo com células humanas para estudar os

mecanismos envolvidos na regeneração da pele (realizado como estágio no exterior na

Universidade de Laval, Canadá).
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8. Avaliar o papel da sinalização purinérgica, como um dos mecanismos envolvidos na

regeneração tecidual in vitro, através de um substituto cutâneo e in vivo, no modelo

pré-clínico de queimadura.
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4 ORGANIZAÇÃO DA TESE

Os resultados produzidos nesta Tese serão apresentados na forma de capítulos organizados da

seguinte forma:

- Capítulo I: Artigo publicado, intitulado: “Decellularized human amniotic

membrane associated with adipose derived mesenchymal stromal cells as a

bioscaffold: Physical, histological and molecular analysis” (objetivos 1, 2 e 3).

- Capítulo II: Artigo publicado, intitulado: “Comparison of Human Denuded

Amniotic Membrane and Porcine Small Intestine Submucosa as Scaffolds for

Limbal Mesenchymal Stem Cells” (objetivos 1, 2 e 4).

- Capítulo III: Artigo publicado, intitulado: “Bioscaffold developed with

decellularized human amniotic membrane seeded with mesenchymal stromal

cells: assessment of efficacy and safety profiles in a second-degree burn

preclinical model” (objetivos 1, 2, 5, 6 e 8).

- Capítulo IV: Artigo publicado, intitulado: “UTP increases wound healing in the Self

Assembled Skin Substitute (SASS)” (objetivos 7 e 8).

- Capítulo V: Artigo em preparação, intitulado: “CD73 is overexpressed during the

wound healing process in Self Assembled Skin Substitute (SASS) model”

(objetivos 7 e 8).
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5 CAPÍTULO I - Artigo 1

Decellularized human amniotic membrane associated with
adipose derived mesenchymal stromal cells as a bioscaffold:

Physical, histological and molecular analysis

Artigo publicado na revista Biochemical Engineering Journal
Fator de impacto: 3.978, na forma de Original article

Article DOI: doi.org/10.1016/j.bej.2019.107366

A membrana amniótica humana tem um grande potencial como curativo e sua combinação

com células estromais mesenquimais representam uma terapia alternativa para a regeneração

de lesões. Para alcançar o benefício do potencial terapêutico das células estromais

mesenquimais na regeneração de feridas, é muito importante utilizar um scaffold

biocompatível que mantenha a potencialidade de células progenitoras, sem alterar a

viabilidade celular, para que estas possam apresentar suas propriedades imunomoduladoras e

quimioatraentes quando transplantadas na área ferida. A membrana amniótica é

histologicamente semelhante ao tecido cutâneo, no entanto, para a elaboração do bioscaffold,

em combinação com células estromais mesenquimais, a membrana é exposta a processos de

descelularização. Estes processos devem garantir uma descelularização eficaz sem a alteração

da histoarquitetura do biomaterial. Neste trabalho analisamos as características físicas,

histológicas e moleculares da membrana amniótica descelularizada na presença e ausência de

células estromais mesenquimais, isoladas de tecido adiposo. Essa etapa é fundamental para

que se possa utilizar com segurança esse bioscaffold em modelos pré-clínicos.
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6 CAPÍTULO II - Artigo 2

Comparison of Human Denuded Amniotic Membrane and
Porcine Small Intestine Submucosa as Scaffolds for Limbal

Mesenchymal Stem Cells

Artigo publicado na revista Stem Cell Reviews and Reports
Fator de impacto: 5.739, na forma de Original Article

Article DOI: doi.org/10.1007/s12015-018-9819-8

A córnea é um tecido que, assim como a pele, se encontra exposta a diversas lesões que

podem levar à deficiência de células estromais do limbo esclerocorneal, as células

responsáveis pela regeneração da córnea. Isso implica que a superfície da córnea não possa

ser regenerada, causando a uma perda da acuidade visual. As células estromais mesenquimais

do limbo esclerocorneal têm sido consideradas como uma fonte de células para o seu uso em

medicina regenerativa, em aplicações dermatológicas e oftalmológicas, cujo mecanismo ainda

está sob investigação. Assim como a membrana amniótica humana, outros biomateriais como

a submucosa de intestino delgado porcino têm sido utilizados no desenvolvimento de matrizes

biológicas. Este capítulo tem como objetivo comparar a membrana amniótica descelularizada,

com a submucosa de intestino delgado porcino, como scaffolds para o crescimento e

manutenção de células mesenquimais do limbo esclerocorneal.
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7 CAPÍTULO III -Artigo 3

Bioscaffold developed with decellularized human amniotic
membrane seeded with mesenchymal stromal cells: assessment of
efficacy and safety profiles in a second-degree burn preclinical

model

Artigo publicado na revista Biofabrication

Fator de impacto: 11.061, na forma de Original article

Após a elaboração e análise do bioscaffold de membrana amniótica humana e células

estromais mesenquimais, onde a membrana amniótica foi efetivamente descelularizada e as

células estromais mesenquimais mantiveram seu potencial de células progenitoras, o seguinte

passo é avaliar como esse bioscaffold pode ser utilizado em modelos pre-clínicos. Neste

capítulo foi desenvolvido um modelo murino de lesão cutânea por queimadura, para avaliar o

efeito da membrana amniótica descelularizada na presença ou ausência de células estromais

mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Foi padronizada a realização de queimaduras de

segundo grau profundo, assim como os curativos externos para evitar a remoção dos

tratamentos. Os resultados derivados deste capítulo poderão confirmar a eficácia e segurança

deste curativo de baixo custo e elevada disponibilidade para a futura aplicação clínica como

terapia para o tratamento de queimaduras.
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8 CAPÍTULO IV - Artigo 4

UTP increases wound healing in the Self Assembled Skin
Substitute (SASS)

Artigo publicado na revista Journal of Cell Communication and Signaling
Fator de Impacto: 5.908, na forma de Original Article

O papel dos receptores purinérgicos P1 e P2 tem sido analisado em vários tipos de células da

pele. Entretanto, os mecanismos envolvidos na sinalização extracelular do ATP são pouco

compreendidos, particularmente na derme humana. Neste capítulo usamos os substitutos de

pele auto-montados (SASS), para estudar o impacto de agonistas e antagonistas de sinalização

purinérgicos, como ATP, UTP e um antagonista do receptor P2Y, Reactive Blue 2 (RB2)

durante a cicatrização de feridas. Após o tratamento das peles feridas, avaliamos a área da

lesão, reepitelização e qualidade das peles através da estrutura da membrana basal e a

diferenciação epidérmica. Além disso, a expressão das principais ectoenzimas capazes de

hidrolisar nucleotídeos (NTPDase1 e NPP1) foram investigadas nas regiões da ferida. Os

resultados obtidos neste capítulo poderão demonstrar o envolvimento de nucleotídeos

extracelulares e principais ectoenzimas, na cicatrização da pele humana, o que poderia

contribuir nas futuras aplicações clínicas utilizando o potencial de nucleotídeos para

regeneração de tecidos.
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9 CAPÍTULO V - Artigo 5

CD73 is overexpressed during the wound healing process in
bilayered self assembled skin substitute (SASSs) model

Manuscrito em preparação

Após o nosso grupo de pesquisa ter demonstrado que as MSCs liberam altas concentrações de

adenosina, produto da alta atividade hidrolítica do AMP em ADO pela CD73, o papel desta

enzima no processo de regeneração tecidual tem ganhado o nosso interesse. A CD73 é

expressa na superfície celular de uma variedade de tecidos e a alta expressão desta proteína

tem sido implicada com uma variedade de tumores, no entanto o papel da CD73 na

regeneração tecidual ainda é desconhecido. Os substitutos de pele são uma ferramenta valiosa

para estudar a biologia da pele, incluindo o efeito de compostos na cicatrização de feridas.

Neste capítulo será analisada a expressão da CD73 durante a cicatrização de feridas no

modelo de substitutos de pele auto-montados (SASS) desenvolvido pelo grupo de pesquisa do

LOEX da Universidade Laval na cidade de Quebec, Canadá. A expressão da CD73 também

será analisada no modelo de cicatrização de feridas, após estimulação com AMP e ADO e a

inibição farmacológica com o antagonista da CD73, Adenosina 5'- (α, β-metileno) difosfato

(APCP). Uma compreensão profunda do papel da enzima CD73 e da ADO na regeneração

tecidual poderá levar a novas formas de tratamento que permitam modular a via da

sinalização purinérgica, seja através da utilização de nucleotídeos ou agonistas/antagonistas

de receptores e enzimas, e desta forma reduzir processos de inflamação crônica e melhorar a

cicatrização, processos que são decisivos na recuperação de grandes lesões cutâneas.
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Abstract

The key role of the CD73 during tumor progression has been studied, but their involvement
during the wound healing is poorly understood. The tissue engineered skin substitutes represent
a valuable tool for experimental research to study skin biology. The Self-assembled skin
substitutes (SASS) are a highly functional bilayered skin substitute which has been demonstrated
as a good model to study the healing process. In this study we analyzed CD73 expression during
healing, following CD73 stimulation with AMP and adenosine (ADO) and pharmacological
inhibition with Adenosine 5'-(α,β-methylene)diphosphate (APCP). ADO significantly stimulated
reepithelialization whereas no alterations in the structural skin proteins, cytokeratin 10 and
laminin-5 expression, were identified after treatments. The cell proliferation was also analyzed
according to the treatments and the regions of the wounded SASS: unwounded region, wound
margin, intermediate region and migrating epidermal tongue. There was an increase in the cell
number following AMP and ADO treatments mainly in the dermis in the intermediate region and
in migrating epidermal tongue regions. In addition, CD73 expression was increased, mainly in
basal keratinocytes, during wound healing. This expression was also observed in injured
keratinocytes cultured in monolayer. The signaling pathways involving CD73 in wound healing
may provide new insights into therapeutic strategies.
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Introduction

Skin repair greatly depends on the extent and mechanism of injury. It involves a variety of cell
types with different functions in the phases of hemostasis, acute inflammation, proliferation and
maturation, making the skin wound healing one of the most complex processes in the human
body that still remains unclear (Veith et al. 2019; Das and Baker 2016; Rodrigues et al. 2019).

There are considerations about how surrounding factors can affect cellular function in wound
healing. A thorough discovery of cellular diversity and function, as well as, the identification of
cell surface markers to isolate the most effective cells will aid our understanding of skin biology
and to generate effective therapies for skin injuries (Rodrigues et al. 2019).

After a cell damage, nucleotides and nucleosides can be released from the intracellular
environment to be degraded by ectoenzymes and/or act on different purinergic receptors
(ionotropic P2X or metabotropic P2Y receptors for ATP/ADP and P1 selective for adenosine)
(Abbracchio et al. 2009; Burnstock 2007). Extracellular ATP has a short half-life before being
converted to adenosine by hydrolysis or by dephosphorylation of ATP to AMP (Regateiro,
Cobbold, and Waldmann 2013). Tri/diphosphate nucleotides are degraded by ecto-NTPDases
(NTPDases1-8) and ecto-5’nucleotidase (CD73) hydrolyzes AMP to adenosine (ADO), being the
major contributor to the pathway that completely hydrolyses extracellular ATP to adenosine
(Zimmermann 2001; Robson, Sévigny, and Zimmermann 2006; Bavaresco et al. 2008). This
physiological release and degradation must be regulated to avoid a prolonged immune response
and consequent increase in inflammatory mediators that regulate tissue damage, induce
excessive recruitment of immune cells and establish chronic inflammatory conditions
accompanied by fibrosis (Ferrari et al. 2016).

The CD73 is linked to the plasma membrane with its catalytic site exposed to the extracellular
space and is expressed on the cell surface of a variety of tissues (Bavaresco et al. 2008; Resta,
Yamashita, and Thompson 1998; Colgan et al. 2006). The CD73 expression was observed in
human intestinal epithelial cells (Strohmeier et al. 1997), endothelial cells (Airas et al. 1997),
dermal mesenchymal stromal cells (Naasani et al. 2017), and by adaptive immune cells (Bono et
al. 2015; Thomson et al. 1990). In hypoxic conditions and inflammatory mediators, the CD73
expression and function is increased (Antonioli et al. 2016). Upregulation of this protein has
been implicated in a variety of tumors, such as colon, lung, pancreatic, and ovarian carcinomas
(Jin et al. 2010). Indeed, elevations of CD73 in human carcinomas correlate with increasing
tumor invasion, propensity for metastasis, vascularity, and shorter survival (Spychala 2000;
Zhang 2010; Wladis, Weller, and Adam 2020). However, the role of CD73 in wound healing is
poorly understood.

Reconstructed human skin models are upcoming alternatives to traditional wound healing
strategies and tissue regeneration. Several tissue engineered skin substitutes have been
developed and optimized, based on culture conditions, cell sources, cell types and natural or
synthetic dermal substrates, in order to better mimic the composition of the skin (Choudhury
and Das 2021). They are a valuable tool for experimental research to study skin biology
(Mieremet et al. 2019). The Self-assembled skin substitutes (SASS) are a highly functional
bilayered skin substitute which shares many properties with native human skin (Beaudoin
Cloutier et al. 2017), and can be useful to study the skin wound healing (Laplante et al. 2001).
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The signaling pathways involving adenosine and CD73 in wound healing need to be elucidated
for the development of targeted therapies. In this study we analyzed the CD73 expression on an
in vitro wound healing model, and the impact of its stimulation with AMP and ADO and its
pharmacological inhibition with Adenosine 5'-(α,β-methylene)diphosphate (APCP) on healing.

Material and Methods

SASS production

Small pieces of skin removed by surgery and following procedures approved by the institution’s
committee for the protection of human subjects was the source of cells. Primary human
keratinocytes and fibroblast were isolated and cultured as described (Moulin 2021). The Self
Assembled Skin Substitute (SASS) was produced as described pr
eviously (Germain et al. 2018). For the dermal sheet, 5x10⁴ fibroblasts/well were seeded into 12
well plate containing a anchoring paper (Whatman® filter) and cultured with fibroblast
medium: 10% Fetal calf serum (Wisent, Saint-Bruno, QC, Canada), 100 IU/mL Penicillin G, 25
μg/mL Gentamicin.

When fibroblasts reached confluence, they were treated with 50 μg/ml ascorbic acid during one
month in order to secrete an abundant extracellular matrix and to form the dermal sheet.
Keratinocytes were then seeded on a first dermal sheet (DS1) at 8x10⁵ cells/well with
keratinocyte medium: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/Ham's F12 Medium (3:1)
supplemented with 5% FetalClone II serum (HyClone, GEHealthcare Life Sciences, Mississauga,
Ont, Canada), 10 ng/mL human epidermal growth factor, 5 μg/mL Insulin, 0.4 μg/mL
Hydrocortisone, 0.212 μg/mL Isoproterenol, 100 IU/mL, penicillin G and 25 μg/mL Gentamicin,
and maintained for 4 days with daily media changes to form a keratinocyte sheet. After four days,
the epidermal sheet was stacked with a second dermal sheet (DS2), and kept in place thanks to
Ligaclip®. Skin were then placed on the air-liquid interface and cultured in air-liquid medium
(DMEM/Ham F12, supplemented with 5% FetalClone II serum, 5 μg/mL Insulin, 0.4 μg/mL
Hydrocortisone, 0.212 μg/mL Isoproterenol, 100 IU/mL, penicillin G and 25 μg/mL Gentamicin).
Medium was changed every 48 hours for 14 days to achieve formation of a stratified epidermis.
The cultures were maintained in a humidified incubator at 37 °C, 7% CO2.

Wounded SASS and wound area measure

To reproduce a wound healing model on the SASS, the model described by Laplante and
colleagues (2001) (Laplante et al. 2001) was performed. The SASS was wounded with a 4mm
diameter biopsy punch, and stacked with a third dermal sheet (DS3) to allow the migration of
the epidermal tongue. The wounded SASS was placed on the air-liquid interface and cultured
with the different treatments described on the next section.

To measure the wounded area, after 3 days the wound was photographed with a phase contrast
microscopy (Nikon Eclipse TS-100) and the wound area was calculated using ImageJ software.
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AMP, ADP and APCP treatments

DMEM/Ham F12 media supplemented with 5% FetalClone II serum, and the additives: 5 μg/mL
Insulin, 0.4 μg/mL Hydrocortisone, 0.212 μg/mL Isoproterenol, 50μg/ml ascorbic acid, 100
IU/mL Penicillin G and 25 μg/mL Gentamicin was used as positive control (Control+).
DMEM/Ham F12, supplemented with 5% FetalClone II, 50μg/ml ascorbic acid, penicillin G and
25 μg/mL Gentamicin was used as Control and as medium to dilute tested molecules:100 μM
Adenosine monophosphate (AMP), 100 μM Adenosine (ADO) and 100 μM Adenosine
5'-(α,β-methylene)diphosphate (APCP). Tissues were fixed after the third day.

Masson’s Trichrome staining

The tissues were embedded in Tissue-Tek® Optimal Cutting Temperature Compound (Sakura
Finetek USA), frozen in liquid nitrogen and maintained at -80⁰C for cryostat sectioning. Masson's
Trichrome staining was performed on 5µm thick sections. Histological micrographs were
performed with a Zeiss microscope equipped with Zeiss Axiocam HRm Rev 3 (Carl Zeiss Canada
Ltd. Toronto, ON, Canada). The length of migrating tongues (part of the migrating epidermis into
the wound) was measured using ImageJ software.
A normal human skin (NHS) specimen from the LOEX biological material bank (previously
approved by the institutional ethics committee for utilization in research) was used as control
for histological analysis.

Immunofluorescence assays

Indirect immunofluorescence assays were performed on 5-μm-thick cryosections of skins
following permeabilization with acetone (10 min at -20 ⁰C). Primary antibodies were replaced by
PBS-BSA 1% or preimmune serum for CD73 as negative controls. The tissue sections were
incubated with the primary antibody for 1 hour and 15 min at room temperature. After PBS
washes the respective secondary antibody was added and incubated for 30 min in a humid
chamber.

The primary antibodies used were: mouse monoclonal anti-Laminin 5 (γ2 chain) clone D4B5
(EMD Millipore; 1:400 dilution); mouse monoclonal anti-CK10 clone RKSE60
(Cedarlane,Burlington, ON, Canada; 1:100 dilution); rabbit polyclonal IgG anti-Ki67 Ab15580
(Abcam, 1:200 dilution); anti-vimentin ab8978 (Abcam, 1:300) dilution; Polyclonal rabbit
anti-human ecto-5’-Nucleotidase/CD73 antibodies Name: h5’NT-1L(I4,I5); h5’NT-2L(I4,I5);
h5’NT-3L(I4,I5) (Ectonucleotidases-ab, Canada; 1:300 dilution). The secondary antibodies used
were: Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly CrossAdsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488
(A21206) (Thermo Fisher Scientific); Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa Fluor 594 A11005 (ThermoFisher Scientific). The cell nuclei were
counterstained with Hoechst reagent 33258 (Sigma Chemicals). Fluorescent micrographs were
observed and photographed under a Zeiss microscope equipped with Zeiss Axiocam ICc1 digital
camera.

Fluorescence intensity and proliferation measures
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The relative CD73 fluorescence intensity was quantified as described (Jensen 2013) using Imagej
software. The threshold was adjusted in the positive control in order to select the fluorescence
regions, then, the intensity measurements were performed within regions of interest (ROIs) to
separately quantify intensity in the epidermis and in the dermis. Differences in the CD73
fluorescence intensity between intensity NHS, SASS and wounded SASS (using the positive
control) were analyzed in epidermis and dermis and differences in the CD73 fluorescence
intensity between the treatments were analyzed for each region of the wounded SASS. The
relative fluorescence intensity was expressed as the integrated density (IntDen) by each total
ROI area in μm². The proliferative cells (KI67+ cells) were quantified using imagej software, by
quantifying the percentage of positive cells in relation to the cell nuclei in each field.

CD73 expression in primary human keratinocytes in monolayer

The CD73 expression was analyzed in keratinocytes cultured in monolayer. The keratinocytes
were seeded into 6-well cell culture plates, containing a feeder layer of irradiated human
fibroblast, at a concentration of 5 x 104 cells/well to obtain a confluent monolayer to produce a
scratch wound. The cultures were treated with and without 10μg/ml Mitomycin C (m4287) for 3
hours before generating a linear wound using a sterile 200 uL plastic pipet tip. Cells were then
culture in a keratinocyte medium: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/Ham's F12
Medium (3:1) supplemented with 5% FetalClone II serum (HyClone, GEHealthcare Life Sciences,
Mississauga, Ont, Canada), 10 ng/mL human epidermal growth factor, 5 μg/mL Insulin, 0.4
μg/mL Hydrocortisone, 0.212 μg/mL Isoproterenol, 100 IU/mL, penicillin G and 25 μg/mL
Gentamicin. An indirect immunofluorescence was performed on the slides with Polyclonal rabbit
anti-human ecto-5’-Nucleotidase/CD73, using the same conditions described above.

Statistical analysis

The wound healing assay, the length of migrating tongues, Ki67 expression and fluorescence
intensity between the regions were analyzed statistically by one-way ANOVA followed by Tukey
post-hoc test. Unpaired t-test was used to compare the NHS versus the SASS. The relative
fluorescence intensity between treatments were analyzed statistically by two-way ANOVA
followed by Tukey post-hoc test. Statistically significant differences were accepted when p <
0.05.

Results

Wound healing assay on SASS

The wound healing model was made from an in vitro produced skin called Self Assembled Skin
Substitute constituted of a dermis and a differentiated epidermis (Figure 1 A-D). The wound
closure was observed through the ring of reepithelialization that progressed toward the wound
center, after the third day in culture with the treatments (Figure 1 E-I). The wound area was
measured and whereas control+, control, AMP and APCP treatments showed similar wound
closure, the treatment with ADO significantly stimulated the reepithelialization rate in
comparison with the control and the APCP treatment (Figure 1J).
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Figure 1. Self Assembled Skin Substitute and wound healing assay. A-B) The SASS cultured
at the air-liquid interface. C-D) The wounded SASS. E) Micrography of the wounded skin after 3
days with the treatments E) Control+, F) Control, G) AMP, H) ADO, I) APCP. Dotted black lines
indicate the migrating epidermal tongue. J) Quantification of the surface area of the
wound(mm²) after 3 day-treatments. Data were analyzed statistically by one-way ANOVA
followed by Tukey post-hoc test. Graph bars represent the mean with Standard error of mean
(SEM), N=2, (*p <0.05). Phase contrast micrograph. Scale bars: 500 μm.

Histological analysis of Self-Assembled Skin Substitute

To analyze the histology of the SASS and the reepithelialization progress after the treatments,
Masson's Trichrome staining was performed. In these slides, it was possible to identify the
epidermis and the dermis on NHS, SASS and wounded SASS. As expected, a stratified epithelium,
with the stratum corneum, and a dermis composed of extracellular matrix formed by fibroblast
were observed in SASS, similarly to normal human skin (Figure 1 A-B1). The wounded SASS was
divided into four regions: The Unwounded region (UR), formed by the complete reconstructed
skin plus the third dermal sheet added after wound formation; the wound margin (WM)
performed on day 0; the intermediate region (IR) of the migrating epidermal tongue and the tip
of the migrating epidermal tongue (MET). It is possible to observe that the stratum corneum was
visible only at the level of the epithelium of the skin and up to the edge of the wound (Figure 2
C). The length of migrating epidermal tongues were measured for all the treatments, and only
showed a significant increase when ADO was added compared to the control (Figure 2 C-H).

108



109



Figure 2. Masson's trichrome staining of wounded SASS. Cross-section of the normal human
skin (NHS) (A-A1) and the Self Assembled Skin Substitute (SASS) (B-B1). The epidermis (Ep)
with the stratum corneum (SC) and the dermis (D) are shown, fibroblasts embedded into matrix
are indicated (arrow). Histological sections of wounded SASS according to treatment C) Control+,
D) Control, E) AMP, F) ADO and G) APCP. Different regions in wounded SASS were named (C): the
unwounded region (UR), followed by the wound that is composed by the wound margin (WM),
the intermediate region (IR) and the migrating epidermal tongue (MET). The first and second
dermal sheets in the dermis (DS1,2) represent the dermis of the SASS, the third dermal sheet
(DS3) belongs to the wound assay model, allowed the migration of the epidermal tongue. The
length of the migrating epidermal tongue between the WM and the tip of MET was measured (H)
and one-way ANOVA and Tukey post-hoc test were done *p <0.05. N=2. Graph bars represent the
mean with SEM. Scale bars 100 μm.

Cell proliferation in wounded Self-Assembled Skin Substitute

The proliferative cells through the regions of the wounded SASS were identified following Ki67
labeling in epidermis and dermis. In normal human skin and SASS, the proliferative cells were
observed mainly in the basal layer of the epidermis. The percentage of positive cells labeling out
of the total number of nuclei evaluated in normal human skin and in the SASS, in both epidermis
and dermis was not statistically different. (Figure 3 A-B1, H). In all regions of the epidermis of
wounded SASS, the use of supplemented medium (control+) increased the number of Ki67
positive cells compared to medium without additive (Control). Furthermore, in both cases, Ki67
staining of epidermal cells increased in the wound regions compared to unjuried skin. By
contrast to the epidermis, very few Ki67 positive cells were observed in the unwounded part of
the dermis. The number of positive cells strongly increased in all the wound parts with, again, a
higher number of positive cells when control+ medium was used.

Following treatments with AMP or ADO, the number of Ki67 positive cells in epidermis increased
in the wound margin region. In the dermal part, AMP stimulated growth level in the center of the
wound (intermediate and MET regions). ADO also increased the number of Ki67 positive cells in
the MET region of the dermis. The addition of the antagonist of CD73, APCP, never modified the
number of growing cells in both parts of the skin. (Figure 3 C-H).
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Figure 3. Ki67 staining in the epidermis and dermis of wounded SASS. Merged
immunofluorescent staining for Ki67 (green) and nuclei (blue) in NHS (A-A1) and SASS (B-B1), white

arrows indicate Ki67+ cells (A1-B1) respectively. The dotted white lines indicate the basement
membrane of the epidermis. Immunostaining sections of wounded SASS according to treatment
Control+ (C-C3), Control (D-D3), AMP (E-E3), ADO (F-F3) and APCP (G-G3). Ki67 positive cells
were observed in the unwounded region (UR), wound margin (WM), intermediate region (IR)
and in migrating epidermal tongue (MET). (H) The Ki67 positive cells were quantified in relation
to the number of nuclei in the epidermis and the dermis. Asterisk indicates significant
differences versus Control group. One-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test for the
treatments in each region and unpaired t-test to compare the NHS versus the SASS with no
significant differences. (* p<0.05), (** p<0.01). Graph bars represent the mean with SEM. N=2.
Nuclei were stained with Hoechst dye (blue). Scale bars 100 μm.

Expression of Cytokeratin 10 and Laminin-5 in wounded Self Assembled Skin Substitute

To identify any changes in the structure of the Self Assembled Skin Substitute following
treatments, we analyzed the expression of laminin-5 as a marker of the basement membrane
structure and cytokeratin 10 (CK10) as a marker of the epidermal differentiation. CK10 was
expressed by epidermal suprabasal layers in SASS similarly to NHS (Figure 4 A-B). From the
wound margin, the CK10 staining was reduced, being absent in the intermediate region and in
migrating epidermal tongue (Figure 4 C-G1). The laminin-5 expression was observed as a
continuous line between the epidermis and the dermis, on normal human skin, SASS, in the
unwounded region and in the wound margin (Figure 5). Approaching the tip of the migrating
tongue, the labeling was mainly found in the cytoplasm of basal keratinocytes (Figure 5 C1-G3).
The expression of laminin-5 and cytokeratin 10 was similar for all treatments.
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Figure 4. Cytokeratin 10 expression in wounded SASS. Cytokeratin 10 (CK10) expression
(red) in normal human skin (NHS) A) and SASS B); dotted white lines indicate the basement
membrane, under the basal layer of epidermis, which was unlabeled. The CK10 expression is
shown in the unwounded region and at the wound margin for all the treatments; Control+
(C-C1), Control (D-D1), AMP (E-E1), ADO (F-F1) and APCP (G-G1). The white asterisk indicates
positive keratinocytes away from the wound margin. Nuclei were stained with Hoechst dye
(blue). White arrow indicates the wound margin. Scale bars 100 μm.
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Figure 5. Laminin-5 expression in the wounded SASS. Immunofluorescence staining of the
laminin 5 (red) expression in the basement membrane between epidermis (Ep) and dermis (D)
in the normal human skin A) and the SASS B). The laminin 5 is present in the basement
membrane of the unwounded region (C-G), the wound margin (C1-G1), the intermediate region
(C2-G2) and the migrating epidermal tongue (C3-G3) in all the treatments. Cell nuclei (blue)
stained by Hoechst dye. White arrow indicates the wound margin. Merged images, Scale bars
100 μm.
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CD73 expression in wounded Self Assembled Skin Substitute

To identify the epidermis and dermis sections in the wounded SASS we analyzed the vimentin
expression, which was expressed by fibroblasts in the wounded SASS, similarly to human skin
(Figure 6 A-C). In both human and SASS skins, we observed a strong CD73 labeling of cells in the
dermis (Figure 6 D-E1). Interestingly, in the wounded SASS, the CD73 labeling was observed in
fibroblast but also in basal keratinocytes, a staining that increased from the wound margin to the
migrating epidermal tongue. The CD73 expression was also observed in more differentiated
keratinocytes but it was with a lower intensity compared with the basal cell one in the wounded
SASS (Figure 6 F-F4a). All these results were compared with the preimmune serum staining that
was negative (Supplementary Figure 1).
By quantifying the fluorescence intensity, we observe that the CD73 expression in the epidermis
and dermis was higher in wounded SASS (Figure 8 A-B).
Following treatments, CD73 staining also showed a similar pattern with an increase of
expression from the margin to the center of the wound in basal keratinocytes for the different
treatments (Figure 7). However, in the epidermis, the addition of AMP significantly increased
CD73 expression in migrating epithelial tongue compared to other treatments (Figure 8 C-D).
Concerning the dermal part, CD73 expression in fibroblasts was slightly increased in wound but
only significantly increased following treatment with AMP in wound margin (Figure 7 A-E4 and
Figure 8 C-D).
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Figure 6. Vimentin and CD73 expression in wounded SASS. Vimentin positive cells in normal
human skin (NHS) (A-A1), in SASS (B-B1) and in wounded SASS (C) are indicated with arrows).
CD73 expression in dermal and epidermal cells in NHS (D-D1) and SASS (E-E1). In the wounded
SASS F), the CD73 labeling was observed in fibroblasts. In epidermis, the CD73 labeling was
more intense in basal keratinocytes, compared to normal skin epidermis and SASS. The regions
of the wounded SASS are indicated, showing with more details the expression in fibroblast and
basal keratinocytes. Scale bars 100 μm.
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Figure 7. CD73 expression in wounded SASS after treatments. Expression of CD73 in the skin
substitute after the treatments Control+ (A-A4), Control (B-B4), AMP (C-C4), ADO (D-D4) and
APCP (E-E4). The CD73 labeling is indicated in each region, unwounded region (A1-E1), wound
margin (A2-E2), intermediate region (A3-E3) and migrating epidermal tongue (A4-E4). Scale
bars 100 μm.

Figure 8. Relative CD73 fluorescence intensity in wounded SASS. Fluorescence intensity
(Integrated density/μm²) in epidermis A), and dermis B) on NHS, SASS and all the regions. Integrated
density/μm² in epidermis C) and dermis D) on all the regions after treatments. (A-B) Unpaired t-test
to compare the NHS versus the SASS; one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test,
significant differences versus unwounded region (UR) (*). (C-D) Two-way ANOVA followed by
Tukey post-hoc test, significant differences versus Control (*). Graph bars represent the mean
with SEM, N=2 (* <0.05); (** p<0.01), (*** p<0.001).

CD73 expression in primary human keratinocytes in monolayer

The CD73 was observed in keratinocytes cultured in monolayer and then scratched to mimic a wound.
The keratinocytes showed a strongest CD73 expression in the scratch region compared to the
unwounded region that showed a very weak labeling (Figure 9). No differences were observed with
and without the mitomycin C treatment (data not shown). The labeling was compared with the
unlabeled preimmune serum staining (Supplementary Figure 1 D-D1).
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Figure 9. CD73 expression in primary human keratinocytes in monolayer. CD73 expression in
primary human keratinocytes in monolayer after scratch, without mitomycinC (A-A3) on the scratch
region (A-A1) and near the scratch region (A2-A3); and with the mitomycinC treatment (B-B3), on
the scratch region (B-B1) and near the scratch region (B2-B3). Cell nuclei (blue) stained by Hoechst
dye. Scale bars 100 μm.
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Supplementary Figure 1. Unlabeled labeling of CD73 using preimmune serum instead of
antibody in normal human skin (A-A1), wounded SASS on migrating epidermal tongue (B-B1),
SASS (C-C1) and keratinocytes in monolayer (D-D1). Scale bars 100 μm.
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Discussion

The wound healing model produced from the Self-Assembled Skin Substitute was an useful tool
to analyze the CD73 involvement during the wound healing process, as well as, the effect of ADO
and AMP on the reepithelialization process. Likewise, the analysis of proliferation during the
wound healing showed the involvement of AMP and ADO in both parts of the skin, but not in the
same place: on the wound margins for epidermis and on the center of the wound for the dermis.
The expression of structural components of the skin, such as cytokeratin 10 and laminin-5, was
observed in the different regions of the wounded SAAS, without detecting alterations with the
different treatments.
The role of ADO in wound healing has already been studied. ADO has been used as a topical
application to reduce wrinkles (Legendre et al. 2007), perhaps by promoting collagen production
by dermal fibroblasts via the adenosine A2A receptor (Chan et al. 2006). The nucleoside
promotes wound neovascularization by stimulating the A2A receptor (Montesinos et al. 2004).
However, an excessive ADO generation by CD39 and CD73 promotes dermal fibrosis (Lu and
Insel 2014; Fernández et al. 2013). In accordance, studies involving tumor biology have
demonstrated a positive association of CD73/ADO expression with extracellular matrix
organization and TGF-β expression (Turcotte et al. 2017). The role of TGF-β is already
demonstrated by its capacity to stimulate the proliferation and migration of fibroblasts,
increased collagen production and by the profibrogenic activity, which are the basis for the
development of tissue fibrosis (Ferrari et al. 2016).

Shaked et al. demonstrated in burn patients that there is an accumulation of ADO in the fluid of
burn blisters, and that this could exert effects depending on its concentration, which may have
beneficial anti-inflammatory effects but also lead to systemic dysfunction of the immune system
and hair loss syndrome (Shaked et al. 2007). According to Andrés and colleagues (2017), ADO
plays an important role in the regulation of epidermal inflammation and the function of
keratinocytes and, therefore, can constitute an interesting therapeutic strategy for
hyperproliferative inflammatory skin diseases such as psoriasis (Andrés et al. 2017).

Our group previously showed that mesenchymal stromal cells (MSCs) isolated from human
dermis and cultured in monolayer on plastic release high concentrations of ADO (Naasani et al.
2017). This increase may be related to the high expression of CD73, considered one of the MSCs
markers, resulting in a high hydrolytic activity of AMP in ADO (Roszek and Wujak 2018). The
accumulation of ADO can help control the recruitment of immune cells during the healing
process. This is extremely relevant, since these cells can direct different types of tissue
regeneration depending on their polarization, and may have anti-fibrotic or inflammatory
effects, which would lead to a process of regeneration or fibrosis formation, respectively
(Larouche et al. 2018).

In order to analyze the CD73 involvement during the wound healing process, we identified the
dermis from the epidermis by using vimentin labeling, expressed by fibroblast in the wound.
While CD73 was very weakly expressed in unwounded skin, its expression strongly increased
during the wound healing process, mainly in basal keratinocytes and, in dermis, below the
basement membrane region of the neoepidermis. Same observation was made with
monolayer-cultured keratinocytes that were injured, which suggests the involvement of CD73
during human skin repair. The CD73 overexpression during wound healing was further
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increased following AMP treatment. This result was expected, since the AMP is hydrolyzed to
ADO by CD73, Once inside the cell, ADO is converted to inosine through adenosine deaminase or
in AMP by adenosine kinase (Galgaro et al. 2021).

CD73 associated with ADO metabolism promotes tumor progression by suppressing the
antitumor immune response and promoting angiogenesis (Reviewed in (Chen et al. 2019)).
According to Azambuja and colleagues (2020), the CD73 knockdown can regulate the
glioblastoma immune microenvironment and delay tumor growth by inducing apoptosis
(Azambuja et al. 2020). A distinct perspective on the role of CD73-generated adenosine in tumor
development was observed in endometrial carcinomas. Bowser and colleagues (2016) reported
that the loss of CD73 in endometrial carcinoma is crucial for tumor progression, since it cancels
the physiological effect of extracellular adenosine to protect epithelial integrity. Adenosine
generated by CD73 appears to be necessary to sustain a physiological balance that maintains
epithelial integrity in endometrial carcinomas with stable cell-cell adhesions mediated by A1R
(Bowser et al. 2016). As epithelial barrier function is essential for the inhibition of endometrial
carcinomas with fewer intervening stromal or inflammatory cells in interconnected malignant
glands (Silverberg 2000), Wang and colleagues (2021) provided a novel mechanism for
adenosine-mediated barrier protection, showing that enhancing extracellular adenosine levels
restores barrier function in acute lung injury, through expression of focal adhesion proteins
(Wang et al. 2021). Browser and Broaddus (2016) in their review discussed the role of CD73 in
protecting epithelial integrity. Furthermore, they argue that CD73 is not uniformly expressed by
all epithelial cells in all tissues and epithelial cell compartments, such as pancreas, breast and
gastrointestinal tract (Bowser and Broaddus 2016). Considering that, the generation of
extracellular adenosine by CD73 is crucial for the maintenance of the epithelial barrier, similarly
to endothelial cells, adenosine generated by CD73 decreases permeability in intestinal epithelial
cells and regulates cell adhesion molecules (Bowser and Broaddus 2016).
Interestingly, CD73, as an adhesion molecule, can bind various components of the extracellular
matrix, including laminin (Olmo et al. 1992; Stochaj et al. 1989; Minor et al. 2019). As we have
observed in our wound healing model, there is an increase in laminin-5 expression during the
wounded regions. Laminin 5 induces the adhesion, spreading, and migration of human
keratinocytes and during skin wound healing, its deposition in migratory keratinocytes occurs
early, followed by hemidesmosomes and then basement membrane formation (Amano et al.
2004). According to Minor and colleagues (2019), the importance of CD73 is especially evident
in the context of acute and chronic types of injury, where its activity is vital to maintain tissue
integrity and improve recovery (Minor et al. 2019). Therefore, the CD73 increase during wound
healing could be related to the protection of the epithelial barrier.

In conclusion, in this study we found that the CD73 expression is modulated during the wound
healing, after stimulation with AMP and ADO in the Self Assembled Skin Substitute (SASS) model.
The increase in CD73 expression in the wounded SASS regions suggests its protective role during
the wound healing by controlling the adenosine levels, which should lead to a process of
regeneration, without fibrosis formation.
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10 DISCUSSÃO

O potencial terapêutico associado às células estromais mesenquimais está aumentando

constantemente. Devido ao potencial de diferenciação e capacidade imunomoduladora e de

quimioatração, as MSCs têm sido consideradas como uma fonte potencial de células para seu

uso em bioengenharia de tecidos e terapias celulares (Paim and Wink 2022). Atualmente, o

secretoma das MSCs também tem sido considerado para o tratamento da COVID (Schultz,

Bertoni, and Wink 2021). No entanto, mais estudos e ensaios clínicos serão necessários para

demonstrar a segurança e eficácia destas células, até que possam ser utilizadas em pacientes.

Uma das principais vantagens das MSCs é que atualmente podem ser facilmente isoladas a

partir de materiais biológicos, que geralmente são descartados, como pele, após uma cirurgia

de abdominoplastia, tecido adiposo, após uma cirurgia de lipoaspiração e limbo

esclero-corneal após um transplante de córnea, a partir de um doador cadáver. Segundo a

Sociedade Internacional de Cirurgia Plástica Estética, o Brasil superou os Estados Unidos em

relação aos procedimentos cirúrgicos estéticos como abdominoplastias e lipoaspirações

(Gomes et al. 2021), aumentando assim, a disponibilidade de tecidos nos principais centros

hospitalares. Neste trabalho efetivamente isolamos populações de células estromais

mesenquimais a partir de lipoaspirado humano (hAD-MSCs), tecido esclero-corneal humano

(L-MSCs) e tecido adiposo murino (mAD-MSCs), as quais apresentaram morfologia

fusiforme, adesão ao plástico, potencial de auto-renovação e diferenciação de linhagem,

característico de células tronco mesenquimais.

Uma das abordagens para que as células estromais mesenquimais possam ser transplantadas é

através da utilização de um scaffold. A produção de scaffolds é um dos principais desafios na

área de bioengenharia de tecidos. Dependendo da abordagem, esses scaffolds podem carregar

células diferenciadas no tecido alvo ou permitir que as MSCs mantenham seu potencial

indiferenciado e expressão de marcadores. A última opção seria a mais adequada para a

regeneração de tecidos como pele ou córnea, onde possam migrar para a área lesionada e

auxiliar no reparo.

Não é um acaso que a membrana amniótica humana tenha sido considerada como um scaffold

versátil para engenharia de tecidos. A membrana amniótica é uma fonte natural de colágeno,

uma das principais proteínas estruturais do corpo, que por conter a sequência RGD favorece a

adesão celular. Após uma cirurgia de cesárea, a placenta, que geralmente é descartada,
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também é consideradas uma fonte tecidual para engenharia de tecidos, por ser rica em células

estromais mesenquimais do cordão umbilical, membranas placentárias como o córion e a

membrana amniótica e demais tecidos placentários.

Neste trabalho demonstramos que foi possível separar manualmente a hAM da placenta e

outras membranas fetais e de preservá-la em glicerol a 4° C, o que facilita o processo de

conservação deste tecido. Após avaliar o impacto do processo de descelularização da hAM,

confirmamos que não foram afetadas as principais proteínas de matriz, o que é fundamental

para a estruturação de um scaffold. Com a análise termogravimétrica foi possível identificar

que a membrana amniótica é estável a altas temperaturas, importante característica para o

tratamento de queimaduras.

Após o cultivo das AD-MSCs na DhAM, foi possível observar que não foi alterada a

viabilidade e senescência e que as células não perderam seu potencial de células tronco, tanto

do potencial de diferenciação tri-linhagem como da manutenção dos marcadores de células

mesenquimais.

A membrana amniótica humana também tem sido estudada como forte alternativa para o

tratamento de lesões na córnea. No segundo capítulo foi feita a comparação do potencial da

membrana amniótica humana descelularizada (DhAM) e da submucosa do intestino delgado

porcino (SIS) como scaffolds para o cultivo de células mesenquimais limbais. Ambos

scaffolds mantiveram a viabilidade, morfologia, densidade e expressão de marcadores das

células mesenquimais limbais, no entanto, devido a sua transparência e a preservação dos

marcadores de caracterização de mesenquimais, a hAM representa uma grande vantagem

para sua utilização como suporte de células mesenquimais, criando uma espécie de curativo

temporário que permita a liberação de moléculas bioativas, como citocinas e fatores de

crescimento e, em seguida, promova a regeneração dos tecidos, tanto em medicina humana e

veterinária.

Com a finalidade de utilizar o constructo de membrana amniótica com MSCs como um

curativo para o tratamento de queimaduras, foi padronizado o modelo murino de lesão

cutânea. Os resultados obtidos demonstraram que a utilização da membrana amniótica

descelularizada para o tratamento de queimaduras pode ser igualmente eficaz como o

tratamento comercial e ainda melhor quando combinada com células estromais

mesenquimais, em comparação com a utilização de gaze.
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Na análise macroscópica das lesões observamos uma menor quantidade de tecido inviável, e

aparentemente uma maior densidade capilar e melhor aspecto visual da cicatriz no grupo

DhAM+AD-MSCs. A análise histológica mostrou que a DhAM foi segura e eficaz, pois não

causou alteração nos órgãos. Também, a DhAM foi capaz de cicatrizar as feridas melhor que

o controle positivo (curativo comercial), e a presença de AD-MSCs melhorou a cicatrização,

em comparação com outros grupos. A liberação do uso da membrana amniótica no Brasil,

teve um grande avanço com o parecer positivo do CFM quanto ao uso deste rico tecido no

tratamento de queimaduras e em outras tantas áreas de aplicação no país, no entanto ainda é

necessário aguardar a regulamentação da utilização deste tecido junto aos órgãos de saúde e

vigilância do Brasil. Este projeto teve financiamento do PPSUS, portanto, os resultados da

eficácia e segurança deste bioscaffold, de baixo custo e elevada disponibilidade, podem

representar um dos caminhos para a futura aplicação clínica como terapia para o tratamento

de queimaduras pelo SUS.

O aumento de células CD73 positivas nas primeiras duas semanas da lesão no modelo de

queimadura, sugere o envolvimento desta enzima no processo de cicatrização de feridas. As

AD-MSCs poderiam promover a regeneração modulando o sistema imunológico, visto que a

enzima CD73 produz adenosina que é um imunossupressor, o que foi reforçado pela menor

expressão do marcador CD11b no grupo de tratamento com AD-MSC.

O envolvimento da CD73 na regeneração de tecidos também foi observado no modelo de

cicatrização de feridas realizado no substituto de pele auto-montados (SASS). Curiosamente,

foi identificado um aumento na expressão da CD73 no modelo de SASS com injúria, nos

queratinócitos da membrana basal e nos fibroblastos perto da membrana basal, em

comparação com a pele humana e o SASS. Esse aumento na expressão da CD73 também foi

observado em queratinócitos em monocamada. Como esperado, o aumento na expressão da

CD73 também foi observado após o tratamento com AMP. Nos estudos relacionados com

câncer, o papel da CD73 tem sido associado na proteção da integridade da barreira epitelial

(Bowser and Broaddus 2016). Esse fenômeno poderia estar ocorrendo durante a cicatrização

de feridas, sendo que a CD73 pode ligar vários componentes da matriz extracelular, incluindo

laminina, cuja expressão também foi observada nos queratinócitos da membrana basal.

O potencial terapêutico da sinalização purinérgica tem sido explorado numa ampla variedade

de doenças, incluindo as da pele, mas o desenvolvimento de compostos purinérgicos ainda

está na sua infância. No entanto, como acreditava o Dr. Burnstock, "podemos olhar para o
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futuro dos compostos purinérgicos como agentes terapêuticos com otimismo" (Geoffrey

Burnstock and Knight 2018).

O SASS é uma excelente ferramenta para o estudo de sistemas biológicos, que tornou

possível analisar o papel agonistas e antagonistas de sinalização purinérgicos, como ATP,

UTP e um antagonista do receptor P2Y, Reactive Blue 2 (RB2). No SASS, o tratamento com

UTP mostrou um efeito terapêutico na cicatrização de feridas. O potencial terapêutico do

UTP tem sido demonstrado em sistemas como córnea de coelho, queratinócitos humanos

HaCaT e fibroblastos (Pintor et al. 2004; Jokela et al. 2017), no entanto, esse potencial nunca

foi estudado em um modelo de pele humana.

A expressão das enzimas NTPDase1 e NPP1 foi observada pela primeira vez em um modelo

de pele humana reconstruída, mostrando sua modulação nas regiões SASS com injúria. O

nosso grupo de pesquisa relatou a expressão dos genes ENTPDase1 e ENPP1 em células

estromais mesenquimais isoladas da pele e da córnea. As células estromais mesenquimais

dérmicas expressaram níveis mais elevados de ENTPDase1, levando à liberação de adenosina

que pode estar associada às propriedades imunomoduladoras dessas células (Naasani et al.

2017).

Portanto, esperamos que estes estudos possam contribuir com a área de biomateriais e

regeneração, apresentando uma estratégia eficiente para o tratamento de queimaduras que

também seja economicamente viável, pois pode ser engenheirada com tecidos humanos que

normalmente são descartados nos hospitais. Também, que o envolvimento de nucleotídeos

extracelulares e principais ectoenzimas, na cicatrização da pele humana, possa contribuir nas

futuras aplicações clínicas utilizando o potencial de nucleotídeos para o desenvolvimento de

novas abordagens para o tratamento farmacológico de feridas complexas.
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11 CONCLUSÕES

1. Populações de células estromais mesenquimais a partir de lipoaspirado humano

(hAD-MSCs), tecido esclero-corneal humano (L-MSCs) e tecido adiposo murino

(mAD-MSCs), as quais apresentaram morfologia fusiforme, adesão ao plástico,

potencial de auto-renovação e diferenciação de linhagem, foram efetivamente isoladas.

2. Foi efectivamente padronizada a descelularização da membrana amniótica humana,

garantido a preservação das principais proteínas de matriz extracelular como colágeno

e fibronectina.

3. A membrana amniótica humana foi caracterizada física e histologicamente na

presença e ausência de células estromais mesenquimais.

4. O cultivo das células estromais mesenquimais na membrana amniótica não alterou a

viabilidade e senescência, manutenção dos marcadores de células mesenquimais,

potencial de células tronco e diferenciação tri-linhagem.

5. A membrana amniótica humana foi um scaffold mais adequado para as células

estromais mesenquimais do limbo esclerocorneal humano, do que a submucosa de

intestino delgado de suínos (SIS), disponível comercialmente.

6. O modelo murino de lesão cutânea por queimaduras de segundo grau profundo foi

padronizado, podendo-se identificar que a queimadura atingiu os folículos pilosos e

glândulas sebáceas.

7. Foi avaliado o efeito da membrana amniótica descelularizada na presença e ausência

de células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo de ratos na

regeneração tecidual no modelo pré-clínico de queimadura de segundo grau profundo,

através de análises histológicas e de imunofluorescência.

8. As análises macroscópicas e histológicas demonstraram a eficácia e segurança da

membrana amniótica associada com células estromais mesenquimais derivadas de

tecido adiposo de ratos no modelo pré-clínico de queimadura de segundo grau

profundo.

9. O envolvimento da CD73 na regeneração da pele foi observado in vitro, através do

substituto cutâneo SASS e in vivo, no modelo pré-clínico de queimadura.

10. O papel dos componentes da sinalização purinérgica na regeneração tecidual foi

analisado através do substituto cutâneo substituto cutâneo SASS, demonstrando o
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envolvimento das enzimas CD73, NTPDase1 e NPP1 e do nucleotídeo UTP durante a

cicatrização de feridas.
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12 PERSPECTIVAS

1. Avaliar a expressão das enzimas NTPDase1 e NPP1 nas peles dos ratos do modelo
pré-clínico de queimadura de segundo grau profundo.

2. Avaliar o perfil de células imunes nas peles dos ratos do modelo pré-clínico de
queimadura de segundo grau profundo.

3. Estudar a expressão das enzimas CD73, NTPDase1 e NPP1 em peles com cicatrizes
hipertróficas.

134



REFERÊNCIAS

Abdel-Sayed, Philippe, Murielle Michetti, Corinne Scaletta, Marjorie Flahaut, Nathalie
Hirt-Burri, Anthony de Buys Roessingh, Wassim Raffoul, and Lee A. Applegate. 2019.
“Cell Therapies for Skin Regeneration: An Overview of 40 Years of Experience in Burn
Units.” Swiss Medical Weekly 149 (May): w20079.

Anderson, C. M., and F. E. Parkinson. 1997. “Potential Signalling Roles for Utp and Udp:
Sources, Regulation and Release of Uracil Nucleotides.” Trends in Pharmacological
Sciences. https://doi.org/10.1016/s0165-6147(97)01106-1.

Antonioli, Luca, Matteo Fornai, Corrado Blandizzi, Pál Pacher, and György Haskó. 2019.
“Adenosine Signaling and the Immune System: When a Lot Could Be Too Much.”
Immunology Letters 205 (January): 9–15.

Beaudoin Cloutier, Chanel, Benjamin Goyer, Cindy Perron, Rina Guignard, Danielle
Larouche, Véronique J. Moulin, Lucie Germain, Robert Gauvin, and François A. Auger.
2017. “In Vivo Evaluation and Imaging of a Bilayered Self-Assembled Skin Substitute
Using a Decellularized Dermal Matrix Grafted on Mice.” Tissue Engineering. Part A 23
(7-8): 313–22.

Boothby, Ian C., Jarish N. Cohen, and Michael D. Rosenblum. 2020. “Regulatory T Cells in
Skin Injury: At the Crossroads of Tolerance and Tissue Repair.” Science Immunology.
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.aaz9631.

Bowser, Jessica L., and Russell R. Broaddus. 2016. “CD73s Protection of Epithelial Integrity:
Thinking beyond the Barrier.” Tissue Barriers.

Burnstock, G. 2007. “Purine and Pyrimidine Receptors.” Cellular and Molecular Life
Sciences: CMLS 64 (12): 1471–83.

Burnstock, Geoffrey, and Gillian E. Knight. 2018. “The Potential of P2X7 Receptors as a
Therapeutic Target, Including Inflammation and Tumour Progression.” Purinergic
Signalling 14 (1): 1–18.

Burnstock, Geoffrey, Gillian E. Knight, and Aina V. H. Greig. 2012. “Purinergic Signaling in
Healthy and Diseased Skin.” The Journal of Investigative Dermatology 132 (3 Pt 1):
526–46.

Carboni, Rosadélia Malheiros, Giulia Luiza Santos, Ivo Celso Carboni Júnior, Daniela Fátima
Teixeira Silva, Sandra Kalil Bussadori, Kristianne Porta Santos Fernandes, and Raquel
Agnelli Mesquita-Ferrari. 2019. “Therapy for Patients with Burns - an Integrating
Review.” Revista Da Associacao Medica Brasileira 65 (11): 1405–12.

Catarino, Carolina Motter, Tatiana do Nascimento Pedrosa, Paula Comune Pennacchi, Silvia
Romano de Assis, Fabrícia Gimenes, Márcia Edilaine Lopes Consolaro, Silvia Berlanga
de Moraes Barros, and Silvya Stuchi Maria-Engler. 2018. “Skin Corrosion Test: A
Comparison between Reconstructed Human Epidermis and Full Thickness Skin
Models.” European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics.
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2018.01.002.

Commandeur, Suzan, Frank R. de Gruijl, Rein Willemze, Cornelis P. Tensen, and
Abdoelwaheb El Ghalbzouri. 2009. “Anin Vitrothree-Dimensional Model of Primary
Human Cutaneous Squamous Cell Carcinoma.” Experimental Dermatology.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0625.2009.00856.x.

Desmouliere, Alexis, Ian Andrew Darby, Betty Laverdet, and Frédéric Bonté. 2014.
“Fibroblasts and Myofibroblasts in Wound Healing.” Clinical, Cosmetic and
Investigational Dermatology. https://doi.org/10.2147/ccid.s50046.

Diekmann, Johanna, Lirija Alili, Okka Scholz, Melanie Giesen, Olaf Holtkötter, and Peter

135



Brenneisen. 2016. “A Three-Dimensional Skin Equivalent Reflecting Some Aspects
Ofin Vivoaged Skin.” Experimental Dermatology. https://doi.org/10.1111/exd.12866.

Dolcimascolo, Anna, Giovanna Calabrese, Sabrina Conoci, and Rosalba Parenti. 2019.
“Innovative Biomaterials for Tissue Engineering.” Biomaterial-Supported Tissue
Reconstruction or Regeneration. https://doi.org/10.5772/intechopen.83839.

Dravida, Subhadra, Rajarshi Pal, Aparna Khanna, Shabari P. Tipnis, Geeta Ravindran, and
Firdos Khan. 2005. “The Transdifferentiation Potential of Limbal Fibroblast-like Cells.”
Brain Research. Developmental Brain Research 160 (2): 239–51.

Du, Yiqin, Martha L. Funderburgh, Mary M. Mann, Nirmala SundarRaj, and James L.
Funderburgh. 2005. “Multipotent Stem Cells in Human Corneal Stroma.” Stem Cells 23
(9): 1266–75.

Ferreira, Marcus Castro, Andre Oliveira Paggiaro, Cesar Isaac, Nuberto Teixeira Neto, and
Gustavo Bastos dos Santos. 2011. “Skin Substitutes: Current Concepts and a New
Classification System.” Revista Brasileira de Cirurgia 26 (4): 696–702.

Friedenstein, A. J., R. K. Chailakhjan, and K. S. Lalykina. 1970. “The Development of
Fibroblast Colonies in Monolayer Cultures of Guinea-Pig Bone Marrow and Spleen
Cells.” Cell and Tissue Kinetics 3 (4): 393–403.

Galindo, Sara, Ana de la Mata, Marina López-Paniagua, Jose M. Herreras, Inmaculada Pérez,
Margarita Calonge, and Teresa Nieto-Miguel. 2021. “Subconjunctival Injection of
Mesenchymal Stem Cells for Corneal Failure due to Limbal Stem Cell Deficiency: State
of the Art.” Stem Cell Research & Therapy 12 (1): 60.

Gantwerker, Eric A., and David B. Hom. 2011. “Skin: Histology and Physiology of Wound
Healing.” Facial Plastic Surgery Clinics of North America.
https://doi.org/10.1016/j.fsc.2011.06.009.

Gendaszewska-Darmach, Edyta, and Marta Kucharska. 2011. “Nucleotide Receptors as
Targets in the Pharmacological Enhancement of Dermal Wound Healing.” Purinergic
Signalling 7 (2): 193–206.

Gentile, Pietro, and Simone Garcovich. 2021. “Systematic Review: Adipose-Derived
Mesenchymal Stem Cells, Platelet-Rich Plasma and Biomaterials as New Regenerative
Strategies in Chronic Skin Wounds and Soft Tissue Defects.” International Journal of
Molecular Sciences 22 (4). https://doi.org/10.3390/ijms22041538.

Germain, L., D. Larouche, B. Nedelec, I. Perreault, L. Duranceau, P. Bortoluzzi, C. Beaudoin
Cloutier, et al. 2018. “Autologous Bilayered Self-Assembled Skin Substitutes (SASSs)
as Permanent Grafts: A Case Series of 14 Severely Burned Patients Indicating Clinical
Effectiveness.” European Cells & Materials 36 (September): 128–41.

Gill, Sean E., and William C. Parks. 2008. “Metalloproteinases and Their Inhibitors:
Regulators of Wound Healing.” The International Journal of Biochemistry & Cell
Biology 40 (6-7): 1334–47.

Gomes, Olga Santana, Luiza Amarante Rodrigues, Luis Felipe Silveira Mega, Gabriela
Silveira Mega, Luciano Scher Fernandes, Natali Rocha Bernich, Giovanna Domingues
Ribeiro, Kaique Augusto Marques de Campos, Fernanda Odete Souza Rodrigues, and
Henrique Guimarães Vasconcelos. 2021. “Cirurgia plástica no Brasil: uma análise
epidemiológica.” Revista Eletrônica Acervo Científico 24 (May): e7375–e7375.

Haddad, Anthony G., Giorgio Giatsidis, Dennis P. Orgill, and Eric G. Halvorson. 2017. “Skin
Substitutes and Bioscaffolds: Temporary and Permanent Coverage.” Clinics in Plastic
Surgery 44 (3): 627–34.

Hill, David S., Neil D. P. Robinson, Matthew P. Caley, Mei Chen, Edel A. O’Toole, Jane L.
Armstrong, Stefan Przyborski, and Penny E. Lovat. 2015. “A Novel Fully Humanized
3D Skin Equivalent to Model Early Melanoma Invasion.” Molecular Cancer
Therapeutics. https://doi.org/10.1158/1535-7163.mct-15-0394.

136



Hmadcha, Abdelkrim, Alejandro Martin-Montalvo, Benoit R. Gauthier, Bernat Soria, and
Vivian Capilla-Gonzalez. 2020. “Therapeutic Potential of Mesenchymal Stem Cells for
Cancer Therapy.” Frontiers in Bioengineering and Biotechnology.
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.00043.

Hosseini, Motaharesadat, and Abbas Shafiee. 2021. “Engineering Bioactive Scaffolds for
Skin Regeneration.” Small 17 (41): e2101384.

Jean, Jessica, Jacques Soucy, and Roxane Pouliot. 2011. “Effects of Retinoic Acid on
Keratinocyte Proliferation and Differentiation in a Psoriatic Skin Model.” Tissue
Engineering Part A. https://doi.org/10.1089/ten.tea.2010.0463.

Jiang, Yanyun, Lam C. Tsoi, Allison C. Billi, Nicole L. Ward, Paul W. Harms, Chang Zeng,
Emanual Maverakis, J. Michelle Kahlenberg, and Johann E. Gudjonsson. 2020.
“Cytokinocytes: The Diverse Contribution of Keratinocytes to Immune Responses in
Skin.” JCI Insight 5 (20). https://doi.org/10.1172/jci.insight.142067.

Jin, Hana, Jihye Seo, So Young Eun, Young Nak Joo, Sang Won Park, Jae Heun Lee, Ki Churl
Chang, and Hye Jung Kim. 2014. “P2Y2R Activation by Nucleotides Promotes Skin
Wound-Healing Process.” Experimental Dermatology. https://doi.org/10.1111/exd.12440.

Jokela, Tiina, Riikka Kärnä, Leena Rauhala, Genevieve Bart, Sanna Pasonen-Seppänen,
Sanna Oikari, Markku I. Tammi, and Raija H. Tammi. 2017. “Human Keratinocytes
Respond to Extracellular UTP by Induction of Hyaluronan Synthase 2 Expression and
Increased Hyaluronan Synthesis.” The Journal of Biological Chemistry 292 (12):
4861–72.

Júnior, Jiuseppe B. Greco, Marcus Vinícius Alfano Moscozo, Antônio Luís Lopes Filho, and
Cristina Maria Gil Gomes. 2007. “Tratamento de Pacientes Queimados Internados Em
Hospital Geral.” Revista Brasileira de Cirurgia Cardiovascular: Orgao Oficial Da
Sociedade Brasileira de Cirurgia Cardiovascular 22 (4): 228–32.

Kagan, Richard J., Edward C. Robb, and Ronald T. Plessinger. 2005. “Human Skin Banking.”
Clinics in Laboratory Medicine 25 (3): 587–605.

Kanitakis, Jean. 2002. “Anatomy, Histology and Immunohistochemistry of Normal Human
Skin.” European Journal of Dermatology: EJD 12 (4): 390–99; quiz 400–401.

Kukulski, F., S. A. Lévesque, E. G. Lavoie, J. Lecka, F. Bigonnesse, A. F. Knowles, S. C.
Robson, T. L. Kirley, and J. Sévigny. 2005. “Comparative Hydrolysis of P2 Receptor
Agonists by NTPDases 1, 2, 3 and 8.” Purinergic Signalling 1 (2): 193–204.

Laplante, A. F., L. Germain, F. A. Auger, and V. Moulin. 2001. “Mechanisms of Wound
Reepithelialization: Hints from a Tissue-Engineered Reconstructed Skin to
Long-Standing Questions.” FASEB Journal: Official Publication of the Federation of
American Societies for Experimental Biology 15 (13): 2377–89.

Larouche, Danielle, Laurence Cantin-Warren, Maxime Desgagné, Rina Guignard, Israël
Martel, Akram Ayoub, Amélie Lavoie, et al. 2016. “Improved Methods to Produce
Tissue-Engineered Skin Substitutes Suitable for the Permanent Closure of
Full-Thickness Skin Injuries.” BioResearch Open Access 5 (1): 320–29.

Larouche, Jacqueline, Sumit Sheoran, Kenta Maruyama, and Mikaël M. Martino. 2018.
“Immune Regulation of Skin Wound Healing: Mechanisms and Novel Therapeutic
Targets.” Advances in Wound Care: The Journal for Prevention and Healing 7 (7):
209–31.

Leal-Marin, Sara, Thomas Kern, Nicola Hofmann, Olena Pogozhykh, Carsten Framme,
Martin Börgel, Constanca Figueiredo, Birgit Glasmacher, and Oleksandr Gryshkov.
2021. “Human Amniotic Membrane: A Review on Tissue Engineering, Application, and
Storage.” Journal of Biomedical Materials Research. Part B, Applied Biomaterials 109
(8): 1198–1215.

Lima Júnior, Edmar Maciel, Manoel Odorico de Moraes Filho, Antonio Jorge Forte, Bruno

137



Almeida Costa, Francisco Vagnaldo Fechine, Ana Paula Negreiros Nunes Alves, Maria
Elisabete Amaral de Moraes, et al. 2020. “Pediatric Burn Treatment Using Tilapia Skin
as a Xenograft for Superficial Partial-Thickness Wounds: A Pilot Study.” Journal of
Burn Care & Research: Official Publication of the American Burn Association 41 (2):
241–47.

Liu, Chuan-Bin, He Huang, Ping Sun, Shi-Ze Ma, An-Heng Liu, Jian Xue, Jin-Hui Fu, et al.
2016. “Human Umbilical Cord‐Derived Mesenchymal Stromal Cells Improve Left
Ventricular Function, Perfusion, and Remodeling in a Porcine Model of Chronic
Myocardial Ischemia.” STEM CELLS Translational Medicine.
https://doi.org/10.5966/sctm.2015-0298.

Lund, Amanda W., Terry R. Medler, Sancy A. Leachman, and Lisa M. Coussens. 2016.
“Lymphatic Vessels, Inflammation, and Immunity in Skin Cancer.” Cancer Discovery 6
(1): 22–35.

Marigo, Ilaria, and Francesco Dazzi. 2011. “The Immunomodulatory Properties of
Mesenchymal Stem Cells.” Seminars in Immunopathology.
https://doi.org/10.1007/s00281-011-0267-7.

Meller, Daniel, Mikk Pauklin, Henning Thomasen, Henrike Westekemper, and Klaus-Peter
Steuhl. 2011. “Amniotic Membrane Transplantation in the Human Eye.” Deutsches
Arzteblatt International 108 (14): 243–48.

Menon, Gopinathan K. 2002. “New Insights into Skin Structure: Scratching the Surface.”
Advanced Drug Delivery Reviews 54 Suppl 1 (November): S3–17.

Mieremet, Arnout, Richard Helder, Andreea Nadaban, Gert Gooris, Walter Boiten,
Abdoelwaheb El Ghalbzouri, and Joke A. Bouwstra. 2019. “Contribution of Palmitic
Acid to Epidermal Morphogenesis and Lipid Barrier Formation in Human Skin
Equivalents.” International Journal of Molecular Sciences 20 (23).
https://doi.org/10.3390/ijms20236069.

Milan, Peiman Brouki, Naser Amini, Mohamad Taghi Joghataei, Loghman Ebrahimi, Moein
Amoupour, Arash Sarveazad, Saeid Kargozar, and Masoud Mozafari. 2020.
“Decellularized Human Amniotic Membrane: From Animal Models to Clinical Trials.”
Methods 171 (January): 11–19.

Montesinos, M. Carmen, Avani Desai-Merchant, and Bruce N. Cronstein. 2015. “Promotion
of Wound Healing by an Agonist of Adenosine A2A Receptor Is Dependent on Tissue
Plasminogen Activator.” Inflammation 38 (6): 2036–41.

Moulin, Veronique J. 2021. “Three-Dimensional Model of Hypertrophic Scar Using a
Tissue-Engineering Approach.” Methods in Molecular Biology 2299: 419–34.

Naasani, Liliana I. Sous, Liliana I. Sous Naasani, Cristiano Rodrigues, Rafael Paschoal de
Campos, Liziane Raquel Beckenkamp, Isabele C. Iser, Ana Paula Santin Bertoni, and
Márcia R. Wink. 2017. “Extracellular Nucleotide Hydrolysis in Dermal and Limbal
Mesenchymal Stem Cells: A Source of Adenosine Production.” Journal of Cellular
Biochemistry. https://doi.org/10.1002/jcb.25909.

Niknejad, Hassan, Habibollah Peirovi, Masoumeh Jorjani, Abolhassan Ahmadiani, Jalal
Ghanavi, and Alexander M. Seifalian. 2008. “Properties of the Amniotic Membrane for
Potential Use in Tissue Engineering.” European Cells & Materials 15 (April): 88–99.

Oura, Hajimu, Masato Iino, Yosuke Nakazawa, Masahiro Tajima, Ritsuro Ideta, Yutaka
Nakaya, Seiji Arase, and Jiro Kishimoto. 2008. “Adenosine Increases Anagen Hair
Growth and Thick Hairs in Japanese Women with Female Pattern Hair Loss: A Pilot,
Double-Blind, Randomized, Placebo-Controlled Trial.” The Journal of Dermatology 35
(12): 763–67.

Oyen, Michelle L., Steven E. Calvin, and Daniel V. Landers. 2006. “Premature Rupture of the
Fetal Membranes: Is the Amnion the Major Determinant?” American Journal of

138



Obstetrics and Gynecology 195 (2): 510–15.
Ozeki, N., T. Muneta, H. Koga, Y. Nakagawa, M. Mizuno, K. Tsuji, Y. Mabuchi, et al. 2016.

“Not Single but Periodic Injections of Synovial Mesenchymal Stem Cells Maintain
Viable Cells in Knees and Inhibit Osteoarthritis Progression in Rats.” Osteoarthritis and
Cartilage / OARS, Osteoarthritis Research Society 24 (6): 1061–70.

Paim, Tha蚐 Casagrande, and M罵cia Ros翹gela Wink. 2022. “The Versatility of
Mesenchymal Stem Cells: From Regenerative Medicine to COVID, What Is Next?”
BIOCELL. https://doi.org/10.32604/biocell.2022.018498.

Patrikoski, Mimmi, Bettina Mannerström, and Susanna Miettinen. 2019. “Perspectives for
Clinical Translation of Adipose Stromal/Stem Cells.” Stem Cells International 2019
(May): 5858247.

“PDF.js Viewer.” n.d. Accessed February 16, 2022.
https://sistemas.cfm.org.br/normas/visualizar/pareceres/BR/2021/12.

Pintor, Jesús, Alfredo Bautista, Gonzalo Carracedo, and Assumpta Peral. 2004. “UTP and
Diadenosine Tetraphosphate Accelerate Wound Healing in the Rabbit Cornea.”
Ophthalmic & Physiological Optics: The Journal of the British College of Ophthalmic
Opticians 24 (3): 186–93.

Pittenger, M. F., A. M. Mackay, S. C. Beck, R. K. Jaiswal, R. Douglas, J. D. Mosca, M. A.
Moorman, D. W. Simonetti, S. Craig, and D. R. Marshak. 1999. “Multilineage Potential
of Adult Human Mesenchymal Stem Cells.” Science 284 (5411): 143–47.

Polisetty, Naresh, Anees Fatima, Soundarya Lakshmi Madhira, Virender Singh Sangwan, and
Geeta K. Vemuganti. 2008. “Mesenchymal Cells from Limbal Stroma of Human Eye.”
Molecular Vision 14 (March): 431–42.

Priya, S. Geetha, Hans Jungvid, and Ashok Kumar. 2008. “Skin Tissue Engineering for Tissue
Repair and Regeneration.” Tissue Engineering. Part B, Reviews 14 (1): 105–18.

Proulx, Stéphanie, Julie Fradette, Robert Gauvin, Danielle Larouche, and Lucie Germain.
2011. “Stem Cells of the Skin and Cornea: Their Clinical Applications in Regenerative
Medicine.” Current Opinion in Organ Transplantation 16 (1): 83–89.

Rapini, Ronald P. 1996. “Book Review Pathology of the Skin with Clinical Correlations
Second Edition. By Philip H. McKee. Approximately 850 Pp., Illustrated. St. Louis,
Mosby, 1996. $325. 1-56375-5882.” New England Journal of Medicine.
https://doi.org/10.1056/nejm199609123351120.

Reinke, J. M., and H. Sorg. 2012. “Wound Repair and Regeneration.” European Surgical
Research. Europaische Chirurgische Forschung. Recherches Chirurgicales Europeennes
49 (1): 35–43.

Riboh, Jonathan C., Bryan M. Saltzman, Adam B. Yanke, and Brian J. Cole. 2016. “Human
Amniotic Membrane-Derived Products in Sports Medicine: Basic Science, Early Results,
and Potential Clinical Applications.” The American Journal of Sports Medicine 44 (9):
2425–34.

Ritter, Andreas, Alexandra Friemel, Susanne Roth, Nina-Naomi Kreis, Samira Catharina
Hoock, Babek Khan Safdar, Kyra Fischer, et al. 2019. “Subcutaneous and Visceral
Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells: Commonality and Diversity.” Cells 8 (10).
https://doi.org/10.3390/cells8101288.

Robson, Simon C., Jean Sévigny, and Herbert Zimmermann. 2006. “The E-NTPDase Family
of Ectonucleotidases: Structure Function Relationships and Pathophysiological
Significance.” Purinergic Signalling 2 (2): 409–30.

Rodrigues, Cristiano, Adriano M. de Assis, Dinara J. Moura, Graziele Halmenschlager,
Jenifer Saffi, Léder Leal Xavier, Marilda da Cruz Fernandes, and Márcia Rosângela
Wink. 2014. “New Therapy of Skin Repair Combining Adipose-Derived Mesenchymal
Stem Cells with Sodium Carboxymethylcellulose Scaffold in a Pre-Clinical Rat Model.”

139



PLoS ONE. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0096241.
Rodrigues, Melanie, Nina Kosaric, Clark A. Bonham, and Geoffrey C. Gurtner. 2019.

“Wound Healing: A Cellular Perspective.” Physiological Reviews 99 (1): 665–706.
Rosso, James Del, Joshua Zeichner, Andrew Alexis, David Cohen, and Diane Berson. 2016.

“Understanding the Epidermal Barrier in Healthy and Compromised Skin: Clinically
Relevant Information for the Dermatology Practitioner: Proceedings of an Expert Panel
Roundtable Meeting.” The Journal of Clinical and Aesthetic Dermatology 9 (4 Suppl 1):
S2–8.

Roszek, Katarzyna, and Magdalena Wujak. 2018. “How to Influence the Mesenchymal Stem
Cells Fate? Emerging Role of Ectoenzymes Metabolizing Nucleotides.” Journal of
Cellular Physiology 234 (1): 320–34.

Salgado, António J. Braga Osório Gomes, Rui L. Gonçalves Reis, Nuno Jorge Carvalho
Sousa, and Jeffrey M. Gimble. 2010. “Adipose Tissue Derived Stem Cells Secretome:
Soluble Factors and Their Roles in Regenerative Medicine.” Current Stem Cell Research
& Therapy 5 (2): 103–10.

Schultz, Iago Carvalho, Ana Paula Santin Bertoni, and Márcia Rosângela Wink. 2021.
“Mesenchymal Stem Cell-Derived Extracellular Vesicles Carrying miRNA as a Potential
Multi Target Therapy to COVID-19: An In Silico Analysis.” Stem Cell Reviews and
Reports. https://doi.org/10.1007/s12015-021-10122-0.

Shaked, G., R. Gurfinkel, D. Czeiger, A. Douvdevani, and Y. Sufaro. 2007. “Adenosine in
Burn Blister Fluid.” Burns: Journal of the International Society for Burn Injuries 33 (3):
352–54.

Shevchenko, Rostislav V., Stuart L. James, and S. Elizabeth James. 2010. “A Review of
Tissue-Engineered Skin Bioconstructs Available for Skin Reconstruction.” Journal of the
Royal Society, Interface / the Royal Society 7 (43): 229–58.

Si, Yiling, Yali Zhao, Haojie Hao, Jiejie Liu, Yelei Guo, Yiming Mu, Jing Shen, Yu Cheng,
Xiaobing Fu, and Weidong Han. 2012. “Infusion of Mesenchymal Stem Cells
Ameliorates Hyperglycemia in Type 2 Diabetic Rats: Identification of a Novel Role in
Improving Insulin Sensitivity.” Diabetes 61 (6): 1616–25.

“Skin.” n.d. Accessed November 23, 2021.
https://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/skin#Normal-skin.

“Study of Donated Amnion, Fetal Placental Membrane, as Skin Substitute for Burn Patients -
Full Text View - ClinicalTrials.gov.” n.d. Accessed February 16, 2022.
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00592189.

Takai, Erina, Mitsutoshi Tsukimoto, Hitoshi Harada, and Shuji Kojima. 2011. “Involvement
of P2Y6 Receptor in p38 MAPK-Mediated COX-2 Expression in Response to UVB
Irradiation of Human Keratinocytes.” Radiation Research 175 (3): 358–66.

Tavakoli, Shima, and Agnes S. Klar. 2021. “Bioengineered Skin Substitutes: Advances and
Future Trends.” Applied Sciences. https://doi.org/10.3390/app11041493.

Tay, Szun S., Ben Roediger, Philip L. Tong, Shweta Tikoo, and Wolfgang Weninger. 2014.
“The Skin-Resident Immune Network.” Current Dermatology Reports 3: 13–22.

Vapniarsky, Natalia, Boaz Arzi, Jerry C. Hu, Jan A. Nolta, and Kyriacos A. Athanasiou. 2015.
“Concise Review: Human Dermis as an Autologous Source of Stem Cells for Tissue
Engineering and Regenerative Medicine.” Stem Cells Translational Medicine 4 (10):
1187–98.

Velthoven, Cindy T. J. van, R. Ann Sheldon, Annemieke Kavelaars, Nikita Derugin, Zinaida
S. Vexler, Hanneke L. D. M. Willemen, Mirjam Maas, Cobi J. Heijnen, and Donna M.
Ferriero. 2013. “Mesenchymal Stem Cell Transplantation Attenuates Brain Injury after
Neonatal Stroke.” Stroke; a Journal of Cerebral Circulation 44 (5): 1426–32.

Vig, Komal, Atul Chaudhari, Shweta Tripathi, Saurabh Dixit, Rajnish Sahu, Shreekumar

140



Pillai, Vida A. Dennis, and Shree R. Singh. 2017. “Advances in Skin Regeneration Using
Tissue Engineering.” International Journal of Molecular Sciences 18 (4).
https://doi.org/10.3390/ijms18040789.

Wang, Mingyao, Xinxuan Xu, Xiongxin Lei, Jie Tan, and Huiqi Xie. 2021. “Mesenchymal
Stem Cell-Based Therapy for Burn Wound Healing.” Burns & Trauma 9 (May): tkab002.

Wang, Zhen, Mao-Qiang Man, Tienan Li, Peter M. Elias, and Theodora M. Mauro. 2020.
“Aging-Associated Alterations in Epidermal Function and Their Clinical Significance.”
Aging 12 (6): 5551–65.

Watt, F. M. 1989. “Terminal Differentiation of Epidermal Keratinocytes.” Current Opinion in
Cell Biology. https://doi.org/10.1016/s0955-0674(89)80058-4.

Weidinger, Adelheid, Laura Poženel, Susanne Wolbank, and Asmita Banerjee. 2020.
“Sub-Regional Differences of the Human Amniotic Membrane and Their Potential
Impact on Tissue Regeneration Application.” Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology 8: 613804.

Weinmüllner, Regina, Barbara Zbiral, Adnan Becirovic, Elena Maria Stelzer, Fabian
Nagelreiter, Markus Schosserer, Ingo Lämmermann, et al. 2020. “Organotypic Human
Skin Culture Models Constructed with Senescent Fibroblasts Show Hallmarks of Skin
Aging.” NPJ Aging and Mechanisms of Disease 6 (March): 4.

White, Nicholas, Gillian E. Knight, Peter E. M. Butler, and Geoffrey Burnstock. 2009. “An in
Vivo Model of Melanoma: Treatment with ATP.” Purinergic Signalling.
https://doi.org/10.1007/s11302-009-9156-0.

Wickett, R. Randall, R. Randall Wickett, and Marty O. Visscher. 2006. “Structure and
Function of the Epidermal Barrier.” American Journal of Infection Control.
https://doi.org/10.1016/j.ajic.2006.05.295.

Willyard, Cassandra. 2018. “Unlocking the Secrets of Scar-Free Skin Healing.” Nature 563
(7732): S86–88.

Xie, Hua-Tao, Szu-Yu Chen, Gui-Gang Li, and Scheffer C. G. Tseng. 2012. “Isolation and
Expansion of Human Limbal Stromal Niche Cells.” Investigative Ophthalmology &
Visual Science 53 (1): 279–86.

Xie, Yan, Simone C. Rizzi, Rebecca Dawson, Emily Lynam, Sean Richards, David I.
Leavesley, and Zee Upton. 2010. “Development of a Three-Dimensional Human Skin
Equivalent Wound Model for Investigating Novel Wound Healing Therapies.” Tissue
Engineering. Part C, Methods 16 (5): 1111–23.

Yousef, Hani, Mandy Alhajj, and Sandeep Sharma. 2021. “Anatomy, Skin (Integument),
Epidermis.” In StatPearls. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing.

Zimmermann, Herbert. 2001. “Ectonucleotidases: Some Recent Developments and a Note on
Nomenclature.” Drug Development Research. https://doi.org/10.1002/ddr.1097.

Zuk, P. A., M. Zhu, H. Mizuno, J. Huang, J. W. Futrell, A. J. Katz, P. Benhaim, H. P. Lorenz,
and M. H. Hedrick. 2001. “Multilineage Cells from Human Adipose Tissue: Implications
for Cell-Based Therapies.” Tissue Engineering 7 (2): 211–28.

141



ANEXO A: CEP

Parecer de aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa com Seres Humanos (CEP)

142



143



144



ANEXO B: CEUA

Parecer de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA)

145



146



147



148



APÊNDICE A: PRODUÇÃO CIENTÍFICA - AUTORÍA

Produção científica realizada durante o doutorado, além da produção da tese - com autoría:

149



150



151



152



153



154



155



156



APÊNDICE B: PRODUÇÃO CIENTÍFICA - COAUTORÍA

Produção científica realizada durante o doutorado - colaboração:

157



158



159



160


