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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa € um patdogeno oportunista classificado como prioritario
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em razao de seus multiplos mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos e elevada viruléncia. A membrana amnidtica
humana (MA) tem se destacado por suas propriedades regenerativas e por possuir
atividade antimicrobiana intrinseca. O objeto deste estudo foi avaliar a atividade
antibacteriana e antibiofilme da membrana amnidtica humana desidratada
(AmnioTek™), tanto isolada (MA) quanto impregnada com ciprofloxacino (MA-C),
contra umisolado clinico de P. aeruginosa. Os objetivos incluiram verificar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme, avaliar se a impregnagdo com ciprofloxacino
potencializa o efeito e investigar a natureza dos fatores soluveis envolvidos na MA. A
metodologia utilizou ensaios de disco-difusédo, ensaios de inibicado de biofilme
(quantificagéo por cristal violeta) apdés 24h ou 48h de exposigdo, microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e a avaliagédo do extrato condicionado pela MA (EXT-
MA), tratado ou ndo com Proteinase K (PK). Os resultados do ensaio de disco-difusdo
mostraram atividade antimicrobiana significativamente maior para MA-C e
Ciprofloxacino (CIPRO)em comparagdo com a MA isolada. Contudo, nos ensaios em
meio liquido, a MA, MA-C e CIPRO demonstraram capacidade semelhante de inibir
tanto o crescimento de células planctonicas quanto a formacgao de biofilme, além de
atuar sobre biofilmes previamente estabelecidos. O extrato EXT-MA demonstrou
atividade antimicrobiana e antibiofilme, que foi significativamente reduzida apos o
tratamento com PK, indicando que a agédo é dependente de componentes de origem
proteica da MA. A MEV confirmou aintegridade estrutural da MA e revelou alteragdes
morfoldgicas nas bactérias e lise celular, além da formacgao de biofilme na superficie
da MA. Conclui-se que a membrana amnidtica desidratada AmnioTek™ possui
atividade antimicrobiana e antibiofilme intrinseca contra P. aeruginosa, mediada por
componentes proteicos soluveis. Essa atividade néo foi significativamente
potencializada pela impregnagao com ciprofloxacino em meio liquido, sugerindo que
a membrana amnioética desidratada possui potencial para uso como terapia adjuvante

a antimicrobianos convencionais no manejo e prevencao de infecgoes.

Palavras-chaves: Membrana amnidtica humana; Pseudomonas aeruginosa;

Biofilme; Peptideos antimicrobianos; Ciprofloxacino.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen classified as a priority by the
World Health Organization (WHO) due to its multiple mechanisms of antimicrobial
resistance and high virulence. The human amniotic membrane (AM) has stood out for
its regenerative properties andintrinsicantimicrobial activity. The aim of this study was
to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of dehydrated human amniotic
membrane (AmnioTek™), both alone (AM) and impregnated with ciprofloxacin (AM-
C), against a clinical isolate of P. aeruginosa. The objectives included assessing
antimicrobial and antibiofilm activity, determining whether ciprofloxacin impregnation
enhances the effect, and investigating the nature of the soluble factors involved in the
AM. The methodology employed disk diffusion assays, biofilm inhibition assays
(quantification by crystal violet) after 24 h or 48 h of exposure, scanning electron
microscopy (SEM), and evaluation of the AM-conditioned extract (EXT-AM), treated or
not with Proteinase K (PK). The disk diffusion assay results showed significantly
greater antimicrobial activity for AM-C and ciprofloxacin (CIPRO) compared to AM
alone.However, in liquid mediumassays, AM, AM-C, and CIPRO demonstrated similar
ability to inhibitboth planktonic cell growth and biofilm formation, as well as to act on
previously established biofilms. The EXT-AM extract demonstrated antimicrobial and
antibiofilm activity, which was significantly reduced after PK treatment, indicating that
the activity depends on protein-derived components of the AM. SEM confirmed the
structural integrity of the AM and revealed morphological alterations in bacteria and
cell lysis, as well as biofilm formation on the AM surface. It is concluded that
dehydrated amniotic membrane AmnioTek™ exhibits intrinsic antimicrobial and
antibiofilm activity against P. aeruginosa, mediated by soluble protein components.
This activity was not significantly enhanced by ciprofloxacin impregnation in liquid
medium, suggesting that dehydrated amniotic membrane has potential for use as an
adjuvanttherapy to conventional antimicrobials in the managementand prevention of

infections.

Keywords: Human amniotic membrane; Pseudomonas aeruginosa; Biofilm;

Antimicrobial peptides; Ciprofloxacin.
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1. INTRODUGAO
1.1. Pseudomonas aeruginosa: caracteristicas e relevancia clinica

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) € uma bactéria Gram-negativa, anaerodbia
facultativa, em forma de bastonete (bacilo) (VASIL, 1986; IDRIS et al., 2023). Essa
bactéria pertence ao grupo dos bacilos Gram-negativos nao fermentadores,
caracterizados pela incapacidade de fermentar carboidratos para obtencdo de
energia, utilizando predominantemente vias metabdlicas oxidativas. Como
consequéncia, esses bacilos apresentam ampla distribuicdo ambiental,atuando como
saprofitos e colonizando preferencialmente nichos umidos, como agua, solo e
superficies vegetais (DI PILATO etal., 2023). Além disso, € considerado de ocorréncia
ubiqua, sendo capaz de colonizar quase todos os lugares e condigbes ambientais
(LYCZAK et al., 2000; QIN et al., 2022).

No contexto hospitalar, essa caracteristica metabdlica contribui para a capacidade de
P. aeruginosa persistir em reservatérios artificiais, incluindo pias, sistemas de
ventilacdo,nebulizadores, solucdes aquosas, dialisato, cateteres e outros dispositivos
médicos (DI PILATO et al., 2023; JEYARAMAN et al., 2023). Além disso, os bacilos
ndo fermentadores apresentam, de forma geral, mecanismos intrinsecos de
resisténcia antimicrobiana, fatores que favorecem sua adaptacédo, sobrevivéncia
prolongada e disseminagdo em ambientes nosocomiais. Como resultado, as P.
aeruginosa sao oportunistas, reconhecidas por sua facilidade em adquirir resisténcia
a antimicrobianos, devido aos seus diversos mecanismos de resisténcia inatos e
adquiridos (VASIL, 1986; YASIR et al., 2020; QIN et al., 2022; DI PILATO et al., 2023;
IDRIS et al., 2023; PINA-SANCHEZ et al., 2023).

Desse modo, em relagdo as infecgbes nosocomiais, P. aeruginosa é reconhecida
como um dos principais agentes etioldgicos da pneumonia associada a ventilagdo
mecénica, uma complicagdo comum em pacientes submetidos a ventilagdo invasiva
em unidades de terapia intensiva. Estudos clinicos e experimentais relatam que P.
aeruginosa compde uma proporg¢ao importante dos isolados em pneumonia associada
a ventilagcdo mecanica e esta associada a maiores taxas de persisténcia bacteriana,
lesdo pulmonar e morbidade e mortalidade nesses pacientes (ROCHA et al., 2008; LI
et al., 2024).
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Também, outras infecgbes humanas maisrelevantes causadas por P. aeruginosa sao:
bacteremia em pacientes com queimaduras severas; infecgdes pulmonares crénicas
em individuos com fibrose cistica; e ceratite ulcerativa aguda da cornea em pessoas

que utilizam lentes de contato gelatinosas de uso prolongado (LYCZAK et al., 2000).

Em relacéo as patologias oftalmolégicas causadas por microrganismos, uma revisao
de série de casos realizada por Danielescu et al. (2020) relatou que os organismos
Gram-negativos mais frequentes em endoftalmites foram Pseudomonas sp. Somado
a isso, Urwin e colegas (2020) concluem que as espécies bacterianas mais
comumente responsaveis pela ceratite bacteriana incluem Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, que também sdo os dois patégenos mais

proeminentemente associados a feridas cronicas (WOLCOTT et al., 2016)

A emergéncia de linhagens multirresistentes representa uma ameacga significativa a
saude publica a nivel global (QIN et al., 2022; PINA-SANCHEZ et al., 2023). P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos esta entre os 10 patégenos prioritarios para
asaudepublica,de acordo com a lista atualizada pela OMS em 2024, que visa orientar
pesquisas e estratégias para o controle e prevengao da resisténcia antimicrobiana
(OMS, 2024).

Os mecanismos inatos de resisténcia comuns dessa espécie incluem bombas de
efluxo, que sao capazes de expelir os farmacos diretamente para fora da célula
(YONEYAMA et al., 1991; WESTBROCK-WADMAN et al., 1999; LLANES et al., 2004;
AENDEKERK et al., 2005; QIN et al., 2022; PINA-SANCHEZ et al., 2023); baixa
permeabilidade da membrana externa, levando a diminuicdo da penetragcdo de
farmacos (YONEYAMA et al., 1991; WESTBROCK-WADMAN et al., 1999; QIN et al.,
2022; PINA-SANCHEZ et al., 2023), e enzimas inativadoras ou modificadoras de
antimicrobianos, tornando-os inativos e incapazes de se ligar ao seu alvo (WRIGHT,
2005; QIN et al., 2022).

Ja os mecanismos adquiridos podem surgirpor meio de suas altas taxas de mutagdes
cromossOmicas, plasticidade gendmica e transferéncia horizontal de genes, levando
esse patdgeno a apresentar uma alta capacidade adaptativa (WINSTANLEY et al.,
2016; DIORIO-TOTH et al., 2022; QIN et al., 2022; PINA-SANCHEZ et al., 2023).
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Além disso, possuem o mecanismo de comunicagao por quorum sensing, que atua
como um sistema regulatorio global das bactérias para comunicagdo em massa
célula-célula, controlando direta ou indiretamente a expressao dos genes, a producao
e a secregdo de fatores associados & viruléncia (CHAPON-HERVE et al., 1997;
DAVIES et al., 1998, AENDEKERK et al., 2005; DUAN & SURETTE, 2007;
RUTHERFORD et al., 2012; QIN et al., 2022). As moléculasde sinalizagdode quorum
sensing também contribuem para a formacgao de biofilmes (DAVIES et al., 1998; DUAN
& SURETTE, 2007; RUTHERFORD et al., 2012; QIN et al., 2022).

Figura 1 - Mecanismos de resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa. Representando os mecanismos
intrinsecos de resisténcia: (1) permeabilidade da membrana externa, (2) sistemas de efluxo e (4)
enzimas modificadoras ou (5) enzimas inativadoras de antimicrobianos. Representando os
mecanismos adaptativos de resisténcia: (3) resisténcia mediada por biofilme. Representando os
mecanismos adquiridos de resisténcia: (6) resisténcia por mutagdes e aquisicdo de genes de
resisténcia por meio de transferéncia horizontal.
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Fonte: Qin et al., Signal transduction and targeted therapy, 2022 (adaptado)

Em geral, P. aeruginosa possui diversos fatores de viruléncia, incluindo pigmentos,
sideroforos (pioverdina), toxinas, proteases, endotoxinas,como o lipopolissacarideo
(LPS), sistemas de secrecao, proteinas da membrana externa, urease, pili, fimbrias,
flagelos e sua capacidade de formar biofilmes (VASIL, 1986; LYCZAK et al., 2000;
QIN et al., 2022; PINA-SANCHEZ et al., 2023), que lhe permite colonizar e infectar
diversos tipos de tecidos de mamiferos (VASIL, 1986; LYCZAK et al., 2000).
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Devido a esses diversos mecanismos de resisténcia e viruléncia, P. aeruginosa faz
parte do grupo de patégenos multi-droga resistentes (MDR) incluidos no acrénimo
“‘ESKAPE", acrbnimo para: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa e Enterobacter (QIN et al.,
2022; IDRIS et al., 2023). Esses patdgenos representam uma grande preocupagao
devido a sua propenséo a resisténcia a antibidticos e outros medicamentos, além de
sua capacidade de causar infecgdes graves, aumento da morbidade e mortalidade
(IDRIS et al., 2023).

O ciprofloxacino € um antimicrobiano pertencente a classe das fluoroquinolonas e é
reconhecido como a fluoroquinolona mais eficazcontra P. aeruginosa, sendo utilizado
no tratamento de diversas infecgdes causadas por essa bactéria, como a bacteremia,
osteocondrite, infecgdes oculares e auriculares, otite externa maligna e outras
(REHMAN et al., 2019). As quinolonas atuam de forma especifica ao interferirem na
sintese de DNA, causando a morte das células bacterianas por fragmentagdo do
material genético. Elas conseguem atravessar a parede celular através das porinase
inibem diretamente o processo de replicacdo do DNA bacteriano (ROCHA et al.,
2019). Seu principio de operagéo envolve a inibicdo de ambas as topoisomerases do
tipo Il do DNA — a DNA girase e a topoisomerase IV, enzimas essenciais para a
replicagao e o reparo do DNA bacteriano (PENG et al., 2017; ROCHA et al., 2019).

Contudo,conforme mencionado anteriormente, P. aeruginosa apresenta uma elevada
tendéncia a resisténcia antimicrobiana. A resisténcia ao ciprofloxacino em P.
aeruginosa € principalmente gerada por mutagdes na topoisomerase IV ou pela
superexpressao de uma bomba de efluxo bacteriana codificada cromossomicamente,
resultando no aumento da expulséo de ciprofloxacino da célula bacteriana (YASIR et
al., 2020). Outro estudo relatou que a resisténcia de alto nivel a ciprofloxacina esta
associada a bomba de efluxo mexCD-oprJ e a regulagdo negativa do sistema de

quorum sensing (PENG et al., 2017).

Portanto, a identificacdo de novas abordagens terapéuticas e o avango no
desenvolvimento de tratamentos eficazes contra P. aeruginosa, como a fagoterapia,
nanoparticulas, imunoterapia, edicao genética, peptideos antimicrobianos e vacinas,

séo de fundamental importancia (QIN et al., 2022).
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Uma estratégia alternativa que esta sendo investigada envolve o uso de terapias
combinadas, nas quais o ciprofloxacino € administrado junto com outro antimicrobiano
eficaz contra Pseudomonas. Essas terapias combinadas oferecem uma opgéao
promissora em relacdo ao uso de antimicrobianos de forma isolada, pois podem

diminuir a incidéncia de mutantes resistentes (REHMAN Et al., 2019).

1.2. A formagao de biofilmes bacterianos

A formacao de biofilmes bacterianos € um processo dinamico que ocorre em
diferentes etapas e contribui para a resisténciaantimicrobiana (Figura 2). Inicialmente,
ocorre a adesao de células planctdnicas as superficies, em um estagio conhecido
como fixagao reversivel. Com o tempo, essa interagao se fortalece, estabelecendo
uma fixacao irreversivel, formando microcolénias que passam a se expandir e se
organizar tridimensionalmente no interior de uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS), sintetizada pelas proprias bactérias (GHAFOOR & REHM, 2011;
RATHER et al., 2021; YIN et al., 2022). Em sequéncia, o biofilme sofre um processo
de maturagdo, adquirindo caracteristicas especificas quanto a sua composicéao,

morfologia e arquitetura.

Biofilmes maduros frequentemente assumem formas complexas, parecidas
visualmente com o formato de cogumelos ou torres, nas quais 0s microrganismos se
distribuem de acordo com seu metabolismo e grau de tolerancia a e dependénciade
oxigénio (KLAUSEN etal., 2003; HQIBY et al., 2011; RATHER et al., 2021; YIN et al.,
2022). As microcolOnias se separam de outras a partir de vazios intersticiais
denominadosde canaisde agua, em que ocorre 0 movimento de liquido possibilitando
a distribuicdo de nutrientes, oxigénio, moléculas de sinalizagdo e até mesmo de
agentes antimicrobianos (DONLAN, 2002; YIN et al., 2022).

A ultima etapa do ciclo € a dispersé&o, essencial para a colonizagédo de novos sitios.
Essa liberagao de células pode ocorrer de maneira ativa, por meio da motilidade
bacteriana e da degradacdo da matriz EPS, ou de forma passiva, em resposta a
estimulos fisicos, como o fluxo de liquidos. Diversos fatores podem atuar como
gatilhos para a dispersao, incluindo superpopulagdo, competicdo por nutrientes,

variagdes nas condigcdes ambientais e mecanismos regulatérios que ativam genes
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relacionados a motilidade celular e a degradagédo da matriz extracelular (RATHER et
al., 2021; YIN et al., 2022).

Figura 2 - Processo de formagdo de biofilme. O biofilme maduro é constituido por por células
plancténicas méveis (flageladas — verdes), células aderidas ou sésseis (verdes), células persistentes
(marrons) e células mortas (pretas). Também estdo presentes canais de agua e uma variedade de
moléculas responsaveis pela sinalizagdo e estabilizagdo do biofilme, como acil-homoserina lactonas,
lipidios, polissacarideos, proteinas e eDNA.
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Fonte: Rather et al., Brazilian journal of microbiology, 2021 (adaptado).

A capacidade de P. aeruginosa de produzir biofilme esta atrelada a sua persisténcia
e capacidade de gerar infecgdes cronicas (KAMALI et al., 2020). A formacao de
biofilme pode reduzir significativamente a eficacia da terapia antimicrobiana, uma vez
quesua estrutura dificultaa penetracédo dos farmacos e compromete a eliminagaodas
bactérias ali presentes. Esse mecanismo contribui para o agravamento do quadro

clinico e torna o tratamento da infeccéo mais complexo (LIMA Et al., 2017).

A matriz de biofilme é uma mistura de proteinas, polissacarideos e DNA extracelular
(eDNA) (WHITCHURCH et al., 2002; MATSUKAWA & GREENBERG, 2004; MA et al.,
2009; GHAFOOR & REHM, 2011), que dificulta a penetragao de antimicrobianos
devido o estabelecimento da matriz de EPS, que compde parte significativa da
biomassa do biofilme (YASIR et al., 2018), atuando como um arcaboug¢o em que 0s
compostos do biofilme se entrelacam (MATSUKAWA & GREENBERG, 2004;
GHAFOOR & REHM, 2011).

Os exopolissacarideos alginato, Psl e Pel sintetizados por P. aeruginosa atuam como
elemento estrutural fundamental do biofilme, promovendo a aderéncia a superficie e

contribuindo para sua organizacgao e estrutura ao longo do desenvolvimento. Eles
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colaboram com o DNA extracelular na manutengado da integridade do biofilme,
mantendo a estabilidade e persisténcia da bactéria em ambientes clinicos (MA et al.,
2009; GHAFOOR & REHM, 2011). Por suavez, o eDNAtambém compde grande parte
do material extracelular do biofilme e é essencial para seu estabelecimento inicial.
Acredita-se que suaprincipal origem sejam as vesiculas de membrana liberadas pelas
bactérias (WHITCHURCH et al., 2002) e lise celular (RATHER et al., 2021). Além
disso, os componentes da matriz também favorecem o crescimento lento, a baixa

atividade metabdlica dessas células no biofilme, trocas genéticas e mutagdes (YASIR
Etal., 2018).

Assim, biofilmes bacterianos abrigam as chamadas células persistentes. Elas séo
consideradas um tipo especializado de célula dormente, geradas em resposta a
estresses ambientais. Possuem caracteristicas fisiologicas distintas, como baixa
atividade metabdlica, crescimento lento e ativacédo de sistemas de defesa celular que
conferem a capacidade de serem altamente tolerantes a antibidticos e a resposta
imune. Dessa forma, enquanto os antibiéticos eliminam as bactérias planctonicas e
parte das células do biofilme, as persistentes permanecem viaveis e, apds a
descontinuacao do tratamento, podem repovoar o biofilme ou se dispersar para iniciar
a formagao de novos biofilmes (HJIBY et al., 2011; RATHER et al., 2021).

Nesse contexto, as células presentes no biofilme podem demonstrar uma resisténcia
significativamente maior aos antibidticos convencionais, chegando a ser até 1000
vezes mais resistentes do que as bactérias plancténicas (YASIR Et al., 2018). Um
estudo conduzido no Brasil em pacientes com pneumonia associada a ventilagao
mecanica, demonstrou que 53,3% dos isolados clinicos de P. aeruginosa produtores

de biofilme eram multidroga resistentes (LIMA et al., 2017).

Diante desses mecanismos, P. aeruginosa em estados de biofilme possuem grande
resisténcia a estresses ambientais, podendo sobreviver em uma atmosfera hipdxica
ou outros ambientes extremamente hostis (QIN et al., 2022). Portanto, ocorrem em
diversas superficies, incluindo tecidos vivos, tubulagdes de sistemas de agua potavel
ou industrial, em superficies no ambiente aquatico natural e dispositivos médicos
(YASIR et al, 2018), como lentes de contato, comumente associadas ao
desenvolvimento de ulceras de cornea (MILLER & AHEARN, 1987).
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Por conseguinte, a utilizagao de terapias combinadas, envolvendo antimicrobianos
eficazes contra P. aeruginosa e agentes com agao antibiofilme, tem sido recomendada
como uma abordagem para potencializar o tratamento de infecgdes relacionadas a
formacao de biofilme (ROY et al., 2018; KAMALI et al., 2020).

1.3. Resisténcia Antimicrobiana: um alerta global e a busca por novas abordagens

terapéuticas

Conforme discutido, patégenos clinicamente relevantes, como Pseudomonas
aeruginosa, apresentam multiplos e complexos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos. E bem estabelecido que, atualmente, a resisténcia antimicrobiana
(RAM) é uma das principais ameacas e desafios da saude publica e desenvolvimento
a nivel global (JADEJA & WORRICH, 2022; OMS, 2023; OMS, 2024; GBD 2021
ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2024). Apesar da ocorrénciade
resisténcia aos antimicrobianos ser um processo natural resultante de respostas
adaptativas e mutagdes genéticas em microrganismos, o agravamento do cenario esta
relacionado ao uso indiscriminado e excessivo de antimicrobianos em humanos,
animais e sistemas agricolas (JADEJA & WORRICH, 2022; OMS, 2023), remetendo
a importancia do conceito de Satde Unica (“One Health”) e a estudos colaborativos
entre os microbiomas de humanos, animais e do meio ambiente (EFSA PANEL ON
BIOLOGICAL HAZARDS, 2021; KIM & CHA 2021; JADEJA & WORRICH, 2022).

A contaminacgao de ambientes de produc¢ao de alimentos por bactérias resistentes a
antimicrobianos pode favorecer sua disseminagcdo ao longo de toda a cadeia
alimentar, por diferentes vias, representando uma potencial ameacga a saude publica.
Esse cenario reforca a importancia de abordar a resisténcia antimicrobiana sob a
perspectiva integrada da Saude Unica (EFSA PANEL ON BIOLOGICAL HAZARDS,
2021). Desse modo, a presencga de bactérias resistentes tem sido registrada em
diversos nichos, incluindo seres humanos, animais de producao, frutas, vegetais,

laticinios, frutos do mar e produtos avicolas (ROY et al., 2018).

Portanto, a disseminacdo da resisténcia a multiplos antimicrobianos tem
comprometido de forma crescente a eficacia dos tratamentos disponiveis, resultando

em infec¢des cada vez mais complexas e, em alguns casos, sem opgdes terapéuticas
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eficazes. Nesse contexto, as polimixinas voltaram a ser utilizadas como terapia de
ultima linha contra bactérias Gram-negativas multirresistentes. A colistina (polimixina
E) exerce sua agao principalmente por meio da interagdo com o LPS, promovendo
alteracbes no lipidio A, causando a desestabilizacdo da membrana externa e,
subsequentemente, da membrana interna, levando a morte bacteriana. No entanto, a
resisténcia a colistina pode ocorrer tanto por mecanismos cromossémicos quanto por

genes veiculados por plasmideos (YIN et al., 2024).

O estudo conduzido pelo GBD 2021 Antimicrobial Resistance Collaborators (2024)
projetou um cenario futuro global, estimando que, em 2050, 1,91 milhdes de 6bitos
anuais serao diretamente atribuidos a RAM, enquanto 8,22 milhdes de mortes anuais
estarao associadas a RAM. No periodo de 2025 a 2050, o cenariode referénciaprevé
39,1 milhdes de mortes atribuiveis a RAM e 169 milhdes de mortes relacionadas a
RAM. Nesse sentido, é esperado um aumentode 69,6% nas mortes globais atribuiveis
a RAM e um aumento de 67,0% nas mortes associadas a RAM entre 2022 e 2050

(GBD 2021 ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2024).

Considerando esse cenario, além dos impactos na mortalidade e morbidade, a RAM
acarreta efeitos econdmicos significativos, com uma estimativa de aumento de US$ 1
trilhdo nos custos de saude até 2050 (OMS, 2023).

Os antibidticos mais recentes tém sido reservados como terapias de ultima linha para
infecgcdes causadas por bactérias multirresistentes. Entretanto, o ritmo lento de
desenvolvimento de novos antimicrobianos tem agravado a resisténcia bacteriana,
ampliando a lacuna entre o diagnadstico de patégenos MDR e a disponibilidade de
tratamentos eficazes. Nesse contexto, abordagens terapéuticas alternativas aos
antibioticos convencionais vém sendo investigadas, com destaque para terapias com
bacteriéfagos, estratégias antiviruléncia, conjugados anticorpo-farmaco, vacinas e o
uso de nanoparticulas (YIN et al., 2024). Além disso, estudos sugerem que peptideos
antimicrobianos ndo induzem facilmente resisténcia em P. aeruginosa e podem ser
usados em combinagdo com antimicrobianos como o ciprofloxacino, para tratar
biofilmes (MISHRA & WANG, 2017; YASIR et al., 2018; YASIR et al., 2020).

Estima-se que o desenvolvimento e a distribuigdo eficaz de novos medicamentos e

terapias para microrganismos Gram-negativos poderiam evitar aproximadamente
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11,08 milhdes de mortes por RAM entre 2025 e 2050. Além disso, em um cenario com
melhorias no tratamento de infecgbes graves e maior acesso a antibidticos,
especialmente em paises de baixa e média renda, calcula-se que 92,02 milhdes de
mortes possam ser evitadas nesse periodo (cerca de um tergo das mortes previstas
no cenario de referéncia) (GBD 2021 ANTIMICROBIAL RESISTANCE
COLLABORATORS, 2024).

Portanto é fundamental desenvolver um conjunto diversificado de intervencdes. E
declarado que a pesquisa e o desenvolvimento de novas vacinas, diagnésticos e
tratamentos para enfrentar esse desafio global sdo reconhecidos como prioridades
(OMS, 2023; GBD 2021 ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2024).

1.4. Membrana Amnioética Humana

A membrana amnidtica (MA) & de origem embrionaria e constitui a camada mais
interna da placenta, estando em contato direto com o feto e preenchida com liquido
amniotico (KUBO et al., 2001).

Estruturalmente, é formada por trés camadas distintas: uma epitelial voltada para o
feto, uma membrana basal e um estroma. Sendo que, este estroma é composto por
uma camada compacta, uma camada com fibroblastos e uma porgdo esponjosa mais
externa (APLIN et al., 1985; FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018; ELKHENANY et

al., 2022), conforme representado na Figura 3.

As células presentes nessas camadas incluem dois tipos principais: as células
epiteliais amnidticas (AECs) e as células mesenquimais estromais amnidticas
(AMSCs). Essas células desempenham papéis fundamentais no suporte ao
desenvolvimento embrionéario, atuando na secregdo de citocinas, fatores de
crescimento e na sintese da matriz extracelular (MEC). Além disso, sao de facil
obtencdo e ndo envolvem questdes éticas complexas, sendo consideradas uma fonte
promissora de células-tronco para uso em terapias regenerativas (HAO et al., 2000;
GRZYWOCZ et al., 2014; FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018; ELKHENANY etal.,
2022).
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As AECs possuem caracteristicas que as tornam promissoras como fonte alternativa
de células-tronco pluripotentes, uma vez que expressam marcadores tipicos de
células-tronco embrionarias. Ja as AMSCs apresentam elevado potencial de
clonogenicidade e capacidade de diferenciacdo. Essas células demonstram
habilidade de originar tecidos derivados das trés camadas germinativas do embriao
(FARHADIHOSSEINABADI et al., 2018).

Figura 3 - Camadas da Membrana Amniética Humana.
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Fonte: Niknejad et al., Cell and tissue research, 2016 (adaptado).

1.5. Propriedades bioldgicas da Membrana Amnidtica

A membrana amniética tem se destacado no tratamento de feridas crénicas de pele
por sua capacidade de acelerar a cicatrizagdo e promover a resolugao de lesdes de
dificil regeneracdo (MOORE et al., 2020). A cicatrizacdo de feridas € um fenémeno
biolégicodinamico e multifasico,que depende da atuagao de diferentestipos celulares
e moléculas sinalizadoras. Esse processo pode ser dividido em trés etapas principais:

inflamacao, proliferacdo e remodelacéo tecidual (Figura 4) (HEYDARI et al., 2024).
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Figura 4 - Representagdo esquematica das trés principais fases do reparo tecidual da pele: (1)
inflamatéria, (2) proliferativa e (3) remodelagdo, cada uma envolvendo distintos tipos celulares e
mediadores bioldgicos, comohemacias, plaquetas, queratindcitos, fatores de crescimento, fibroblastos,
neutréfilos e macréfagos.
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Fonte: Heydari et al., International journal of biological macromolecules, 2024 (adaptado).

As propriedades anti-inflamatorias, imunomoduladoras e regenerativas atribuidas ao
uso terapéutico da membrana amniotica (NIKNEJAD et al., 2013) decorrem da
expressdo de uma ampla gama de fatores biologicamente ativos, produzidos pelas
células epiteliais e pelo estroma subjacente, que regulam o comportamento celularno
microambiente da ferida (HAO et al., 2000; MOORE et al., 2020). Esses efeitos
também estdo associados a presenca de componentes da matriz extracelular e a

propriedades antimicrobianas, conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Principais fatores bioldgicos da membrana amnidtica

Fatores
Referéncias Tipos
biolégicos
Fatores biologicamente ativos
Fatores de | Hao et al., 2000; Koizumi et | EGF (Fator de Crescimento
Crescimento al., 2000; Niknejad et al., Epidérmico)

2013; Pereira et al., 2016; | TGF-a (Fator de Crescimento
Grzywocz et al., 2014; Transformador Alfa)e TGF- 1,
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Bischoffetal., 2017; Moore et | 2 e 3 (Fator de Crescimento

al., 2020; Elkhenany et al.,
2022; Ingraldi et al., 2023;
Heydari et al., 2024

Transformador Beta 1, 2 e 3)
TNF (Fator de Necrose
Tumoral)

KGF (Fator de Crescimento de
Queratindcitos)

HGF (Fator de Crescimento de
Hepatdcitos)

bFGF (Fator de Crescimento
de Fibroblastos Basico) e FGF-
2, 4, 6 e 7 (Fator de
Crescimento de Fibroblastos 2,
4,6e7)

NGF (Fator de Crescimento
Neural)

PDGF-a (Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas Alfa) e
PDGF-B (Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas Beta)
VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular) e VEGF-
R3 (receptor 3 do fator de
crescimento endotelial
vascular)

PEDF (Fator Derivado Do
Epitélio Pigmentar)

IGF (Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina) e
IGFBP-2, -3, -4 e -6 (Proteina
Ligadora do IGF 2, 3, 4 e 6)
NT-4 (neurotrofina-4)

M-CSF (fator estimulador de

colénias de macrofagos)



Interleucinas (IL)

Prostaglandinas
Inibidores
teciduais de

metaloproteinases
(TIMP)

Interferons (IFN)

Colageno

Elastina

Laminina

Fibronectina

Vitronectina

B-defensinas
(HBD)

Hao et al., 2000; Niknejad et
al., 2013; Pereira et al., 2016;
Bischoff etal., 2017; Moore et
al., 2020; Elkhenany et al.,
2022; Heydari et al., 2024
Pereira et al, 2016;
Elkhenany et al., 2022

Hao et al., 2000; Niknejad et
al.,2013; Pereira et al., 2016;
Moore etal., 2020; Elkhenany
etal., 2022

Pereira et al, 2016;
Elkhenany et al., 2022

23

G-CSF (fator estimulador de
colénias de granuldcitos)
IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10; IL1-RA

PGE-2 (Prostaglandina E2)
TIMP-1,  TIMP-2,  TIMP-3,

TIMP-4

IFN-a (Interferon Alfa)
IFN-B (Interferon Beta)

Componentes da matriz extracelular

Aplin et al., 1985; Moore et
al., 2020; Elkhenany et al.,
2022; Heydari et al., 2024;
Rayat et al., 2024

Heydari et al., 2024

Aplin et al., 1985; Moore et
al., 2020; Heydari et al., 2024;
Rayat et al., 2024

Aplin et al., 1985; Moore et
al., 2020; Heydari et al., 2024;
Rayat et al., 2024

Heydari et al., 2024; Rayat et
al., 2024

Colageno tipo |, Ill, IV, V, VII

Propriedades antimicrobianas

Buhimschi et al., 2004; King
et al.,, 2007; Stock et al.,

HBD1,2,3 e 4



24

2007; Mao et al., 2017;
Tehrani et al., 2017; Olmos-
Ortiz et al., 2022

Elafina King et al., 2007; Stock et al., | -
2007; Tehrani etal., 2017

LL-37 Lim et al., 2015; Tehrani et | -
al., 2017; Olmos-Ortiz et al.,
2022

SLPI (inibidor da | Zhang et al., 2001; Stock et | -

protease al., 2007; Mao et al., 2017;

leucocitaria Tehrani et al., 2017

secretada)

Histonas Kim et al., 2002 H2A e H2B

Lactoferrina Niemela et al., 1989 -

Fonte: Autoria propria (2025).

Conforme demonstrado, a membrana amnioética é relatada como fonte de diversos
fatores de crescimento, incluindo EGF (fator de crescimento epidérmico), KGF (fator
de crescimento de queratinécitos), FGF (fator de crescimento de fibroblastos) e bFGF
(fator de crescimento de fibroblastos basico), que atuam em conjunto favorecendo a
migracao e a proliferagcao de células epiteliais, além de estimular a reepitelizagao e a
sintese da matriz extracelular (BISCHOFF et al., 2017; HEYDARI et al., 2024).

A migracao dos queratinécitos representa uma das fases iniciais mais importantes no
processo de reparo tecidual. Nas margens da lesdo, essas células passam por
modificagdes em sua forma, influenciadas por estimulos como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1(IL-1) e componentes da matriz extracelular.Essas
mudancas levam a formacado de projecbes celulares e a reorganizagdo do
citoesqueleto. Além disso, IL-1 e TNF ativam fibroblastos dérmicos a sintetizar FGF,
que favorece a reepitelizagao, e desencadeiam a resposta inflamatéria (HEYDARI et
al., 2024).

Em contextos inflamatérios, os queratindcitos e outras células epiteliais passam a

secretar IL-6, uma citocina pré-inflamatéria que regula a resposta imune ao favorecer
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a migragao de macréfagos para o local da lesdo e promover a cicatrizagao epitelial. A
IL-8, também pro-inflamatéria, contribui para o recrutamento de neutrofilos ao tecido
inflamado, auxiliando no controle da inflamagaolocal. A membrana amnidtica, por sua
vez, além de produzir interleucinas de perfil anti-inflamatorio secretadas por células
epiteliais e pelo estroma, atua na modulagao de vias inflamatérias, especialmente a
mediada pelo TGF-3, que é crucial para o processo de cicatrizacdo e para a
regeneracao epitelial e restauragao dos tecidos lesionados. Assim, a combinagao de
efeitos pro e anti-inflamatérios favorece o equilibrio da resposta inflamatdria, aspecto
fundamental para o tratamento de feridas (BISCHOFF et al., 2017; MOORE et al.,
2020; HEYDARI et al., 2024). Ja o NGF (fator de crescimento neural) contribui paraa
reinervacgao de tecidos, reduzindo a morte celulardas células epiteliais e prolongando
sua viabilidade (BISCHOFF et al., 2017).

A capacidade imunomoduladoradamembrana amniétican&o se deve exclusivamente
as suasceélulas,mas também a suamatriz extracelulare a sua organizagao estrutural.
Elementos como o colageno e a propria matriz desempenham um papel fundamental
na remodelagdo dos tecidos, atuando como sinais bioldgicos importantes na
morfogénese tecidual e servindo como um arcabougo para outras células e Ihes da
forma e suporte (MOORE et al., 2020; HEYDARI et al., 2024).

Os fibroblastos presentes nacamada estromal da MA sao responsaveis pela producao
da MEC, tornando-a rica em proteinas como fibronectina, laminina, colageno e
vitronectina (RAYATet al., 2024). Essas proteinas atuam como ligantesqueinteragem
com receptores especificos na superficie celular, promovendo a adesao das células
ao arcaboucgo da matriz. Essa interacido ativa vias de sinalizacdo intracelular que
favorecem a proliferagao, migragao e diferenciacao celular(ELKHENANY etal., 2022;
RAYAT et al., 2024).

Portanto, a baixa imunogenicidade (AKLE etal., 1981), propriedades antiinflamatdrias
e antifibréticas tornam o amnio um aloenxerto adequado para enxerto e aplicagdes
clinicas (NIKNEJAD et al., 2013). Soma-se a isso sua ampla disponibilidade, baixo
custo e capacidade de favorecer a cicatrizagao, caracteristicas que frequentemente a
tornam superioraos enxertos de pele alogénicos (cadavéricos) ou xenogénicos (como
os de origem suina)quando utilizados como curativo bioldgico temporario (SINGH &
CHACHARKAR, 2011).
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O Quadro 2 apresenta os principais fatores envolvidos nas propriedades terapéuticas
da membrana amnidtica, incluindo suas acdes anti-inflamatoria, antimicrobiana, anti-

cicatricial, imunomoduladora, analgésica, angiogénica e regenerativa.

Quadro 2 - Fatores associados as propriedades terapéuticas da membrana amnidtica.

Propriedades Fatores contribuintes
AM suprime as citocinas pro-inflamatorias, como TNFa, IL-1, IL-6
e IL-8 e produz fatores anti-inflamatérios: IL-10, IL-4, TGF-f3, HGF,
PGE-2, HLA-G (Antigeno Leucocitario Humano G) e IDO

(Indolamina 2,3-dioxigenase).

Anti-inflamatoria

AM serve como barreira fisica contra o ambiente externo com forte
Antimicrobiana adesdo a superficie da ferida e produzindo peptideos

antimicrobianos, como beta-defensinas e elafina.

MA reduz MMP (Metaloproteinases da Matriz Extracelular) e outras
Anti-cicatrizes proteases por meio da secregao de TIMPs e da regulagéo negativa

de TGF-B.

Nao
Baixa expressado de antigenos de histocompatibilidade. Presenca

imunogénico/baixa _
de ligantes HLA-G e Fas.

antigenicidade
O alivio da dor é proposto devido ao revestimento eficiente das
Analgésica terminagdes nervosas. Fatores de crescimento anti-inflamatérios,
como IL-10 e IL-1RA, contribuem para o alivio da dor.
Fatores pré-angiogénicos observados: VEGF-A, angiopoietina-1,
Angiogénica HGF e FGF-2, PEDF, MMPs. Fatores anti-angiogénicos: TSP-1
(trombospondina-1), endostatina, TIMPs 1, 2, 3 e 4.
Promocéo da . . _ . _
. L Contém as proteinas estruturais: colageno tipos | a VI e VII,
diferenciacao e o . . ] _
laminina, fibronectina e vitronectina.
adeséo celular
A membrana basal € um substrato para migracdo celular,
Epitelizacao proliferacdo, diferenciacdo e epitelizacdo com fatores de

crescimento como: KGF, b-FGF e TGF-3.

Fonte: Ingraldi et al., Journal of functional biomaterials, 2023 (adaptado).
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1.5.1. Propriedades antimicrobianas da membrana amniética

Em casos de infeccdo durante a gestagcdo, as membranas corioamnidticas atuam
como a ultima linha de defesa antes que o patégeno alcance o liquido amniéticoe o
feto. A eficacia das respostas imunes dessas membranas, incluindo sua capacidade
de conter a proliferagao bacteriana, pode ser determinante para a manutencgao da
gestacdo (OLMOS-ORTIZ et al., 2022). Nesse contexto, evidéncias sugerem que a
membrana amniética apresenta potencial bactericida e bacteriostatico contra

diferentes géneros bacterianos (SKET et al., 2019).

O tecido amnidtico é capaz de secretar moléculas antimicrobianas naturais, como
proteinas ou peptideos antimicrobianos (AMPs), principalmente 3-defensinas (HBD1-
4), elafina, LL-37 catelicidico, inibidor da protease leucocitaria secretado (SLPI),
Histonas H2A e H2B e Lactoferrina, que atuam como parte da resposta inata que
protege a gravidez contra infec¢des bacterianas, fungicas e virais (Quadro 1)
(NIEMELA et al., 1989; KIM et al., 2002; KING et al., 2007; STOCK et al., 2007;
TEHRANI et al., 2013; LIM et al., 2015; MAO et al., 2017; TEHRANI et al., 2017,
OLMOS-ORTIZ etal., 2022).

As proteinas e peptideos antimicrobianos sado reconhecidos como elementos
fundamentais da resposta imune de organismos multicelulares e, conforme discutido
anteriormente, tém sido explorados como potenciais agentes terapéuticos contra
infecgcdes. Possuem ampla atividade antimicrobiana, cinética simples e alta
capacidade de atuar de forma sinérgica. Além disso, apresentam caracteristicas
farmacodinamicas que dificultam o desenvolvimento de resisténcia por parte dos
microrganismos-alvo, podendo atuar de maneira combinada entre si ou em
associagao com antibiéticos convencionais (LAZZARO et al., 2020). Embora as
células viaveis sejam a principal fonte de peptideos antimicrobianos secretados, os
AMPs estao presentes em niveis detectaveis na matriz extracelular do tecido mesmo

apo6s seu processamento para uso clinico (MAO et al., 2017).

Como forma de resposta a infecgdo bacteriana, as membranas fetais intensificama
producédo de diversos AMPs, de maneira variavel conforme o tempo de exposicaoe a
regido afetada (OLMOS-ORTIZ et al., 2022). Assim, a agao antibacterianadas células

da membrana amniética pode ser significativamente intensificada quando expostas a
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estimulos inflamatoérios, como a IL-18 ou LPS bacteriano. Esses indutores aumentam
a expressao de peptideos antimicrobianos pela membrana, reforgando seu potencial
antimicrobiano (ZHANG et al., 2001; BUHIMSCHI et al., 2004; STOCK et al., 2007;
TEHRANI et al., 2017; OLMOS-ORTIZ et al., 2022).

As defensinas epiteliais exercem um papel essencial na defesa do trato reprodutivo
feminino, especialmente durante a gestagédo, sendo eficaz contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (BUHIMSCHI et al., 2004). A acao antimicrobiana das
HBDs presentes na membrana amniética contra P. aeruginosa foi demonstrada por
Mao et al. (2017), que confirmaram esse efeito por meio da remogao seletiva de cada
HBD do meio condicionado. Além disso, a interagao cooperativa entre HBDs pode
levar a um maior efeito bactericida, inibindo significativamente o crescimento
bacteriano em comparagdo com cada HBD sozinho (OLMOS-ORTIZ et al., 2022).

As histonas H2A e H2B, encontradas no epitélio da membrana amnidtica, exercem
funcdes bactericidas e neutralizantes de endotoxinas. Essas proteinas contribuem de
maneira significativaparaa atividade bactericida do liquidoamniotico, contribuindo na
manutencio do ambiente estéril mesmo em situacdes de infeccéo bacteriana durante
a gestacado. A capacidade dessas histonas de se ligar ou formar complexos com LPS
de bactérias Gram-negativas pode inibir a producgao e liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF, geralmente associadas a ocorréncia de choque séptico
fatal. Dessa forma, H2A e H2B possivelmente tém um papel essencial namanutencgao
da integridade imunologica e da func¢ao de barreira da placenta, considerada uma

estrutura imunologicamente privilegiada (KIM et al., 2002).

A lactoferrina foi encontrada no liquido amnidtico, decidua, trofoblasto, membranas
fetais e corddo umbilical (NIEMELA et al., 1989) e também atua como um importante
componente da defesa primaria, apresentando ampla atividade antimicrobiana contra
bactérias, fungos, protozoarios e virus. Seu efeito bacteriostatico esta relacionado a
capacidade de sequestrar ferro, essencial para o crescimento microbiano. Além disso,
essa glicoproteina também pode exercer agdo bactericida direta ao se ligar LPS
bacteriano, promovendo o aumento da permeabilidade da membrana e contribuindo

para a destruicao celular (ORSI, 2004).
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O LL-37 é um AMP derivado endogenamente da catelicidina humana hCAP18 que
possui propriedades antimicrobianas e imunomoduladoras (LIM et al., 2015). Sua
acao envolve a interagdo com componentes da parede celular bacteriana,
promovendo danos estruturais e perfuragdo na membrana citoplasmatica, levando a
lise e morte da célula bacteriana (SANCHO-VAELLO et al., 2020).

A elafina e o inibidor secretor da proteinase leucocitaria (SLPI) sdo exemplos de
inibidores de elastase que atuam de forma eficaz sobre suas enzimas-alvo. Sua
expressao é induzida por estimulos inflamatdrios, como LPS bacteriano e citocinas
pro-inflamatérias, incluindo a IL-1 e o TNF. Ambos demonstram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SALLENAVE,
2000). A SLPI é sintetizada pelas células do amnio em resposta a elevagao de
citocinaspresentesno liquidoamnidtico. Essa proteina atua na protecédo contra a acéao
de proteases e citocinas pré-inflamatorias ao longo da gestacédo, cuja atividade
excessiva pode desencadear contragdes uterinas e ruptura prematura das
membranas. Também, o SLPI pode contribuir para mecanismos de defesa envolvidos
na maturacédo pulmonardo feto (ZHANG et al., 2001). A elafina é predominantemente
expressa por neutrofilos presentes noendométrio e desempenhaumpapelimportante
nas defesas inatas da mucosa uterina, atuando na protegao contra infecgdes (KING
et al., 2003).

Os efeitos antimicrobianos da MA podem ser diferentes dependendo da espécie e
linhagem bacteriana envolvida. Por exemplo, a elafina é capaz de inibir a serina
peptidase associada a virulénciade P. aeruginosa (TEHRANI et al., 2013; TEHRANI
et al., 2017), mas essa atividade ocorre em uma concentragdo limiar que pode néo

ser suficiente para inibir outras espécies bacterianas (TEHRANI et al., 2017).

Dessa forma, a diversidade de AMPs secretados pela MA é fundamental. A atuacgao
combinada entre diferentes AMPs gera efeitos sinérgicos que potencializam a
atividade antimicrobiana da membrana (OLMOS-ORTIZ et al., 2022). Além disso, a
propriedade antibacteriana parece nao se limitar aos efeitos das células amnidticas.
Componentes estruturais da membrana, como a matriz extracelular, também parecem
contribuir na atividade antimicrobiana (TEHRANI et al., 2013).
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Isso pode ser devido ao fato de que a presenca de AMPs é capaz de estimular a
liberagcao de quimiocinas por célulasda MA, promovendo a atracao de diferentestipos
celulares do sistema imune, incluindo mondcitos, neutréfilos, mastocitos, células T
naive, células T CD8, células dendriticas imaturas e células endoteliais. A acao
conjunta com esses elementos imunolégicos contribui para a contencéo da infecgao.
Assim, a combinag&do de mecanismos estruturais, celulares e moleculares atuam de
forma integrada na indug¢ao da morte bacteriana (OLMOS-ORTIZ et al., 2022).

Estudos também avaliaram se a orientagdo do amnio (com o lado epitelial ou
mesenquimal voltado para cima) influenciaria a atividade antibacteriana, e nao foram
observadas diferencgas significativas. Isso indica que tanto as células epiteliais quanto
as mesenquimais presentes na membrana contribuem para esse efeito inibitério
(TEHRANI et al., 2017).

1.6. Aplicacbes clinicas

A aplicagao clinica da membrana amnidtica humana tem sido estudada e utilizada
desde o iniciodo século XX, sendoamplamente aplicada como curativo biolégicopara
feridas ha mais de um século (VO et al., 2017; ELKHENANY et al., 2022). Quando
devidamente coletada, processada e esterilizada seguindo as Boas Praticas vigentes,
a membrana amnidtica é considerada segura para uso clinico, com risco minimizado
de contaminacao cruzada (MARANGON et al., 2004; SINGH et al., 2007; BINTE et al.,
2013; SINGH et al., 2016).

Além de seu mecanismo de agao discutido anteriormente, a MA também atua como
uma barreira fisica contra elementos externos, que pode impedir a infiltracdo de
células do hospedeiro, funcionando de forma semelhante a uma membrana de
protegao tecidual (KUBO et al., 2001). Sua capacidade de evitar a adesao bacteriana
as superficies lesionadas pode dificultar a formagao de biofilmes, contribuindo paraa
prevencao de infecgoes em feridas (HEYDARI et al., 2024). Além disso, sua barreira
protetora € capaz de proteger terminagdes nervosas expostas, reduzindo assim a dor
de forma significativa,quando comparada com curativos convencionais (SINGH et al.,
2007; CHOUDHARY etal., 2023).
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A membrana amnidtica tem sido aplicada principalmente em pacientes com
queimaduras (SINGH et al., 2007; PUYANA et al., 2020), feridas crénicas ou agudas
(CHOUDHARY et al., 2023), incluindo ulceras persistentes ou crbénicas
(TROENSEGAARD-HANSEN, 1950; ZELEN et al., 2013; ELHENEIDY et al., 2016;
DEHGHANI et al., 2017), mostrando resultados eficazes e promissores (Figura 5).

Figura 5 - Tratamento de paciente queimado com membrana amniética. (A) Inicio da aplicagao da MA

sobre a area lesionada. (B) Apds 10 a 14 dias, observa-se a dessecagao e desprendimento natural da
membrana, revelando uma superficie epitelizada.

Fonte: Singh et al., Journal of the International Society for Burn Injuries, 2007.

Seu uso terapéutico também é amplamente difundido na oftalmologia. Ela tem sido
utilizada como enxerto para reconstrugéo corneana e conjuntival de forma eficaz em
diversas alteragdes da superficie ocular (KUBO et al., 2001), incluindo o tratamento
de ulceras de cornea (KIM et al., 2001; CHEN et al., 2006; SCHUERCH et al., 2020),
ceratite microbiana (TABATABAEI et al., 2017) e defeitos corneanos resistentes ao
tratamento convencional (AZUARA-BLANCO et al., 1999; BISCHOFF et al., 2017).

A ceratite microbiana, causada por bactérias, fungos, virus ou parasitas, € uma
infecgao ocular potencialmente ameagadora a visao (KIM et al., 2001), podendo levar
a formagao de biofilme na superficie ocular (FULCHER et al., 2001; MIHARA et al.,
2004; URWIN et al., 2020). Devido a esses provaveis resultados drasticos, requer
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tratamento médico rapido e agressivo usando antimicrobianos de amplo espectro
(TABATABAEI et al., 2017). Nesse contexto, Kim et al. (2001) avaliaram pacientes
com ulcerainfecciosa, submetidos ao transplante de MA criopreservada previamente
embebida em coquetel antibiético. Os pacientes também receberam tratamento
antimicrobiano complementar (antibiéticos, antivirais ou antifungicos), de acordo com
0 agente causador, incluindo Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Acanthamoeba
sp., fungos e herpesvirus. Todos os casos apresentaram cicatrizacdo da cornea sem
recorréncia de infeccdo, indicando que a MA favorece a reparacao tecidual e reduz a
inflamacgao ocular (KIM et al., 2001). De forma semelhante, Tabatabaei et al. (2017)
observaram melhores desfechos clinicos em pacientes com ceratite bacteriana,
incluindo casos causados por P. aeruginosa, tratados com MA em comparagao a

antibioticoterapia isolada.

Assim, é bem evidenciado que o uso da MA € eficaz como estratégia adjuvante
especialmente em casos com risco de perfuragao ou cicatrizacdo inadequada, devido
a sua capacidade de promover epitelizagéo e proteger a integridade da cérnea (KIM
et al., 2001; CHEN et al., 2006; TABATABAEI et al., 2017).

A membrana amniotica também tem sido investigada como uma abordagem
terapéutica promissora no tratamento do cancer, devido a sua capacidade de exercer
efeitos antiproliferativos sobre células tumorais, promovendo a interrupg¢ao do ciclo
celular (MAGATTI et al.,, 2012), por meio das vias de inducao de apoptose, a
estimulac&o da parada do ciclo celulare a inibigdo da angiogénese (NIKNEJAD etal.,
2016). Nesse contexto, diferentes mecanismos envolvidos nessa acdo antitumoral
vém sendo explorados (JIAO et al., 2012; NIKNEJAD et al., 2013; NIKNEJAD et al.,
2014; RAMUTA etal., 2020).

Além da oncologia, a membrana amnidtica também vem sendo estudada para
endodontiaregenerativa (BAKHTIAR etal., 2022), reparar o tecido cardiaco danificado
(RAYAT et al, 2024), e na regeneragdo de tecidos musculoesqueléticos,
demonstrando capacidade de promover a proliferacdo e diferenciacdo de células-
tronco musculares residentes, reduzir a fibrose e estimulara miogénese em musculos
distroficos (SANDONA et al., 2023). Além disso, tém mostrado efeitos terapéuticos

promissores em doencas ortopédicas, como osteoartrite e tendinopatias, por meio da
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modulag¢ao imunoldgica e estimulo a remodelagdo da matriz extracelular (RAGNI et

al., 2021). Sua aplicagao clinica € vasta e esta em expansao (INGRALDI et a., 2023).

A membrana amnidtica é preferida aos materiais sintéticos devido a sua
biocompatibilidade e falta de imunogenicidade. Portanto, além de suas propriedades
terapéuticas naturais, quando impregnada com farmacos, pode atuar como um
sistema bioldgico de liberagao controlada, servindo como um curativo que permite a
entrega sustentada de agentes antimicrobianos, contribuindo para melhores
desfechos clinicos (YELCHURI et al., 2017; KLAMA-BARYLA et al., 2025).

O Quadro 3 resume as propriedades terapéuticas da membrana amnidtica frente as

aplicacdes clinicas.
Quadro 3 - Propriedades terapéuticas da membrana amnidtica frente as aplicagées clinicas.

Propriedade Mecanismo de agao Aplicagoes clinicas

o Cicatrizacao cronica de
Interage com receptores celulares, inibe ) _
o . . o . . . feridas, queimaduras,
Anti-inflamatdria vias de sinalizacao inflamatdria e cria _ . o
_ . _ cirurgias ortopédicas,
um ambiente anti-inflamatorio .
doencas autoimunes

Presenca de peptideos antimicrobianos, B _ _

o _ o _ o . Prevencgao de infeccao em

Antimicrobiana | criagao de ambiente acido, formacgéo de _ _ S
feridas, curativos, cirurgias

barreira fisica

Imunomoduladora

Anticicatrizante

Regenerativa
tecidual

Interage com células imunes
(macrdéfagos, linfécitos), regula a

expressao de moléculas de adeséo

Regula a sintese de colageno, inibe a

atividade de miofibroblastos

Presenca de fatores de crescimento
(VEGF, FGF), matriz extracelular e

células-tronco mesenquimais

Transplante de 6rgaos,
doengas autoimunes,

alergias

Tratamento de
queimaduras, feridas

cirurgicas, cirurgia estética

Engenharia tecidual,
cicatrizagao de feridas
crénicas, tratamento de

doencas isquémicas

Fonte: Rayat et al., Frontiers in bioengineering and biotechnology, 2024 (adaptado).
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1.7.Processamento e preservacao do tecido

Para viabilizara aplicagao clinica segura, a MA & submetidaa um rigoroso processo
de coleta e preparo. Inicialmente, é coletado o consentimento informado de doadoras
previamente selecionadas, com base em criteriosa triagem clinica, que inclui historico
médico e exame fisico, com o objetivo de reduzir o risco de transmissao de doencgas.
As doadoras devem apresentar resultados negativos para sifilis, hepatite B (HBV),
hepatite C (HCV) e virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Apds a triagem, a
membrana ¢é dissociada do codrion, passando por etapas de lavagem e,
posteriormente, submetida a processos de esterilizagdo para garantir sua segurancga
terapéutica (SINGH et al., 2007; JIRSOVA & JONES, 2017; INGRALDI ET AL, 2023).
A maioria dos paises, devido a regulamentagaolegal, exige que a MA seja preservada
por 6 meses até a confirmagcdo do resultado negativo da triagem para HIV
(GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2020).

Alguns protocolos adotam, como uma precaugao de seguranca adicional para MA
preservada, diferentes combinacdes de antibidticos/antimicoticos na etapa de
lavagem, incluindo penicilina, estreptomicina, neomicina, anfotericina B, gentamicina,
imipenem, nistatina, polimixinae vancomicina. Isso pode levara MA absorver e liberar
antibidticos apos a reidratagdo em uma superficie Umida, como meio de agar ou a
superficie da cornea (MARSIT et al., 2019). Mesmo adotando essa etapa de
processamento, na maioria dos casos, a membrana amniodtica € submetida a uma
esterilizacdo final por radiagdo gama, geralmente com uma dose de 25 kGy. Essa
dosagem é escolhida por estar cerca de 40% acima do minimo necessario para

eliminar microrganismos mais resistentes (JIRSOVA & JONES, 2017).

A preservacao do tecido amniotico pode ser feita por desidratacao, liofilizagao ou
criopreservagao, com o objetivo de garantir estabilidade e prolongar sua validade. Em
alguns casos, também é realizada a descelularizacdo, que remove componentes
celularesimunogénicos, reduzindo o risco de rejeicado no uso clinico (INGRALDI et al.,
2023).

A criopreservacao de MA em dimetilsulféxido (DMSO) ou glicerol € um método padréao
e mais comumente utilizado para preservagédo da MA (GHOLIPOURMALEKABADI et

al., 2020), e parece ser o mais eficaz em preservar as propriedades biolégicas ativas
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da MA (RODRIGUEZ-ARES et al., 2009). Foi demonstrado que pelo menos 50% das
células epiteliais amnidticas criopreservadas por 2 meses em DMSO a -80 °C ainda
estavam vivas e tinham capacidade de crescimento em cultura (KUBO et al.,
2001). No entanto, esse método exige equipamentos de congelamento de grande
porte, que operam entre -80 °C e -195 °C, os quais nem sempre estdo disponiveis em

ambientes clinicos convencionais (INGRALDI et al., 2023).

A membrana amniética desidratada é submetida a secagem em camara de fluxo
laminar, processo que remove aproximadamente 95% de sua umidade. Foi
desenvolvida para manter estabilidade em temperatura ambiente por até cinco anos,
eliminando as limitagdes relacionadas ao armazenamento refrigerado ou congelado
exigidopelas versoes fresca ou criopreservada (SINGH & CHACHARKAR,2011). Sua
aplicacao em feridas por queimadura é considerada simples e eficaz, favorecendo a
epitelizagao e contribuindo para a regeneragéao tecidual (SINGH et al., 2007; SINGH
& CHACHARKAR, 2011).

A liofilizagdotambém é uma técnicaeficaz para preservar as principais caracteristicas
morfologicas da MA, mantendo a integridade da camada epitelial e da membrana
basal, com alteracbes minimas. Essa abordagem também €& vantajosa em contextos
onde nao ha infraestrutura adequada para o transporte e armazenamento de tecidos
criopreservados, pois também permite que o material seja mantido em temperatura
ambiente (RODRIGUEZ-ARES et al., 2009). O processo de liofilizacdo consiste em
congelarrapidamente fragmentos da membrana a temperaturas entre -50 °C e -80 °C,
seguido da secagem em alto vacuo por meio de um liofilizador. Nesse estagio, a agua
do tecido é removida por sublimacéao, reduzindo seu teor para aproximadamente 5%
a 10% (JIRSOVA & JONES, 2017). O baixo teor de agua presente na MA apds a
desidratacdo ao ar ou liofilizacdo previne o crescimento microbiano, portanto, ha

menos chance de contaminacgao do produto (MARSIT et al., 2019).

Foi demonstrado que a propriedade antibacteriana da MA foi mantida mesmo apds a
criopreservagao e a liofilizagado (TEHRANI et al., 2013). No entanto, os diferentestipos
de preservagao do tecido levam a variagdes na quantidade de fatores biologicamente
ativos (RODRIGUEZ-ARES et al., 2009). Apesar das variagdes nos métodos de

processamento, os trés principais tipos de preservacido discutidos demonstraram
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eficacia clinica, apresentando resultados comparaveis entre si (HUANG et al., 2020;
SABATER-CRUZ, 2023; SELL et al., 2023).

O Quadro 4 apresenta os diferentes métodos de processamento, destacando as
condicbes de armazenamento associadas, bem como as possiveis alteragdes na

morfologia e nas propriedades bioldgicas.

Quadro 4 - Métodos de processamento e efeitos na morfologia, conteudo biolégico da membrana

amniética.
Método . Fator de L
Morfologia da Aplicacao
de Armazenamento et Crescimento e o
embrana inica
Producgao Teor de Proteina
Perfil de fatores de
8 Intacta — . Descongelar e
® Transplante crescimento (GF) _
[} depende da aplicar ou lavar
— imediato; curto o e proteinas _
S ) técnica de com solugéo
5 prazo refrigerado preservado; pode .
o processamento , salina antes da
4 (+4°C) ) variar conforme o
= € manuseio aplicagéo
doador
N Promove maior
o Danifica a _ _ _
) Depende do ] . proliferacao, Varia conforme o
© . integridade, _ L .
.E método de diferenciagao e método de
o . reduz ) B B
3 preservacao migragéao celular; preservagao
o . espessura da ] 3y
2 aplicado conteudo de GF utilizado
a membrana
alterado
Perda de alguns
o Descongelar e
Q Estrutura fatores de _
© Armazenar e ] aplicar; pode ser
< preservada; crescimento e
o transportar a — ) _ usada com
o) espessura proteinas (maior B _
o3 80°C . solugao salina
2 variavel em membranas o
O _ estéril
descelularizadas)
~ Pode ser
Redugéo do _
= Longo prazo a . ) . aplicada seca ou
O Morfologia conteudo proteico )
u temperatura reidratada com
= _ preservada e dos fatores de _ _
9 ambiente _ solugéo salina
- crescimento o
esteril
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© Mantém fatores de Pode ser
o 5 . . :
T ® O Longo prazo a crescimento aplicada seca ou
o O
S 3 ® MEC pode ser _ _
© 2 O temperatura _ ativos; menor reidratada com
S § 2 _ comprometida ) o
9 E S ambiente concentragao solugéo salina
Q : -
= proteica esteéril
= _ Pode ser
o g . Pode afinar e ) _ _
O 5 o Longo prazo a Mantém perfilde | aplicada seca ou
S B € aumentar a
S .
g 5 2 temperatura o fatores de reidratada com
c o ¢ _ fragilidade da _ o
S £ & ambiente crescimento solugéo salina
o 2 membrana L
QO estéril
Fonte: Ingraldi et al., Journal of functional biomaterials, 2023 (adaptado).
1.8. Amniotek

A AmnioTek™ (ISP Surgical) ¢ uma membrana amniética humana designada para
uso oftalmolégico. Em seu processamento, ela é desidratada, esterilizada em
irradiagdo gama e armazenada em embalagem estéril de uso unico (SUPOKAWATE
& KO, 2018). Para o paciente,a membrana AmnioTek™ pode ser mais confortavel do
que uma membrana amnidtica criopreservada, pois a mesma € aplicada na superficie

da cornea com uma lente de contato de curativo macia (LAM & EPSTEIN, 2021).

Para preservacdo, o tecido amniotico AmnioTek™ é incubado em coquetel de
antimicrobianos contendo ciprofloxacina, gentamicina e fluconazol por 6 horas e
depois lavado com hipoclorito de sddio, solugéo salina e agua destilada, como parte
do processo de esterilizacdo para remover microrganismos da microbiota vaginal.
Apos isso, o tecido amnidtico € desidratado e esterilizado por irradiagdo gama (25

KGy). O teste de esterilidade é realizado para cada lote de produto.

Sua indicacdo de uso abrange: cirurgia de pterigio; liberacdo de simbléfaro;
tratamento do olho seco; queimaduras quimicas; reconstrug¢ao do fornix; perda parcial
ou total de células-tronco limbares; conjuntivite cicatricial; reconstrugao do alvéolo;
defeitos epiteliais persistentes; ceratopatia bolhosa; conjuntivocalase; ceratopatia em
faixa; correcdo de entrépio; e ulceras estromais de dificil cicatrizacado (ISP Surgical,
2025).
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A AminioTek™ ¢ disponibilizada nos tamanhos 1,5x1,5, 2x2, 3x3cm, 9mm ou 12mm,
e espessura média de 100pm ou 150 ym (para o modelo Amniotek-G), manufaturada
pela ISP Surgical CO. LTD., localizada na Sathorn Square 98 North Sathorn Road
37/F Sathorn Square, Silom, Bangkok 10500, Tailandia (E-mail: info@ispsurgical.com)
(ISP Surgical, 2025) (Figura 6).

Figura 6 - AmnioTek ™.

AmnioTek®-G AmnioTek™-C

Fonte: ISPSURGICAL. Amniotek — Human Amniotic Membrane. Disponivel em:
https://ispsurgical.com/amniotek/. Acesso em: 30 jun. 2025.

A AmnioTek™ atende a rigorosos padrbes de triagem e testes sorologicos de
doadores, garantindo a seguranca. E entregue estéril, seca e com uma vida Gtil a
temperatura ambiente de 3 anos, podendo ser transportada e armazenada em
temperatura ambiente, reduzindo assim os custos logisticos de armazenamento e
envioincorridos poroutras tecnologias de aloenxerto congelado (criopreservado) (ISP
Surgical, 2025).

1.9. Regulamentacéo brasileira frente ao uso de membrana amniética em humanos

A regulamentacgao brasileira para o uso terapéutico da membrana amnio6tica humana
tem evoluido de forma gradual, com avancos significativos recentes. Ha mais de uma
década, médicos e demais profissionais da saude vém requerendo a utilizacao da
membrana amniotica no tratamento de queimaduras e outras lesdes graves no Brasil.
O pais ainda permanece como o unico da América do Sul que nao regulamentou

oficialmente o uso terapéutico da membrana amniética em humanos (SBQ, 2025).



39

Em 2013, a ANVISA aprovou de forma temporaria emergencial o uso terapéutico da
membrana amniotica humana no tratamento de vitimas gravemente queimadas no
incéndio da Boate Kiss, ocorrido em Santa Maria (RS). Diante da gravidade do
ocorrido e da escassez de recursos disponiveis no pais a época, unidades de tecido
foram doadas por bancos de tecidos da Argentina e do Uruguai (GZH, 2013),
demonstrando o potencial terapéutico da membrana amniética em situagdes criticas,

antes de sua regulamentagao formal no Brasil.

Porém, somente em 2021 o Conselho Federal de Medicina (CFM) publicou o Parecer
n°® 12/2021, no qual autorizou seu uso clinico como pratica nao experimental em
condicbes como queimaduras, Ulcerasde pé diabético, aderénciasuterinas e doencas
oftalmoldgicas (CFM, 2021). Esse parecer representou o primeiro reconhecimento

oficial das aplicagdes clinicas da membrana amnidtica no pais.

Contudo, suaincorporagéo ao Sistema Unico de Saude (SUS)dependia da avaliagéo
da Comissao Nacional de Incorporacéo de Tecnologias no SUS (Conitec). Em margo
de 2024, a Conitec divulgou o Relatério para a Sociedade n° 528 — “Transplante de
membrana amniotica”, e langou a Consulta Publica n® 12, com o objetivo de coletar
contribuigdes da populagéo sobre o tema (CONITEC, 2025). Posteriormente, em maio
de 2025, a comissao emitiu parecer favoravel a incorporacédo da membrana amniética
como curativo bioldgico para o tratamento de pacientes com queimaduras no SUS,
conforme oficializado pela Portaria SEC/TICS MS n°46, de 18 de junho de 2025
(CONITEC, 2025).

Espera-se que, futuramente, as indicagdes de uso da membrana amniodtica se
ampliem no pais, abrangendo outras condigdes ja reconhecidas pelo CFM, como

Ulceras de pé diabético, aderéncias uterinas e doencgas oftalmoldgicas (CFM, 2021).

2. JUSTIFICATIVADO ESTUDO E RELEVANCIA CIENTIFICA

Entre os microrganismos prioritarios, Pseudomonas aeruginosa destaca-se como um
dos principais agentes hospitalares multirresistentes, frequentemente associado a
infecgdes severas e de dificil tratamento, levando a pesquisadores buscarem novos

medicamentos capazes de interromper a infecgdo microbiana causada por essa
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bactéria (ROCHA et al., 2019). P. aeruginosa é especialmente prevalente em casos
de ceratite bacteriana (URWIN et al., 2020) e infec¢cdes de feridas crénicas
(WOLCOTT et al., 2016), sendo comum em ambientes hospitalares e de alto risco
para pacientes queimados, nos quais a infec¢cado pode ocorrer antes mesmo do inicio
do processo de cicatrizagcado (LYCZAK et al., 2000).

Diante da crescente emergéncia de resisténcia de linhagens dessa bactéria a maioria
dos antimicrobianos,a busca por novas alternativas terapéuticas tem se intensificado.
Nesse contexto, os peptideos antimicrobianos sao candidatos promissores, com
potencial para compor a proxima geracao de agentes antimicrobianos (QIN et al.,
2022). Também, as abordagens terapéuticas combinadas, envolvendo
antimicrobianos eficazes e agentes antibiofiime, tém sido recomendadas como
estratégia para o controle de infecgdes persistentes associadas a formacao de
biofilmes (ROY et al., 2018; KAMALI et al., 2020).

A membrana amnidtica, amplamente investigada por suas propriedades regenerativas
(NIKNEJAD et al., 2013; BISCHOFF et al., 2017; MOORE et al., 2020; ELKHENANY
et al., 2022), também apresenta atividade antimicrobiana intrinseca, atribuida néo
apenas a presencga de peptideos antimicrobianos em sua estrutura (MAO et al., 2017;
TEHRANI et al., 2017; OLMOS-ORTIZ et al., 2022), mas também a componentes
estruturais como a matriz extracelular, que parecem atuar de forma complementar no
combate a microrganismos (TEHRANI et al., 2013; OLMOS-ORTIZ et al., 2022). Além
disso, a MA pode atuar como um curativo biolégico de liberagdo controlada quando
impregnada com farmacos antimicrobianos, promovendo a liberagao sustentada do
agente e potencializando os resultados clinicos (YELCHURI et al., 2017; KLAMA-
BARYLA et al., 2025). Estudos experimentais investigando as propriedades
antimicrobianas da MA ainda sdo relativamente pouco estudadas e pouco
padronizadas na literatura cientifica. Portanto o desenvolvimento e padronizagao de
novas metodologias adequadas € de suma importancia (TEHRANI et al., 2017,
RAMUTA et al., 2021).

Diante desse contexto, o presente estudo propde avaliar a atividade antimicrobiana
da membrana amniotica desidratada AmnioTek™ e da AmnioTek™ impregnada com
ciprofloxacino frente a isolado clinico de Pseudomonas aeruginosa. O estudo busca

fornecer evidéncias cientificas sobre o potencial uso da membrana amnidtica como
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uma estratégia terapéutica complementar no combate a resisténcia antimicrobiana,
reunindo, em um unico biomaterial de facil acesso, propriedades regenerativas e
atividade antimicrobiana promissora. Ressalta-se que o uso clinico da membrana
amnidtica foi recentemente aprovado no Brasil, ampliando as possibilidades de

aplicagao terapéutica desse produto no cenario nacional.

3. OBJETIVOS
O objetivo geral do estudo é:

e Verificar a atividade antimicrobiana e antibiofilme da membrana amnidtica
desidratada AmnioTek™ e da AmnioTek™ impregnada com ciprofloxacino em

isolado de espécime clinico de Pseudomonas aeruginosa.
Os obijetivos especificos constituem:

e Verificar se a impregnagcao da membrana amniotica desidratada AmnioTek ™
com ciprofloxacino potencializa sua atividade antimicrobiana e antibiofilme, por

meio de ensaio in vitro;

e Avaliar a duragao da atividade antimicrobiana e antibiofiime da membrana
amniodticadesidratada AmnioTek™ e da versdo impregnada com ciprofloxacino

ao longo do tempo, por meio de ensaios in vitro;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme da membrana amnidtica
desidratada AmnioTek™ e da versao impregnada com ciprofloxacino frente a

isolado clinico de Pseudomonas aeruginosa, por meio de ensaio in vitro;

e Analisar,por microscopia eletronicade varredura (MEV), a morfologia do tecido

e a formagao de biofilme apods tratamento com AmnioTek™,;

e Comparar os resultados obtidos entre a membrana amnidtica desidratada
AmnioTek™ e a AmnioTek™ impregnada com ciprofloxacino, considerando

sua acao antimicrobiana e antibiofilme;
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e Avaliar se fatores soluveis derivados da membrana amnidtica estariam
envolvidos na atividade antibacteriana e antibiofilme da membrana amnidtica
desidratada AminioTek™ e se a serina protease (Proteinase K) inibe tal

atividade

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Obtencdo da Membrana Amniotica Amniotek™

As amostras da membrana amnidtica humana desidratada AmnioTek™ foram
fornecidas pela empresa fabricante ISP Surgical Co. LTD. e distribuidora no Brasil
Mediphacos Industrias Médicas S.A. (Pessoa Juridica Privada). Os biomateriais
foram recebidos em sua embalagem original, estéril e lacrada, confomme
especificacbes do fabricante, e mantidos sob condigdes adequadas de
armazenamento até a realizacado dos experimentos.

42. Dispensa de Aprovaggo Efica

Este estudo ndo necessitou de aprovacdo por Comité de Etica em Pesquisa, uma
vez que nao envolveu a utilizagdo de material biolégicohumano recém-coletado,nem
qualquerintervencaodiretacom seres humanos ou animais. O biomaterial em estudo
(AmnioTek™) & um produto comercializado e submetido a rigorosos controles de
qualidade pelo fabricante, sendo adquirido e utilizado em sua forma final para fins

exclusivamente laboratoriais.

O espécime de isolado clinico de Pseudomonas aeruginosa empregado na pesquisa
ja estava previamente disponivel na colecaoinstitucional do Laboratoério de Interagao
Microrganismo-Hospedeiro (LIMHO) com coleta do consentimento informado do
paciente e encontra-se registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com autorizagao

vigente para uso em atividades de pesquisa.
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4.3. Desenho experimental
43.1. Preparagdo das amostras e grupos

Para os experimentos, foram utilizadas membranas AmnioTek™ modelo G (3 x 3 cm;
espessura de 150 ym) e modelo C (9 mm de diametro; espessura de 100 um). Cada
amostra do modelo G foi cortada assepticamente com o auxilio de uma tesoura estéril
em quatro fragmentos de aproximadamente 15 x 15 mm, enquanto o modelo C foi

utilizado inteiro, sem recorte.

O crescimento bacteriano do isolado clinico de P. aeruginosa foi realizado em
Pseudomonas Isolation Agar (PIA), um meio seletivo derivado de modificagbes do
meio de King, Ward e Raney (1954), contendo a preseng¢a de Irgasan, o que confere
seletividade ao meio, inibindo microrganismos competidores e favorecendo o
crescimento de espécies do género Pseudomonas. Sua formulagdo estimula a

produgao de piocianina, auxiliando na identificagdo de Pseudomonas aeruginosa.

As amostras utilizadas neste estudo foram organizadas em cinco grupos
experimentais, conforme descrito a seguir. Os ensaios foram realizados em triplicata
para cada grupo amostral, com exceg¢ao da analise da formagao de biofilme aderido a
membrana amnidtica por microscopia eletrbnicade varredura, a qual foiconduzidaem

duplicata.

Grupo 1 — “MA” - Membrana Amnidtica AmnioTek™ (sem modificacao):

Membrana amnidtica desidratada AmnioTek™, fabricada pela empresa ISP Surgical
CO. LTD, em sua forma original, esterilizada e embalada. Nenhuma modificagéo foi

realizada neste grupo.

Grupo 2 — “MA-C’ Membrana Amnidtica AmnioTek™ com impregnacao de

ciprofloxacino:

Para a padronizagao do procedimento, foram testadas diferentes concentragdes do
antimicrobiano (10 pug e 30 ug), aplicadas por pipetagem diretamente sobre a
superficie da membrana. As manipulagdes foram realizadas em capela de fluxo
laminar, a temperatura ambiente, e as membranas foram submetidas a um tempo de

secagem padronizado de 20 minutos.
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As amostras impregnadas foram entdo submetidas ao ensaio de difusdo em agar,
sendo posicionadas em placas de Petri contendo o meio Pseudomonas Isolation Agar
(PIA) previamente semeadas de forma homogénea com a linhagem Pseudomonas
aeruginosa PAO1, ajustada a concentragdo aproximada de 1 x 108 UFC/mL. Apds
incubacao por24 horas a 37 °C, os halos de inibicao formados ao redor das amostras
foram medidos com régua, a fim de determinar a concentracdo mais eficaz do

antimicrobiano.

Observou-se que a aplicagdo de concentragdes maiores de ciprofloxacino (30 pug) néo
resultou em halos de inibigdo significativamente maiores aos obtidos com
concentragdes menores (10 ug). Dessa forma, a concentracédo de 10 ug foi

estabelecida como padrao para as amostras desse grupo para fins experimentais.

Grupo 3 — “CIPRQO” Controle positivo:

Composto por discos de papel filtro impregnados com 5 ug de ciprofloxacino ou 10 pg
da formulagao comercial Ciloxan® (colirio de ciprofloxacino),os quais foram utilizados

como parametro de referéncia da inibigdo microbiana.

A concentragao de 5 pg de ciprofloxacino foi utilizada nos ensaios de disco-difusdo
por meio de discos de papel-filtro, em conformidade com a padronizacio estabelecida
pelo BrCAST-EUCAST (2024) para testes de suscetibilidade antimicrobiana em P.

aeruginosa.

Para os ensaios realizados em meio liquido, foi empregada a concentragdo de 10 pg
de ciprofloxacino, obtida a partir da aplicagao de 3,3 pL da formulagdo comercial
Ciloxan® (0,3%), volume calculado com base na concentracéo do farmaco, de modo
a garantir equivaléncia com a quantidade de ciprofloxacino incorporada a membrana
amniodtica no grupo MA-C, permitindo a comparacéao direta entre os diferentes grupos

experimentais.

Grupo 4 — “CN” Controle neqgativo:

Este grupo nao foi submetido a qualquertipo de intervencéao, sendo utilizado para

avaliar o crescimento microbianoe a formacgao de biofilme naausénciade tratamento.
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Grupo 5 — “EXT-MA” Extrato Condicionado pela Membrana Amnidtica AmnioTek™

Com o objetivo de avaliar se compostos bioativos liberados pela membrana amnidtica
em estudo apresentam atividade antimicrobiana independente do contato direto com
o biomaterial, foi estabelecido o Grupo 5 — Extrato Condicionado pela Membrana

Amnidtica AmnioTek™ (EXT-MA). O extrato foi obtido pelo seguinte método:

Amostra da MA, em formato de disco de 9 mm de didmetro e aproximadamente 100
Mm de espessura, foi inicialmente incubada em um tubo de Eppendorf contendo 0,5
mL de solugao salina estéril 0,9%, sendo mantida de forma estéril por 24h horas a
37°C. Ap0s o periodo de incubacgao, a MA foi cuidadosamente retirada por meio de

uma pincga estéril, restando apenas o extrato condicionado pela MA.

4.3.2. Linhagem de Isolado de Espécime Clinico

Os ensaios propostos foram realizados com linhagem de espécime clinico de
Pseudomonas aeruginosa 21.0017 (SISGEN AA31084), coletada a partir de aspirado
branquial de paciente, obtida a partir do repositério (biobanco) do Laboratério de
Interagdo Microrganismo-Hospedeiro. Trata-se de um isolado ndo multirresistente e
sensivel a ciprofloxacina, solicitado especificamente ao biobanco do LIMHO para fins
de analise nos experimentos descritos nesta pesquisa. A utilizacdo de uma linhagem
de espécime clinico de Pseudomonas aeruginosa teve como objetivo representar um
cenario microbiolégico do “mundo real” e clinicamente relevante para a avaliagao da

eficacia antimicrobiana das amostras testadas.

43.3. Ensaio de Disco-Difusdo em agar

Para avaliar a agdo da membrana amnidtica na inibigdo de crescimento bacteriano,
foi realizado o ensaio de disco-difusdo em meio sélido. Para isso, foi inicialmente
descongelada a linhagem de espécime clinico 21.0017 de Pseudomonas aeruginosa
previamente armazenada a temperatura de -80 °C. A amostra foi semeada em uma
placa de Petri contendo meio Pseudomonas Isolation Agar (PIA), por esgotamento, e

incubada a 37 °C por 24 horas para o crescimento bacteriano.
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Apbs o periodo de incubacéo, uma colénia isolada foi selecionada utilizando alca de
inoculacgao estéril e transferidapara umtubo contendo solucéo salina 0,9% estéril para

preparo da suspensao bacteriana.

A densidade da suspenséao foi ajustada por leitura espectrofotométrica (BioTek®
UQuant™, BioTek Instruments Inc., EUA)., utilizando comprimento de onda em A =
600 nandmetros (nm), até atingiruma densidade 6ptica (DO) de 0,1, correspondente

a uma concentracgio estimada de aproximadamente 1 x 108 UFC/mL.

O inéculo preparado foi semeado uniformemente sobre placas de Petri contendo o
meio PIA com auxilio de um swab estéril. Em seguida, as amostras dos Grupos 1 a 3
foram posicionadas assepticamente sobre a superficie do meio inoculado. As placas

foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Decorrido esse periodo, as zonas de inibigao de crescimento (halos de inibicdo)em
torno de cada uma das amostras foram medidas ao milimetro mais préximo,
considerando os halos de inibicdo a partir do ponto onde nao foi observado o
crescimento bacteriano a olho nu, utilizando-se uma régua. O diametro da zona foi
relacionado com a suscetibilidade e com a taxa de difusdo do antimicrobiano pelo

meio.

Apds a medicao, as mesmas amostras foram cuidadosamente transferidas paranovas
placas de Petri contendo o meio PIA recém-semeadas com indculo fresco preparado
da mesma forma descrita anteriormente. As novas placasforam incubadas novamente
a 37 °C por mais 24 horas sob as mesmas condi¢des, para avaliar por quanto tempo
a membrana amnidtica € capaz de liberar o antimicrobiano no meio de forma eficaz
quanto a inibicao da atividade microbiana. Assim, apds o total de 48 horas, as zonas
de inibicdo de crescimento em torno de cada uma das amostras foram medidas

novamente.

Todas as etapas do experimento foram conduzidas em capela de fluxo laminar, a fim
de garantir condigbes assépticas e preservar a esterilidade dos procedimentos. O

ensaio foi conduzido em triplicata.
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4.3.4. Analise da formacao de biofilme aderido a MA por Microscopia Eletronica de
Varredura

O in6culo bacteriano foi preparado conforme descrito anteriormente. A formagéao e
inibicao de biofilme na presenca da membrana amnidticaforam avaliadas por meio de
trés protocolos distintos de tempo e intervencgéao, descritos a seguir. Em todos os
protocolos, laminulas de vidro redondas e estéreis foram posicionadas no fundo de
cada pogo, servindo como local para o crescimento e fixagdo do biofilme. Em seguida,
as amostras de MA foram inseridas assepticamente sobre as laminulas, utilizando
pinga estéril. Os ensaios foram realizados em duplicatas. Devido a movimentagao
natural do meio liquido, as amostras nao permaneceram totalmente fixas sobre as
laminulas durante o periodo de incubacao. As placas foram tampadas, vedadas e
incubadasemcondig¢des estaticas a 37 °C, conforme os protocolos de tempo descritos

abaixo:

e Protocolo 1: Insercdo simultdnea da MA e do inéculo bacteriano, com

incubacéao por 24 horas, seguida da coleta para analise.

e Protocolo 2: Insergcdo simultdnea da MA e do indculo bacteriano, com

incubacao continua por 48 horas antes da coleta.

e Protocolo 3: Insercao da MA e das laminulas apds 24 horas de incubagéo
inicial, permitindo a formagao prévia de biofilme, permanecendo por mais 24

horas (totalizando 48 horas de incubagao) antes da coleta.

Ao término de cada periodo experimental, as laminulas e as amostras de membrana
amniodtica foram removidas com auxilio de pinca estéril, transferidas para uma nova
placa de cultivo de fundo chato, e lavadas cuidadosamente com solugao PBS para
remocgao de células nao aderidas. Em seguida, foram processadas para analise em

microscopia eletrénica de varredura (MEV), conforme protocolo descrito a seguir.

Inicialmente, as amostras foram fixadas com solucdo de Karnovsky modificada
(contendo 2% de paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido) por 4 horas a 4°C. Em
seguida, foram lavadas com tampao cacodilato 0,1 M e submetidas a pés-fixacdo em
tetréxido de 6smio a 1% peso por volume (p/v). Posteriormente, procedeu-se a
desidratacdo em série graduada de etanol. Apds a desidratagao, as amostras foram

transferidas para a camara de secagem ao ponto critico com CO, e, em seguida,
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montadas em stubs, sendo submetidas a metalizagdo com ouro/paladio em camada

de 5 nm de espessura.

As analises foram realizadas no Centro de Microscopia da Universidade Federal de
Minas Gerais, utilizando o microscépio eletrdnico de varredura FEI Quanta 200 FEG
(FEI Company, EUA), com o objetivo de visualizar a morfologia do biofilme nos

diferentes tempos e condi¢des experimentais.

4.3.5. Ensaio de Inibigdo de Biofilme

Para avaliar a agdo da membrana amnidtica na inibicdo de crescimento bacteriano e
formacéao de biofilme, foi realizado o ensaio de inibicdo de biofilme e posterior analise

por microscopia eletrbnica de varredura.

Para isso, assim como no experimento anterior, foi inicialmente descongelada a
linhagem clinica 21.0017 de Pseudomonas aeruginosa previamente armazenada a
temperatura de -80 °C. A amostra foi semeada em uma placa de Petri contendo meio
PseudomonasIsolation Agar (PI1A), por esgotamento, e incubadaa 37 °C por 24 horas

para o crescimento bacteriano.

Apods o periodo de incubacgdo, uma colbnia isolada foi selecionada, utilizando-se de
alca de inoculacgao estéril e transferida para um tubo Falcon contendo o meio Caldo
Luria-Bertani (LB). O tubo foi entdo posicionadoem umaincubadora com agitador (TE-
420 - Tecnal®, Brasil), para impedir a formacao de biofilme nesse periodo, durante a

noite (overnight) a 37 °C.

Entao, a cultura bacteriana foi retirada e submetida a centrifugacéo a 3.000 rotacoes
por minuto (RPM) por 10 minutos utilizando a centrifuga BR4i (Jouan Inc., Franga). O
sobrenadante foi cuidadosamente descartado, preservando o sedimento de células

bacterianas ap6s a centrifugacao formado no fundo do tubo.

O sedimento foi ressuspendido emum novo Caldo LB estéril e a densidade épticada
suspensao bacterianafoi determinada por espectrofotometria, utilizando comprimento
de ondaem A = 600 nm. A amostra foi entdo diluidaem Caldo LB estéril até atingir

uma DO de 0,1, correspondente a uma concentragdo aproximada de 1 x 108 UFC/mL.
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A suspensao bacteriana ajustada foi distribuida em placas de cultivo de fundo chato.
Todas as etapas do experimento foram conduzidas em capela de fluxolaminar, a fim

de garantir condigdes assépticas e preservar a esterilidade dos procedimentos.

Entdo, o ensaio foi dividido nos seguintes experimentos:

4351, Inibicdo de Biofilme em 24 Horas

Apés a preparagdo do in6culo conforme descrito acima, foram inseridas
assepticamente com o auxilio de uma pinga estéril, no fundo de cada pocgo, as
amostras correspondentes aos Grupos 1 a 3. Pocgos adicionais foram mantidos sem
qualquerintervencao,compondo o Grupo 4 (controle negativo). Cada grupofoi testado
em triplicata. As placas foram tampadas, vedadas adequadamente e incubadas em

condigdes estaticas a 37 °C por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubagao de 24 horas, as amostras de cada pog¢o foram
cuidadosamente removidas. Em seguida, uma aliquota do sobrenadante foi separada
para leitura da densidade 6ptica a 600 nm em espectrofotdmetro, com o objetivo de
quantificaraconcentracdode célulasplancténicas presentesnomeio de cultivo. Cada
poco foi entdo lavado cuidadosamente com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS), adicionadaem gotas na parede lateral dos pogos, repetindo-se o procedimento

duas vezes para remocao das células plancténicas.

Em seguida, o PBS foi completamente removido, e os pogos receberam alcool metilico
(metanol) para fixagao do biofilme, permanecendo em contato por 10 minutos. Apos
esse tempo, o metanol foi removido. Na etapa seguinte, foi adicionado corante cristal
violeta 0,5% (massa por volume - m/v) em cada pog¢o, com tempo de exposi¢cao de 10
minutos para coloragao do biofilme aderido no pogo. O excesso de corante foi entéo
cuidadosamente removido, e os pogos foram lavados com aguadestilada duas vezes,

para eliminar residuos do corante n&o aderido.

Posteriormente, foi adicionada uma solugao de etanol:acetona (80:20 — volume por
volume - v/v) a cada pogo, permanecendo em contato por 10 minutos, com leves
agitacdes intermitentes da placa para favorecer a completa solubilizagao do cristal

violeta ligado ao biofilme. Por fim, 150 yL da solugéo resultante de cada pogo foi
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transferido para uma nova placa de leitura, e a densidade 6ptica foi mensuradaa A =

620 nm, com o objetivo de quantificar a massa de biofilme formado.

A Figura 7 resume o processo descrito.

Figura 7 - Processo esquematico do ensaio de inibigdo de biofilme
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435.2. Inibicdo de Biofilme em 48 Horas
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A avaliagao da inibicdo de crescimento bacteriano e formagéo de biofilme apds 48

horas foi conduzida a partir de dois protocolos experimentais distintos, conforme

descrito a seguir:

Protocolo 1 - Adicao das amostras apos 24 horas de crescimento bacteriano:

A placa de cultivo foi inicialmente inoculada com P. aeruginosa, conforme descrito

anteriormente, vedada e incubada em condic¢des estaticas a 37 °C por 24 horas, sem

a presenca de amostras. Apos esse periodo inicial, as amostras correspondentes aos

Grupos 1 a 3 foram inseridas assepticamente no fundo de cada poco. Os pocgos

referentes ao Grupo 4 (controle negativo) permaneceram sem intervengao. Cada
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grupo foi testado em triplicata. As placas foram novamente vedadas e incubadas sob
as mesmas condi¢cdes por mais 24 horas, totalizando 48 horas de crescimento
bacteriano. Encerrado o periodo de incubagao, o sobrenadante e as amostras foram
removidos cuidadosamente, e a densidade optica do sobrenadante foi medida em A =
600 nm para quantificagdo das células planctbnicas. As etapas subsequentes de
lavagem, fixacdo com metanol, coloragdo com cristal violeta, solubilizagdo com
etanol:acetona e leitura da densidade 6pticaa A = 620 nm foram realizadas conforme

descrito no protocolo aplicado para o experimento de 24 horas.

Protocolo 2 - Amostras incubadas por 48 horas continuamente:

A placa de cultivofoi inoculada juntamente com as amostras dos grupos MA e CIPRO.
Todos os grupos foram realizados em triplicata. O grupo MA-C foi excluido desta
etapa, uma vez que, nos ensaios anteriores, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos MA e MA-C. Ap6s a montagem, as
placas foram incubadas em condi¢des estaticas a 37 °C por 48 horas, e as etapas
subsequentes de lavagem, fixagao, coloragao e leitura da densidade Optica seguiram

0 mesmo protocolo descrito anteriormente.

4.3.5.3. Inibicdo de Biofiime com Extrato Condicionado pela Membrana
Amnidtica

Neste ensaio, foram utilizadas amostras preparadas conforme descrito para o Grupo

5 — “EXT-MA: Extrato Condicionado pela Membrana Amniética AmnioTek™”. O

objetivo deste experimento foi investigar a possivel natureza das moléculas

responsaveis pela atividade antimicrobiana observada no extrato, avaliando a

influéncia de agentes que atuam sobre proteinas e pontes dissulfeto. Paraisso, foram

utilizadas duas solugdes:

e Proteinase K (0,5 mg/mL), uma serina protease utilizada para degradacéo de
proteinas e peptideos (TONG et al., 2022);

e Ditiotreitol (DTT) (50 milimolar), um agente redutor de ligagcbes dissulfeto
(ABDOLLAHPOUR-ALITAPPEH et al., 2017).
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Cada solucao foi previamente adicionada ao extrato condicionado na proporgao 1:1 e
incubada por 30 minutos antes da inoculagéo bacteriana. Em seguida, foi adicionado
o in6culode P. aeruginosa, também na propor¢ao 1:1, para o inicio do ensaio. Além
do controle negativo convencional (CN),foram incluidos controles negativos contendo
Proteinase K (CN-PK) e DTT (CN-DTT), com o propésito de verificar se esses
reagentes, isoladamente, poderiam interferir no crescimento bacteriano, e evitar
interpretacdes enviesadas sobre o efeito do extrato. Cada grupo foi testado em
triplicata. As placas de cultivo foram tampadas, vedadas e incubadas em condi¢bes
estaticas a 37 °C por 24 horas. As etapas subsequentes de lavagem, fixagao,
coloragédo com cristal violeta, solubilizagdo e leitura da densidade 6ptica, seguiram o
mesmo protocolo adotado nos ensaios anteriores de quantificacdo da massa de

biofilme.

4.3.6. Quantificacéo de Proteinas

A quantificagcao de proteinas/peptideos presentes no extrato condicionado pela
membrana amniotica foi realizada a partir da amostra obtida conforme descrito no
Grupo 5 (“Extracdo condicionada em solugao salina”). Apds a preparagao, 2 uL da
amostra foi aplicado em espectrofotdmetro de microvolume NanoDrop® ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, EUA) utilizando o protocolo especifico para proteinas em

solugao aquosa (A280 Protein) com leitura no comprimento de onda de A =280 nm.

Como a composigao proteica do extrato é desconhecida, nao foi utilizado coeficiente
de extincao especifico para nenhuma proteina; assim, adotou-se o calculo padrao do
equipamento para amostras com teor proteico desconhecido. A solugao salina estéril
0,9% utilizada na preparagcdo do extrato foi aplicada como branco (“blank”) para

zeramento. As medi¢cdes foram realizadas em triplicata.

4 4. Analise Estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade, os quais
indicaram que os parametros medidos seguem uma distribuicdo normal. As analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA). Para experimentos envolvendo comparagdes entre multiplos
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grupos, foi aplicada a Analise de Varianciade uma via (One-way ANOVA), seguidado
teste de comparagdes multiplas de Tukey, quando identificado valorde p < 0,05. Em
experimentos que envolveram comparagdes entre dois grupos independentes, as
analises foram realizadas por meio do teste T paramétrico ndo pareado com corre¢ao
de Welch. O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05 (95% de confianga).
Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05 e séo
indicadas pelos simbolos “*” e “*' nas figuras. Os dados foram expressos como média

* desvio padrao.

5. RESULTADOS

5.1. Disco-difusdao em agar

5.1.1. Disco-difusao em agar por 24 Horas

A média dos halos de inibi¢gdo bacteriana (considerando a medigdo do comprimento
total do halo) observados apés 24 horas de incubagao foide 7,67 