UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

EFEITO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS APLICADAS NAS
FASES INICIAIS DA CICATRIZAGAO DE FERIDAS CUTANEAS INDUZIDAS
EM CAMUNDONGOS

Wanessa Kriiger Beheregaray Gianotti

Porto Alegre
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

EFEITO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS APLICADAS NAS
FASES INICIAIS DA CICATRIZAGAO DE FERIDAS CUTANEAS INDUZIDAS
EM CAMUNDONGOS

Autora: Wanessa Kruger
Beheregaray Gianotti

Tese apresentada como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncias Veterinarias na
area de Morfologia, Cirurgia e
Reprodugdo Animal

Orientador: Prof. Dr. Emerson
Antonio Contesini

Coorientadora: Profa. Dra. Elizabeth

Obino Cirne-Lima

Porto Alegre
2015



CIP - Catalogacao na Publicacao

Kruger Beheregaray Gianotti, Wanessa

EFEITO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS AFLICADAS
HAS FASES INICIAIS DA CICATRIZACAD DE FERIDAS
CUTAMEAS INDUZIDAS EM CRMUNDOMGOS  Wanessa Kruger
Beheregaray Gianotti. -- 2015.

102 £.

Orientador: Emerson Antonic Contesini.
Coorientadora: Elizabeth Cbino Cirne-Lima.

Tese (Doutorada) —- Universidade Federal do Rie
Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria, Programa de
Pos-Graduagie em Cidncias Veterindrias, Porto Alegre,
BR-RS, 2015.

1. células-tronco. 2. reparo cutdneo. 3. leszdes
induzidas. 4. Camundongos GFF. I. Antonio Contesini,
Emerson, orient. II. Obino Cirne-Lima, Elizabeth,
coorient. ITII. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Aulomatica de Ficha Catalogréfica da UFRGS com os
dados fornecidos palo(a) autor{a).




Wanessa Kriiger Beheregaray Gianotti

EFEITO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS APLICADAS NAS
FASES INICIAIS DA CICATRIZAGAO DE FERIDAS CUTANEAS INDUZIDAS
EM CAMUNDONGOS

Aprovada em 30 de Janeiro de 2015
APROVADO POR:

Prof. Dr. Emerson Antonio Contesini (orientador- UFRGS)

Profa. Dra. Fernanda Santos Oliveira

Membro da Comissao

Profa. Dra. Melissa Medeiros Markoski

Membro da Comissao

Profa. Dra. Dominguita Liuhers Graga

Membro da Comissao



Sonhos determinam o
gue vocé quer. Agao
determina o que vocé
conquista.

Aldo Novak



RESUMO

Durante as duas ultimas décadas ocorreram progressos substanciais a respeito
do entendimento da patofisiologia da cicatrizagdo de feridas, e novas terapias
tém sido desenvolvidas. Contudo, acelerar o processo de reparo continua
sendo um desafio no campo da cirurgia plastica reconstrutiva. Tratamentos
inovadores para melhorar a cicatrizagdo e a regeneragao cutanea sao
necessarios e € nesse ambito que as pesquisas com as células-troncos
mesenquimais (MSCs) vém ganhando espago na ultima década. As MSCs
foram estudadas em diversas areas no que diz respeito ao seu efeito sobre a
cicatrizacao de lesbes e suas aplicacdes clinicas. O uso de MSCs, em feridas
agudas ou crbnicas, resultam em uma aceleragdo no processo cicatricial, em
decorréncia do impacto benéfico que elas trazem para todas as fases da
cicatrizacao (inflamatéria, proliferativa e remodelamento). O momento da
aplicagado das MSCs nas feridas e o numero ideal de aplicagdes ainda nao sao
bem conhecidos; alguns autores citam em sua metodologia 0 seu uso, mas
dificilmente eles justificam ou concluem sobre as aplicagbes. Nessas
condicdes, o presente trabalho visa apresentar os resultados da aplicacao de
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs), em duas
fases consecutivas da cicatrizacdo — uma delas na fase inflamatéria e outra na
proliferativa. Além disso, ira indicar em qual dessas duas fases a aplicacao de
ADSCs é mais eficaz. Paralelamente a isso, definir se duas doses sao mais
eficientes do que apenas uma para promover a cicatrizacdo durante sete dias
de observacdo. Para tanto, os resultados foram divididos em dois artigos. O
primeiro compara o0 momento da aplicacdo das células, ao passo que o
segundo compara a eficiéncia de duas doses em relagdo a uma, ambos em um
periodo de avaliagdo de sete dias. Portanto, no primeiro artigo o objetivo foi
avaliar a agao das ADSCs no tratamento de feridas cutédneas agudas a fim de
entender se 0 momento da aplicacido das células resulta em diferenca na
cicatrizacao nos primeiros sete dias de lesdo. As células-tronco foram isoladas
de tecido adiposos de camundongos C57BI/6 GFP*. Para tanto, foram
utilizados 49 camundongos C57BI/6 divididos em quatro grupos: Grupo |
(Gl/controle; n= 14); Grupo Il (Gll; n=14): ADSCs injetadas ao no d0; Grupo Il
(GlIl; n=14): ADSCs injetadas no 3° dia apds a inducéo da lesdo (d3) e Grupo



IV (GIV; n=7): ADSCs injetadas no 5° dia apds a inducéo da lesdo (d5). As
avaliagdes clinicas ocorreram nos dias 0, 3, 5 e 7 e as histopatolégicas nos
dias 5 e 7. Na metodologia proposta podemos observar que, em apenas sete
dias de avaliagao, o uso de ADSCs aumenta a vascularizacdo, a formacao de
tecido de granulagdo, a colagenizagdo e incrementa o numero de foliculos
pilosos. Além disso, o momento da aplicagdo das células nao repercutiu
diferengas significativas na fase inflamatéria e proliferativa do processo de
cicatrizacdo de feridas cutédneas. Contudo, os diferentes momentos de
aplicagdo das ADSCs resultaram em efeitos benéficos para aspectos
importantes dos mecanismos da cicatrizacdo como a presenca de tecido de
granulagao, a proliferagdo vascular, a colagenizagao e a presencga de foliculos
pilosos, porém distintos. Assim, a escolha do momento de aplicacao dependera
da necessidade de cada paciente e da intencdo do médico quando estudos
clinicos forem realizados. No segundo artigo o objetivo foi avaliar a agéo das
ADSCs no tratamento de feridas cutaneas agudas a fim de entender se duas
aplicacbes consecutivas de células promovem a cicatrizagdo nos primeiros sete
dias de lesdo. Para o experimento foram utilizados 49 camundongos C57BI/6
divididos em quatro grupos: (GO/controle; n = 14); (G1D; n = 14). ADSCs
injetadas no d0O; Grupo 3D (G3D; n = 14): ADSCs injetadas no d0 e no d3;
Grupo 5D (G5D; n = 7): ADSCs injetadas no dO e no d5. As avaliagbes clinicas
ocorreram nos dias 0, 3, 5 e 7 e as histopatolégicas nos dias 5 e 7. Nesse
estudo pode-se observar que o uso de duas doses de ADSCs aumenta a
proliferagdo celular e vascular e uma aplicagdo incrementa o numero de
foliculos pilosos em apenas sete dias de avaliagao. Assim, é possivel concluir
que utilizar duas doses é mais eficiente do que uma quando avaliamos os sete
primeiros dias de cicatrizagdo. Além disso, néo ha diferengca no momento de
aplicagdo da segunda dose de ADSCs quando em um periodo de observagao
de 7d.



ABSTRACT

During the last two decades, there has been substantial progress regarding
the understanding of the pathophysiology of wound healing, and new therapies
were developed. However, in the field of reconstructive plastic surgery
acceleration the repair process remains a challenge. It is necessary innovative
treatments to improve healing and skin regeneration. In this context that
research on mesenchymal stem cell (MSCs) have been gaining ground in the
last decade in the field of reconstructive plastic surgery. MSCs studies in
different areas with respect to their effect on the healing of injuries and their
clinical applications. The use of MSCs in acute or chronic wounds, result in an
acceleration of the healing process, due to the beneficial impact they bring to all
stages of healing (inflammatory, proliferative and remodeling). The time of
application of MSCs in the wounds and the ideal number of doses is still not
very clear, and although some authors cite in their methodology use, they
hardly justify or conclude about the applications. Under these conditions, the
results of mesenchymal stem cells derived from adipose tissue (ADSCs)
applied in two consecutive stages of healing - one in the inflammatory phase
and another in proliferative. Also, indicate which of these two phases ADSCs of
the application is more efficient. Parallel to this, determine whether two doses
are more effective in promoting healing of a seven-day observation period.
Therefore, the results were divided into two articles. The first compares the time
of application of the cells, and the second article compares the efficiency of two
doses instead one, both in seven days evaluation period. Therefore, in the first
article we evaluated the action of ADSCs in the treatment of acute wounds in
order to understand if the time of application of the cells results in difference in
healing the first seven days of injury. The stem cells were isolated from adipose
tissue of C57BL / 6 mice GFP +. Thus, we used 49 mice C57BL / 6 divided into
four groups: Group | (Gl / control, n = 14); Group Il (Gll; n = 14): ADSCs
injected to the d0; Group Il (Glll; n = 14): ADSCs injected on the 3rd day after
the induction of injury (d3) and Group IV (GIV; n = 7): ADSCs injected on day 5
after induction of skin defect (d5). Clinical evaluations were performed on days
0, 3, 5 and 7 and the histopathology on days 5 and 7. In the proposed
methodology, can be seen that the use of ADSCs increased vascularization,

formation of granulation tissue, collagen deposition and increases the number



of hair follicles in just seven days of evaluation. In addition, the time of
application of the cells did not affect significant differences in the inflammatory
and the proliferative phase of wound healing skin. However, the use of different
periods ADSCs resulting in beneficial effects on important aspects of wound
healing mechanisms. Such as the presence of granulation tissue, vascular
proliferation, collagen deposition and the presence of hair follicles; but distinct.
So, choose the time of application will depend on the needs of each patient and
the doctor's intention. In the second article, we evaluated the action of ADSCs
in the treatment of acute wounds in order to understand if two consecutive
applications of cells promote healing in the first seven days of injury. For the
experiment were used 49 C57BL / 6 mice divided into four groups: (GO / control;
n = 14); (G1D, n = 14): injected into the ADSCs d0; 3D Group (G3D; n = 14):
ADSCs injected into the d0 and d3; 5D group (G5d; n = 7): ADSCs injected on
d0 and d5. Clinical evaluations were performed on days 0, 3, 5 and 7 and the
histopathology on days 5 and 7. In this study, it can be seen that the use of two
doses of ADSCs enhances cell proliferation and vascular application and
increases the number of follicles hair in just seven days of evaluation. Thus, we
conclude that use two doses is more efficient than when evaluating the first
seven days of healing. In addition, there is no difference in the time of the

second treatment of ADSCs when an observation period of 7d.
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1 INTRODUGAO

Encontrar novos métodos terapéuticos eficazes, seja para a cura de
doengas, seja para o incremento da reparacao de tecidos lesionados, € um dos
grandes desafios das pesquisas em ciéncias biomédicas, que hoje tém a
célula-tronco como seu principal foco. Nelas estdo as expectativas sobre os
resultados que poderdao abrir novas perspectivas para o tratamento de
diferentes alteracdes.

A cicatrizacao de feridas € um evento complexo e multifatorial que envolve
interacdo do processo de inflamagao, formacdo de tecido de granulagao,
reepitelizagdo e angiogenese. O tratamento de ferida aguda, ou seja, aquele
que é realizado tdo logo acontegca a lesdo, previne a sua cronificagéo e,
consequentemente, a morbidade, reduzindo também os custos envolvidos. Por
isso, muitos estudos tém sido realizados com o intuito de buscar alternativas
que possibilitem acelerar a cicatrizacdo de lesbes cutidneas. Nessas pesquisas,
as células-tronco, em especial as mesenquimais, tém se mostrado uma
alternativa terapéutica possivel. A tendéncia atual de se pesquisar células-
tronco mesenquimais (MSCs) vem, sobretudo, da esperanga de que essas
células revolucionem as formas de tratamentos convencionais de
enfermidades, abrindo novos caminhos para a medicina regenerativa.

Os estudos pré-clinicos indicam que as MSCs representam uma terapia
efetiva e segura para a aplicagédo em feridas crénicas. Contudo, a metodologia
utilizada nos ensaios experimentais ndo aborda diretamente o momento ideal
de aplicagdo da células-tronco a serem feitas para tratar uma lesdo. Alguns
pesquisadores usaram em seus estudos multiplas aplicacdes, porém a maioria
deles nao determina em seus trabalhos o porqué de tal escolha € nem mesmo
0 que levaram em conta para determinar a frequéncia dessa aplicacdo. Dessa
forma, investigagbes continuam sendo necessarias para definir o mecanismo
pelo qual estas células induzem a reparagédo e determinar o meio e a

frequéncia com que as células-tronco devem ser aplicadas.

Nessas condi¢des, o presente trabalho visa apresentar os resultados da
aplicagdo de MSCs derivadas do tecido adiposo (ADSCs), em duas fases

consecutivas da cicatrizacdo — uma delas na fase inflamatéria e outra na
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proliferativa. Além disso, indicar em qual dessas duas fases a aplicagdo de

ADSCs é mais eficaz.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da terapia com células-tronco mesenquimais
provenientes do tecido adiposo (ADSCs) no processo de cicatrizagao de feridas
cutdneas experimentais. Além disso, investigar o efeito de duas aplicagbes
consecutivas de ADSC, sendo uma na fase inflamatéria e outra na proliferativa

da cicatrizacao de lesdes cutdneas em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a evolugao cicatricial por meio da medida da area da ferida
usando paquimetro digital nos dias 0, 3,5 e 7.

e Observar aspectos clinicos da evolugao cicatricial como a presenca
de exsudato, infeccdo, crostas, edema, presenga de tecido
desvitalizado.

e Avaliar a evolugédo da area cicatricial nos dias 3, 5 e 7 por meio de
planimetria digital.

e Registrar macroscopicamente a qualidade cicatricial por meio de
imagens fotograficas.

e Analisar microscopicamente, por meio de histopatologia, a evolugao
cicatricial nos dias 5 e 7.

e Analisar a enxertia das ADSC nas feridas por meio de
imunoistoquimica

e Analisar a capacidade neovascularizacao das lesbes por meio de
histopatologia e imunoistoquimica.

e Avaliar a reepitelizagédo e colagenizagao por meio de histopatologia.

e Comparar uma unica aplicacdo de células com duas aplicacbes em
relacao aos aspectos clinicos e histopatoldgicos.

e Comparar a aplicagao de células realizada na fase inflamatéria e na
proliferativa da cicatrizacao

e Correlacionar os resultados obtidos com a segunda aplicagdo de

células-tronco das feridas comparando os dados dos que receberam
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a segunda dose na fase inflamatéria com os que receberam na fase

proliferativa

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Anatomia e fungéao da pele

A pele é a principal barreira de prote¢cdo do organismo e tem como
funcdes basicas impedir a perda excessiva de liquidos, proteger da agao de
agentes externos, manter a temperatura corporea, sintetizar vitamina D com a
exposi¢cao aos raios solares, agir como 6rgao dos sentidos e participar da
termorregulagao corporea (DYCE; SACK; WENSING, 2010).

O maior 6rgédo do corpo, a pele, consistitui-se por trés camadas: a
epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme é a porcao mais superficial,
continuamente renovada e organizada em camadas (basal, espinhosa,
granulosa, lucida e cérnea). Apresenta quatro diferentes linhagens celulares:
ceratindcitos, melandcitos, células de Merkel e as células de Langerhans. Os
ceratindcitos, as células mais abundantes da epiderme, migram até a superficie
da pele enquanto sofrem diferenciacdo terminal e maturacdo, onde se
transformam em placas sem vida (ceratina) e que descamam continuamente
(CHEN; PRZYBOROWSKI; BERTHIAUME, 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende
da epiderme até o tecido subcutaneo. E composta principalmente por uma
matriz extracelular rica em fibras colagenas, apresentando-se bastante
vascularizada e inervada, podendo, também, conter glandulas sebaceas e
sudoriparas, e foliculos pilosos. Pode ser dividida em camada papilar, mais
externa, e camada reticular, mais interna. A derme contém tipos diferentes de
células, incluindo fibroblastos, macréfagos, mastocitos e leucdcitos,
particularmente neutrofilos, eosinofilos, linfécitos e mondcitos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

A hipoderme é formada por tecido conjuntivo frouxo, que une a derme

aos orgaos subjacentes; € a camada responsavel pelo deslizamento da pele
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sobre as estruturas nas quais se apoia, como 0ssos e musculos (CHEN;
PRZYBOROWSKI; BERTHIAUME, 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.2 Cicatrizagao de feridas cutdneas

A cicatrizagdo pode ser dividida em fases conforme as caracteristicas
microscopicas que apresentam, sendo iniciadas, mediadas e sustentadas por
eventos bioquimicos complexos que tém como mediadores citocinas e fatores
de crescimento. Esse processo envolve uma regulada cascata de eventos,
iniciada pela interagdo entre alguns tipos de células, fatores soluveis e
componentes da matriz extracelular (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
VIDINSK et al., 2006). Recrutamento de células inflamatérias, angiogénese,
formacgéo de tecido de granulagéo, proliferacdo de fibroblastos e migragéo de
ceratinécitos contribuem para restaurar a integridade funcional e anatémica do
tecido (BRAIMAN-WIKSMAN et al.,, 2007; ROH; LYLE, 2006). A perfeita
interacdo de todos esses fatores determina a qualidade e a velocidade de
cicatrizacao de uma lesao.

A cicatrizacao, para ser compreendida, pode ser dividida em trés fases
que se sobrepdem: inflamatdria; proliferativa (ou fase de reparo); e de
maturagao (ou fase de remodelamento). O reconhecimento dessas fases, com
base nas caracteristicas macroscopicas, permite ao clinico associar entre os
eventos microscépicos e bioquimicos; o conhecimento desses eventos
direciona ao manejo apropriado da ferida (HOSGOOD, 2013). A fase
inflamatéria é iniciada logo apds a leséo e as fases subsequentes dependem
de cada fase anterior (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; REINKE; SORG,
2012).

Na fase inflamatéria (de 0 a 3 dias) ocorre a vasoconstrigdo reflexa e
oclusao de pequenos vasos, com acumulo plaquetario e deposicao de
coagulos de fibrina. Essa vasoconstricdo tem duracdo de 5 a 10 minutos e é
seguida por uma vasodilatagdo que permite a passagem de células e fluidos
através das paredes dos vasos sanguineos para o espago extravascular,
diluindo substancias toxicas e favorecendo a diapedese leucocitaria
(HOSGOOD, 2013; REINKE; SORG, 2012). A agregacao plaquetaria e a

coagulagéo sanguinea produzem um coagulo que sela os vasos rompidos e
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impede o extravasamento sanguineo adicional (REINKE; SORG, 2012). O
coagulo, formado por plaquetas, fibrina, eritrcitos e leucdécitos, também é
responsavel por estabilizar as bordas da ferida e fornecer a ela uma resisténcia
minima (BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007; HOSGOOD, 2013).

Os neutrdfilos possuem vida curta, fagocitam microorganismos e apds
se degeneram e morrem. Dessa forma, liberam enzimas que auxiliam
monacitos a retirar os restos necraticos do local. As plaquetas sdo as primeiras
células reparadoras a aparecerem em uma ferida, e elas produzem alguns dos
fatores de crescimento que cumprem um importante papel na fase reparadora
da cicatrizagao “epidermal growth factor’ (EGF), fator plaquetario IV, “insulin-
like growth factor-1" (IGF-1), “transforming growth factor-beta” (TGF-B). Os
mondcitos sdo essenciais a cicatrizacdo. Privada de outros elementos
celulares, as feridas continuam cicatrizando; contudo, se privadas dos
monocitos e suas funcgdes, as feridas n&o cicatrizam (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; REINKE; SORG, 2012). Os mondcitos atraem fibroblastos para a
ferida, estimulando estes para a maturagdo de sintese de colageno e tornam-
se macréfagos quando ingressam na ferida, fagocitando tecidos e fragmentos
mortos (MAXSON et al., 2012; VIDINSK et al., 2006). Quando se tornam
macréfagos, sintetizam e liberam proteases debridantes que retiram coagulos
de fibrina e colageno, restos e fragmentos de células mortas. Liberam fatores
de crescimento de células endoteliais que atraem mais fibroblastos para a
ferida. A chegada dos linfocitos coincide com a chegada dos macrofagos,
havendo uma interacdo entre eles. A duracdo dessa fase depende da
quantidade de fragmentos e infecgdo, sendo entdo importante o debridamento
cirurgico, hemostasia e drenagem da lesdo. Quanto mais infectada e mais
restos de tecidos mortos restarem na ferida, mais tempo durardo as fases
inflamatéria e de debridamento, levando a um retardo no processo cicatricial
(HOSGOOD, 2013; REINKE; SORG, 2012)

A fase de proliferagdo (ou fibroblastica ou de reparo de 3 a 14 dias) é
composta  pelos  seguintes  processos: proliferagdo  fibroblastica,
neovascularizagéao, infiltragcao capilar, e proliferagédo e migragao epitelial. Nessa
fase ocorrem intensa migragdo e proliferacdo celular; principalmente, de
fibroblastos e ceratindcitos que atuam para o reparo do tecido conjuntivo e do
epitélio (REINKE; SORG, 2012).
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Os fibroblastos surgem por volta do segundo e terceiro dia apdés o
trauma. Sao células importantes na producao de componentes da substancia
fundamental e colageno. Com o aumento do numero de fibroblastos ativados
para producdo de colageno no local, a matriz extracelular comega a ser
substituida por um tecido conjuntivo mais denso e elastico. Esse processo é
denominado de fibroplasia e sua eficiéncia é dependente da ocorréncia da
formagdo concomitante de novos vasos sanguineos, ou seja, da
neovascularizacdo da regidao (HARTLAPP et al., 2001; HATANAKA; CURI,
2007). Inicialmente, a migracéo e ativagdo de fibroblastos séo intensificadas
em decorréncia da liberacdo de mediadores destacando-se PDGF, TGF- e
VEGEF. Os fibroblastos sao os principais componentes do tecido de granulagao
e, apos influéncia dos fatores de crescimento, sdo ativados e migram das
bordas para o centro da ferida (OLIVEIRA, 2012; VOLK; THEORET, 2013).

A indugdo da angiogénese ocorre principalmente pela agdo direta de
fatores de crescimento sobre as células endoteliais (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; GEMPERLI; MUNHOZ, 2013). Sinalizadores, principalmente
membros da familia do VEGF, contribuem para formacao de novos vasos
(HATANAKA; CURI, 2007). Os macréfagos e os ceratindcitos, presentes na
regiao em reparo aumentam de forma significativa a expressdo génica de
VEGEF e seus receptores estdo aumentados nos vasos sanguineos do tecido de
granulacao. Por volta do quarto dia, com a fibroplasia e a angiogénese, inicia-
se a formacdo do tecido de granulagédo, constituido por macréfagos,
fibroblastos, células inflamatérias e componentes neovasculares, que sao
sustentados pela matriz extracelular. Esse tecido é edematoso, exsudativo e
caracteriza-se pela presenca de muitos espacos vazios, devido a imaturidade
dos vasos (BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007; HATANAKA; CURI, 2007).

A matriz extracelular, que inicialmente era formada essencialmente por
proteinas derivadas das plaquetas e plasma, tem sua composi¢ao modificada.
Os fibroblastos passam a depositar grandes quantidades de fibronectina e
acido hialurbnico. Posteriormente, ha aumento na produgdo de
glicosaminoglicanos, que foram, em parte, substituidos por proteinas como
colageno, elastina, laminina e proteases responsaveis pelo remodelamento
fisiologico (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).
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Durante o amadurecimento fenotipico dos fibroblastos em células
produtoras de colageno, o processo de contracdo da ferida alcanga sua
eficiéncia maxima. Isso ocorre devido a diferenciacdo de alguns fibroblastos
das margens das feridas em miofibroblastos, células com caracteristicas
funcionais semelhantes as células do musculo liso (VOLK; THEORET, 2013;
YAMAOKA et al., 2014).

Dentre as moléculas, cujos efeitos sobre a reepitelizagdo sdo os mais
estudados destacam-se EGF e TGF-B. Esses fatores de crescimento
endégenos, produzidos principalmente por macrofagos e eosinodfilos, sao
considerados importantes reguladores da proliferagéo dos ceratindcitos no sitio
da lesdo. Os ceratinécitos tornam-se células hiperproliferativas e migratérias
que produzem e secretam componentes da matriz extracelular e polipeptidios
sinalizadores, ao mesmo tempo em que seu citoesqueleto é alterado para a
producao de ceratina (MAXSON et al., 2012; RICHTER et al., 2006).

A formagao do epitélio ocorre pelo aumento de tamanho, da divisdo e da
migracao das células da camada basal da epiderme sobre a area de reparagao
do tecido conjuntivo subjacente. Nas feridas com perda total da derme, a
epitelizacdo se faz apenas de suas margens, pois hdo ha anexos cutaneos
remanescentes. A ineficiéncia do processo mitdtico dessas células nas etapas
iniciais é devido a inexisténcia de substrato adequado na regiao da ferida, que
somente é fornecido quando o tecido de granulagdo alcanga o nivel da
epiderme (BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007).

Os fatores mais importantes que influenciam a epitelizacdo sao os de
crescimento de macrofagos e de plaquetas. Fatores de crescimento epidermal
também sao importantes para proliferacdo fibroblastica e de tecido de
granulagdo. O excesso de lactato, sintetizado por macréfagos, também
estimula a deposi¢ao de colageno. A migragao epitelial € guiada pelas fibras de
colageno. O contato entre as células epiteliais em todos os lados resulta na
inibicdo de uma migragao celular adicional (inibicdo densidade dependente)
(HOSGOOD, 2013; PAVLETIC, 2010; REINKE; SORG, 2012).

A fase de maturagéo ou remodelagéo (14 dias a um ano) € a fase final
da cicatrizacdo para uma ferida e corresponde a remodelacao e restauracao da
estrutura normal de tecidos (OLIVEIRA, 2012). A transicdo da matriz

extracelular em cicatriz requer o remodelamento do tecido conjuntivo presente
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na lesdo (HOSGOOD, 2013; VIDINSK et al., 2006). Ocorre entdo o
remodelamento do colageno, com um equilibrio entre a deposicédo e o
catabolismo deste, e a substituicdo do colageno tipo Il, que gradualmente se
reduz, pelo colageno tipo I, que aumenta. Enzimas colagenase especificas
(metaloproteinases) produzidas pelos macréfagos, fibroblastos e células
epidérmicas degradam os colagenos tipos |, II, lll, X e Xlll e as fibras de
colageno nao funcionais presentes na ferida. A deposi¢cdo de colageno esta
diretamente relacionada a resisténcia a tracao exercida pela ferida (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007; REINKE; SORG,
2012). Durante essa fase, as quantidades de fibronectina e de acido hialurénico
da matriz extracelular sdo reduzidas e a quantidade de proteoglicanos se eleva.
Os proteoglicanos sédo responsaveis pelo aumento na elasticidade da ferida.
Nessa fase, os eosindfilos aparecem e podem estar relacionados a producao
adicional de fatores de crescimento (HATANAKA; CURI, 2007). Além de
efetores imunes, os linfocitos sdo, também, fontes de fatores de crescimento.
Eles sdo atraidos para a regiao da ferida em igual nUmero aos mondcitos e, a
partir do décimo quarto dia, sdo as células que predominam na regiao
(BRAIMAN-WIKSMAN et al., 2007).

Conforme a maturagao da ferida progride, a densa rede de capilares do
tecido de granulagéo saudavel declina, assim como sua celularidade, devido a
apoptose das células. O resultado é a substituicdo do tecido de granulagao
pelo tecido cicatricial, concluindo o reparo da lesdo. Em feridas crénicas, ha o
desenvolvimento de uma matriz fibrosa marcada pela deposi¢cao de colageno e
uma decadéncia na quantidade de capilares (HOSGOOD, 2013; MAXSON et
al., 2012). Ao final dessa etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e
tecido glandular sofrem regeneracéo limitada e a coloragao da cicatriz é palida,
pois a regeneracdo dos melandcitos é deficiente e as cicatrizes sao
hipovascularizadas devido ao desaparecimento dos neocapilares e pela
hialinizacdo do colageno (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; HATANAKA,;
CURI, 2007; REINKE; SORG, 2012).

3.3 Células-tronco
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O termo célula-tronco diz respeito as células precursoras que possuem a
capacidade de diferenciagéo e autorrenovagao, e que dao origem a uma ampla
variedade de tipos teciduais. Sdo designadas, segundo sua potencialidade,
como totipotentes, pluripotentes e multipotentes(AMORIN et al., 2012; CIRNE-
LIMA, 2007; SANCHEZ; SCHIMMANG; GARCIA-SANCHO, 2012).

As células-tronco sdo divididas em dois grandes grupos que dizem
respeito ao seu local de origem: podem ser células-tronco embrionarias,
derivadas da massa celular interna do blastocisto embrionario; e células-tronco
adultas, obtidas do sangue de corddo umbilical, da medula éssea e do sangue
periférico; adicionalmente, acredita-se existirem células- tronco para tecidos ou
orgaos especificos em todo o organismo adulto (células-tronco residentes)
(AMORIN et al., 2012; LARREA; VAZQUEZ; ALVAREZ, 2012; MEIRELLES;
CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

Na manutencgéo e expansao das ceélulas-tronco fetais e adultas o cultivo
nao € permanente; elas tendem ou a se diferenciar em linhagens especificas,
que dependem do tipo de origem, ou a morrer depois de algumas passagens
(NARDI; MEIRELLES, 2006). Estas, pelo fato de serem mais comprometidas
com determinadas linhagens celulares, requerem mecanismos de sinalizagao
celular para que ocorra a sua diferenciagdo em outro tipo de tecido né&o
relacionado a sua origem (CAO et al., 2005). Porém, alguns tipos de células-
tronco adultas, como as mesenquimais, podem ser conservados em cultura
durante longo tempo mantendo sua caracteristica indiferenciada (AMORIN et
al., 2012; MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006; NARDI; MEIRELLES,
2006).

As  células-tronco  mesenquimais (MSCs) correspondem a
aproximadamente <0,05 % de todas as células presentes na medula e
apresentam multipotencialidade para células derivadas do mesoderma: células
contrateis, células endoteliais, condrocitos (CHEN et al., 2008; LUIS et al.,
2011; ZOU et al.,, 2012). Essas células foram descritas primeiramente por
Friedenstein e colaboradores em 1974; eles descobriram que as MSCs aderem
a placas de cultura, assemelham-se a fibroblastos in vitro, e formam col6nias
ap6s um determinado periodo de cultivo (LARREA; VAZQUEZ; ALVAREZ,
2012; NARDI; MEIRELLES, 2006). Todas as células terminalmente

diferenciadas morrem; as aderentes que sobrevivem sao, por definicdo, as
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células-tronco mesenquimais (DOMINICI et al., 2006). In vitro, essas células
crescem aderidas a superficie do frasco de cultura, possuem capacidade de
diferenciacao in vitro em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos e expressam
imunofendtipos positivos para CD105, CD73 e CD90, e negativas para CD45,
CD34, CD14 ou CD11b, CD79alfa ou CD19 e HLA-DR (CHEN et al., 2008;
DOMINICI et al., 2006; NARDI; MEIRELLES, 2006).

Medula éssea e tecido adiposo sao atualmente as principais fontes de
MSCs usadas em estudos pré-clinicos e clinicos. Uma fonte de MSCs ¢é o
lipoaspirado, a partir do qual é isolada uma fracdo que contém as células-
tronco adiposo-derivadas (ADSCs), que também séao classificadas como MSCs
e tém se mostrado muito eficientes em varios tipos de terapias incluindo o
tratamento de lesdes de pele e outras cirurgias plasticas (BADIAVAS;
FALANGA, 2003; OTTO; WRIGHT, 2011; RIGOTTI et al., 2007; ZUK et al.,
2001, 2002).

O tecido adiposo encontra vantagens incontestaveis como fonte de
MSCs indiferenciadas por causa de sua facil obtengdo (por meio de
lipoaspiragéao ou lipectomia), baixas taxas de morbidade e pelo alto rendimento
(HASSAN; GREISER; WANG, 2014; NAMBU et al., 2009). Pela colheita de
tecido adiposo pode-se obter 2 a 3x10® células-tronco por 300 ml de material
aspirado (ZUK et al., 2001), quando comparado a medula éssea, que pode
produzir uma células-tronco por 10° células estromais. Outras fontes de coleta
vém sendo estudadas como, por exemplo, no trabalho que demonstrou que os
foliculos pilosos sdao uma alternativa promissora para obtengdo de células-
tronco (WANG et al., 2013).

As ADSCs, embora apresentem diferencas, ainda compartilham
caracteristicas basicas com as BMSCs (células-tronco originarias da medula
O0ssea). Ambas tém sido empregadas em modelos animais de reparagao de
feridas e em estudos clinicos preliminares, tais como infarto do miocardio,
Doencga de Crohn e cicatrizagdo da pele (SORRELL; CAPLAN, 2010).

Existe clara evidéncia que as MSCs aplicadas por via sistémica sao
capazes de migrarem e se enxertarem na regido do tecido lesionado
(JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). Essa migragédo ocorre em resposta aos
sinais quimiotaticos modulando a inflamacao, reparacao de danos teciduais, e
facilitando a regeneracdo (MAXSON et al, 2012). A partir dessas
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caracteristicas, aplicagdbes de MSCs locais ou sistémicas apresentam
resultados semelhantes na cicatrizacdo de feridas (MCFARLIN et al., 2006;
WU; ZHAO; TREDGET, 2010).

A terapia com MSCs cresce nao somente pelo facil isolamento e cultivo,
potencial de diferenciacdo e producao de fatores de crescimento e citocinas,
mas também pelo seu potencial imunomodulatério. Estudos comparando os
transplantes homolégos e autélogos de MSCs n&o encontram diferencas
terapéuticas significativas e, além disso, ndo se observa rejeicdo das mesmas
(CHEN et al., 2009; MCFARLIN et al., 2006; PLANKA et al., 2007; WAN et al.,
2013) E isso se deve ao fato de as MSCs apresentarem baixa imunogenicidade
(HASSAN; GREISER; WANG, 2014; LIU; SHU; PRESTWICH, 2006;
MCFARLIN et al., 2006).

Os mecanismos de imunossupressao sobre a resposta inflamatéria e
sobre 0s mecanismos de rejeicdo ao transplante ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (AMORIN et al.,, 2012; HASSAN; GREISER; WANG, 2014;
MAXSON et al., 2012). Atualmente, é sabido que as MSCs desencadeiam a
liberacdo de diversos fatores que atuardo sobre as células do sistema
imunologico (linfécitos e células dendriticas apresentadoras de antigeno -
APC). Dentre esses fatores, estao as prostaglandinas (PGEZ2), interleucinas (IL-
4, IL-6, IL- 10), Transforming Growth Factor B (TGFR), o Hepatocyte Growth
Factor (HGF) e a enzima indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Como
consequéncia, a liberagcdo de TGF-B e HGF suprime a proliferacao dos
linfécitos T e B, enquanto que a liberacao de PGE2 inibe, especificamente, a
producao dos linfécitos T citotdxicos e as demais citocinas pré-inflamatdrias
(AMORIN et al., 2012; GEBLER; ZABEL; SELIGER, 2012). Além dos efeitos
imunossupressores, as MSCs expressam pequenas quantidades de complexo
de histocompatibilidade principal (MHC-I) e niveis negligenciaveis de MHC-II
e/ou nao expressdao MHC-II em sua superficie. Durante o processo realizado
pelas células de defesa do organismo (reconhecimento do préprio e do nao
proprio), essas células utilizam o MHC para realizar tal selegdo. Logo, na
auséncia de MHC, como verificado nas MSCs, o processo de selecao de nao
préprio ndo ocorre, impedindo que o organismo que recebeu essas células
indiferenciadas as reconhega como nao proprias e as rejeite (AMORIN et al.,
2012; CHEN et al., 2009; GEBLER; ZABEL; SELIGER, 2012; LIU et al., 2006).
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Existem pelos menos duas possibilidades pelas quais as MSCs possam
promover a cicatrizagdo: por sinalizacdo paracrina e por diferenciagcao. A
primeira mostra que elas tém a capacidade de secretar varios fatores de
crescimento e citocinas que sao relevantes para o reparo ou regeneragao
tecidual. Pode ser que apds a migragao para a ferida, elas sejam ativadas ao
encontrar 0 meio repleto de substancias pré-inflamatérias. A ativacdo das
MSCs poderia potencializar a acdao como pequenos “biorreatores” no
microambiente da ferida secretando fatores de crescimento e citocinas. A
segunda possibilidade estaria relacionada com a enorme plasticidade e
habilidade que essas células tém para se diferenciar em uma grande variedade
de tipos celulares e se integrar aos tecidos. Portanto, as MSCs facilitariam a
cicatrizacao de feridas pela diferenciacdo em multiplas células que residem na
pele (ceratindcitos, pericitos e células endoteliais) (HASSAN; GREISER;
WANG, 2014; KIM et al., 2009; MCFARLIN et al., 2006; SASAKI et al., 2008;
SORRELL; CAPLAN, 2010; WU; ZHAO; TREDGET, 2010). Contudo, a parcela
de contribuicdo de cada um desses mecanismos de atuacdo das MSCs ainda
nao é totalmente conhecida, sendo ainda objeto de pesquisa (BROWER et al.,
2011).

A aplicagéo topica do sobrenadante concentrado das culturas de MSCs
nas lesbes foi mais eficiente, em estudos, que a aplicagdo tépica do
sobrenadante das culturas de fibroblastos dermais, aumentando n&o sé o
numero de macrofagos e células progenitoras endoteliais no local da lesao,
mas também a quantidade de fatores de crescimento tais como VEGF, EGF,
SDF-1 e angiopoetina-1 secretadas (CHEN et al., 2008; KIM et al., 2013).
Dessa forma, sugere-se que o efeito paracrino das MSCs sobre a cicatrizagao
possa ser predominante ao processo de diferenciacdo (BROWER et al., 2011).

O uso de MSCs, em feridas agudas ou crdnicas, resultam em uma
aceleragao no processo cicatricial, decorrente do impacto benéfico que elas
trazem para todas as fases da cicatrizagdo (inflamatdria, proliferativa e
remodelamento) (HOCKING, 2012; MAXSON et al.,, 2012). Dessa forma,
observa-se um aumento na migragao epitelial, na angiogenese e na taxa de
cicatrizacao, além da conformagédo de uma cicatriz menos evidente (HASSAN;
GREISER; WANG, 2014; JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). Quando as MSCs

sao aplicadas diretamente na lesdo ou na sua periferia, elas ali se enxertam e
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se diferenciam em varios tipos de células cutaneas (ceratindcitos, células
endoteliais e pericitos) incrementando o processo de cicatrizagdo (BROWER et
al., 2011).

As ADSCs estimulam o processo de cicatrizacao de feridas por meio de
diversos fatores de crescimento (efeito paracrino), dentre esses: VEGF,
Keratinocyte Growth Factor (KGF), Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2), PDGF,
HGF, TGF-B, fibronectina e colageno 195 (HASSAN; GREISER; WANG, 2014).
A neovascularizacido e a reepitelizacdo sao as principais razoes para o efeito
cicatricial dessa terapia (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012).

Uma das atuagdes das MSCs durante o reparo cutaneo é regular a
funcdo dos leucécitos que invadem a ferida logo apds a lesdo, modulando a
resposta inflamatéria. Logo, o processo inflamatério da ferida ativa as MSCs
para iniciarem as suas fungbes imunomodulatérias, incluindo um aumento da
ativacdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da ativagdo da expressao da
prostaglandina E2 (PGE2), as quais tém multiplos efeitos fibroreguladores na
ferida. Em particular, a PGE2 desempenha um papel necessario no mecanismo
de regulacao imunolégica das MSCs para inibir a expresséo da IL-2, diminuir a
mitogenese e a proliferacado das células T na lesdo (JACKSON; NESTI; TUAN,
2012).

Em resposta a PGE2, células T e macréfagos sao reprogramados e
comegam a expressar niveis elevados de IL-10, uma importante citocina
antiinflamatéria com multiplas fungdes que atenuam ou limitam o mecanismo
inflamatério das células imunes (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). A IL-10 é
um poderoso inibidor de neutrofilos na ferida, previne o excesso de deposicao
de colageno pela diminuicdo da expressao de citocinas pro-inflamatérias como
a IL-6 e IL-8. Como resultado, a expressao da IL-10 contribui para a resolugao
da fase inflamatéria, passando a lesdo para uma etapa posterior, a fase
proliferativa da cicatrizagao (YOSHIKI et al., 2009).

A angiogenese € um processo que ocorre na fase proliferativa da
cicatrizacao de feridas e € ela quem suprira a nutricio necessaria para os
fibroblastos que irdo produzir o tecido de granulagdo (KING et al., 2014). As
MSCs facilitam a revascularizacdo pela ag¢ao paracrina secretando FGF e
VEGF-A, os quais promovem a proliferagdo, migracao e diferenciagdo das

células endoteliais dos vasos. Além disso, as MSCs facilitam a
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revascularizacado através da diferenciacdo em pericitos (células do endotélio
vascular) (MAXSON et al., 2012).

Por meio da avaliagdo do exame histolégico observa-se uma taxa de
epitelizacdo mais elevada, um aumento da formacgao de tecido de granulagéo e
de capilares quando se compararam feridas tratadas com ADSCs com as
controles nao tratadas (HASSAN; GREISER; WANG, 2014).

Embora tenha sido demonstrado que a ADSC pode diferenciar em tipos
de células residentes quando aplicadas nas feridas, admite-se que o principal
mecanismo envolvido na atuacao dessas células na cicatrizacdo cutanea é a
secrecao paracrina que conduz entdao a diferenciacdo de células-tronco em
células endoteliais, fibroblastos, ou ceratinécitos (HASSAN; GREISER; WANG,
2014). Assim, a maioria dos trabalhos utilizando MSCs na cicatrizagdo de
feridas tem destacado seu potencial paracrino, sendo que poucos trabalhos
demonstraram a transdiferenciacdo das mesmas em outros tipos celulares
capazes de promover a cicatrizagdo cutdnea (HOCKING; GIBRAN; BOX,
2010). Nesse contexto, Sasaki et al. (2008) demonstraram que as ADSCs de
camundongos GFP+ (Green fluorescent protein) sao capazes de se diferenciar
em ceratindcitos e células endoteliais in vitro. Os pesquisadores infundiram
MSCs GFP+ intravenosamente em camundongos submetidos a realizagéo de
ferida cirurgica. Foi observado por meio de imunohistoquimica que uma
pequena porcentagem de MSCs GFP+ foi capaz de se diferenciar em
ceratinécitos in vivo (0,14%), enquanto 13,2% das células endoteliais no leito
da ferida eram GFP+. Uma porcentagem relativamente maior de células GFP+
(33%) estava localizada na parede de capilares e foram positivas para o
marcador Alpha-Smooth Muscle Actin Expression (a-SMA) e negativas para
CD31, sendo identificadas como pericitos. Os autores descartaram a
possibilidade da ocorréncia de fusdo entre as células GFP+ e as células da
pele pela técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia, em que eles
observaram que todas as células GFP+ continham cromossomos XY, enquanto
0s animais recipientes eram XX. Sasaki et al. (2008) demonstraram também
que a aplicagéo intradérmica da quimiocina SLC/CCL21 aumentou a migragao
de MSCs para o local da lesao e contribuiu para o processo de cicatrizagao via
transdiferenciacao.
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Foi relatado recentemente que em experimentos in vitro as MSCs podem
transdiferenciar em células epidérmicas: os ceratindcitos e as células
endoteliais microvasculares. Finalmente, as MSCs também podem
transdiferenciar em ceratinécitos quando em condi¢cdes que lhes permitam
interagir com as células epidérmicas da propria pele lesada. Esses estudos
sugerem que MSCs poderiam participar diretamente na regeneracao estrutural
dos tecidos dérmicos e epidérmicos, representando, assim, um mecanismo
adicional pelo qual elas podem promover cicatrizagdo de feridas cutédneas
(HASSAN; GREISER; WANG, 2014).

Para melhor compreensdao do mecanismo de acdao das MSCs
transplantadas em feridas cutdneas € necessario se langar méo de
mecanismos para monitorar as células in vivo. Atualmente, os métodos incluem
a marcagao celular com nanoparticulas ultramagnéticas, marcadores
radioativos, marcadores organicos carreados pelas células, ou proteinas
fluorescentes expressas por estas. No entanto, degradagbes quimicas e
metabdlicas ocorrem, o que reduz a estabilidade desses marcadores,
comprometendo a identificagcdo e o monitoramento celular (MULLER-BORER,
2007). Alternativas como o marcador dos cromossomas X e Y, em que se
usam as MSCs provenientes de machos para o tratamento em fémeas, torna-
se uma ferramenta eficiente e capaz de localizar as células transplantadas (WU
et al., 2007, HOCKING & GIBRAN, 2010)

As ADSCs e as BMSCs foram estudadas em diversas areas no que diz
respeito ao efeito sobre a cicatrizacdo de lesdes e suas aplicagcbes clinicas
(BADIAVAS; FALANGA, 2003; CHAPEL et al., 2013; OTTO; WRIGHT, 2011;
RIGOTTI et al., 2007; ZUK et al., 2001, 2002). Wu et al. (2007) relataram que
as BMSCs influenciam beneficamente a cicatrizacdo de feridas, enquanto
outros autores relataram que ADSCs também podem promover a cicatrizacao
da ferida (LIM; YOO, 2010). Em experimento com ratos diabéticos, as BMSCs
se mostraram benéficas no tratamento da cicatrizacao retardada. Além disso,
afirmam que a via intramuscular de administracao das células é eficiente (WAN
et al., 2013).

Rigotti et al., (2007) utilizaram células-tronco retiradas de lipoaspirados

para tratamento de feridas causadas por efeito secundario ao tratamento
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radioterapico em mulheres apds a realizagcao de mastectomia obtendo um bom
resultado na cicatrizagao.

Badiavas; Falanga (2003) aplicaram MSCs em trés pacientes que
possuiam feridas cronicas, ha mais de um ano, em que os tratamentos
convencionais ndo haviam se mostrado eficientes. Eles observaram a
cicatrizacdo completa das feridas apds o tratamento com células-tronco.

McFarlin et al. (2006) utilizaram MSCs para cicatrizagdo de feridas
cuténeas criadas experimentalmente e observaram aumento da resisténcia da
cicatriz devido ao aumento da producdo de colageno, mais rapida maturagao
histolégica quando comparada ao grupo controle.

O numero ideal de aplicacdes a serem feitas para tratar uma lesdo ainda
nao é conhecido. McFarlin et al. (2006) compararam uma aplicagao local de
BMSC com quatro aplicagdes em dias consecutivos por via venosa. O
resultado encontrado demonstrou que os dois métodos foram semelhantes.
Outros autores utilizaram multiplas aplicacdes de MSCs em ensaios clinicos
em humanos ou em experimentos utilizando animais; contudo, sem concluir
sobre o efeito dessas nem justificar em sua metodologia qual a raz&o para
essas aplicagdes seriadas (BADIAVAS; FALANGA, 2003; FORCHERON et al.,
2012; KIM; CHUNG; CHA, 2013). No entanto, Kuo et al., (2011) compararam o
efeito de uma ou duas aplicagbes de ADSCs em feridas induzidas de
camundongos diabéticos e observaram que duas aplicagbes era o tratamento
mais eficiente. Ainda, Ho et al. (2012) em um experimento em camundongos
diabéticos concluiram que uma aplicagdo de MSC diminuia a glicemia
transitoriamente e transplantes multiplos eram capazes de restaurar a
homeostase glicémica.

As vias usuais de aplicacdo de MSCs na cicatrizacao de feridas sao a
intravenosa e local, sendo essa a mais indicada (MCFARLIN et al., 2006;
SASAKI et al., 2008; WU et al.,, 2007b). Os métodos de aplicagao local de
células incluem: injecdo ao redor da ferida, spray tépico de fibrina e a
incorporagao a um scaffold (HANSON; BENTZ; HEMATTI, 2010). O periodo
em que € administrada também deve ser considerado, pois as MSCs devem
interagir com células cruciais presentes nos diferentes estagios do processo de

cicatrizacdo. Exatamente o que sio essas interagdes e quando elas ocorrem
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sdo, atualmente, areas de pesquisas a serem exploradas (SORRELL,;
CAPLAN, 2010).

A combinagao da aplicagao topica de MSCs, associada ao Matrigel, com
a injecao ao redor da ferida resulta em aproximadamente 30% de enxertia das
células no 7° dia de ferida em murinos (WU et al., 2007b). A enxertia de MSCs
decai com o passar do tempo para menos de 10% no 14° dia de ferida e para
menos de 5% no 28° dia (HOCKING; GIBRAN; BOX, 2010).

Javazon et al. (2007) demonstraram que a aplicagdo tépica de BMSCs
em Ulceras de camundongos diabéticos db/db, diferentemente do observado
nos grupos que receberam células da MO e PBS, aumentou a reepitelizagéo, a
formagdo de tecido de granulagcdo e a neovascularizagdo por meio de
mecanismos indiretos (efeito paracrino).

Com o objetivo de definir se as MSCs persistem no local da lesdo apés o
tratamento e se teriam capacidade de originar novas estruturas, Falanga et al.
(2007) utilizaram um modelo animal de ferida cirurgica em camundongos
diabéticos db/db e MSCs que expressavam GFP (green fluorescent protein).
Nesse experimento, pdde-se observar que as MSCs aplicadas com spray
tépico de fibrina foram capazes de ser localizadas na ferida por volta do 5° dia,
porém poucas células GFP+ foram encontradas na lesdo cicatrizada e elas
pareceram nao ter se diferenciado em ceratindcitos. Vale ressaltar o
aparecimento de estruturas endoteliais, como vasos sanguineos marcados
positivamente por GFP, evidenciando a possivel diferenciacdo das MSCs
nessas estruturas e seu importante papel para o processo de neoangiogénese
(FALANGA et al., 2007).

A injecédo de MSCs GFP+ derivadas da MO de camundongos ao redor
das Ulceras foi capaz de acelerar o processo de proliferacdo celular,
angiogénese e reepitelizacdo tanto em camundongos normais, como em
camundongos diabéticos db/db, quando comparada a aplicagéo de fibroblastos
dermais alogénicos neonatais ou de veiculo controle (WU et al., 2007b). Os
pesquisadores demonstraram ainda a possivel diferenciagédo das MSCs GFP+
em ceratindcitos na derme do tecido cicatrizado. Além disso, em um periodo
mais tardio, foram observadas estruturas glandulares GFP+. Constataram

ainda um aumento significativo da expressao génica de fatores de crescimento
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vasculares e endoteliais e de angiopoetina-1, evidenciando o potencial pré-
angiogénico das MSCs (WU et al., 2007b).

Os estudos pré-clinicos indicam que as MSCs representam uma terapia
efetiva e segura para a aplicagdo em feridas crénicas. Ainda, investigagdes
continuam sendo necessarias para (1) definir o mecanismo pelo qual essas
células induzem a reparagao e (2) determinar o meio em que as células-tronco
devem ser aplicadas (BROWER et al., 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao dessa tese serdo apresentados em forma de
artigo cientifico. Cada subtitulo desse capitulo corresponde a um dos artigos,
como descrito abaixo:

4.1 Células-tronco mesenquimais aplicadas nas fases inflamatdria e
proliferativa da cicatrizacido de feridas cutaneas

4.2 Duas aplicagdes de Células-tronco mesenquimais nas fases iniciais

da cicatrizacdo promovem o reparo cutaneo
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4.1 Células-tronco mesenquimais aplicadas nas fases inflamatéria e
proliferativa da cicatrizagao de feridas cutanea

Mesenchymal stem cells applied to the inflammatory and
proliferative phases of wound healing

4.1.1 Resumo

A cicatrizagdo de feridas € um processo que requer a interacdo de varias
células da derme e epiderme e a liberacdo de substidncias quimicas
mediadores das células inflamatorias, fibroblastos e ceratindcitos. A
proliferagcdo de células mesenquimais e capilares, bem como o influxo de
macrofagos no tecido de granulacéo, servem para substituir o defeito cutaneo e
para fornecer substratos e indutores de reepitelizagdo. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a agdo das ADSCs no tratamento de feridas cutaneas
agudas a fim de entender se o momento da aplicagdo das células resulta em
diferenca na cicatrizagdo nos primeiros sete dias de lesdo. As células-tronco
foram isoladas de tecido adiposos de camundongos C57BI/6 GFP". Para tanto,
foram utilizados 49 camundongos C57BI/6 divididos em quatro grupos: Grupo |
(Gl/controle; n= 14); Grupo Il (Gll; n=14): ADSCs injetadas ao no d0; Grupo Il
(GlIl; n=14): ADSCs injetadas no 3° dia apés a inducao da lesdo (d3) e Grupo
IV (GIV; n=7): ADSCs injetadas no 5° dia apds a inducéo da lesdo (d5). As
avaliagdes clinicas ocorreram nos dias 0, 3, 5 e 7 e as histopatoldgicas nos
dias 5 e 7. Na metodologia proposta podemos observar que o uso de ADSCs
aumenta a vascularizagdo, a formacdo de tecido de granulagdo, a
colagenizagao e incrementa o numero de foliculos pilosos em apenas sete dias
de avaliacdao. Além disso, 0 momento da aplicacdo das células nao repercutiu
diferengas significativas na fase inflamatéria e proliferativa do processo de
cicatrizacdo de feridas cutédneas. Contudo, os diferentes momentos de
aplicagdo das ADSCs resultaram em efeitos benéficos sob aspectos
importantes do mecanismos da cicatrizacdo como a presenca de tecido de
granulagao, a proliferagdo vascular, a colagenizagao e a presencga de foliculos
pilosos; mas distintos. Assim, eleger o momento de aplicacdo dependera da
necessidade de cada paciente e da intencdo do médico quando estudos

clinicos forem realizados.
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Palavras chave: cicatrizagdo cutanea, fase inflamatéria, fase proliferativa,

células-tronco mesenquimais adiposo derivada.

4.1.2 Abstract

Wound healing is a process that requires the interaction of various cells in the
dermis and epidermis and the release of chemical mediators from inflammatory
cells, fibroblasts and keratinocytes. The proliferation of mesenchymal cells and
capillaries, as well as an influx of macrophages in the granulation tissue, serves
to replace the skin defect and to provide substrates and inducing
epithelialization. The aim of this study was to evaluate the action of ADSCs in
the treatment of acute wounds in order to understand if application time of the
cells results in a difference in healing the first seven days of injury. The stem
cells were isolated from adipose tissue of C57BL / 6 mice GFP +. Thus, we
used 49 mice C57BL / 6 divided into four groups: Group | (Gl / control, n = 14);
Group Il (Gll; n = 14): ADSCs injected to the dO; Group Il (Glll; n = 14): ADSCs
injected on the 3rd day after the induction of injury (d3) and Group IV (GIV; n =
7): ADSCs injected around the wounds on day 5 after induction of injury (d5).
Clinical evaluations were performed on days 0, 3, 5 and 7 and the
histopathology on days & and 7. In the proposed methodology, can be seen that
the use of ADSCs increased vascularization, formation of granulation tissue,
collagen deposition and increases the number of hair follicles in just seven days
of evaluation. In addition, the time of application of the cells did not affect
significant differences in the inflammatory and the proliferative phase of wound
healing skin. However, the application of different times ADSCs resulting in
beneficial effects on important aspects of wound healing mechanisms. Such as
the presence of granulation tissue, vascular proliferation, collagen deposition
and the presence of hair follicles; but distinct. In clinical studies, the time of

application will depend on the needs of each patient and the doctor's intention.

Key words: cutaneous wound healing, inflammatory phase, proliferative phase,

adipose mesenchymal stem cell

4.1.3 Introducao
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A cicatrizacido de feridas € um evento complexo e multifatorial que
envolve interacdo do processo de inflamacdo, formagédo de tecido de
granulagao, reepitelizagdo e angiogenese. O tratamento de ferida aguda, ou
seja, aquele que é realizado tdo logo aconteca a lesdo, previne a sua
cronificagdo e, consequentemente, a morbidade, reduzindo também os custos
envolvidos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Apos a ocorréncia de uma
lesao cutdnea quem coordena o processo de reparacao sao as células-tronco
mesenquimais (MSCs) enddgenas, por meio do recrutamento de outras células
hospedeiras e pela secrecdo de fatores de crescimento e da matriz proteica
(MAXSON et al., 2012).

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sao definidas como células
capazes de se diferenciarem em tipos especificos de células e por terem a
habilidade de autorrenovagéo se mantendo em estado indiferenciado (KING et
al., 2014). Medula éssea e tecido adiposo sdo atualmente as principais fontes
de MSCs que estdo sendo usadas em estudos pré-clinicos e clinicos. Uma
fonte de MSCs é o lipoaspirado, a partir do qual é isolada uma fracido que
contém as células-tronco adiposo-derivadas (ADSCs), que também sao
classificadas como MSCs e tém se mostrado muito eficiente em varios tipos de
terapias incluindo o tratamento de lesdes de pele e outras cirurgias plasticas
(BADIAVAS; FALANGA, 2003; OTTO; WRIGHT, 2011; RIGOTTI et al., 2007;
ZUK et al., 2001, 2002).

A terapia com MSCs cresce, ndo somente, pelo facil isolamento e
cultivo, potencial de diferenciacdo e producdo de fatores de crescimento e
citocinas, mas também pelo seu potencial imunomodulatério. Estudos
comparando os transplantes homolégos e autélogos de MSCs nao encontram
diferengas terapéuticas significativas e, além disso, ndo se observa sua
rejeicdo (CHEN et al., 2009; MCFARLIN et al., 2006; PLANKA et al., 2007;
WAN et al.,, 2013) E isso se deve ao fato de as MSCs apresentarem baixa
imunogenicidade (HASSAN; GREISER; WANG, 2014; LIU; SHU; PRESTWICH,
2006; MCFARLIN et al., 2006).

O uso de MSCs, em feridas agudas ou crénicas, resultam em uma
aceleragao no processo cicatricial, em decorréncia do impacto positivo que elas
trazem para todas as fases da cicatrizagcdo (inflamatéria, proliferativa e
remodelamento) (HOCKING, 2012; MAXSON et al.,, 2012). Dessa forma,
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observa-se um aumento na migracao epitelial, na angiogenese e na taxa de
cicatrizacdo, além da conformag¢do de uma cicatriz menos evidente (HASSAN;
GREISER; WANG, 2014; JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). Quando as MSCs
sao aplicadas diretamente na lesdo ou na sua periferia, elas ali se enxertam e
diferenciam em varios tipos de células cutaneas (ceratindcitos, células
endoteliais e pericitos) incrementando o processo de cicatrizagdo (BROWER et
al., 2011).

Atualmente, consideram-se pelo menos duas possibilidades pelas quais
as MSCs possam promover a cicatrizagao: (1) por sinalizagdo paracrina e (2)
por diferenciacdo. A primeira mostra que elas tém a capacidade de secretar
varios fatores de crescimento e citocinas que sao relevantes para o reparo ou
regeneragao tecidual. A segunda possibilidade estaria relacionada com a
enorme plasticidade e habilidade que essas células tém para se diferenciar em
uma grande variedade de tipos celulares e se integrar aos tecidos. Portanto, as
MSCs facilitariam a cicatrizagdo de feridas pela diferenciagdo em multiplas
células que residem na pele (ceratindcitos, pericitos e células endoteliais)
(HASSAN; GREISER; WANG, 2014; KIM et al., 2009; MCFARLIN et al., 2006;
SASAKI et al.,, 2008; SORRELL; CAPLAN, 2010; WU; ZHAO; TREDGET,
2010). Contudo, a parcela de contribuicdo de cada um desses mecanismos de
atuagdo das MSCs ainda nao é totalmente conhecido e vem sendo objeto de
pesquisa (BROWER et al., 2011).

A neovascularizacao e a reepitelizacdo sdo as principais razdes para o
efeito cicatricial dessa terapia (JACKSON et al., 2001). A angiogenese é um
processo que ocorre na fase proliferativa da cicatrizacao de feridas e é ela
quem suprird a nutricdo necessario para os fibroblastos que irdo produzir o
tecido de granulacdo (KING et al., 2014). As MSCs facilitam a
revascularizacdo pela acao paracrina secretando FGF e VEGF-A, os quais
promovem a proliferagéo, migragao e diferenciacado das células endoteliais dos
vasos. Além disso, as MSCs faciltam a revascularizacdo através da
diferenciagdo em pericitos (células do endotélio vascular) (MAXSON et al.,
2012).

As vias usuais de aplicacdo de MSCs na cicatrizacao de feridas sao a
intravenosa e a local, sendo essa a mais indicada (MCFARLIN et al., 2006;
SASAKI et al., 2008; WU et al.,, 2007b). Os métodos de aplicagao local de
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células incluem: injecdo ao redor da ferida, spray tépico de fibrina e a
incorporagdo a um scaffold (HANSON; BENTZ; HEMATTI, 2010). O periodo
em que é administrada também deve ser considerado, pois as MSCs devem
interagir com células cruciais presentes nos diferentes estagios do processo de
cicatrizacdo. Exatamente o que sido essas interagdes e quando elas ocorrem
sdo, atualmente, areas de pesquisas a serem exploradas (SORRELL,;
CAPLAN, 2010).

Os estudos pré-clinicos indicam que as MSCs representam uma terapia
efetiva e segura para a aplicagdo em feridas crénicas. Ainda, investigagdes
continuam sendo necessarias para (1) definir o mecanismo pelo qual estas
células induzem a reparagao e (2) determinar o meio em que as células-tronco
devem ser aplicadas (BROWER et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo das ADSCs no tratamento de
feridas cutdneas agudas a fim de entender se 0 momento da aplicagdo das

células resulta em diferenga na cicatrizacao nos primeiros sete dias de lesao.

4.1.4 Materiais e Métodos

Para a elaboragéo deste projeto foram utilizados camundongos (Mus
musculus) C57BI/6 (n= 49) e camundongos C57BI/6 GFP* (n= 34) com oito
semanas de idade, higidos e peso variando de 20-25 g. Os camundongos
foram provenientes de biotérios de criagdo e foram alojados em gaiolas onde
receberam como alimento ragdo comercial e agua ad libitum. Os
procedimentos de finalizagdo seguiram as normas indicadas pelas Diretrizes da
Pratica de Eutanasia do CONCEA (2013). O projeto foi avaliado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em animais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ( CEUA
HCPA) e aprovado sob o numero de registro 130509.

Os animais foram divididos em quatro grupos, de forma aleatéria, sendo
distribuidos da seguinte maneira: Grupo | (Gl/controle; n= 14): os animais
receberam 40 pL de solugédo de NaCl 0,9 % injetadas ao redor das feridas apds
a inducao das lesdes (d0); Grupo Il (Gll; n= 14): os animais receberam ADSC
injetadas ao redor das feridas no dO; Grupo lll (Glll; n= 14): os animais
receberam ADSC injetadas ao redor das feridas no 3° dia apds a indugéo da
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lesdo (d3) e Grupo IV (GIV; n= 7): os animais receberam ADSC injetadas ao

redor das feridas no 5° dia apds a inducao da lesao (d5).

Cultivo e caracterizagao de células-tronco mesenquimais

O isolamento de células-tronco mesenquimais adiposo derivadas foi
realizado a partir da gordura inguinal de camundongos C57BI/6 GFP+. Apds a
indugdo de morte dos animais conforme descrito previamente nesse projeto, a
gordura foi retirada e processada em capela de fluxo laminar. O tecido adiposo
coletado, foi degradado enzimaticamente em solu¢éo de colagenase (1 mg/mL)
e incubado em banho-maria por 40 minutos, com agitacdo a cada 10 minutos.
A suspensao celular obtida foi centrifugada e posteriormente plaqueada em
placas de seis pogos com meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco,) suplementado com 1% de antibidtico- e 20% de soro fetal
bovino e mantida em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Apds 24 horas do
isolamento, aspira-se todo o meio (juntamente com as células ndo aderentes) e
se adicionarao 2,5 mL de meio fresco em cada po¢o.

Nessas condigdes, as células devem tornar-se confluentes (ocupando
todo o fundo da placa) em 6 ou 7 dias, quando devera ser feita a subcultura e
assim por diante. Quando atingiram a quarta passagem, as células foram
caracterizadas de acordo com as normas da International Society for Cell
Transplantation que preconiza que as células-tronco mesenquimais devem
obrigatoriamente ser capazes de se diferenciarem ao menos em duas dessas
duas destas linhagens: adipécitos, condrécitos e ostedcitos.

O procedimento para inducdo de diferenciacdo em ostedcitos foi
realizado da seguinte maneira: ao meio de cultivo devem ser adicionados 10
Mm R-glicerolfosfato, 10-8 M de dexametasona e 50 ug/mL de Acido Ascérbico
Fosfatado. A deteccao da diferenciagao foi realizada por coloragédo com Alizarin
Red S, que cora os depésitos de calcio, presentes na matriz extracelular dos
ostedcitos.

A composicdo do meio de cultura para o ensaio de indugdo de
diferenciacdo das MSC para adipdcitos consiste na adicdo ao meio de cultivo
de 2,5 pg/mL Insulina, 5 uM Indometacina, 5 uM rosiglitazona dissolvido em

DMSO e 10-7 M de dexametasona. A deteccao da diferenciacido foi
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evidenciada por coloragdo com Oil Red, que cora os vacuolos de gordura,
tipicamente encontrados nos adipécitos.

Para a indugéo de diferenciacédo das MSCs em condrécitos foi realizado
o cultivo celular conforme descrito a seguir: ao meio de cultivo foram
adicionados 10 ng/mL TGF-B1 recombinante humano, 6,25 ug/mL de insulina e
50mg/mL de AsAP (acido ascorbico fosfatado). Os condroblastos secretam
uma matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos sulfatados, que podem ser
corados com Alcian Blue. As imagens da diferenciagdo podem ser observadas

da figura 1.

Procedimento cirurgico de indugao da lesdo cutanea

Os animais foram submetidos a anestesia geral utilizado Isolurano 2,5%
vaporizado em 0,5 L de oxigénio 100% por meio de mascara. Com os animais
sedados foi realizada tricotomia ampla na regiao do dorso e a aplicagdo de
tramadol 10 mg.kg™ por via intraperitoneal. Com um molde circular de 6 mm de
didmetro (trépano corneal 6 mm), foi delimitada a area da lesao cutédnea a ser
induzidas na regido do dorso entre as duas escapulas. Apdés a demarcagao
com o molde, foi feita a remog¢ao do segmento de pele de 6 mm. Os animais
que pertenciam aos grupos tratados com células-tronco receberam ADSCs
injetadas ao redor das feridas, por via subcutanea, em quatro pontos
equidistantes, na concentracdo de 1x 10° diluidas em 40 pL de solucéo estéril
de NaCl 0,9%. No grupo controle a solugédo de NaCl 0,9% foi injetada ao redor
das feridas, por via subcutanea, em quatro pontos equidistantes. As feridas
induzidas foram cobertas pelo curativo transparente e adesivo (Opsite,
Smith&Nephew)

Avaliagao clinica

As avaliacbes macroscopicas ocorreram nos dias 0, 3, 5 e 7. Sendo
considerado avaliacdo 1= 0d, avaliacdo 2=3d. avaliagao 3= 5d, avaliacao 5=
7d. Para as avaliagbes d3 e d5 os animais foram sedados utilizando Isoflurano
2,5% vaporizado em 0,5 L de oxigénio 100%. As feridas foram mensuradas em

duas dire¢gdes, o maior comprimento pela menor largura, com auxilio de
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paquimetro digital. Para a planimetria foi utilizado uma lamina transparente
colocada sobre a lesdo e nela os bordos demarcados a caneta. As
transparéncias foram digitalizadas e redesenhadas, utilizando o software
ImagedJ e uma mesa digitalizadora (Wacom, modelo ET-0405-U). Os desenhos,
tanto nas transparéncias, como na mesa digitalizadora, foram realizados
sempre pela mesma pessoa. Sua area foi calculada com o software em mm?,
considerando que 1 cm equivale a 59 pixels. A area de contragéo da ferida (C)
foi calculada subtraindo-se a area inicial (a1), determinada no dia da primeira
afericdo da lesao, da area da lesdo (a) nos dias de mensuragao. Assim, C= a1
— a. Também foi avaliada a taxa de contragao cicatricial (Tc) a partir desses
resultados (Tc= C x 100/a1). Ainda, foram feitos registros fotograficos durante
as mensuragdes e 0s aspectos macroscépicos, como presenca de tecido
necrético, granulagéo, sinais de infecgdo, presenca de exsudato, hiperemia,
hiperpigmentacdo, edema, cianose e crosta quando observados foram

anotados em fichas controle (Apéndice A).

Avaliacao histolégica

Para avaliagdo histolégica os animais foram submetidos a eutanasia
pelo método de sobredose anestésica seguida de deslocamento cervical, para
a remogao da area da ferida com uma margem de 2 mm de pele saudavel. As
amostras coletadas para avaliagdo histolégica foram imediatamente
acondicionadas em formol tamponado a 10%. Os segmentos foram
processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Os animais foram
avaliados no d5 (n= 7 por grupo) ou d7 (n= 7 por grupo).

Para a avaliagdo do processo cicatricial os cortes histolégicos foram
corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), para avaliacdo da
qualidade cicatricial, e pelo Tricbmico de Masson (TM), para se analisar a
presenca de fibras colagenas existentes nos locais de fibrose do intersticio. Na
avaliacdo das caracteristicas microscépicas da cicatrizacdo foram
consideradas: a proliferacdo vascular e fibroblastica, presenca de células
mononucleares e polimorfonucleares; colagenizagéo; reepiteliza¢do; presencga

de foliculos pilosos; e a queratinizacao (Tabela 1).
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Na tabela 1 estdo dispostos os indices histolégicos utilizados nesse
experimento. Foram realizados testes imuno-histoquimicos com o objetivo de
avaliar o perfil proliferativo (anti-Ki 67), enxertia das ADSCs (anti-GFP) e a
angiogenese (anti-cd31) durante o processo cicatricial. O patologista realizou a
andlise das laminas sem ter o conhecimento sobre qual era o tratamento e
grupo que gerou cada material avaliado, bem como, se era uma avaliagéo de

cinco ou sete dias.

Tabela 1- indice histoldgico utilizado como critério para avaliacdo da cicatrizagéo de feridas
com valores variando entre 0 e 3 baseado em valores de proliferacdo vascular, celulas
mononucleares, celulas polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica, colagenizacgao,
reepitelizag8o, foliculos pilosos, queratina, proliferacdo celular, GFP positivo e Anti-

CD31.
INDICE HISTOLOGICO
0 1 2 3

Proliferacdo vascular 0 1-5 5-15 >15
Células Mononucleares 0 <50 50-100 >100
Células 0 <50 50-100 >100
Polimorfonucleares

Proliferacéo Fibroblastica 0 <50 50-100 >100
Colagenizagdo? 0 <10 10-30 >30
Reepitelizagao® 0 <1 1-2 >2
Foliculos Pilosos¢ 0 <30% 30-60% >60%
Queratinad 0 1X 2-3x >3X
Proliferacao celular 0 <20 20-100 >100
GFP positivo © 0 <20 20-100 > 100
Anti-CD31 0 1-5 5-15 >15

agvaliagao feita na regido sublesional; Prelacdo feita através da visualizagdo de um campo de
400x; °porcentagem estabelecida em relacdo ao tamanho do bulbo do foliculo piloso;
dproporgado feita em relacdo ao tamanho da l&mina basal do epitélio; positivo foi avaliado
pela intensidade da marcacao e da area marcada

Analise Estatistica

Foram digitados os dados no programa Excel e posteriormente

exportados para o programa SPSS v. 18.0 para analise estatistica. As variaveis
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quantitativas foram descritas pela média e o desvio padrao. Foram analisadas
as medidas ao longo do tempo pelo Modelo de Equagdes de Estimativas
Generalizadas (GEE) e a correcao de Bonferroni foi realizada para as
comparacdes multiplas. Na comparacdao de variaveis quantitativas no tempo
basal foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste Tukey. As
variaveis categoéricas foram descritas por frequéncias e percentuais e
associadas pelo teste Exato de Fisher. Foram correlacionadas as variaveis
quantitativas entre si pelo coeficiente de correlacdo de Pearson. O nivel de

significancia utilizado para rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5 % (p<0,05).

4.1.5 Resultados

Indugao ciruargica e pés-operatério

O protocolo de indugao das lesbes se mostrou adequado e de facil
execugao, tanto para o procedimento cirurgico como para o anestésico. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas na area inicial da
ferida induzida (média= 6,1 mm) entre os grupos (p= 0,71). A aplicagéo das
células diluidas em solugao estéril de NaCl 0,9 % ou, somente a solugao estéril
de NaCl 0,9 %, foi de facil execugado, apesar do pequeno volume a ser injetado
nos quatro pontos de cada lesao.

No pés-operatorio imediato, os animais ndo apresentavam sinais de
desconforto pelo procedimento ou alteracdo comportamental por estarem

alojados individualmente.

Avaliagdes clinicas

As avaliagdes clinicas foram realizadas, dependendo do grupo, nos dias
trés (3d), cinco (5d) e sete (7d) apds inducéo. Durante o exame das feridas n&o
foram encontrados sinais de necrose, cianose e hiperpigmentacao na area das
lesbes. Além disso, ndo foram observados sinais de dor em nenhum dos
animais experimentados.

A presencga do tecido de granulacao foi avaliada atribuindo-se valores de
zero a trés, conforme a sua localizagéo na les&o, de acordo com o seguinte:

valor zero para auséncia de tecido de granulagdo; valor um para tecido
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localizado nas margens; valor dois para tecido localizado na regido central; e
valor trés para o caso de a granulagéo cobrir toda a lesdo. Todos os animais,
independentemente do grupo, evoluiram de zero para trés. Se verifica a
diferenga estatistica significativa do grupo GIV (28,6 % presente, p= 0,05) no
segundo dia de avaliagdo, sendo que nesse mesmo grupo, o tecido de
granulagao se localizava nas margens da lesdo em 33% (p= 0,043). Nos outros
momentos de avaliagdes ndo ha diferenga significativa entre os grupos para
esse critério. A evolugdo do tecido de granulagdo ao longo do tempo nos
grupos pode ser observados na Figura 2.

As crostas sobre as lesdes foram observadas em 15,8 % das avaliagdes
realizadas no periodo de experimentagédo. Essa porcentagem foi distribuida da
seguinte maneira entre os grupos: 36,5 % no GI; 12,1 % no Gll; 26,8 % no Gll|
e 24,3% no GIV, ndo havendo diferenga significativa entre os grupos.

Foi observado hiperemia na ferida ou circunjacente a ela em apenas 4
momentos de avaliagdo, sendo todos de animais diferentes e pertencentes ao
Gl. Na categoria edema foi observado que 33,3 % do GI tinham edema na
segunda avaliagédo (p= 0,026) e 20% na terceira avaliagdo (p=0,06). Além
disso, constatou-se que todos os animais que apresentavam hiperemia
também apresentavam edema.

Em 8,8 % das avaliacbes foi observada a presenca de exsudato nas
lesdes, sendo 43 % no Gl, 17,3 % no Gll e Glll e 21% no GIV. Em relacdo a
caracteristica do exsudato observou-se 21,7 % purulento e 39,1 % seroso e
39,1% de serosanguinolento. N&o foi observada diferenca significativa entre os
grupos.

Em relagéo ao curativo adesivo (Opsite, Smith&Nephew), estava aderido
a ferida em 63,71 % das avaliagbes. Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos para a aderéncia do curativo.

A velocidade de cicatrizacao foi medida através da taxa de cicatrizacao
obtida pela medida da ferida utilizando paquimetro e também pela técnica de
planimetria. As duas medidas apresentaram uma alta relagdo (p=0,56).

Na avaliagdo da velocidade cicatricial dentro de cada grupo pode-se
observar diferenca estatistica entre cada avaliagdo exceto da segunda para a
terceira no GIV e entre a terceira e quarta avaliacido dos Gl e Gll. Pode-se

observar diferenga significativa na taxa de cicatrizagdo somente na segunda
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avaliagdo entre os grupos Gl (5,4%) e GIV (30,47%) com p= 0,034. O
comportamento da taxa de cicatrizacdo nos diferentes grupos pode ser
observado na Figura 3 e as imagens representativas das lesdes no 3°, 5° e 7°
dia nos diferentes grupos podem ser analisadas na Figura 4.

Figura 1 Ensaio de diferenciagdo das ADSCs: Cultivadas em meio apropriado
as ADSCs se diferenciaram em adipdcitos (A), indicado pelo acumulo de
vacuolos de lipidios nas células; osteoblastos (B), indicado em vermelho
pelos depdsitos de calcio presentes na matriz extracelular dos ostedcitos;
condrocitos (C), indicado pela cor azul dos glicosaminoglicanos sulfatados
secretados pela matriz extracelular dos condroblastos.
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Figura 2 Presenga de tecido de granulagdo. Distribuicdo da
porcentagem de tecido de granulagéo nos grupos Gl (grupo controle),
Gll (ADSCs injetadas no d0); GlIl (ADSCs injetadas no d3); GIV
(ADSCs injetadas no d0) durante a avaliagdo 3, avaliagdo 5 e
avaliagao 7. Diferenca estatistica significativa do grupo GIV (28,6 %
presente, p= 0,05) no terceiro dia de avaliagao, Nos outros momentos
de avaliagbes nao ha diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 3. Taxa de cicatrizagdo. Média da taxa de cicatrizagédo
durante a avaliagdo 3, avaliagdo 5 e avaliagdo 7 nos grupos Gl
(grupo controle), Gll (ADSCs injetadas no d0); Glll (ADSCs
injetadas no d3); GIV (ADSCs injetadas no d0).

Gl Gll Glll GIV

Figura 4. Aspecto das feridas nos dias 3, 5 e 7 de pds-operatorio de um representante
dos grupos Gl (grupo controle), Gll (ADSCs injetadas no d0); Glll (ADSCs injetadas no
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d3); GIV (ADSCs injetadas no d0).apesar da pequena diferenca na velocidade cicatricial,
as feridas tratadas com ADSCs apresentavam uma cicatrizagdo mais cosmética do que o
grupo controle.

Avaliacgao histolégica

As variaveis histologicas avaliadas segundo os critérios descritos na
Tabela 1 foram proliferacdo vascular, células mononucleares, células
polimorfonucleares, proliferagao fibroblastica, colagenizagao, reepitelizagao,
foliculos pilosos, ceratina, proliferacéao celular, GFP positivo e Anti-CD31.

As imagens histolégicas podem ser visualizadas na Figura 5.0 Glll
apresentou diferenga significativa quando comparado ao Gl nas variaveis
proliferagéo vascular (p = 0,019) e colagenizagéo (p = 0,015). Para a presenca
de foliculos pilosos o Gll apresentou diferenca significativa (p = 0,05) em
relagéo ao Gl (Figura 6).

O GIV se destaca pela presenga de anti-CD31 (57,1% apresentam
indice 3) em relagédo ao Gl (71,4% apresentam indice 1) esses valores nao
configuram diferenca estatistica significativa, porém ha a analise de residuo
ajustado mostra um valor > 1,96 (2,3).

Na avaliagdo da presenga de ADSCs enxertadas na ferida (anti-GFP),
pode-se verificar diferenga significativa do Gl (0%) em relacdo aos demais
grupos p = 0,00. Sendo que o Glll apresenta 71,4% no indice 2 e o GIV 57,1%
no GIV e o Gll apresentou uma distribuicdo uniforme entre os indices 1, 2 e
3.Na avaliacao realizada cinco dias apds a indugao da lesdo podemos observar
uma relagao diretamente proporcional entre anti-GFP e Ki67 (p = 0,027), ou
seja, quanto maior o numero de ADSCs enxertadas, maior € o indice de Ki67.
Esse mesmo comportamento de relacao foi observada entre anti-GFP e CD31
(p =0,00). Contudo, na avaliagédo de sete dias a relacao entre anti-GFP e Ki67
nao apresentou diferenga significativa, apesar disso, a relagdo observada entre

anti-GFP e CD31 manteve a mesma diferenca (p = 0,00) (Figura 7 e 8).
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Gl Gl Gl GIV

Figura 5. Avaliagdo histolégica de ferida cutdnea em camundongos tratados com ADSCs
em aumento de 400 x. (A) coloragdo de hematoxilina e eosina para avaliagdo da
qualidade cicatricial. (B) coloragdo de Tricrdmio de Masson para a presenga de fibras
colagenas. (C) Anti-GFP marca a enxertia das ADSCs. GI (grupo controle), Gll (ADSCs
injetadas no d0); Glll (ADSCs injetadas no d3); GIV (ADSCs injetadas no d0).
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Figura 6. Presenca de Foliculos Pilosos aos 5 dias (A) e aos 7 dias (B). A analise foi feita
utilizando critério de 0 = ausente, 1 = <30%, 2= 30-60% e 3= >60% de foliculos pilosos nos
grupos Gl (grupo controle), Gll (ADSCs injetadas no d0); Glll (ADSCs injetadas no d3); GIV
(ADSCs injetadas no d0). (A) Observar que em Gll 42,9% apresentavam indice 1 enquanto que
Gl apresentava 0% (p = 0,025) no d5 da lesdo. (B) Na analise do 7d a diferenga entre esses
grupos se mantinha, sendo que agora no Gll 42,9% apresentavam indice 3 enquanto que Gl
apresentava 0% (p= 0,05).
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Figura 7. Relagdo entre a enxertla de ADSCs (GFP") e o marcador de proliferacéo celular KI67
nos 5 dias (A) e aos 7 dias (B). A analise foi feita utilizando critério de 0 = ausente, 1 = <20%,
2=20-100% e 3=> 100% para GFP positivo e KI67 nos grupos Gl (grupo controle), Gll (ADSCs
injetadas no d0); Glll (ADSCs injetadas no d3); GIV (ADSCs injetadas no d0). Observa-se uma
relagao diretamente proporcional entre anti-GFP e Ki67 (p = 0,027) no 5d.
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Figura 8. Relagdo entre a enxertia de ADSCs (GFP") e o marcador de proliferacéo vascular
CD31 nos 5 dias (A) e aos 7 dias (B). A analise foi feita utilizando critério de 0 = ausente, 1 =
<20%, 2= 20-100% e 3= > 100% para GFP positivo e de 0 = ausente, 1 = 1-5, 2= 5-15% e 3=>
15 de CD31. Os grupos distribuem-se em Gl (grupo controle), Gll (ADSCs injetadas no d0); GllI
(ADSCs injetadas no d3); GIV (ADSCs injetadas no d0). Relag&o diretamente proporcional
entre anti-GFP e CD31 (p = 0,00) aos 5d e 7d.

4.1.6 Discussao

A cicatrizacido de feridas € um evento complexo e multifatorial que
envolve interacdo do processo de inflamacdo, formagédo de tecido de
granulagao, reepitelizacdo e angiogenese. O mais breve inicio do tratamento
previne a cronificacdo e, consequentemente, a morbidade, reduzindo também
os custos envolvidos. Por isso, muitos estudos tém sido realizados com o
intuito de buscar alternativas que possibilitem acelerar a cicatrizacdo completa
de lesdes cutaneas. Nesse experimento podemos observar que o0 uso de
ADSCs aumenta a vascularizagédo, a formagéo de tecido de granulagéo, a
colagenizagao e incrementa o numero de foliculos pilosos em apenas sete dias
de avaliagao.

A indugao das lesbes cutdneas promoveu uma ferida padrao em todos
animais, ja que nao se observou diferenga significativa entre elas, sendo a
média da area inicial das lesdes induzidas (6,1 mm) muito préxima a area do
molde utilizado para a demarcagao (6 mm). Ainda, pode-se observar taxas de
cicatrizacao negativas nas primeiras avaliagdes e isso ndo € em decorréncia do
modelo de inducgao utilizado, e, sim, da perda da solugdo de continuidade da
pele. Esse aumento apds a indugao ocorre como consequéncia do afastamento
das bordas e ¢é inerente a prépria elasticidade da pele em decorréncia da perda

do contato entre as células que a constituem. Apds a formagédo do coagulo de
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fibrina, as bordas da ferida tendem a estabilizar e a taxa de cicatrizacao passa
a ser positiva (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; HOSGOOD, 2013;
PAVLETIC, 2010). Esse comportamento foi observado em todos os grupos
experimentais.

A medicacao de escolha para o pré-operatério imediato, pertencente a
classe dos opioides, foi eficiente em promover analgesia, sem, contudo,
apresentar caracteristicas como acao anti-inflamatéria, o que poderia alterar os
resultados do experimento, visto que a inflamagao constitui parte essencial do
processo de cicatrizagcado (REINKE; SORG, 2012).

O protocolo de aplicagao local das células foi baseado em trabalhos
semelhantes que avaliaram o potencial das MSCs no reparo de lesdes
cutaneas (BROWER et al., 2011; CHEN et al., 2009; WU et al., 2007b) e em
trabalhos anteriores, como o realizado por McFarlin et al., (2006), que haviam
testado a aplicacdo de células tanto no local da ferida como por via
hematogena e obtiveram resultados semelhantes entre as duas vias de
aplicagao.

Os curativos transparentes e adesivos costumam ser a escolha para
cobrir as lesbes cutineas induzidas experimentalmente por serem inertes,
permitir a visualizagdo do processo cicatricial e por ter boa aderéncia (CHEN et
al., 2009; LIM; YOO, 2010; WU et al., 2007b). Dessa forma, sua aplicagéo se
mostrou eficiente em cobrir as lesbes em nossa metodologia, ja que esteve
aderido em 63,71% das avaliacdes. Além disso, ndo foi encontrado nenhuma
diferenga entre os grupos em relagéo a sua aderéncia ou nao. Assim, pode-se
dizer que ele ndo desempenhou nenhuma influéncia sobre a cicatrizagédo de
feridas constituindo uma boa ferramenta para evitar a dessecacao da ferida e
traumas adicionais, como o que a maravalha utilizada na caixa de alojamento
dos animais poderia ocasionar.

Os trabalhos publicados na area de cicatrizagdo de feridas nao
costumam fornecer dados clinicos sobre a avaliagcdo da cicatrizacao,
restringindo-se normalmente a avaliagdo da area cicatricial por medi¢gdes ou
registros fotograficos e pelas caracteristicas microscopicas (CHEN;
PRZYBOROWSKI; BERTHIAUME, 2009; LIM; YOO, 2010; NAMBU et al.,
2009; NIE et al., 2011; NOGUCHI et al., 2014; WU et al., 2007a). Tendo em

vista parametros clinicos avaliados neste experimento apresentaram diferencga
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significativa entre os grupos, entre eles, a presengca de exsudato, edema,
hiperemia, presenca de tecido de granulagao torna esse tipo de avaliagdo uma
ferramenta importante em estudos de reparo cutaneo. Ainda, exsudato, edema
e hiperemia sao caracteristicas que demonstram a inflamagao da ferida e pode-
se constatar que o Gl apresentava maiores médias, com significancia, nesses
critérios que os grupos tratados com ADSCs. Além disso, todos os animais que
tinham hiperemia também apresentavam edema, comprovando a instauragao
de um processo inflamatério. Por meio dessa observagcao, podemos constatar a
acado anti-inflamatéria promovida pelas MSCs ja largamente descrita na
literatura (AMORIN et al., 2012; HASSAN; GREISER; WANG, 2014; MAXSON
et al., 2012); porém, somente baseada em aspectos histoldgicos e nao clinicos,
como nesse caso apresentado. Com isto, pode-se indicar a avaliacao clinica
das lesbes como uma ferramenta importante no processo de investigagao da
cicatrizacao cutanea.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito benéfico promovido pelo
tratamento com MSCs na velocidade cicatricial, tanto em experimentos
utilizando MSCs isoladas da medula 6ssea (BMSCs) como utilizando as do
tecido adiposo (ADSCs) (HOCKING, 2012; MAXSON et al.,, 2012). Neste
estudo, no entanto, observamos somente no 3d uma diferencga significativa, em
que o Gl apresentou uma taxa de cicatrizacao inferior ao GIV. Nas demais
avaliagdes nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
Provavelmente, esse achado se deva ao curto periodo de observagéo (sete
dias), tendo em vista que a maior parte dos experimentos utilizam 14 ou 21
dias de avaliacdo, tempo médio necessario para a cicatrizacdo completa da
maioria das lesdes experimentais. Como as MSCs tém capacidade de agir em
todas as fases de cicatrizagdo (inflamatoria, proliferativa e remodelamento)
(HOCKING, 2012; MAXSON et al., 2012) e foram avaliadas somente as fases
inflamatérias e parte da proliferativa, ndo pudemos evidenciar toda a
potencialidade do tratamento com ADSCs, porque nao avaliamos a ferida até a
reparagdo completa. Além disso, foi constatado que todas as lesbes,
independente do grupo, apresentaram um aumento da taxa de cicatrizagdo
significativo, dentro de cada grupo, entre as avaliagbes, exceto entre o 3° e 5°

dia do GIV e entre o0 5° e 7° dia dos demais grupos.
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Wu et al. (2007) demonstraram que as feridas tratadas com BMSC
promovem a angiogénese e que apresentam maior densidade capilar. No
presente estudo, as feridas tratadas com ADSCs tiveram aumento da
proliferagdo vascular quando comparadas com o grupo nao tratado; em
especial o Glll apresentou 71,4% de proliferacdo vascular em indice 3,
enquanto o Gl apresentou 0 % (p = 0,019) na avaliagéo histologica 5d dia. A
angiogenese € um processo que ocorre na fase proliferativa da cicatrizagéo de
feridas e é ela quem suprira a nutricido necessario para os fibroblastos que irdo
produzir o tecido de granulagao (KING et al.,, 2014). As MSCs facilitam a
revascularizacdo pela acao paracrina secretando FGF e VEGF-A, os quais
promovem a proliferagéo, migragao e diferenciacado das células endoteliais dos
vasos. Além disso, as MSCs facilitam a revascularizacdo através da
diferenciacdo em pericitos (células da parede vascular) (MAXSON et al., 2012).

Durante a fase proliferativa da cicatrizacao, observa-se que a sintese de
coldgeno aumenta na regido da lesdo, enquanto que a proliferagédo de
fibroblastos diminui sucessivamente, ajustando-se um equilibrio entre a sintese
e a degradacdo da matriz extracelular (REINKE; SORG, 2012). Dessa forma,
pudemos observar que o Glll apresentava indice 3 de colagenizagdo enquanto
o Gl apresentava 0% nesse indice na avaliagéo histolégica do 5d (p = 0,015).
Ainda, pode-se observar que a proliferacao fibroblastica apresentava 75% em
indice 3 no GIl, comprovando a informagcdo que mostra a proporg¢ao inversa
desses dois critérios.

A reepitelizagdo é um processo assegurado pelos ceratindcitos da regido
da ferida e pelas MSCs dos foliculos pilosos (REINKE; SORG, 2012). Em
nosso estudo, a reepitelizacdo nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos; contudo, em relacdo a presenca de foliculos
pilosos pudemos observar que no Gll 42,9% apresentavam indice 1 enquanto
que Gl apresentava 0% (p= 0,025) no 5 dia da lesdo. Na andlise do 7d a
diferenca entre esses grupos se mantinha, sendo que agora no Gll 42,9%
apresentavam indice 3 enquanto que Gl apresentava 0% (p= 0,05) (Figura 6).
Ainda, ao examinarmos a enxertia das ADSCs, observamos que muitas dessas
células estavam localizadas nos foliculos pilosos. Dessa forma, podemos
indicar que as ADSCs aplicadas agiram positivamente nas MSCs do proprio
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foliculo piloso e, por consequéncia, observamos nesse grupo tratado diferenga
significativa em relagdo ao grupo que nao recebeu células.

A fim de seguir o destino das MSCs exdgenas aplicadas durante o
reparo de feridas, diversos estudos utilizam MSCs provenientes de animais do
sexo oposto, expressando a proteina fluorescente verde (GFP). Assim, células
GFP positivas de camundongos machos sdo administradas em feridas de
camundongos fémeas GFP negativos. Uma observagdo importante nesses
estudos é que a percentagem de MSCs enxertadas na ferida € baixa e diminui
com o tempo. Ainda, tem havido um certo numero de relatos sugerindo que as
MSCs diferenciam-se em ceratindcitos epidérmicos, células endoteliais e
pericitos in vivo (HOCKING; GIBRAN; BOX, 2010). Dessa forma, buscamos
marcar a enxertia das ADSCs em nosso trabalho utilizando células
provenientes de animais que expressam a proteina fluorescente, o GFP. A
partir disso, observamos que a enxertia das ADSCs apresentou uma diferenca
significativa do Gl (0%) para os demais grupos (p = 0,00). Contudo, n&o ha
diferencga significativa entre os grupos tratados com ADSCs, isso pode ser em
decorréncia do pequeno intervalo entre a aplicacdo e a avaliacdo da enxertia,
apenas sete dias.

Varios estudos tém demonstrado que a administracdo de MSCs em
lesbes agudas, ou de roedores diabéticos melhora a taxa de cicatrizagédo por
acelerar a epitelizagdo, aumentando a formagao de tecido de granulagdo e a
angiogenese (MAXSON et al., 2012). A partir disso, fizemos a relacao entre a
presenca de ADSCs (GFP+) com o marcador de proliferagédo (anti-KI67) e
observamos uma relagao de proporcionalidade entre essas duas variaveis
(Figura 7). Desse modo, foi observado que quanto mais ADSCs (GFP+) o
animal apresentava, maior era o indice de proliferagéo celular (p = 0,027) no
5d. Da mesma forma, relacionamos a presenca de GFP+ com o marcador de
angiogenese (anti-CD31) e observamos uma relagéo ainda mais forte, p = 0,00
no 5d e no 7d (Figura 6). Esses achados confirmam a atuagdo das ADSCs no
processo de cicatrizagdo cuténea relatados na literatura atual (HASSAN;
GREISER; WANG, 2014).

Ao compararmos o momento de aplicacdo das células observamos que
nao ha diferengas significativas entre a aplicagdo imediatamente apds a lesao,

no terceiro ou no quinto dia apds a lesdao quando avaliamos o processo de
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cicatrizacao nos sete primeiros dias. Podemos indicar por meio dos resultados
obtidos nesse experimento, que a aplicagdo de ADSCs no 3d apés lesao
promove a proliferacdo vascular e a colagenizagdo. Ainda, que o tratamento
imediatamente apds a lesdo aumenta a presenca de foliculos pilosos e a
aplicagdo no 5d aumenta a presenga de tecido de granulagdo nos sete
primeiros dias de cicatrizagdo. Além disso, as maiores diferengas dos grupos
tratados com o controle foram observadas no quinto dia da lesdo e ndo no
sétimo dia. Com isto, podemos indicar que as ADSCs, independentemente do
momento de aplicagdo, foram mais efetivas em promover a cicatrizagao de
feridas na fase inflamatéria do que na proliferativa da cicatrizacdo quando
avaliada nos primeiros sete dias. Nao é possivel extrapolarmos essa afirmacao
para um periodo maior de observacido, pois as células aplicadas na fase
inflamatério e proliferativa podem repercutir em resultados diferentes apés a
cicatrizacao completa da ferida.

A cicatrizacao de feridas € um processo que requer a interacao de varias
células da derme e epiderme e da liberagdo de substancias quimicas
mediadores das células inflamatérias, fibroblastos e ceratindcitos. A
proliferagcdo de células mesenquimais e capilares, bem como o influxo de
macréfagos no tecido de granulagéo, servem para substituir o defeito cutaneo e
para fornecer substratos e indutores de reepitelizagéo (LIM & YOO, 2010). Por
meio dos resultados deste experimento pode se considerar que o tratamento
com ADSCs foi eficiente em promover a cicatrizacido cutanea de lesdes
induzidas em camundongos. O mecanismo pelo qual isso ocorreu néo foi o
objetivo neste experimento; contudo, outros pesquisadores da area relatam
existir pelo menos duas possibilidades pelas quais as MSCs possam promover
a cicatrizagao: por sinalizacao paracrina e por diferenciacdo. A primeira mostra
que elas tém a capacidade de secretar varios fatores de crescimento e
citocinas que séo relevantes para o reparo ou regeneragao tecidual. Pode ser
que apds a migragéo para a ferida, elas sejam ativadas ao encontrar o meio
repleto de substancias pro-inflamatérias. A ativagdo das MSCs poderia
potencializar a agcdo como pequenos “biorreatores” no microambiente da ferida
secretando fatores de crescimento e citocinas. A segunda possibilidade estaria
relacionada com a enorme plasticidade e habilidade que essas células tém

para se diferenciar em uma grande variedade de tipos celulares e se integrar
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aos tecidos. Portanto, as MSCs facilitariam a cicatrizagdo de feridas pela
diferenciagdo em multiplas células que residem na pele (ceratindcitos, pericitos
e células endoteliais) (HASSAN; GREISER; WANG, 2014; KIM et al., 2009;
MCFARLIN et al., 2006; SASAKI et al., 2008; SORRELL; CAPLAN, 2010; WU;
ZHAO; TREDGET, 2010). Contudo, a parcela de contribuicdo de cada um
desses mecanismos de atuacao das MSCs ainda nao é totalmente conhecido e
vem sendo objeto de pesquisa (BROWER et al., 2011)

4.1.7 Concluséao

A partir da metodologia aplicada neste estudo, pode-se indicar que a
terapia com ADSCs promoveu a cicatrizacdo de feridas por meio da
proliferagdo celular e angiogenese. Além disso, 0 momento da aplicagdo das
células nao repercutiu diferengas significativas na fase inflamatéria e
proliferativa do processo de cicatrizagdo de feridas cutdneas. Contudo, os
diferentes momentos em que as ADSCs foram aplicadas repercutiram
resultados benéficos sob aspectos importantes dos mecanismos da
cicatrizagdo, como a presencga de tecido de granulagéo, a proliferagéo vascular,
a colagenizagao e a presenga de foliculos pilosos, mas distintos. Assim, eleger
o momento de aplicacido dependera da necessidade de cada paciente e da
intengdo do médico quando estudos clinicos forem realizados.

Estudos futuros podem ser desenvolvidos para que demonstrem se o
momento da aplicagdo de ADSCs podera representar diferengas significativas

quando a ferida completamente reparada for avaliada.
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4.2 Duas aplicagoes de células-tronco mesenquimais nas fases
iniciais da cicatrizagcao promovem o reparo cutaneo

Two applications of mesenchymal stem cells in the early stages of
healing promote skin repair

4.1.1 Resumo

O uso de MSCs, em feridas agudas ou crbnicas, resultam em uma aceleragao
no processo cicatricial, em decorréncia do impacto benéfico que elas trazem
para todas as fases da cicatrizagdo (inflamatéria, proliferativa e
remodelamento). O numero ideal de aplicagdes a serem feitas para tratar uma
lesdo ainda ndo € conhecido e apesar de alguns autores citarem em sua
metodologia o seu uso, dificimente eles justificam ou concluem sobre as
aplicagdes. O objetivo deste trabalho é avaliar a agdo das ADSCs no
tratamento de feridas cutaneas agudas a fim de entender se duas aplicagdes
consecutivas de células promovem a cicatrizagcdo nos primeiros sete dias de
lesédo. As ADSCs foram isoladas de tecido adiposos de camundongos C57BI/6
GFP". Para o experimento foram utilizados 49 camundongos C57BI/6 divididos
em quatro grupos: (GO/controle; n = 14); (G1D; n= 14): ADSCs injetadas no d0;
Grupo 3D (G3D; n= 14): ADSCs injetadas no d0 e no d3; Grupo 5D (G5D; n =
7): ADSCs injetadas ao redor das feridas no dO e no d5. As avaliagbes clinicas
ocorreram nos dias 0, 3, 5 e 7 e as histopatoldgicas nos dias 5 e 7. O G3D
apresentou diferenga significativa quando comparado ao GO nas variaveis:
proliferagédo vascular (p = 0,037), proliferagéao celular (p =0,05) e Anti-CD31(p =
0,02 no 5° dia). Para a presenga de foliculos pilosos o G1D apresentou
diferenca significativa (p = 0,037) em relagédo ao GO. O G5D se destacou nas
avaliagdes de 7d em proliferagao vascular (p = 0,037), proliferagéo celular (p =
0,05) junto com o G3D e no critério Anti-CD31 (p = 0,012 no 7d). Na
metodologia proposta podemos observar que o uso de duas doses de ADSCs
aumenta a proliferagcao celular e vascular e uma aplicacdo incrementa o
numero de foliculos pilosos em apenas sete dias de avaliacdo. Concluimos que
utilizar duas doses é mais eficiente do que uma dose quando avaliamos os sete
primeiros dias de cicatrizagdo. Além disso, ndo ha diferengca no momento de
aplicagdo da segunda dose de ADSCs quando em um periodo de observagao
de 7d.
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Palavras chave: reparo de lesbes, duas doses, células tronco adiposo derivada

4.1.2 Abstract

The use of MSCs in acute or chronic wounds, result from acceleration of the
healing process, due to the beneficial impact they bring to all stages of healing
(inflammatory, proliferative and remodeling). The ideal number of applications,
to be made to treat an injury, is not yet known, and although some authors cite
in their methodology the hardly use them justify or conclude about the
applications. The aim of this study is to evaluate the action of ADSCs in the
treatment of acute wounds in order to understand if two consecutive
applications of cells promote healing in the first seven days of injury. The
isolation of ADSCs were performed from adipose tissue of C57BL / 6 GFP +.
For the experiment were used 49 C57BL / 6 mice divided into four groups: (GO /
control; n = 14); (G1D, n = 14): injected into the ADSCs d0; 3D Group (G3D; n =
14): ADSCs injected into the d0 and d3; 5D group (G5d; n = 7): ADSCs injected
around the wounds on d0 and d5. Clinical evaluations were performed on days
0, 3, 5 and 7 and histopathological on 5 and 7. The G3D significantly different
when compared to GO in the variables: vascular proliferation (p = 0.037), cell
proliferation (p = 0.05 ) and anti-CD31 (p = 0.02 in 5° day). For the presence of
hair follicles G1D significant difference (p = 0.037) compared to GO. The G5d
stood on reviews of 7d in vascular proliferation (p = 0.037), cell proliferation (p =
0.05) with the G3D and Anti-CD31 criterion (p = 0.012 in 7d). In the proposed
methodology, can be seen that the use of two doses of ADSCs enhances cell
proliferation and vascular application and increments the number of hair follicles
in only seven days of assessment. We concluded that use two doses is more
efficient than one dose when evaluating the first seven days of healing. In
addition, there is no difference in the time of the second dose of ADSCs when

an observation period of 7d.

Key words: wound healing, double doses, adipose derived stem cells

4.1.3 Introducao



66

A cicatrizacido de feridas € um evento complexo que requer uma
interacdo coordenada entre as células, fatores de crescimento e proteinas de
matriz extracelular. Quem coordena esse processo sao as células-tronco
mesenquimais (MSCs) enddgenas, por meio do recrutamento de outras células
hospedeiras e pela secrecdo de fatores de crescimento e da matriz proteica
(MAXSON et al., 2012).

O termo célula-tronco diz respeito as células precursoras que possuem a
capacidade de diferenciacao e autorrenovagao ilimitadas, e que dao origem a
uma ampla variedade de tipos teciduais e que possuem caracteristicas
especificas quando em cultura in vitro (AMORIN et al., 2012; CIRNE-LIMA,
2007; SANCHEZ; SCHIMMANG; GARCIA-SANCHO, 2012). As principais
fontes de extracdo de MSCs sdo a medula dssea e o tecido adiposo. Quando
comparadas, as MSCs obtidas a partir da medula dssea com as obtidas a partir
de um tecido adiposo, essas acabam por ser mais rentaveis (cerca de 40 vezes
mais) (HASSAN; GREISER; WANG, 2014).

MSCs proporcionam beneficios significativos durante o processo de
reparo de feridas cutaneas, pois elas podem (1) acelerar a taxa de cicatrizagéao
e reepitelizagdo, (2) melhorar a qualidade e resisténcia do tecido regenerado,
(3) recuperar feridas crénicas que tardam em cicatrizar e (4) minimizar a
aparéncia da cicatriz. Apesar destes achados pré-clinicos encorajadores,
existem atualmente apenas quatro ensaios clinicos ativos referentes ao
tratamento de feridas dérmicas com MSCs (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012).

Atualmente, consideram-se pelo menos duas possibilidades pelas quais
as MSCs possam promover a cicatrizagao: (1) por sinalizagdo paracrina e (2)
por diferenciacdo. A primeira mostra que elas tém a capacidade de secretar
varios fatores de crescimento e citocinas que sao relevantes para o reparo ou
regeneragao tecidual. A segunda possibilidade estaria relacionada com a
enorme plasticidade e habilidade que essas células tém para se diferenciar em
uma grande variedade de tipos celulares e se integrar aos tecidos. Portanto, as
MSCs facilitariam a cicatrizagdo de feridas pela diferenciagdo em multiplas
células que residem na pele (ceratindcitos, pericitos e células endoteliais)
(HASSAN; GREISER; WANG, 2014; KIM et al., 2009; MCFARLIN et al., 2006;
SASAKI et al.,, 2008; SORRELL; CAPLAN, 2010; WU; ZHAO; TREDGET,

2010). Contudo, a parcela de contribuicdo de cada um desses mecanismos de
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atuagdo das MSCs ainda nao é totalmente conhecido e vem sendo objeto de
pesquisa (BROWER et al., 2011).

Os mecanismos de imunossupressao sobre a resposta inflamatéria e
sobre 0s mecanismos de rejeicdo ao transplante observados durante o
tratamento com MSCs ainda n&do estdo totalmente esclarecidos (AMORIN et
al., 2012; HASSAN; GREISER; WANG, 2014; MAXSON et al, 2012).
Atualmente, é sabido que as MSCs desencadeiam a liberacdo de diversos
fatores que atuardo sobre as células do sistema imunoldgico (linfocitos e
células dendriticas apresentadoras de antigeno - APC). Dentre esses fatores,
estdo as prostaglandinas (PGE2), interleucinas (IL- 4, IL-6, IL- 10), fator de
crescimento transformador beta (TGFM[), o fator de crescimento hepatoide
(HGF) e a enzima indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Como consequéncia, a
liberacdo de TGF-B e HGF suprime a proliferacdo dos linfécitos T e B,
enquanto que a liberacdao de PGE2 inibe, especificamente, a producdo dos
linfocitos T citotoxicos e as demais citocinas pré-inflamatérias (AMORIN et al.,
2012; GEBLER; ZABEL; SELIGER, 2012). Além dos efeitos
imunossupressores, as MSCs expressam pequenas quantidades de complexo
de histocompatibilidade principal (MHC-I) e niveis negligenciaveis de MHC-II
e/ou nao expressao MHC-II em sua superficie. Durante o processo realizada
pelas células de defesa do organismo (reconhecimento do préprio e do nao
proprio), essas células utilizam o MHC para realizar tal selegdo. Logo, na
auséncia de MHC, como verificado nas MSCs, o processo de selecao de nao
préprio ndo ocorre, impedindo que o organismo que recebeu essas células
indiferenciadas as reconhega como ndo proprias e realize a sua rejeigao
(AMORIN et al., 2012; CHEN et al., 2009; GEBLER; ZABEL; SELIGER, 2012;
LIU et al., 2006)

A neovascularizacao e a reepitelizacdo sdo as principais razdes para o
efeito cicatricial dessa terapia (JACKSON et al., 2001). Sendo a angiogénese
um processo que ocorre na fase proliferativa da cicatrizagdo de feridas e é ela
quem suprird a nutricdo necessario para os fibroblastos que irdo produzir o
tecido de granulacdo (KING et al., 2014). As MSCs facilitam a
revascularizacdo pela acao paracrina secretando FGF e VEGF-A, os quais
promovem a proliferagéo, migragao e diferenciacado das células endoteliais dos
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vasos. Além disso, as MSCs faciltam a revascularizacdo através da
diferenciacdo em pericitos (células da parede vascular) (MAXSON et al., 2012).

As vias usuais de aplicacdo de MSCs na cicatrizacao de feridas sao a
intravenosa e local, sendo essa a mais indicada (MCFARLIN et al., 2006;
SASAKI et al.,, 2008; WU et al.,, 2007b). Os métodos de aplicagao local de
células incluem: injecdo ao redor da ferida, spray tépico de fibrina e a
incorporagao a um scaffold (HANSON; BENTZ; HEMATTI, 2010). Quando as
MSCs sao aplicadas diretamente na lesdo ou na sua periferia, elas ali se
enxertam e diferenciam em varios tipos de células cutédneas (ceratindcitos,
células endoteliais e pericitos) incrementando o processo de cicatrizagao
(BROWER et al., 2011).

O numero ideal de aplicacdes a serem feitas para tratar uma lesdo ainda
nao é conhecido. McFarlin et al. (2006) compararam uma aplicagéo local de
BMSC com quatro aplicacdes em dias consecutivos por via venosa. O
resultado encontrado demonstrou que os dois métodos foram semelhantes.
Outros autores utilizaram multiplas aplicacdes de MSCs em ensaios clinicos
em humanos ou em experimentos utilizando animais; contudo, sem concluir
sobre o efeito dessas nem justificar em sua metodologia qual a raz&o para
essas aplicagbes seriadas (BADIAVAS; FALANGA, 2003; FORCHERON et al.,
2012; KIM; CHUNG; CHA, 2013). No entanto, Kuo et al., (2011) compararam o
efeito de uma ou duas aplicagbes de ADSCs em feridas induzidas de
camundongos diabéticos e observaram que duas aplicagdes era o tratamento
mais eficiente. Ainda, Ho et al. (2012) em um experimento em camundongos
diabéticos concluiram que uma aplicagdo de MSC diminuia a glicemia
transitoriamente e transplantes multiplos eram capazes de restaurar a
homeostase glicémica.

O objetivo deste trabalho é avaliar a acdo das ADSCs no tratamento de
feridas cutdneas agudas a fim de entender se duas aplicagbes consecutivas de
células apresentam um resultado superior nos primeiros sete dias de lesao.
Ainda, se 0 momento da segunda aplicagéo deve ser na fase inflamatéria ou

proliferativa da cicatrizagao .

4.1.4 Materiais e Métodos
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Para a elaboragdo deste projeto foram utilizados camundongos (Mus
musculus) C57BI/6 (n = 49) e camundongos C57BI/6 GFP" ( n = 34) com oito
semanas de idade, higidos e peso variando de 20-25 g. Os camundongos
foram provenientes de biotérios de criagdo e permanecerem alojados em
gaiolas onde receberam como alimento racdo comercial e agua ad libitum. Os
procedimentos de finalizagdo seguiram as normas indicadas pelas Diretrizes da
Pratica de Eutanasia do CONCEA (2013). Este projeto foi avaliado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e
aprovado sob o numero de registro 130509.

Os animais foram divididos em trés grupos, de forma aleatéria, sendo
distribuidos da seguinte maneira: Grupo 0 (GO/controle; n= 14): Os animais
receberam 40 pL de solugédo de NaCl 0,9 % injetadas ao redor das feridas apds
a inducao das lesdes (d0); Grupo 1D (G1D; n = 14): os animais receberam uma
unica dose de ADSCs injetadas ao redor das feridas no dO; Grupo 3D (G3D; n
= 14): os animais receberam ADSCs injetadas ao redor das feridas no dO e
uma segunda aplicagéo (idéntica a do d0) no d3; Grupo 5D (G5D; n = 7): os
animais receberam ADSCs injetadas ao redor das feridas no d0 e uma

segunda aplicagao (idéntica ao do d0) no d5.

Cultivo e caracterizagao de células-tronco mesenquimais

O isolamento de células-tronco mesenquimais adiposo derivadas foi
realizado a partir da gordura inguinal de camundongos C57BI/6 GFP+. Apods a
indugdo de morte dos animais por meio de sobredose anestésica, a gordura foi
retirada e processada em capela de fluxo laminar. O tecido adiposo coletado,
foi degradado enzimaticamente em solugdo de colagenase (1 mg/mL) e
incubado em banho-maria por 40 minutos, com agitagédo a cada 10 minutos. A
suspensao celular obtida foi centrifugada e posteriormente plaqueada em
placas de seis pogos com meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco,) suplementado com 1% de antibidtico- e 20% de soro fetal
bovino e mantida em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Apéds 24 horas do
isolamento, aspirar-se todo o meio (juntamente com as células n&o aderentes)

e se adicionarao 2,5 mL de meio fresco em cada pogo.
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Nessas condigdes, as células devem tornar-se confluentes (ocupando
todo o fundo da placa) em 6 ou 7 dias, quando devera ser feita a subcultura e
assim por diante. Quando atingiram a quarta passagem, as células foram
caracterizadas de acordo com as normas da International Society for Cell
Transplantation que preconiza que as células-tronco mesenquimais devem
obrigatoriamente ser capazes de se diferenciarem ao menos em duas dessas
duas destas linhagens: adipécitos, condrécitos e ostedcitos.

O procedimento para inducdo de diferenciacdo para ostedcitos foi
realizado da seguinte maneira: ao meio de cultivo devem ser adicionados 10
Mm B-glicerolfosfato, 10-8 M de dexametasona e 50 ug/mL de Acido Ascérbico
Fosfatado. A deteccao da diferenciagao foi realizada por coloragdo com Alizarin
Red S, que cora os depdsitos de calcio, presentes na matriz extracelular dos
ostedcitos.

A composicdo do meio de cultura para o ensaio de indugdo de
diferenciacdo das MSC para adipdcitos consiste na adicdo ao meio de cultivo
de 2,5 pg/mL Insulina, 5 uM Indometacina, 5 yuM rosiglitazona dissolvido em
DMSO e 10-7 M de dexametasona. A deteccao da diferenciacdo foi
evidenciada por coloragdo com QOil Red O, que cora os vacuolos de gordura,
tipicamente encontrados nos adipécitos.

Para a indugao de diferenciacdo das MSCs em condrdcitos foi realizado
o cultivo celular conforme descrito a seguir: ao meio de cultivo foram
adicionados 10 ng/mL TGF-B1 recombinante humano, 6,25 ug/mL de insulina e
50mg/mL de AsAP (acido ascorbico fosfatado). Os condroblastos secretam
uma matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos sulfatados, que podem ser
corados com Alcian Blue. As imagens das diferenciacbes das ADSCs podem

ser observadas da Figura 1.

Procedimento cirurgico de indugao da lesdo cutanea

Os animais foram submetidos a anestesia geral utilizado Isolurano 2,5%
vaporizado em 0,5 L de oxigénio 100% por meio de mascara. Com os animais
sedados foi realizada tricotomia ampla na regiao do dorso e a aplicagdo de
tramadol 10 mg.kg™' por via intraperitoneal. Com um molde circular de 06 mm

de diametro (trépano corneal 06 mm), foi delimitada a area da leséo cutédnea a
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ser induzidas na regiao do dorso entre as duas escapulas. Apdés a demarcagao
com o molde, foi feita a remogéao do segmento de pele de 06 mm. Os animais
que pertenciam aos grupos tratados com células-tronco receberam ADSCs
injetadas ao redor das feridas, por via subcutédnea, em quatro pontos
equidistantes, na concentracdo de 1x10° diluidas em 40 pL de solugdo estéril
de NaCl 0,9%. No grupo controle a solugao de NaCl 0,9% foi injetada ao redor
das feridas, por via subcutdnea, em quatro pontos equidistantes. As feridas
induzidas foram cobertas pelo curativo transparente e adesivo (Opsite,
Smith&Nephew)

Avaliagao clinica

As avaliagbes macroscopicas ocorreram nos dias 0, 3, 5 e 7. Para as
avaliagbes d3 e d5 os animais foram sedados utilizando Isolurano 2,5%
vaporizado em 0,5 L de oxigénio 100%. As feridas foram mensuradas em duas
diregbes, o maior comprimento pela menor largura, com auxilio de paquimetro
digital. Para a planimetria foi utilizado uma lamina transparente colocada sobre
a lesdao e nela os bordos demarcados a caneta. As transparéncias foram
digitalizadas e redesenhadas, utilizando o software /mageJ e uma mesa
digitalizadora (Wacom, modelo ET-0405-U). Os desenhos, tanto nas
transparéncias, como na mesa digitalizadora, foram realizados sempre pela
mesma pessoa. Sua area foi calculada com o software em mm?, considerando
que 1,0 cm equivale a 59 pixels. A area de contragdo da ferida (C) foi calculada
subtraindo-se a area inicial (a1), determinada no dia da primeira afericdo da
lesédo, da area da lesao (a) nos dias de mensuragdo. Assim, C = a1l — a.
Também foi avaliada a taxa de contragdo cicatricial (Tc) a partir desses
resultados (Tc = C x 100/a1). Ainda, foram feitos registros fotograficos durante
as mensuragdes e 0s aspectos macroscépicos, como presenca de tecido
necrético, granulagéo, sinais de infecgdo, presenga de exsudato, hiperemia,
hiperpigmentacdo, edema, cianose e crosta quando observados foram

anotados em fichas controle (Apéndice A).

Avaliagao histolégica
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Para avaliagdo histolégica os animais foram submetidos a eutanasia
pelo método de sobredose anestésica seguida de deslocamento cervical, para
ser removida toda a area da ferida com uma margem de 2,0 mm de pele
saudavel. As amostras coletadas para avaliacdo histologica foram
imediatamente acondicionadas em formol tamponado a 10%. Os segmentos
foram processados pela técnica rotineira de inclusdao em parafina. Os animais
foram avaliados no d5 (n =7 por grupo) ou d7 (n =7 por grupo).

Para a avaliacdo do processo cicatricial os cortes histolégicos foram
corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), para avaliagdo da
qualidade cicatricial, e pelo Tricdbmico de Masson (TM), para se analisar a
presenca de fibras colagenas existentes nos locais de fibrose do intersticio. Na
avaliacdo das caracteristicas microscépicas da cicatrizacao foram
consideradas: a proliferacdo vascular e fibroblastica, presenca de células
mononucleares e polimorfonucleares; colagenizagéo; reepitelizagdo; presencga
de foliculos pilosos; e a queratinizacdo. Na tabela 1 (Figura 2) estdo dispostos
os indices histolégicos utilizados nesse experimento. Foram realizados testes
imunohistoquimicos com o objetivo de avaliar o perfil proliferativo (anti-Ki 67), a
enxertia das ADSCs (anti-GFP) e a angiogenese (anti-cd31) durante o
processo cicatricial. O patologista realizou a andlise das laminas sem ter o
conhecimento sobre qual era o tratamento e grupo que gerou cada material

avaliado, bem como, se era uma avaliacao de cinco ou sete dias.
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Tabela 1- indice histoldgico utilizado como critério para avaliagdo da cicatrizacéo de feridas
com valores variando entre 0 e 3 baseado em valores de proliferagdo vascular, células
mononucleares, células polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica, colagenizacéo,
reepitelizagéo, foliculos pilosos, queratina, proliferacio celular, GFP positivo e Anti-

CD31.
INDICE HISTOLOGICO
0 1 2 3

Proliferagao vascular 0 1-5 5-15 >15
Células Mononucleares 0 <50 50-100 >100
Células 0 <50 50-100 >100
Polimorfonucleares

Proliferacdo Fibroblastica 0 <50 50-100 >100
Colagenizacdo? 0 <10 10-30 >30
Reepitelizagao® 0 <1 1-2 >2
Foliculos Pilosos® 0 <30% 30-60% >60%
Queratinad 0 1x 2-3x >3x
Proliferagao celular 0 <20 20-100 >100
GFP positivo ® 0 <20 20-100 >100
Anti-CD31 0 1-5 5-15 >15

aagvaliagao feita na regido sublesional; Prelac&o feita através da visualizacdo de um campo de
400x; °porcentagem estabelecida em relacdo ao tamanho do bulbo do foliculo piloso;
dproporgéo feita em relagcdo ao tamanho da [Amina basal do epitélio; epositivo foi avaliado
pela intensidade da marcacgao e da area marcada

Analise Estatistica

Foram digitados os dados no programa Excel e posteriormente
exportados para o programa SPSS v. 18.0 para analise estatistica. As variaveis
quantitativas foram descritas pela média e o desvio padrao. Foram analisadas
as medidas ao longo do tempo pelo Modelo de Equagdes de Estimativas
Generalizadas (GEE) e a correcao de Bonferroni foi realizada para as
comparacdes multiplas. Na comparagao de variaveis quantitativas no tempo
basal foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste Tukey. As
variaveis categéricas foram descritas por frequéncias e percentuais e

associadas pelo teste Exato de Fisher. Foram correlacionadas as variaveis
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quantitativas entre si pelo coeficiente de correlacdo de Pearson. O nivel de

significancia utilizado para rejeitar a hipétese de nulidade foi de 5 % (p<0,05).

4.1.5 Resultados
Indugao ciruargica e pés-operatério

O protocolo de indugao das lesbes se mostrou adequado e de facil
execugao, tanto para o procedimento cirurgico como para o anestésico. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas na area inicial da
ferida induzida (média= 6,3 mm) entre os grupos (p= 0,78). A aplicagéo das
células diluidas em solugao estéril de NaCl 0,9 % ou, somente a solugéo estéril
de NaCl 0,9 %, foi de facil execugéo, apesar do pequeno volume a ser injetado
nos quatro pontos de cada lesao.

No pés-operatorio imediato, os animais ndo apresentavam sinais de
desconforto pelo procedimento ou alteracdo comportamental por estarem

alojados individualmente.

Avaliagdes clinicas

As avaliagdes clinicas foram realizadas, dependendo do grupo, nos dias
trés, cinco e sete apd6s inducido. Durante o exame das feridas nao foram
encontrados sinais de infecgao, necrose, cianose, hiperpigmentagédo na area
das lesbes. Além disso, pudemos observar que nenhum animal apresentou
sinais de dor ou alteracido comportamental.

Em relagio a presengca do curativo transparente (Opsite,
Smith&Nephew) foi observado a aderéncia na ferida em 68,1 % das avaliagbes.
Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos para esse critério.

Edema, exsudato e hiperemia sao parametros clinicos que indicam a
presenca de um processo inflamatério. Desse modo, observamos em 20,3%
das avaliacbes a presenca de exsudato nas lesbdes, ndao havendo diferenca
significativa entre os grupos. A caracteristica predominante do exsudato foi o

seroso com 87,5 %. O edema esteve presente em 11% das avaliacbes, dessas
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0 GO apresentou 33% no 2d (p = 0,029) e 20% no 3d (analise residuo ajustado
> 1,9). O critério hiperemia foi observado em apenas 6% das analises,
distribuidos em 57% no GO e 42% no G3D. Ainda, todos que apresentavam
hiperemia também tinham edema e somente um desses animais nao tinha
exsudato seroso.

As crostas sobre as lesdes foram observadas em 28,4 % das avaliagdes
realizadas no periodo de experimentagdo. Essa porcentagem foi distribuida da
seguinte maneira entre os grupos: 36,5 % no GO, 12,1 % no G2D, 26,8 % no
G3D e 24,3% no G5D, n&o havendo diferencga significativa entre os grupos. No
entanto, na terceira avaliagdo o GO apresentou 40% de crostas, representando
uma diferenca significativa para os demais grupos (p = 0,07).

A velocidade de cicatrizagao foi medida por meio da taxa de cicatrizagéo
obtida pela medida da area ferida utilizando paquimetro e também pela técnica
de planimetria. As duas medidas apresentaram uma moderada relacdo (p =
0,32).

O comportamento da taxa de cicatrizagdo nos diferentes grupos pode
ser observado na Figura 2, para esse critério ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos. Quando a velocidade cicatricial foi avaliada
dentro de cada grupo pode-se observar diferenga estatistica entre cada uma
das avaliagdes, exceto da segunda para a terceira avaliagdo no G5D e entre a
terceira e quarta no GO, G1D e G3D. A aparéncia das lesdes no 3°, 5° e 7° nos

diferentes grupos podem ser analisadas na Figura 3.

Figura 1 Ensaio de diferenciagdo das ADSCs: Cultivadas em meio adequado
as ADSCs se diferenciaram em adipécitos (A), indicado pelo acumulo de
vacuolos de lipidios nas células; osteoblastos (B), indicado em vermelho pelos
depdsitos de calcio presentes na matriz extracelular dos ostedcitos; condrocitos



(C), indicado pela cor azul dos glicosaminoglicanos sulfatados secretados pela

matriz extracelular dos condroblastos.
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Figura 2. Taxa de cicatrizagdo. Média da taxa de cicatrizacéao
durante a avaliagao 2 (3d), avaliagcao 3 (5d) e avaliagdo 4 (7d). 2° ao
7° dia de avaliagdes nos grupos GO (grupo controle), G1D (ADSCs
injetadas no d0); G3D (ADSCs injetadas no d0 e d3); G5D (ADSCs
injetadas no dO e d5). Nao foram observadas diferengas estatisticas
significativas para velocidade cicatricial.
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Figura 3  Aspecto das feridas nos dias 3, 5 e 7 de pds-operatorio dos grupos GO (grupo
controle), GID (ADSCs injetadas no d0); G3D (ADSCs injetadas no d0 e d3); G5D (ADSCs
injetadas no dO e d5). Apesar da pequena diferenca na velocidade cicatricial, as feridas tratadas com
ADSCs apresentam uma cicatrizagdo mais cosmética do que o grupo controle. Da mesma forma, o
aspecto das lesdes que receberam duas doses ¢ superior ao que recebeu uma dose.
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A presencga do tecido de granulagdo foi avaliada atribuindo-se indices de
zero a trés, conforme a sua localizagéo na lesédo, de acordo com o0 seguinte
critério: zero para auséncia de tecido de granulagado; um para tecido localizado
nas margens; dois para tecido localizado na regiao central; e trés para o caso
de a granulagao cobrir toda a lesdo. Para esse critério foi observada diferencga
estatistica significativa do G5D (87,5 % presente, p = 0,031) no 3d, sendo que
nesse mesmo grupo, o tecido de granulagdo se localizava nas margens da
lesédo em 87,5% das observagdes (p = 0,023). Nos outros momentos de
avaliagdes ndo ha diferenga significativa entre os grupos para esse critério. No
entanto, o G3D apresentou 80% de tecido de granulagdo enquanto o G1D
33,3% e 0 GO 36,4%.

Avaliacgao histolégica
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As variaveis histolégicas avaliadas segundo os critérios descritos na
Tabela 1 foram proliferacdo vascular, células mononucleares, células
polimorfonucleares, proliferagao fibroblastica, colagenizagéo, reepitelizagao,
foliculos pilosos, ceratina, proliferagao celular (Anti-K167), GFP positivo e Anti-
CD31. Apés a realizacdo das analises desses critérios na metodologia proposta
nao foram encontradas diferengas significativas em células mononucleares,
células  polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica, colagenizagao,
reepitelizagdo e presenca de ceratina.

As imagens histologicas representando os diferentes tratamentos podem
ser visualizadas na Figura 4. O G3D apresentou diferenga significativa quando
comparado ao GO nas variaveis: proliferagcao vascular (p = 0,037), proliferacao
celular (p = 0,05) e Anti-CD31(p = 0,02 no 5° dia). Para a presenga de foliculos
pilosos 0 G1D apresentou diferenga significativa (p=0,037) em relagédo ao GO
(Figura 5). O G5D se destacou nas avaliagées de 7d em proliferagéo vascular
(p= 0,037), proliferagao celular (p=0,05) junto com o G3D e no critério Anti-
CD31 (p= 0,012 no 7d). Na avaliagdo da presenca de ADSCs enxertadas na
ferida (anti-GFP), pode-se verificar diferenga significativa do GO (0%) em
relacdo aos demais grupos (p=0,00). Sendo que o G1D apresenta 71,5%, G3D
100% e no G5D 87,5% nos indices 2 e 3 na avaliagao do 7d.

Foi observado no 5d uma relagdo diretamente proporcional entre anti-
GFP e Ki67 (p= 0,05), ou seja, quanto maior o numero de ADSCs enxertadas,
maior € o indice de Ki67 observado na analise histopatolédgica (Figura 6). Esse
mesmo comportamento de relacao linear foi observada entre anti-GFP e CD31

(p=0,00) tanto para o 5° como para o 7° dia (Figura 7).
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Figura 4 Avaliagdo histolégica de ferida cutdnea em camundongos tratados com
ADSCs em aumento de 400 x. (A) coloragdo de hematoxilina e eosina para avaliagdo da
qualidade cicatricial. (B) coloragdo de Tricrdmio de Masson para a presenga de fibras
colagenas. (C) Anti-GFP marca a enxertia das ADSCs. grupos GO (grupo controle), G1D
(ADSCs injetadas no d0); G3D (ADSCs injetadas no d0 e d3); G5D (ADSCs injetadas no
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Figura 5. Presenga de Foliculos Pilosos aos 5 dias (A) e aos 7 dias (B). A andlise foi feita
utilizando critério de 0 = ausente, 1 = <30%, 2= 30-60% e 3= >60% de foliculos pilosos nos
grupos GO (grupo controle), G1D (ADSCs injetadas no d0); G3D (ADSCs injetadas no d0 e d3);
G5D (ADSCs injetadas no d0 e d5). Para a presenga de foliculos pilosos o G1D apresentou
diferenga significativa (p=0,037) em relagédo ao GO no 5d e 7d.
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Figura 6. Relagdo entre a enxertia de ADSCs (GFP") e o marcador de proliferagéo celular
K167 nos 5 dias (A) e aos 7 dias (B). A analise foi feita utilizando critério de 0 = ausente, 1 =
<20%, 2= 20-100% e 3= > 100% para GFP positivo e KI67 nos grupos GO (grupo controle),
G1D (ADSCs injetadas no d0); G3D (ADSCs injetadas no d0O e d3); G5D (ADSCs injetadas no
d0 e d5). Relagao diretamente proporcional entre anti-GFP e KI67 (p = 0,05) aos 5d.
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Figura 7. Relacdo entre a enxertia de ADSCs (GFP") e o marcador de proliferacdo vascular
CD31 nos 5 dias (A) e aos 7 dias (B). A analise foi feita utilizando critério de 0 = ausente, 1 =
<20%, 2= 20-100% e 3= > 100% para GFP positivo e de 0 = ausente, 1 = 1-5, 2= 5-15% e 3= >
15 de CD31. Os grupos distribuem-se GO (grupo controle), G1D (ADSCs injetadas no d0); G3D
(ADSCs injetadas no d0 e d3); G5D (ADSCs injetadas no dO e d5). Foi observado uma relagéo
diretamente proporcional entre anti-GFP e CD31 (p=0,00) nos dias 5 e 7.
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Figura 8. Corte histolégico de lesdo cutdnea mostrando a enxertia de
ADSCs pela marcagdo de GFP positivo. A area circulada mostra uma
concentragdo de ADSCs. No restante a marcagdo esta mais dispersa na
regido basal da epiderme, foliculos pilosos e vasos sanguineos.

4.1.6 Discussao

O uso de MSCs, em feridas agudas ou crénicas, resultam em uma
aceleragdo no processo cicatricial, em decorréncia do impacto benéfico que
elas trazem para todas as fases da cicatrizagao (inflamatdria, proliferativa e
remodelamento) (HOCKING, 2012; MAXSON et al., 2012). Nesse experimento
podemos observar que o uso de ADSCs aumenta a proliferagéo celular,
vascularizagao, formacao de tecido de granulagdo e incrementa o numero de
foliculos pilosos em apenas sete dias de avaliagéo.

O modelo experimental de indugéo de feridas foi adequado, pois n&o
foram observadas diferengas significativas no tamanho das lesdes
imediatamente apds a indugao, a aplicagdo das ADSCs foi de facil execugao e
0s animais ndo apresentaram sinais de dor ou desconforto no periodo poés-
operatorio imediato e ao longo da experimentagdo. A aplicagdo local das
células foi baseada em trabalhos semelhantes que avaliaram o potencial das
MSCs no reparo de lesbes cutaneas (BROWER et al., 2011; CHEN et al., 2009;
WU et al., 2007b) e em trabalhos anteriores, como o realizado por McFarlin et

al., (2006), que testaram a aplicacao de células tanto no local da ferida como
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por via hematdégena e obtiveram resultados semelhantes entre as duas vias de
aplicagao.

A aplicagdo do curativo se mostrou eficiente em cobrir as lesbes na
metodologia proposta, ja que esteve aderido em 68,1% das avaliagbes. Além
disso, nao foi encontrado nenhuma diferenga entre os grupos em relagao a sua
aderéncia ou nao. O curativo transparente e adesivo costumam ser a escolha
para cobrir lesbes cutaneas induzidas experimentalmente por ser inerte,
permitir a visualizagdo do processo cicatricial e por ter boa aderéncia (CHEN et
al., 2009; LIM; YOO, 2010; WU et al., 2007b). Assim, pode-se dizer que ele
nao desempenhou nenhuma influéncia sobre a cicatrizacdo de feridas
constituindo uma boa ferramenta para evitar traumas adicionais e o
ressecamento do leito da ferida.

A terapia com MSCs cresce, ndo somente, pelo facil isolamento e
cultivo, potencial de diferenciacdo e producdo de fatores de crescimento e
citocinas, mas também pelo seu potencial de supressdo sobre a resposta
inflamatéria e sobre os mecanismos de rejeicao ao transplante (AMORIN et al.,
2012; HASSAN; GREISER; WANG, 2014; MAXSON et al., 2012). As
avaliacbes clinicas indicativas de processo inflamatério como edema, presenca
de exsudato e hiperemia demonstraram que o grupo que nao recebeu ADSCs
apresentava caracteristicas inflamatérias significativamente maiores que os
demais grupos. A caracteristica predominante do exsudato foi o seroso o que
caracteriza um processo inflamatério sem indicativos de contaminagao por
micro-organismos. Por meio dessa observacdo, podemos constatar a agao
anti-inflamatdria promovida pelas MSCs ja descrita previamente. O mecanismo
pelo qual as ADSCs promovem o efeito modulador da inflamacido nao foi o
objetivo de estudo desse trabalho, porém a literatura atual indica que as MSCs
desencadeiam a liberacao de diversos fatores que atuarao sobre as células do
sistema imunolégico (linfécitos e células dendriticas apresentadoras de
antigeno - APC). Dentre esses fatores, estdo as prostaglandinas (PGE2),
interleucinas (IL- 4, IL-6, IL- 10), fator de crescimento transformador beta
(TGFR), o fator de crescimento hepatoide (HGF) e a enzima indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO). Como consequéncia, a liberacado de TGF-3 e HGF suprime
a proliferacdo dos linfocitos T e B, enquanto que a liberagcdo de PGE2 inibe,
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especificamente, a producao dos linfécitos T citotdxicos e as demais citocinas
pré-inflamatérias (AMORIN et al., 2012; GEBLER; ZABEL; SELIGER, 2012).

As crostas sobre as lesdes foram observadas em 28,4 % das avaliagdes
realizadas no periodo de experimentagdo. Elas resultam do ressecamento do
exsudato que cobre o leito da ferida e isso pode ser em decorréncia do
aumento do processo inflamatério exsudativo aliado ao curativo nao
completamente aderido ou ausente. Dessa forma, o grupo que apresentou o
maior grau de inflamacdo, GO, também apresentou uma porcentagem
significativa maior de crostas, em pelo menos uma das avaliagdes.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito benéfico promovido pelo
tratamento com MSCs na velocidade cicatricial, tanto em experimentos
utiizando MSCs isoladas da medula 6ssea (BMSCs) quanto as do tecido
adiposo (ADSCs) (HOCKING, 2012; MAXSON et al., 2012). Nesse estudo, no
entanto, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre
0s grupos avaliados. Uma hipdtese para isso pode ser em decorréncia do
breve periodo de observagao, ja que, a maioria dos experimentos avaliam a
lesédo até a sua cicatrizagdo completa. Como as MSCs tem capacidade de agir
em todas as fases de cicatrizagao (inflamatoria, proliferativa e remodelamento)
(HOCKING, 2012; MAXSON et al., 2012) e foram avaliadas somente as fases
inflamatérias e parte da proliferativa, ndo pudemos evidenciar toda a
potencialidade do tratamento com ADSCs. O tempo de avaliacado proposto
nesse experimento objetivou avaliar a aplicagéo e o efeito das ADSCs dentro
do periodo inflamatério e proliferativo e o grau de repercussao que o
tratamento nesse periodo podera ocasionar ao desfecho final do processo
cicatricial podera ser objeto de estudos futuros.

Quando avaliamos a evolugéo cicatricial dentro de cada grupo podemos
observar um comportamento distinto do G5D em relagédo aos demais grupos.
Enquanto o GO, G1D e G3D nao apresentam uma evolugao significativa entre o
5d e 7d, o G5D apresenta. Provavelmente se deva a segunda aplicacdo de
ADSCs que esse grupo recebe no 5d que tdo logo aplicadas foram capazes de
promover a cicatriza¢ao e acelerar o processo.

As ADSCs estimulam o processo de cicatrizacao de feridas por meio de
diversos fatores de crescimento (efeito paracrino), dentre esses: fator de

crescimento endotelial (VEGF), fator de crescimento de ceratindcitos (KGF),
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fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF2), PDGF, HGF, TGF-j, fibronectina e
colageno 195 (HASSAN; GREISER; WANG, 2014). A neovascularizagdo e a
reepitelizagdo sao as principais razdes para o efeito cicatricial dessa terapia
(JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). No presente estudo, as feridas tratadas com
ADSCs tiveram aumento da proliferagdo vascular quando comparadas com o
grupo nao tratado; em especial o G3D apresentou 62,5% de proliferacao
vascular em indice 3, enquanto o Gl apresentou 0 % (p = 0,037) na avaliagao
histolégica 5d. E quando avaliamos a partir do marcador vascular (anti-CD31)
verificamos diferenga significativa entre 0 G3D e o0 GO no 5d (p = 0,02) e entre
G5D e 0 GO no 7d (p = 0,012). A angiogenese é um processo que ocorre na
fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas e é ela que suprira a nutricao
necessaria para os fibroblastos que irdo produzir o tecido de granulagéo (KING
et al., 2014).

Ao analisarmos o processo de cicatrizacido de feridas, identificamos que
com a fibroplasia se inicia a formagao do tecido de granulagdo (por volta do
quarto dia). O tecido de granulagado é composto por macrofagos, fibroblastos e
vasos neoformados que estdo suportados por uma matriz frouxa de
fibronectina, acido hialurbnico e colageno tipos | e Il. Ao avaliarmos
clinicamente a formacédo de tecido de granulagdo observa-se a olho nu que a
superficie deste tecido parece conter muitos granulos. Na verdade, estes nada
mais sdo que as extremidades rombas de vasos neoformados que estdo
organizados perpendicularmente em diregédo a superficie (BALBINO; PEREIRA,;
CURI, 2005). Assim, a partir da avaliagéo clinica desse critério, observamos
que o G5D, seguido pelo G3D, apresentaram uma porcentagem
significativamente maior de tecido de granulagdo do que os demais grupos e
isso pode ter ocorrido pela aplicagdo da segunda dose de ADSCs em um
momento que a fase de proliferacdo da cicatrizagdo estava ativada e as células
a potencializaram.

E também na fase proliferativa da cicatrizacdo que a deposicdo de
coladgeno aumenta na regido da lesao, enquanto a proliferagéo de fibroblastos
diminui sucessivamente, ajustando-se um equilibrio entre a sintese e a
degradacgédo da matriz extracelular (REINKE; SORG, 2012). Nao encontramos
diferencgas significativas para esse critério na metodologia proposta apesar das

porcentagens serem maiores nos tratados do que no controle.
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A reepitelizagdo é um processo assegurado pelos ceratindcitos da regido
da ferida e pelas MSCs dos foliculos pilosos (REINKE; SORG, 2012). Em
nosso estudo, a reepitelizacdo nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos estudados. Apesar de a epitelizacédo também fazer
parte da fase proliferativa da cicatrizacao ela sé ocorrera quando a formacao
do tecido de granulagao puder fazer a sua sustentagdo. Em muitos dos animais
tratados ja podia ser evidenciado, tanto clinico quanto histolégico, um processo
de reepitelizagao inicial; contudo, ndo o suficiente para mostrar uma diferenca
significativa entre os tratamentos. Talvez uma avaliacdo aos dez dias fosse
mais elucidativa para esse critério. Porém, ao analisarmos a presenca de
foliculos pilosos na regiao perilesional pudemos verificar que no G1D 42,9%
apresentavam indice 1, enquanto que GO apresentava 0% (p = 0,037) no 5d.
Na analise do 7d a diferenca entre esses grupos se mantinha, sendo agora
G1D 42,9% apresentavam indice 3, enquanto que GO apresentava 0% (p =
0,01) e o G2D comegou a se destacar com 100% no indice 2. Ainda, ao
examinarmos a enxertia das ADSCs, observamos que muitas dessas células
estavam localizadas nos foliculos pilosos. Dessa forma, podemos indicar que
as ADSCs aplicadas agiram positivamente nas MSCs residentes do foliculo
piloso e por consequéncia observamos nesse grupo tratado diferenga
significativa para o grupo que nao recebeu células. Além disso, a segunda
aplicacao de células no 3d parece estar influenciando positivamente para a
formacgédo de foliculos pilosos e, provavelmente, seriam achados resultados
melhores, ou seja, indice 3 se fossem feitas avaliagbes posteriores.

A fim de seguir o destino das MSCs exdgenas aplicadas durante o
reparo de feridas, diversos estudos utilizam MSCs provenientes de animais do
sexo oposto, expressando a proteina fluorescente verde (GFP). Uma
observagdo importante nesses estudos é que a percentagem de MSC
enxertada na ferida é baixa e diminui com o tempo. Dessa forma, buscamos
marcar a enxertia das ADSCs em nosso trabalho utilizando células
provenientes de animais que expressam a proteina fluorescente, o GFP com o
objetivo de relacionar a quantidade de células enxertadas com o potencial
cicatricial nos diferentes grupos. A partir disso, observamos que todos os
animais tratados apresentavam algum grau de enxertia das ADSCs e que os

nao tratados eram negativos para essa proteina, diferenga significativa do GO
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(0%) para os demais grupos (p = 0,00). Contudo, ndo ha diferenga significativa
entre os grupos tratados com ADSCs, isso pode ser em decorréncia do
pequeno intervalo entre a aplicacao e a avaliacao da enxertia, apenas sete dias
e esse periodo ndo seria o suficiente para uma queda significativa de células.
O que pode ser observados nos animais do G3D e G5D é que era possivel
visualizar uma grande quantidade de células GFP" localizadas no subcutéaneo e
de forma mais dispersa na regiao basal da epiderme, foliculos pilosos e vasos
sanguineos. Dessa forma, pode-se identificar no corte histolégico que
houveram dois momentos distintos de aplicacdo como pode ser observado na
figura 8.

Diversos estudos tém demonstrado que a administracdo de MSCs em
lesbes agudas, ou crénicas melhora a taxa de cicatrizagdo por acelerar a
epitelizacdo, aumentando a formagao de tecido de granulagédo e a angiogenese
(MAXSON et al., 2012). A partir disso, fizemos a relagao entre a presenga de
ADSCs (GFP*) com o marcador de proliferagéo (anti-KI67) e observamos uma
relagdo de proporcionalidade entre essas duas variaveis. Desse modo, foi
observado que quanto mais ADSCs (GFP+) enxertadas no animal, maior era o
indice de proliferagao celular (p = 0,05) no 7d. Da mesma forma, relacionamos
a presengca de GFP+ com o marcador de angiogenese (anti-CD31) e
observamos uma relagao ainda mais forte, p = 0,02 no 5d e p = 0,012 no 7d.
Assim, podemos indicar que as proliferacbes celulares e vasculares
observadas nesse estudo estdo diretamente relacionadas com o numero de
ADSCs enxertadas na lesdo. O mecanismo pelo qual isso ocorre nao foi o
objetivo de nosso estudo, porém considera-se pelo menos duas possibilidades
pelas quais as MSCs possam promover a cicatrizagdo: (1) por sinalizagao
paracrina e (2) por diferenciagéo. A primeira mostra que elas tém a capacidade
de secretar varios fatores de crescimento e citocinas que sao relevantes para o
reparo ou regeneracao tecidual. A segunda possibilidade estaria relacionada
com a enorme plasticidade e habilidade que essas células tém para se
diferenciar em uma grande variedade de tipos celulares e se integrar aos
tecidos. Portanto, as MSCs facilitariam a cicatrizacdo de feridas pela
diferenciagdo em multiplas células que residem na pele (ceratindcitos, pericitos
e células endoteliais) (HASSAN; GREISER; WANG, 2014; KIM et al., 2009;
MCFARLIN et al., 2006; SASAKI et al., 2008; SORRELL; CAPLAN, 2010; WU;
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ZHAO; TREDGET, 2010). Contudo, a parcela de contribuicdo de cada um
desses mecanismos de atuacao das MSCs ainda nao é totalmente conhecido e
vem sendo objeto de pesquisa (BROWER et al., 2011).

O numero ideal de aplicacoes a serem feitas para tratar uma lesdo ainda
nao é determinado. McFarlin et al. (2006) compararam uma aplicagao local de
BMSC com quatro aplicagbes em dias consecutivos por via venosa. O
resultado encontrado demonstrou que os dois métodos foram semelhantes.
Outros autores utilizaram multiplas aplicacdes de MSCs em ensaios clinicos
humanos ou em experimentos utilizando animais; contudo, sem concluir sobre
o efeito dessas nem justificar em sua metodologia qual a razdo para essas
aplicagdes seriadas (BADIAVAS; FALANGA, 2003; FORCHERON et al., 2012;
KIM; CHUNG; CHA, 2013). No entanto, Kuo et al., (2011) compararam o efeito
de uma ou duas aplicagdes de ADSCs em feridas induzidas de camundongos
diabéticos e observaram que duas aplicacdes era o tratamento mais eficiente.
Da mesma forma que esses autores, porém uma metodologia diferente,
concluimos que utilizar duas doses é mais eficiente do que uma dose quando
avaliamos os sete primeiros dias de cicatrizacao. Além disso, ndo ha diferenca
no momento de aplicagado da segunda dose de ADSCs quando em um periodo

de observacao de 7d.

4.1.7 Concluséao

A partir dos resultados desse estudo, pode-se indicar que a terapia com
ADSCs promoveu a cicatrizacao de feridas por meio da proliferagao celular e
angiogenese. Além disso, utilizar duas doses é mais eficiente do que uma dose
quando avaliamos os sete primeiros dias de cicatrizagdo. O momento da
segunda aplicagao das células ndo repercutiu diferengas significativas aos sete
dias de avaliagdo. Assim, a segunda dose das ADSCs é capaz de promover a
cicatrizacao de feridas independente dessa ser aplicada na fase inflamatdria ou
proliferativa do processo cicatricial cutaneo.

Estudos futuros podem ser desenvolvidos para que demonstrem se o
segundo momento da aplicagdo de ADSCs podera representar diferengas

significativas quando a ferida completamente reparada for avaliada.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A terapia com ADSCs promoveu a cicatrizacao de feridas por meio da
proliferagdo celular e angiogenese. O momento da aplicagdo das células nao
repercutiu diferengas significativas na fase inflamatéria e proliferativa do
processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas. Contudo, os diferentes
momentos em que as ADSCs foram aplicadas repercutiram resultados
benéficos em aspectos importantes dos mecanismos da cicatrizagdo como a
presenca de tecido de granulagao, a proliferagdo vascular, a colagenizagao e a
presengca de foliculos pilosos; mas distintos. Assim, eleger o momento de
aplicacdo dependera da necessidade de cada paciente e da intencdo do
médico quando estudos clinicos forem realizados.

Além disso, utilizar duas doses é mais eficiente do que uma dose
quando avaliamos os sete primeiros dias de cicatrizagdo. O momento da
segunda aplicagdo das células ndo repercutiu diferengas significativas aos sete
dias de avaliagdo. Assim, a segunda dose das ADSCs é capaz de promover a
cicatrizacao de feridas independentemente de ser aplicada na fase inflamatéria
ou proliferativa do processo cicatricial cutaneo.

Em relagao aos instrumentos avaliativos utilizados nesse estudo pode-se
indicar que a avaliagao clinica foi capaz de mostrar diferengas significativas
entre os tratamentos. Principalmente nos critérios: presenca de tecido de
granulagao, edema, hiperemia, crosta e exsudado. O critério de aderéncia do
curativo também representa um dado importante relacionado a eficiéncia do
modelo, ou seja; a nao interferéncia do curativo nos tratamentos aplicados. Ja
os critérios de cianose, hiperpigmentacdo e infeccdo fornecem dados uteis,
principalmente, em tratamentos que possam ser deletérios aos animais. No
presente estudo, esses ultimos critérios foram ausentes, pois a terapia com
MSCs ja é reconhecida como segura e eficiente e o por se tratar de um modelo
agudo de ferida em animais higidos, dificiimente seriam observados sinais
COmMo esses nNos grupos nao tratados.

A avaliagdo da evolugdo da area cicatricial por meio de planimetria
digital foi tdo eficiente quanto a utilizagcdo da mensuragdo com paquimetro.
Provavelmente, isso seja decorrente da padronizagao das lesdes no momento

da indugdo. Logo, se as feridas fossem irregulares, como as que acontecem
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nas laceragbes acidentais, a planimetria poderia ser mais eficiente em
identificar o tamanho e a evolugao da cicatrizacao.

A histopatologia é fundamental para caracterizar a evolugédo e a
qualidade cicatricial, ela oferece subsidios necessarios para a identificacao da
influéncia do tratamento sobre o processo de reparo. Contudo, a forma de
expressar os resultados observados costuma ser um desafiador e a maioria
dos autores atribui indices para cada um dos critérios. Porém, a categorizagao
dificulta a evidencia de diferencas pequenas entre os tratamentos. Com isto,
seria indicado, futuramente, utilizar a histomorfometria como forma de
expressar as analises, principalmente os critérios como a reepitelizagao e a
colagenizagao.

Podemos concluir com esse trabalho que as ADSCs foram eficientes em
promover a cicatrizagao independente do momento de aplicagao e que quando
aplicada uma segunda dose a resposta foi ainda mais eficiente. Com esses
resultados podemos indicar que as ADSCs sao capazes de influenciar todos os
momentos da cicatrizagdo e isso esta diretamente relacionado ao numero de
doses aplicadas. Assim, pode ser esperado que ao fazer uma nova aplicacao
no momento de remodelacdo da lesao, provavelmente, encontrariamos
resultados benéficos devido as ADSCs serem capazes de estimular qualquer

tipo de célula e suas secregdes, durante todo o processo de reparo cutaneo.
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APENDICE A- Ficha de controle cirtrgico da indugéo das lesdes de pele

FICHA DE CONTROLE CIRURGICO

Animal:
Data da inducao:

Grupo:

Exame da Ferida:

Sangramento: () Ausente () Pouco () Moderado () Acentuado

1) Extensao da Ferida D: Vertical cm Horizontal cm
Numero do Registro fotografico:

Outras observagoes:



APENDICE B- Ficha de avaliacéo clinica do processo cicatricial das
lesdes de pele

FICHA DE AVALIACAO CLINICA

Animal:
Data da inducao:
Exame da Ferida:

Grupo:

1. Curativo primario: ( ) ausente () pouco aderido e ndo cobre a lesao

pouco aderido mas cobre a lesdo () aderido

2. Presenca de Tecido Necrético: () Nao () Sim %
Presenca de Tecido de Granulagao: () Nao () Sim %
Aspecto: Localizacao: () Margens ( ) Central ( )

Generalizado
4. Sinais de Infecgdo: () Nao () Sim Quais
A) Exsudato: () N&o () Sim
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()

B) Caracteristica: () Serosa ( ) Sero Sanguinolenta ( ) Sanguinolenta

() Purulento
C) Volume: () Ausente () Pouco ( ) Moderado () Acentuado
D) Odor: ( )Ausente ( ) Discreto ( ) Acentuado
5. Dor/Escore () Ausente () Leve () Moderada () Intensa

() Hiperemia ( )Hiperpigmentagéo () Edema () Cianose () Crosta

A) Localizagao na lesao: (') Margens ( ) Central ( ) Generalizado

B) Localizado ao redor da leséo ()

7. Extensao: Vertical mm Horizontal mm

®

() Numero do Registro fotografico:

©

() Outras observagdes

Data:

Examinador



