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RESUMO 

Introdução: Células-tronco mesenquimais podem atuar como facilitadores dos 

processos de reparação e regeneração suprimindo a liberação de citocinas pró-

inflamatórias, estimulando aquelas de natureza anti-inflamatória e atuando na regulação 

da resposta a infecções. Apesar destes efeitos estarem insuficientemente caracterizados, 

sabe-se que o reconhecimento de bactérias por receptores específicos da membrana 

celular desencadeia uma resposta inflamatória e imune no tecido que tem o potencial de 

modular o processo de reparação, tornando essas células atraentes candidatas em 

aplicações terapêuticas. Objetivos: Este estudo avaliou a aplicação de células-tronco 

mesenquimais, derivadas de tecido adiposo de suíno, em feridas experimentalmente 

induzidas e contaminadas, quanto à sua capacidade antimicrobiana e alterações no 

processo de cicatrização cutânea in vivo. Também avaliou o metabolismo, proliferação 

celular e secreção de peptídeo antimicrobiano PMAP-23 em células tronco adiposo 

derivadas de suínos in vitro, mediante estímulo com Lipopolisacarídeo (LPS). Métodos: 

Para os ensaios in vivo 8 suínos foram divididos em dois grupos: Controle (C) (solução 

salina) ou ADSC (células tronco). Foram confeccionadas seis feridas de espessura total 

com 4 cm de diâmetro na região dorsal dos animais, infectadas experimentalmente com 

E.coli (108 CFU em 100μL de solução salina). Nos dias 3,5, e 7 pós infecção as lesões 

do grupo ADSC foram tratadas com  106 cels/mL (P3) em solução salina. Foram 

realizados testes histopatológicos, imunohistoquimicos e de força tensil nas feridas, para 

mensurar parâmetros de qualidade cicatricial. Para a realização dos ensaios in vitro as 

culturas celulares (1×104 cels/cm2 em P3) foram estimuladas com adição de 10 μg/mL 

de LPS de E. coli 0111:B4 em meio de cultura completo e incubadas por 1 ou 7 dias. As 

células do grupo controle foram suplementadas com PBS para controle do veículo e 

mantidas nas mesmas condições. Para a determinação de proliferação celular foram 

submetidas à ensaio de SRB, para a a atividade metabólica foi realizado ensaio de MTT 

e a quantificação de PMAP-23 foi mensurada por ELISA. Resultados: Foi possível 

verificar, nos experimentos in vivo que a força tensil das cicatrizes do grupo tratado foi 

significativamente maior (p<0,001) aos 21 dias de análise. Também houve aumento 

significativo (p=0.03) na concetração de PMAP-23 no D3 do grupo tratado com ADSC. 

Nas análises de resposta inflamatória, taxa de contração e tempo de fechamento da 

ferida não houve diferença significativa entre os grupos. Nos experimentos in vitro 
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observamos aumento significativo (p=0.001) na atividade mitocondrial mediante 

exposição prolongada ao LPS e aumento significativo da secreção de PMAP-23 

(p<0.04). Conclusões: Os resultados encontrados sugerem que as toxinas produzidas  

pelas bactérias não impactam negativamente nas propriedades de imunomodulação e 

cicatrização das células mesenquimais,  possibilitando a aplicação de terapia celular em 

ambientes de ferida contaminada. 

Palavras-chave: célula-tronco mesenquimal, cicatrização, feridas, infecção bacteriana, 

PMAP-23. 
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ABSTRACT 

 

Background: Adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs) are characterized by 

their modulation of host-immune responses ability. On the basis of these properties, 

ADSCs are currently under clinical investigation in a range of therapeutic applications. 

More recently, its antibacterial activity has also been demonstrated. However, data on 

the direct interaction between MSCs and microbial pathogens are sparse, it has been 

demonstrated that MSCs exhibit a cell autonomous, broad-spectrum antimicrobial 

effector function. Objectives: We evaluate the effect of Escherichia coli infection on the 

biomechanical strength and histological quality in a porcine in vivo model of wound 

healing and investigated the impact of bacterial lipopolysaccharide (LPS) on 

proliferation, metabolic activity and PMAP-23 functional assays of mesenchymal stem 

cell cultures derived from porcine adipose tissue. Methods: For in vitro assays eight 

animals was randomly divided in two groups: Control and ADSC. Under general 

anesthesia, a total of six 4cm (diameter) full-thickness cutaneous lesions were surgically 

inflicted on dorsal surfaces and at days 3, 5 and 7 each lesion was intradermally injected 

with either saline or ADSC (106 cells/mL). Biopsies were assessed for 

histopathological, immunohistochemical and tensile strength analysis. For in vitro 

analisys ADSCs, in P3, (1×104 cells/cm2) were incubated with 10 μg/mL 

lipopolysaccharide (LPS) from E coli 0111:B4 for the LPS group. Incubation with 

bacterial endotoxin was maintained for short-term (1-day post-challenge: D1) or long-

term (7-days post-challenge: D7). After the exposure period to bacterial toxins, cells 

were tested to determinate proliferation (SRB assay), metabolic activity (MTT assay) 

and PMAP-23 quantification (ELISA). Results: The tensile strength of the wound 

showed significant improvement (p<0,001) at 21 days of healing. There were significant 

differences (p=0.03) between groups in PMAP-23 concentration at D3, with increased 

concentration levels found in ADSC – treated group. There was no significant 

difference in wound contraction percentages, time of healing and inflammatory 

response for CTRL and ADSC group. In in vitro assays cell proliferation was not 

affected by LPS, while mitochondrial metabolic activity was promoted p=0.001) by 
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prolonged exposure to LPS. In addition, exposure to LPS induced a significant higher 

PMAP-23 p<0.04) secretion. Conclusions: collectively, these findings suggest that 

toxins produced by bacteria do not affect the intrinsic properties of ADSCs and 

consequently, application of stem-cell therapies in the context of infection may have 

therapeutic effect.  

 

Keywords: Mesenchymal Stem Cell (MSC), Wound healing, bacterial infection, 

PMAP-23, swine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As lesões na pele são um transtorno para o homem desde tempos remotos e 

representam um problema de saúde pública com repercussões socioeconômicas 

significativas (GEORGE, 1996; MANDELBAUM et al., 2003). Estima-se que, embora 

os dados brasileiros sejam pouco precisos, quatro milhões de pessoas apresentem algum 

tipo de complicação no processo de cicatrização (GEORGE, 1996; MANDELBAUM et 

al, 2003, CONDUTA, 2012). Nos Estados Unidos, feridas crônicas tornaram-se um 

crescente problema com uma incidência de 5 a 7 mil casos por ano e 50% de lesões não 

responsivas tratamento padrão (MASXON et al., 2012). Nos EUA, o tratamento de 

feridas e das complicações associadas, chegam a custar 20 bilhões de dólares anuais 

(CHEN et al., 2009). Assim, muito se tem investido em pesquisa na compreensão dos 

processos e fenômenos envolvidos nas diversas fases do reparo tissular e, 

principalmente, no desenvolvimento de recursos e tecnologias com o objetivo de 

favorecer os avanços no tratamento de feridas. 

 Uma ferida é representada pela interrupção da continuidade de um tecido podendo 

ser, em maior ou em menor extensão, causada por qualquer tipo de trauma físico, 

químico, mecânico ou desencadeada por uma afecção clínica que aciona as frentes de 

defesa orgânica (FREITAS et al., 2006). 

 A cicatrização é o processo de reestabelecimento do tecido (FOSSUM, 2013). É 

um evento biológico complexo, no qual muitos tipos celulares, incluindo neutrófilos, 

monócitos, linfócitos, células dendríticas, células endoteliais, queratinócitos e 

fibroblastos, sofrem alterações de fenótipo e de expressão genética para gerar 

proliferação, diferenciação e migração celular (GURTNER et al., 2008). 

 Os principais fatores que retardam a cicatrização são: infecções, tecidos de 

granulação excessivos, mudanças repetidas de curativos, hipotermia, hipoproteinemia, 

baixa tensão de oxigênio, dissecação da superfície da ferida, anemia, uremia, diabetes, 

hiperadrenocorticismo, doença hepática, fármacos citotóxicos, antiinflamatórios não-

esteroidais (AINES) e corticosteróides (ANDERSON, 1996; HOSGOOD, 2007). Dentre 

estes, tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinária, a infecção local é a 

causa mais significante de impedimento do reparo (FREITAS et al., 2006; SANTOS et 
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al., 2011). Uma pesquisa feita por Sader e colaboradores (2001), em 12 hospitais 

brasileiros localizados em 4 estados distintos, mostrou que os patógenos mais 

frequentemente isolados de lesões cutâneas são Staphylococcus aureus (22,8%), 

seguidos por Escherichia coli (13,8%) e a Pseudomonas aeruginosa (13,3%). 

 Sabe-se que o processo de reparação tecidual pode ser beneficiado quando os 

principais eventos que o possibilitam são estimulados, por exemplo, nutrição, 

proliferação celular e controle da inflamação e infecção (SCULLY; SHOTTS, 2000; 

FIELD; ALLAN, 2003; LEÃO; GOMES; PORTER, 2007; MIZIARA, 2009; 

MARTINS et al., 2011; FERNANDES et al., 2010; WAGNER et al., 2013, RENNER 

2014). A pesquisa neste campo está baseada em três pontos principais: as células, as 

matrizes e os fatores de crescimento ou de diferenciação envolvidos no processo de 

cicatrização e/ou regeneração (CAPLAN, 2009; MISHRA et al., 2012; KIM et al., 

2013). Neste aspecto, a terapia celular mostra-se uma alternativa promissora para o 

tratamento de lesões críticas (CHANG, 2000; VEVES, 2001; CAPLAN, 2009; 

MAXSON et al., 2012; MISHRA et al., 2012; SEMPRINI et al., 2012; VIDOR et al, 

2013; KIM et al., 2013; RENNER 2014).  

 As células-tronco são células indiferenciadas, capazes de autor-renovação e 

diferenciação em diversos tipos celulares, além de apresentarem propriedades 

imunomoduladoras e efeitos parácrinos mediante injúria tecidual, podendo, dessa forma, 

tratar lesões e doenças ou ainda substituir células danificadas ou perdidas. Diversos 

estudos em animais demonstraram que a administração de MSC aumentou a reparação 

tecidual, além de facilitar a regeneração do tecido lesionado. O interesse nessas células 

vem aumentando constantemente devido a suas propriedades e possíveis aplicações na 

medicina regenerativa e terapia celular. Dentre as fontes de células-tronco adultas, o 

tecido adiposo é uma possibilidade atrativa, pois o organismo humano possui grande 

reserva desse tecido, que, por sua vez, é obtido por métodos pouco invasivos. Contudo, 

grande parte das pesquisas é limitada em razão do uso de xenotransplantes e da escassez 

de padronização do modelo animal anatômica e fisiologicamente próximo do organismo 

humano, como, por exemplo, o suíno. 

 Portanto, faz-se necessário um maior conhecimento do mecanismo de ação dessas 

células em modelo que reproduza o organismo humano e em ambientes desafiadores, 
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como aqueles potencialmente contaminados por bactérias e/ou suas toxinas. A 

expectativa da medicina regenerativa baseada na aplicação de terapia celular depende 

do conhecimento do mecanismo dessas células e de seus efeitos no organismo, assim 

como das moléculas, dos fatores e das cascatas de sinalização que controlam a 

sobrevivência e a proliferação celular mediante este desafio, para garantir que estas 

terapias sejam eficientes e seguras para uso na prática clínica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1      GERAL 

 

 Avaliar os efeitos antimicrobianos e indutores de cicatrização da terapia celular 

com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs) de origem 

suína em modelo de feridas infectadas por E. coli.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

   

 Determinar in vitro alterações na proliferação celular por sulforodamina B 

frente aos desafios de LPS; 

 Determinar in vitro alterações na atividade celular por MTT frente aos 

desafios de LPS; 

 Avaliar in vitro a secreção de PMAP- 23 frente aos desafios de LPS; 

 Avaliar in vivo os aspectos macroscópicos como presença de exsudato, 

infecção, crostas, edema e presença de tecido desvitalizado, nos dias zero, 

três, cinco, sete, 15, 21e 30;  

 Avaliar in vivo a área de contração através da medida da área da ferida 

com a utilização de paquímetro digital, nos dias zero, três, cinco, sete, 15, 

21e 30;  

 Avaliar ex vivo por análise histopatológica as alterações inerentes aos 

processos cicatriciais, a partir das colorações: 

 Hematoxilina-Eosina (HE);  

 Tricomico de Masson (TM); 
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   Avaliar ex vivo por análise imunohistoquímica as alterações inerentes aos 

processos cicatriciais, a partir das expressões de: 

 Anticorpo anti-Ki-67; 

 Colágeno I 

 Avaliar ex vivo a atividade antimicrobiana a partir da dosagem de PMAP-23 

utilizando-se a técnica ELISA; 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Feridas 

   

 Ferida é considerada a lesão caracterizada pela ruptura da continuidade normal da 

estrutura do tecido (WALDRON & TREVOR, 1998). São classificadas em: a) abertas – 

lacerações ou perdas de pele; b) fechadas- lesões por esmagamento e contusões. Feridas 

abertas podem ser classificadas pelo grau de contaminação em limpas e contaminadas. 

Limpas são aquelas criadas cirurgicamente. Contaminadas limpas têm contaminação 

mínima podendo ser efetivamente removida. Feridas contaminadas caracterizam-se pela 

intensa contaminação, e podem estar presentes corpos estranhos. Pode ocorrer o 

recrudescimento da virulência bacteriana pela presença de tecido necrosado ou material 

estranho, que podem prejudicar as defesas teciduais locais. A contaminação bacteriana 

das feridas pode manifestar-se em forma de úlceras, abscessos, fístulas ou feridas 

gangrenosas. Feridas infectadas são caracterizadas por processos infecciosos em curso, 

quando os microrganismos estabelecidos multiplicam-se no tecido do hospedeiro 

(WALDRON & TREVOR, 1998; HOSGOOD, 2007). 

 Em relação à extensão do defeito, são classificadas como: superficiais (quando 

restritas à epiderme), de perda parcial (envolvendo epiderme e parte da derme) e de 

perda total da continuidade do tecido (comprometendo epiderme, derme completa e tela 

subcutânea, podendo atingir músculos, tendões e ossos) (MANDELBAUN et al., 2003; 

BLANES, 2004). 

 Quanto ao desenvolvimento e tempo necessário para o reparo tissular, estas, 

classificam-se em agudas, aquelas causadas por cirurgias ou traumas e com reparação 

em tempo adequado e sem complicações, ou crônicas, nas quais o reparo ocorre mais 

tardiamente, geralmente com complicações associadas e necessidade de intervenções 

mais sofisticadas do que os métodos convencionais (BRYANT, 1992; MANDELBAUN 

et al., 2003; BLANES, 2004). Na ferida crônica, o processo de cicatrização se 

caracteriza por resposta inflamatória mais proliferativa (fibroblástica), do que 

exsudativa. A cicatrização é lenta, e a inflamação é prolongada e desorganizada. Há 
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deposição insuficiente de matriz celular, diminuição da neovascularização e demora na 

reepitelização. Essas tendem a se tornar infectadas e, normalmente, apresentam calor, 

rubor, dor, odor fétido, perda da tensão de oxigênio transcutânea, presença de tecido 

necrosado e retardo na cicatrização (FONSECA, 2011). A infecção retarda a 

cicatrização das feridas devido à separação física de suas superfícies pelos processos 

exsudativos e devido à produção de enzimas necrosantes que promovem a lise tecidual, 

afetam a atividade fibroblástica, e diminuem a resistência da ferida. Mudanças de pH 

induzidas por bactérias também podem afetar os mediadores locais da cicatrização 

(BLANES, 2004). Uma característica marcante da inflamação crônica é a proliferação 

de monócitos. Isso acontece quando há presença de um agente causador da lesão, de 

forma prolongada, como corpo estranho ou bactérias, desencadeando tal proliferação 

celular (HOSGOOD, 2007). Masxon et al. (2012) relatam a infiltração excessiva de 

neutrófilos como responsável pela inflamação crônica, atuando como um marcador 

biológico da lesão cronificada. Citam ainda a liberação da elastase, pelos neutrófilos, 

que poderiam destruir fatores de crescimento como PDGF e TGF-β. 

 

3.2 Cicatrização 

 

 A cicatrização de uma ferida é uma designação usada de maneira genérica para 

descrever os mecanismos do hospedeiro envolvidos no processo de restauração da 

continuidade dos tecidos (FOSSUM, 2013). É um processo biológico complexo, pois 

muitos tipos celulares, incluindo neutrófilos, monócitos, linfócitos e células dendríticas, 

células endoteliais, queratinócitos e fibroblastos, sofrem alterações de fenótipo e 

expressão de genes para gerar proliferação, diferenciação e migração celular 

(GURTNER et al., 2008). A cicatrização progride através das mesmas fases, qualquer 

que seja o tecido acometido (HOSGOOD, 2007) e pode ser dividida em fases baseadas 

nas características microscópicas apresentadas, sendo estas iniciadas, mediadas e 

sustentadas por eventos bioquímicos complexos que têm como mediadores citocinas e 

fatores de crescimento. Este processo envolve uma regulada cascata de eventos e 

interação entre alguns tipos celulares, fatores solúveis e componentes da matriz 

extracelular (NWOMEH et al., 1998), recrutamento de células inflamatórias, 
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angiogênese, formação de tecido de granulação, proliferação de fibroblastos e migração 

de queratinócitos o que contribui para restaurar a integridade funcional e anatômica do 

tecido (ROH & LYLE, 2006). 

 O mecanismo de cicatrização de feridas é composto de uma série de estágios 

complexos, interdependentes e simultâneos, que são descritos em fases. Para Cesaretti 

(1998), Santos (2000), Blanes (2004) e Clark (2007), estes eventos podem ser divididos 

em três etapas: inicialmente um estágio inflamatório, seguido por um de proliferação e 

finalizado com o reparo em um estágio de remodelamento. 

  

3.3 Células-tronco mesenquimais 

  

 As células-tronco mesenquimais (MSCs) são células multipotentes adultas capazes 

de diferenciação na maioria dos tipos celulares com objetivo de manter e reparar o 

organismo. Podem ser obtidas de diferentes fontes como: tecido adiposo, medula óssea, 

cordão umbilical, membrana amniótica, pele, sangue, rins, fígado, baço, pulmões, 

pâncreas, tendões, membranas sinoviais, placenta, fluido amniótico, e polpa dentária 

(TOMA et al., 2005; PERRY et al., 2008; SEEBERGER et al., 2011; WENCESLAU et 

al., 2011; GEBLER et al., 2012; YANG et al., 2013). 

 Em estudo comparativo entre células-tronco mesenquimais derivadas demedula 

óssea e tecido adiposo, Kern e colaboradores (2006) e Reichenberger e colaboradores 

(2012) não encontraram diferença entre as origens celulares quanto à morfologia celular 

ou ao imunofenótipo, contudo comprovaram que as linhagens de origem de tecido 

adiposo são alternativas para a terapia celular por apresentarem maior tempo de cultura 

e capacidade de proliferação. Similarmente à medula óssea, as ADSCs têm um amplo 

potencial de diferenciação nos variados tipos celulares, como adipogênica, 

condrogênica, osteogênica, angiogênica, neurogênica, miogênica e cardiomiogênica 

(STREM et al., 2005). No entanto, a taxa de sucesso de isolamento é de 100% e o 

rendimento do tecido adiposo é 40 vezes maior que o medular (KERN et al., 2006). 

Além disso, a quantidade de células não parece diminuir com a idade, tornando este 

tecido uma fonte atraente para o isolamento de MSC (DIMUZIO & TULENKO, 2007). 
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 As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs) foram 

isoladas e caracterizadas em humanos e em espécies animais (BIANCO et al., 1999; 

PEPTAN, HONG, & MAO, 2006; KINGHAM et al., 2007; YOSHIMURA et al., 2007; 

TORRES et al., 2007; MAMBELLI et al., 2009; MOHAMMADI-SANGCHESHMEH 

et al., 2013). Em estudos sobre tratamento de feridas, as MSCs derivadas de tecido 

adiposo e medula óssea já demonstraram acelerar a cicatrização, contudo, o rendimento 

da expansão das células derivadas de medula exige a colheita de um grande volume de 

tecido doador, o que pode inviabilizar o tratamento (LEE et al., 2011). Com um grama 

de tecido de medula óssea é possível isolar 5X104 BMSCs, enquanto que com o mesmo 

volume de tecido adiposo, é possível isolar entre 3,5X105 e 1X106 ADSCs (TSUJI et 

al., 2014). 

 Ambas derivações celulares secretam um grande número de fatores de 

crescimento, citocinas e quimiocinas que permitem a migração e a expansão celular 

(GAO et al., 2014), modulam a angiogênese e a apoptose e suportam a migração e a 

diferenciação (GEBLER et al., 2012). Podem ainda, induzir as demais células presentes 

no nicho tecidual a secretarem outros fatores solúveis que estimulam a diferenciação, 

favorecendo o processo de reparo (MONTEIRO et al., 2010; Gao et al., 2014). Outra 

característica importante para o processo de regeneração tecidual é a propriedade 

imunoreguladora destas células, as quais são capazes de modular a função imunológica 

de várias populações celulares tais como células apresentadoras de antígenos, células T, 

células B e células NK (RAMUSSON, 2006; UCELLI & PISTOIA, 2006; MAXSON et 

al 2012). Dessa forma, características como o fácil isolamento, multipotencialidade, 

potencial regenerativo e imunomodulador favorecem o uso das ADSCs para terapia 

celular de várias patologias, o que é especialmente interessante para a medicina 

regenerativa e a engenharia de tecidos (ZAGO & COVAS, 2006; KOLF et al, 2007; 

GURTNER, 2008; BYDLOWSKI et al, 2009; UYSAL et al., 2010; GEBLER et al., 

2012; MAXSON et al 2012; YANG et al., 2013). 

  

3.4 Células-tronco mesenquimais e cicatrização cutânea 
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 Assim como existem muitas similaridades entre a expressão de marcadores de 

superfície das células derivadas de medula e de tecido adiposo, sabe-se que elas também 

apresentam semelhanças nos seus efeitos terapêuticos. Ambas promovem a proliferação, 

a neovascularização e o recrutamento celular para a ferida, a síntese do colágeno e a 

secreção de fatores de crescimento, principalmente os pró-angiogênicos (CHEN et al., 

2008; UYSAL et al., 2010; YANG et al., 2013) e podem diminuir o tempo de 

cicatrização e a expressão de α-SMA, aumentar os níveis de FGF, melhorar a qualidade 

da cicatriz, além de diferenciar-se em células endoteliais e queratinócitos em modelos 

de segunda intenção (DENG et al., 2011; YANG et al., 2013). 

 Diferentes estudos indicam que as MSCs secretam mediadores da reparação 

tecidual como fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, principalmente VEGF, 

PDGF, bFGF, EGF, KGF e TGF-β. Há evidências de que muitos tipos celulares, como 

células epiteliais, endoteliais, queratinócitos e fibroblastos, são quimioatraídas e 

respondem à sinalização parácrinas das MSCs para regular a sobrevivência, 

proliferação, migração e expressão gênica das células no local da lesão. As MSCs 

secretam mitógenos que estimulam a proliferação de queratinócitos, fibroblastos 

dérmicos e células endoteliais. Por sua vez, os fibroblastos dérmicos secretam maiores 

quantidade de colágeno tipo I e alteram sua expressão gênica em resposta ao meio 

condicionado quando co-cultivados com MSCs. A secreção de VEGF e HGF e o 

balanço entre TGF-β1 e TGF-β3 também apresentam uma ação antiscaring (CAPLAN, 

2009; MAXSON et al., 2012; KIM et al., 2013; TSUJI et al., 2014). Estudos mais 

recentes sugerem que a diferenciação das MSCs em queratinócitos e células endoteliais 

assumem o mesmo papel da sinalização parácrina para acelerar a neovascularização e a 

re-epitelização de feridas (UYSAL et al., 2014). 

 Estas células atuam, em variados níveis, nas três fases da cicatrização: 

inflamatória, de proliferação e de remodelamento. Na fase inflamatória (1 a 3 dias), a 

expressão das citocinas anti-inflamatórias Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-

10) é aumentada, enquanto as citocinas pró-inflamatórias IL-2, Fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α) e Interferon-ɤ (IFN-ɤ) são diminuídas, causando a supressão da 

reação inflamatória local (MAXSON et al., 2012; KIM et al, 2013). Pode haver 

bloqueio da proliferação de linfócitos T (MAXSON et al., 2012) e diminuição do TFN-

α, também favorecendo a re-epitelização na fase de proliferação (KIM et al, 2013). A 
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ação antimicrobiana das MSCs também é importante para limitar a ocorrência de 

infecção (MAXSON et al., 2012). Na fase proliferativa (14 dias), é aumentada a 

produção de Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), Fator de crescimento 

fibroblástico básico (bFGF) (CHEN, WONG & GURTNER, 2012; MAXSON, 2012; 

KIM et al, 2013; UYSAL et al., 2014), Fator de crescimento epidermal (EGF), Fator de 

crescimento de queratinócitos (KGF), Fator de crescimento de hepatócitos (HGF), Fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e Fator transformador de crescimento-β 

(TGF-β). Através de sua ação parácrina, as MSCs aumentam a migração e a 

proliferação de queratinócitos, células endoteliais e epiteliais. A proliferação de 

fibroblastos também é aumentada, assim como a formação de vasos sanguíneos, dessa 

forma, há crescimento de um tecido de granulação mais exuberante (MAXSON, 2012; 

KIM et al, 2013). A angiogênese é um fator muito importante para a cicatrização de 

pele, e o VEGF e o FGF são potentes fatores angiogênicos (UYSAL et al., 2014). 

 Chung e colaboradores (2013) demonstraram a eficiência da associação de gel de 

fibrina com MSCs, derivadas de tecido adiposo para o reparo de lesões da derme. 

Nambu e colaboradores (2011) já haviam mostrado a eficiência do efeito estimulatório 

da combinação de MSCs e uma matriz de colágeno, no reparo de lesões cutâneas de 

camundongos diabéticos. Os efeitos positivos no reparo de lesões cutâneas mediados 

por MSCs também foram demonstrados por Mishra e colaboradores (2012) em terapia 

com o uso apenas de fatores secretados por estas células, em soluções acelulares. 

Pereira e colaboradores (2013) descrevem os resultados da adoção de diferentes tipos de 

reparos teciduais, sintéticos ou não, descelularizados ou não, combinados com o uso de 

terapia celular. Kim e colaboradores (2013) demonstraram que transplantes de MSCs 

experimentais em cães aceleram a cicatrização da pele, aumentaram a deposição de 

colágeno, a proliferação celular e a angiogênese, ao mesmo tempo que obtiveram menor 

expressão de citocinas pró-inflamatórias. McFarlin e colaboradores (2006) utilizaram 

MSCs para cicatrização de feridas cutâneas criadas experimentalmente e observaram 

aumento da resistência da cicatriz devido ao aumento da produção de colágeno e mais 

rápida maturação histológica quando comparada ao grupo controle. 

 Kuo e colaboradoes (2011) compararam o efeito de uma ou duas aplicações de 

ADSCs em feridas induzidas de camundongos diabéticos e observaram que duas 

aplicações era o tratamento mais eficiente, o mesmo efeito foi observado por 
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Beheregaray e colaboradores (2017). 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, 2010). 

 As vias usuais de aplicação de MSCs na cicatrização de feridas são a intravenosa e 

local, sendo esta a mais indicada (MC FARLIN et al. 2007, WU et al. 2007, SASAKI et 

al. 2008). Os métodos de aplicação local de células incluem: injeção ao redor da ferida, 

spray tópico de fibrina e a incorporação a um scaffold (HANSON et al., 2010). Definir a 

forma mais adequada para permitir que as MSCs atuem no local do dano tecidual 

tornou-se um ponto chave na investigação da terapia celular. Considerando que a 

capacidade das MSCs de recircular é extremamente enfraquecida pela microcirculação e 

que, em outros locais pode ocorrer perda de função ou ativação da inflamação, diversos 

estudos têm relatado os efeitos benéficos destas células quando injetadas diretamente na 

região da lesão (ZONTA et al., 2010). 

 

3.5 Células-tronco e propriedades antimicrobianas 

 

 Além do potencial de diferenciação, potencial regenerativo e capacidade de 

secreção de um largo espectro de moléculas bioativas, como fatores de crescimento e 

peptídeos antimicrobianos (GONZALEZ-REY et al., 2009; MATSUDA et al., 2012), 

que podem estruturar o microambiente de regiões lesadas (CAPLAN, 2007; MAXSON, 

2012), estas células atuam inibindo a apoptose, a infiltração leucocitária (SHIN et al., 

2013), a formação de fibrose e estimulando a angiogênese e a mitose de progenitores 

tecido específicos, além de modular a resposta imune, regulando células apresentadoras 

de antígenos, LT, LB e células NK (CHEN, WONG & GURTNER, 2012; MAXSON, 

2012; KIM et al, 2013; TSUJI, 2014). A interação de MSC com células do sistema 

imunológico de resposta inata e adaptativa tem sido investigada in vitro 

(BARTHOLOMEW et al., 2002, KRAMPERAet al., 2003, LE BLANC et al., 2003; 

AGGARWAL et al., 2005). Esse efeito imunomodulador ocorre por mecanismos diretos 

e indiretos, através do contato célula-célula ou então pela liberação de fatores solúveis 

(MEIRELLES & NARDI, 2003). 
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 Sua atividade antimicrobiana ocorre pela secreção de fatores imunomodulatórios 

e fatores antimicrobianos, regulando o sistema imune para a morte e a fagocitose 

bacteriana (MAXSON et al., 2012). A catelicidina é uma proteína armazenada em 

grânulos, precursora de pro-peptídeos inativos em leucócitos polimorfonucleares e 

monócitos/macrófagos. Após estimulação, este peptídeo é liberado por fagócitos e sua 

porção C-terminal é processado em peptídeos ativos, passando a exercer atividade 

microbicida por meio do rompimento da integridade das membranas bacterianas (BU et 

al., 2006; KRASNODEMBSKAYA et al., 2010). Estudos sugerem que este tipo de 

peptídeo, além de possuir atividade antimicrobiana intrínseca, pode, também, iniciar 

vias de transdução de sinal, após se ligar a tipos celulares específicos, como os 

mastócitos e, assim, modular as respostas imunes (LI et al., 2012). 

 Esses peptídeos mostram significativa diversidade na estrutura, espectro de 

atividade, e a distribuição nas espécies. Humanos e roedores e expressam hCAP-18/LL-

37 e Peptídeo Antimicrobiano Relacionado à Catelicidina (CRAMP) respectivamente, 

produzidos principalmente por leucócitos fagocíticos e células epiteliais, expresso 

também na medula óssea e nas MSCs (MAXSON et al., 2012). Em estudos em modelos 

animais de bovinos (BMAP28), ovinos (SMAP28 e SMAP29) e suínos (PMAP-23) 

essas estruturas mostraram largo espectro de atividade antimicrobiana (BROGDEN et 

al., 2007). Em suínos, especificamente, sequências de mRNA que codificam proteínas 

com estas características têm sido identificadas em células da medula óssea. Este 

peptídeo foi designado PMAP-23, a partir de "peptídeo mielóide antibacteriano 

porcino" de 23 resíduos, o qual, demonstrou potente atividade antimicrobiana contra 

bactérias Gram-positivas e negativas (BAUMANN et al., 2014). 

 Diferentes modelos animais vêm demonstrando a capacidade das MSCs em 

suprimir a fase inicial e tardia da sepse, estas células cada vez mais representam uma 

terapia promissora, mas que ainda requer maiores estudos (WANNEMUEHLER et al., 

2012). Gonzalez-Rey et al. (2009) e Anderson et al. (2012) induziram e trataram doença 

septicêmica com MSCs via intraperitoneal (IP) em camundongos. Nos grupos tratados, 

houve diminuição das citocinas IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α e IFN-γ no soro, aumento de 

IL-10 e redução do infiltrado inflamatório na maioria dos órgãos afetados da cavidade 

abdominal, indicando que as MSCs regulam negativamente a resposta inflamatória, e 

demonstrando o papel fundamental da IL-10 na modulação desta resposta. Os 
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pesquisadores demonstraram ainda, menores contagens bacterianas no peritônio, em 

relação aos grupos não tratados, sugerindo que a ação antibacteriana das MSCs in vivo. 

Mei et al. (2010), em um modelo semelhante de estudo, demonstraram que a quantidade 

de Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) no baço dos animais tratados foi 

significativamente menor do que nos animais controle ou sham-operados em 28 horas 

após indução de sepse, sugerindo que as MSCs modulam a habilidade dos fagócitos na 

remoção das bactérias. 

  

3.6 Modelo animal 

 

 As mais variadas espécies de animais têm sido usadas como objetos de 

experimentação em pesquisas científicas (MARIANO, 2003; CHORILLI, M; 

MICHELIN, C & SALGADO, N, 2007). O modelo ideal é aquele que se assemelha em 

suas características fisiológicas, anatômicas e orgânicas ao ser humano, o que implica 

na eficiência das conclusões obtidas (BERNARD, 1865). Essas semelhanças são mais 

distantes quando comparadas a modelos animais de pequeno porte como camundongo, 

rato, hamster ou gerbil apesar destes compreenderem mais de 90% do total de espécies 

usadas em laboratório (BERNARD C, 1865; BUSTARD & MCCLELLAN, 1965; 

MARIANO, 2003; TOKCAER-KESKIN, Z. et al, 2009; CASADO et al., 2012). 

 Dados sobre a interação entre MSCs e patógenos microbianos são escassos, pouco 

se sabe sobre o efeito da infecção bacteriana sobre as células-tronco e se este é um fator 

determinante na limitação do reparo tecidual. Diferenças intrínsecas nas propriedades de 

MSCs entre espécies parecem também contribuir para a variabilidade dos resultados das 

pesquisas neste campo. Foi relatado que as MSCs de ratos apresentam propriedades 

imunossupressoras menos pronunciadas que as MSCs humanas (Di NICOLA et al., 

2002; CASADO et al., 2012). Uma recente meta-análise de estudos de animais de 

grande porte utilizando MSCs indica que em 88 de 94 relatórios, boa atividade 

funcional e enxertia de células foram obtidas entre espécies (LI et al., 2012). Poucos 

relatos indicaram complicações, tais como tecido fibroso ou significativa resposta 

inflamatória (HARDING et al., 2013). Meisel e colaboradores (2011) demonstraram 

que MSCs humanas apresentaram função antimicrobiana autônoma, de amplo espectro 
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contra bactérias clinicamente relevantes, protozoários e vírus. Em contraste, MSCs 

murino derivadas não foram capazes de inibir o crescimento bacteriano, alertando para 

aspectos espécie-específicos da biologia dessas células. 

 Dessa forma, esforços dedicados à compreensão destas diferenças e modelos 

animais fisiopatologicamente comparáveis aos seres humanos, podem determinar o 

sucesso das abordagens terapêuticas baseadas em terapias com células-tronco. As mais 

variadas espécies de animais têm sido usadas como objetos de experimentação em 

pesquisas científicas (MARIANO, 2003; CHORILLI, M; MICHELIN, C & 

SALGADO, N, 2007). O modelo ideal é aquele que se assemelha em suas 

características fisiológicas, anatômicas e orgânicas ao ser humano, o que implica na 

eficiência das conclusões obtidas (BERNARD, 1865). Essas semelhanças são mais 

distantes quando comparadas a modelos animais de pequeno porte como camundongo, 

rato, hamster ou gerbil apesar destes compreenderem mais de 90% do total de espécies 

usadas em laboratório (BERNARD C, 1865; BUSTARD & MCCLELLAN, 1965; 

MARIANO, 2003; TOKCAER-KESKIN, Z. et al, 2009; CASADO et al., 2012). 

 A capacidade de experimentos utilizando modelos murinos em prever a 

efetividade da terapia baseada em células-tronco permanece controverso. A falha desses 

modelos em recapitular precisamente fenótipos particulares de doenças humanas 

obrigou investigadores a examinar espécies animais potencialmente mais preditivas. 

Vantagens da utilização de grandes espécies para modelar diversas condições de doença 

humana foram relatadas (CASADO et al., 2012; PLEWS et al., 2012, HARDING et al., 

2013). Animais maiores, como coelhos, cães, porcos, cabras, ovelhas e primatas não-

humanos, são muitas vezes melhores modelos do que os pequenos roedores para esta 

finalidade. Tem uma vida útil mais longa, o que facilita estudos longitudinais críticos 

para a maioria das aplicações de células-tronco. Muitos parâmetros fisiológicos (por 

exemplo, as propriedades do sistema imunológico) são muito mais próximos para os 

seres humanos do que podem ser os de roedores. Animais de grande porte também têm 

vantagens significativas sobre o número e tipos de células-tronco que podem ser 

extraídos de um único animal e manipuladas em quantidade suficiente para análise e 

aplicações (ALSTRUP & WINTERDAHL, 2009; EZASHI, TELUGU, ROBERTS, 

2012). 



28 

 

 Segundo Bustard e McClellan (1965), o suíno (Sus scrofa) apresenta similaridades 

com o homem no que diz respeito à odontologia, morfologia e fisiologia renal, estrutura 

do olho, acuidade visual, fisiologia e morfologia da pele, fisiologia e anatomia 

cardiovascular, fisiologia e anatomia digestiva e imunologia. Em relação às ADSC, o 

modelo suíno seria ideal, pois, além de todas as semelhanças com o humano 

encontradas nesse animal, ele apresenta uma grande reserva de gordura facilitando o 

isolamento celular e o transplante. Células derivadas de tecido adiposo de suínos 

demonstraram potencial de diferenciação em diferentes linhagens mesodermais como 

osso, cartilagem, gordura, músculo e cardiomiócitos, e expressaram diferentes 

marcadores celulares, apresentando alta similaridade com MSC de tecido adiposo de 

humanos (RINGE et al., 2002; QU et al., 2007; WANG et al., 2008; ARRIGONI et al., 

2009; CASADO et al., 2012). Outra vantagem é a possibilidade de lançar mão de 

equipamentos e técnicas desenvolvidas para aplicação em seres humanos para a entrega 

de células e acompanhamento do animal (CASADO et al., 2012).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

           Os resultados e discussão dessa tese serão apresentados em forma de artigo 

científico. Cada subtítulo desse capítulo corresponde a um dos artigos, como descrito 

abaixo: 

 

4.1. ARTIGO 1 - LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) CHALLENGE IN PORCINE 

ADIPOSE-DERIVED MESENCHIMAL CELLS: PROLIFERATION, METABOLIC 

ACTIVITY AND PMAP-23 SECRETION 

 

 

4.2. ARTIGO 2 - FEASIBILITY OF ADIPOSE TISSUE-DERIVED 

MESENCHYMAL STEM CELLS ON THE REPAIR OF Escherichia coli INFECTED 

SKIN DEFECTS 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Nas condições em que foi realizado o experimento e com base nos resultados 

obtidos é possível concluir que o  tratamento com repetidas doses de células em modelo 

experimental de ferida contaminada foi capaz de: 

1.Aumentar a deposição de colágeno; 

2. Aumentar a proliferação da derme; 

3. Aumentar a foça tensil biomecênica da cicatriz; 

4. Reduzir a carga bacteriana na ferida;  

Sugerindo que as toxinas liberadas por bactérias não impactam negativamente 

nas propriedades instrínsecas das células tronco adiposo derivadas e consequentemente 

a terapia celular em ambiente de ferida contaminada pode ocasionar um efeito 

terapêutico, embora os mecanismos que medeiam esses eventos ainda sejam 

desconhecidos. 

 Também foi possível observar, nas condições em que foi realizado o 

experimento e com base nos resultados obtidos que o  estímulo à cultura celular de 

ADSCs suínas, com dose de 10µg de LPS foi capaz de: 

1. Aumentar a atividade metabólica das células, em relação ao grupo 

controle não estimulado, mensurado pelo ensaio de MTT. 

2. Aumentar a secreção do peptídeo antimicrobiano PMAP-23 pelas 

ADSCs mensurada pelo ensaio de ELISA. 
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7 ANEXOS 

 

7.1 Anexo 1 

 

 Exame bacteriológico, coletado de todas as lesões, refere identificação e 

manutenção do patógeno E. coli no dia 15 pós-indução. 
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7.2 Anexo 2 

Cartas de aprovação dos projetos 16-0424 e 16-0425. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


