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RESUMO

Muito se tem investido em pesquisa na compreetigdrocessos e fenbmenos
envolvidos nas diversas fases da reparacdo tissalarprincipalmente, no
desenvolvimento de recursos e tecnologias com etiebjde favorecer os avangos no
tratamento de feridas. Este trabalho foi realizaoim o objetivo de avaliar os efeitos
biolégicos da associacdo ceélulas-tronco mesengsirf@IMs) e plasma rico em
plaguetas (PRP) como adjuvantes da cicatrizac@meatde feridas padronizadas em
coelhos. Foram utilizados 37 coelhos Nova Zelandientre os quais, 36 foram
distribuidos em seis grupos: grupo controle (G@)pg células-tronco mesenquimais
(GCTM), grupo plasma rico em plaquetas na formaidig (GPRPLIQ), grupo plasma
rico em plaguetas na forma de gel (GPRPGEL), grapsociacado ceélulas-tronco
mesenquimais e plasma rico em plaquetas na foqualé (GCTM+PRPLIQ), grupo
associagdo células-tronco mesenquimais e plasmeent plaguetas na forma de gel
(GCTM+PRPGEL). Apl6s inducdo de lesbBes cutaneas aagwd padronizadas, 0s
animais receberam o tratamento de acordo com oogrgpe compunham.
Macroscopicamente, a cada dois dias, foram anaksa$ medidas das lesdes e
calculadas a area e a taxa de cicatrizacdo das amesAmostras para analise
microscoépica foram coletadas em sete e 14 diasl@adsas quanto a presenca de células
inflamatorias, angiogénese, formacédo de fibrosegénlica, proliferacdo epitelial e
fibroblastica. Com base nos resultados obtidopdsesivel concluir que: 1) a associagcao
CTM e PRP em suas fragcbes terapéuticas (CTM+PRP&ELTM+PRPLIQ) néo
acelerou o processo de cicatrizacdo de feridasneasd agudas, na avaliacdo
morfométrica aos 14 dias de pos-operatorio; 2)liaaagdo local da CTM e das fracdes
de PRP quando utilizadas de maneira isolada nasegaitam acelerar o tempo
necessario ao processo cicatricial na avaliagddfométrica aos 14 dias de pos-
operatorio; 3) a utilizacdo do PRP na sua formaiday obteve indices de epitelizacao
menores em relacdo ao controle em avaliacfes hisiogicas aos 14 dias de pos-
operatorio; 4) a excecdo do ocorrido com o grup® Hguido, os demais tratamentos
ndo alteraram significativamente as fases inflanegtdproliferativa e inicial do
remodelamento, segundo dados histopatoldgicos; teyapia com as células-tronco
mesenquimais promoveu cicatrizes esteticamente ameshna avaliacdo clinica,

especialmente aos 14 dias de observacédo. Sugaraesessidade de novos estudos e a



utilizacdo de outras ferramentas diagnésticas peaihores subsidios de interpretacéo
sobre os resultados encontrados.

Palavras-chave: pele, terapia regenerativa, terapia celular, éstode crescimento,

plaquetas.



ABSTRACT

Much has been invested on research regarding cehgmsion of the processes
and phenomena that are involved in several stagdssue repairing and mainly on
resources and technologies development in ordesupport advances on wound
healing. This study has been performed in ordeevaluate the biological effects of
mesenchymal stem cells (CTM) and platelet richm&éPRP) association as adjuvants
on skin healing of standardized wounds in rabbitsirty-seven New Zealand rabbits
have been used and, among these animals, 36 wemmat&ld into six groups: control
group (GC), mesenchymal stem cells group (GCTM)di platelet rich plasma group
(GPRPLIQ), gel platelet rich plasma group (GPRPGEm)esenchymal stem cells
associated with liquid platelet rich plasma gropdTM+PRPLIQ) and mesenchymal
stem cells associated with gel platelet rich plagmaup (GCTM+PRPGEL). After the
induction of acute and standardized skin woundgmals received the treatment
according to the group they belonged to. Macroscalpt, every two days, wounds
measures were taken to calculate their area and litgarate. Samples for
microscopically analysis were collected on day @ an day 14 and were evaluated for
the presence of inflammatory cells, angiogenesilagen fibrosis formation, epithelial
and fibroblastical proliferation. Basing on the s it was concluded that: 1) CTM
and PRP in its two therapeutic fractions assocatiGCTM+PRPLIQ and
GCTM+PRPGEL) did not accelerate the healing processacute skin wounds, on
morphometric assessment at 14 days after surgerigcal injection of CTM and PRP
fractions when isolated did not accelerate the timgquired for wound healing on
morphometric assessment at 14 days after surgerye R application on its liquid
fraction showed lower levels of epithelization tethto control on histopathological
evaluation at 14 days after surgery; 4) except GEPRR other treatments did not alter
significantly inflammatory, proliferative nor in#l remodeling phases, based on
histopathological data; 5) CTM therapy promotedthesically better scars on clinical
evaluation, especially at 14 days of observatidnislisuggested the requirement of
further studies and use of different diagnostidgdo obtain better interpretation of the

achieved results.

Key-words: skin, regenerative therapy, cell therapy, growiagtors, platelets.
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1 INTRODUCAO

As lesbes na pele sdo um transtorno para o homestle deempos remotos.
Atualmente, representam um problema de salde pubtiom repercussdes
socioeconOmicas significativas. Assim, muito se teémestido em pesquisa na
compreensao dos processos e fendmenos envolvidogliversas fases do reparo
tissular e, principalmente, no desenvolvimentoadeirsos e tecnologias com o objetivo

de favorecer os avangos no tratamento de feridas.

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sédo conaddr uma linhagem de
células-tronco somaticas e estdo presentes naseadultos em locais como medula
0ssea, tecido adiposo, peridsteo, tecido muscubsg&os parenquimatosos. Apesar de
encontrarem-se em fase de experimentacdo no quefese a sua utilizacdo para o
tratamento de lesdes cutaneas, alguns artigosifimest tém demonstrado sua

habilidade em promover a cicatrizacao.

As plaguetas (PL) sdo células sanguineas que grossmportante papel na
hemostasia e sdo uma das principais fontes deefatbe crescimento (FC). Vérios
estudos tem demonstrado que a aplicacdo de coadestautdgenos derivados de
plaguetas ou plasma rico em plaquetas (PRP), emanesm submetida a uma lesdo
acidental ou cirargica, pode promover melhor heasiate acelerar o processo de

reparacgao tecidual.

Embora o mecanismo exato da acédo dos FC sobrgdade das CTMs nao esteja
completamente elucidado, reconhece-se que a difaggio celular € subordinada a
estimulos bioquimicos produzidos pelo nicho no qaatélula estd inserida. Tais
estimulos, em sua maioria, decorrem da acédo dosoS@glais possuem uma curta meia
vida e sdo secretados em pequenas concentracoegeaidss. Neste contexto, a
associacado de células-tronco mesenquimais e dmalaso em plaquetas parece ser
uma inovacdo promissora como adjuvantes da ciegh@ cutanea, em que se
somariam os beneficios de ambas as técnicas cassibjfidade de o PRP promover o
meio adequado para o carreamento das CTMs e plnepte, funcionar como fonte
de FCs potencializando a diferenciagao celulareparo tecidual.
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Este trabalho vem a contribuir para a andliseefleisos bioldgicos da associagéo
de células-tronco mesenquimais e plasma rico equetas no tratamento de feridas
cutaneas padronizadas em coelhos, como terapigl inmportante para subsidio

cientifico que fundamente seu possivel uso clinico



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a utilizacdo de células-tronco mesenquimplidgsma rico em plaquetas e
suas associa¢fes quanto a capacidade de influengislidade e o tempo de reparo de
feridas cutaneas padronizadas em coelhos Novadalan

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a eficiéncia do tratamento de feridasaoes com CTMs e PRP e
comparar as diferencas obtidas entre os gruposiisasips: grupo associacao de CTMs
e PRP fracéo liquida (GCTM+PRPLIQ) e grupo asséciale CTMs e PRP fracdo gel
(GCTM+PRPGEL);

Estas comparacdes serdo baseadas em respostguantesdestes:

— calculo da taxa de contracdo por meio da medkdierida com a utilizagédo de

paquimetro digital nos dias zero, dois, quatre, s®io, 10, 12 e 14;

- avaliacao da atividade celular através de histbpgia e imunoistoquimica de

amostras obtidas nos tempos sete e 14 dias;

- capacidade de neovascularizacdo, reepitelizac@olagenizacao através de

histopatologia e imunoistoquimica de amostras abtitbs tempos sete e 14 dias.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Modelo Experimental

O modelo experimental adotado para este estudwm fobelho (Oryctolagus

cuniculus) pertencente & Ordem Lagomorfa, Fam#jgokidae.

Atualmente diversas pesquisas tém sido realizagasea da cicatrizacdo cutanea
e cirurgia plastica utilizando esta espécie, ppalohente para avaliar regeneracao
tecidual. Além disso, este parece ser o modelo anideal para a investigagdo dos
protocolos de obtencédo e atividade do PRP, vistoexistem ressalvas em pesquisas
com modelos animais de tamanho inadequado (peduenos quais pode haver
prejuizo na forma de coleta e obtencdo de volumgusaeo ideal (MARX, 2001;
EFEOGLU et al., 2004).

A adocdo deste modelo possibilita o preparo de & Régeno, mantendo o animal
com todos os sinais vitais preservados e sem erltjpo de comprometimento
sistémico, além de facilidade de obtencdo, manusemanutencdo (EFEOGLU et al.,
2004).

Apesar de alguns autores guestionarem a validad®mparacao direta do valor
proposto para obtencdo de um PRP “terapéutico” @mahos e a simples extrapolacao
desse valor para outra espécie animal, principaknpelas diferencas na morfologia
dos elementos figurados do sangue entre coelhosnarfos, sendo a principal delas o
tamanho das plaquetas (5,17 + 046 para humanos e 4,78 + 0,26° para coelhos),
tem-se observado um aumento percentual médio dpugikes no PRP de coelhos
semelhante ao proposto como ideal para o PRP erarfasJAIN, 1993; MARX et al.,
1998; ZECHNER et al., 2003; WEIBRICH et al., 2004).
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3.2 A pele, os mecanismos de reparo e o tratamermte feridas cutaneas

3.2.1 Anatomia e fisiologia da pele

A pele é a principal barreira de protecdo do dsyao e tem como funcdes
bésicas impedir a perda excessiva de liquidosegeotda acdo de agentes externos,
manter a temperatura corpoérea, sintetizar vitarimam a exposicdo aos raios solares,
agir como oOrgdo do sentido e participar da terngoiegdo (BRUNNER &
SUDDARTH, 2005).

Histologicamente, € dividida em duas camadasntistj a epiderme e a derme,
firmemente unidas entre si (FIGURA 1). A epidermea é@orcdo mais superficial,
continuamente renovada e organizada em camadas, ((pa@sulosa, espinhosa, lucida e
queratinosa). Apresenta trés diferentes linhagegislates: os queratindcitos, 0s
melandcitos e as células de Langerhans (DYCE,et390; BANKS, 1992). A derme é
uma espessa camada de tecido conjuntivo que sedestla epiderme até o tecido
subcutaneo. E composta principalmente por uma atiracelular rica em fibras
colagenas, apresentando-se bastante vascularizadievada, podendo, também, conter
glandulas sebaceas e sudoriparas e foliculos pilddode ser dividida em camada
papilar, mais externa, e camada reticular, ma&rat A derme contém tipos diferentes
de células, incluindo fibroblastos, macréfagos, tdas e leucécitos, particularmente

neutrofilos, eosindfilos, linfécitos e mondécitosYDE et al., 1990).
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Figura 1. Diagrama esquematico da estrutura da pele hum#@idTE: BEAR et al.,
2008.

3.2.2 Cicatrizacao cutanea

O processo de cicatrizacdo da pele compreendemtEianismos de restauracao
dos tecidos: a regeneracgao e o reparo.

A regeneracdo ocorre com reposicédo do tecidoif@ily O trauma inicial gera
uma resposta inflamatdria aguda, manifesta por do&m de edema e de exsudato
seroso, rico em leucdcitos, que cessa em menog terds. As células epiteliais das
margens da ferida e das invaginacbes epidérmicasfaliwulos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas comecam a proliferar e rmmgrdeito da ferida, ocluindo
rapidamente sua superficie (SANTOS, 2000).

O mecanismo de reparacdo de lesdes cutdneas éstonge uma série de
estagios complexos, interdependentes e simultageessdo descritos em fases. Para
Cesaretti (1998), Santos (2000), Blanes (2004) akCét al. (2007), estes eventos
podem ser divididos em trés etapas: inicialmenteegtagioinflamatorio, seguido por
um deproliferacaoe finalizado com o reparo em um estagioataodelacadFIGURA
2).
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Figura 2. Fases da cicatrizacdo correlacionadas com a esgpmiaufe imune-celular.
FONTE: PARK & BARBUL, 2004 (adaptado por RE&EZ, TNA. 2012).

Este processo envolve uma regulada cascata deosyemitiada pela interacéo
entre alguns tipos celulares, fatores solUveis mpomentes da matriz extracelular
(NWOMEH et al., 1998). Recrutamento de células amttérias, angiogénese,
formagdo de tecido de granulacdo, proliferacdo itbeoldlastos e migragédo de
gueratindcitos contribuem para restaurar a inteagedfuncional e anatdmica do tecido
(ROH & LYLE, 2006). A perfeita interacdo de todades fatores determina a qualidade

e a velocidade de cicatrizacdo de uma leséo.

A faseinflamatodria inicia com a hemostasia (BAUM & ARPEY, 2005). Ap&s
ocorréncia da ferida, tem inicio o extravasameatmsineo, que preenche a area lesada
com plasma e elementos celulares, principalmeratguetas. A resposta imediata é a
vasoconstri¢cao local como tentativa de limitar mbeagia. Posteriormente, observa-se
vasodilatacdo, que € acompanhada por aumento chegeatidade capilar. A agregacao
plaguetaria e a coagulacdo sanguinea geram um dam@d em fibrina que, além de
estabelecer a hemostasia e formar uma barreiraacanhvasédo de micro-organismos,

organiza a matriz provisoria necesséria para aatagr celular. Essa matriz servira
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também como fonte de fatores de crescimento quio déverados durante as fases
seguintes do processo cicatricial (WERNER & GROEB3; EMING et al., 2007).

As plaquetas, essenciais a formacdo do tampdao I&inossao ativadas e sofrem
degranulacdo induzida pela trombina, secretandms/dnediadores na area lesada.
Dentre esses mediadores, podemos destacar o fataredcimento derivado das
plaguetas (PDGF), o fator de crescimento transfdamg@ (TGF{), o fator de
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimaridotelial vascular (VEGF),
serotonina, bradicinina, prostaglandina e histamaiém de glicoproteinas adesivas
como fibronectina e trombospondina, que s&do impteta constituintes da matriz
extracelular proviséria (MENDONCA & COUTINHO-NETT@009). Os mediadores
liberados pelas plaquetas ativadas difundem-se pelaiz proviséria formando um
gradiente quimiotatico que orienta o recrutamenéomigracédo das células envolvidas

com a instalacédo da resposta inflamatoria (BALBI&@I., 2005).

Tissue injury Chronic wound
B:D ~sustained inflammation
Inflammation e ——

Meutrophils, macrophages, MMPs. BOS,
hydrogen peroxide, IL, TNF, VEGF, TGFR, FGF, PDGF

Granulation and neocangiogenesis
Fibroblasts, macrophages, encothelial cells, MMPs,
prolyl hydroxylase, IL, TNF, TGFE, VEGF, PDGF, KGF

H l.II !I. E Il
keratinooytes, MMPs, BEGE, KGF
Tissue remodelling

Fibroblasts, callagen fibre cross-
inkirg, MMPs, TGFR

Time

Figura 3: Diagrama representativo das fases da cicatrizacg&us principais agentes
facilitadores em funcdo do tempo. FONTEZARD, 2008 (adaptado por
GARCEZ, TNA. 2012).
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Durante esta etapa, o PDGF atua a partir de pdsates quimiotaticas sobre
neutrofilos, macréfagos e fibroblastos. O TERpresenta papel central para a producéo
do infiltrado de neutrdfilos, sendo secretado paqpetas, macrofagos e fibroblastos
imediatamente apos o estabelecimento da lesédo,ddénduzir varios tipos celulares a
produzirem mais TGRB; elevando sua concentracao no foco inflamatorie RNER &
GROSE, 2003).

Os neutréfilos provenientes da circulacdo saoriasepas células a atingirem a
regido inflamada, sendo predominantes entre o pongesegundo dias (BALBINO et
al., 2005). Sua funcéo principal é fagocitar micgamismos (HATANAKA & CURI,
2007).

Os macrofagos derivados dos monocitos surgedraemda lesédo, por volta do
segundo ao quinto dia (PARK & BARBUL, 2004). Aléra duxiliar os neutréfilos na
eliminacdo de microorganismos pela fagocitose, natidegradando e eliminando
componentes do tecido conjuntivo danificado, comldgeno, elastina, proteoglicanos,
e neutrofilos que perderam sua funcéo (EMING e2807; TIZARD, 2008).

Os macrofagos também séo fonte de fatores de wrest, tais como PDGF,
TGFJ, VEGF e EGF, que séo as principais citocinas emdas$ na formacao do tecido
de granulacdo na fase subsequente do processoicatatABBAS et al., 2008;
MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009). Estima-se queasé inflamatoria tenha,
em condi¢cdes normais, duracéo de 48 a 72 horas ANAKA & CURI, 2007).

A resposta inflamatoria pode ser classificada endagu cronica, dependendo da
persisténcia da lesdo e severidade dos sinaiscad3in(FIGURA 4). A reacao
inflamatdria agudaé caracterizada pela curta duragdo, aumento daepéilidade
vascular, exsudagcdo de fluidos e proteinas plasasatt migracdo de leucocitos,
principalmente neutrofilos. Em geral, essa reacdutélimitante e sofre resolucao,
envolvendo remocao de células mortas e regeneds;&watriz extracelular. Aeacéo
inflamatoria cronicadepende da nao resolugéo do processo de fase egyel@almente,
possui longa duracdo. Caracteriza-se pela persiatéde macrofagos e linfocitos, além
de angiogénese, proliferacdo de tecido conjuntivdaeo tissular, frequentemente
resultando em reparo excessivo (BAUHMANN & GAUDIE994; KUMAR et al.,
2005; SERHAN & SAVIL, 2005).
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A fase proliferativacaracteriza-se pelos processos de fibroplasiapgémese,
deposicado de matriz extracelular e reepitelizabista fase, ocorre intensa migracao e
proliferacdo celular, principalmente de fibroblaste queratinocitos (SEPHEL &
WOODWARD, 2006), que atuam para o reparo do tectpuntivo e do epitélio.

Os fibroblastos surgem por volta do segundo e itercka apos o trauma. Sao
células importantes na producdo de componenteshddéscia fundamental e colageno.
Com o aumento do numero de fibroblastos ativados p@ducédo de coldgeno no local,
a matriz extracelular comeca a ser substituidaupotecido conjuntivo mais denso e
elastico. Esse processo € denominado de fibroptasiza eficiéncia € dependente da
ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasoguineos, ou seja, da
neovascularizacao da regido (HARTLAPP et al., 2060ATANAKA & CURI, 2007).
Inicialmente, a migracgao e ativacao de fibroblastas intensificadas em decorréncia da
liberacdo de mediadores destacando-se PDGF,fT&NEGF. Os fibroblastos sdo os
principais componentes do tecido de granulacaopés anfluéncia dos fatores de
crescimento, sdo ativados e migram das bordas paentro da ferida (THEORET,
2005; STOCUM, 2006; GHOSH & CLARK et al., 2007).

A indugédo da angiogénese ocorre principalmente ped@ direta de fatores de
crescimento sobre as células endoteliais (BALBINGale 2005; MENDONCA &
COUTINHO-NETTO, 2009). Sinalizadores, principalmennembros da familia do
VEGF, contribuem para formagédo de novos vasos (HAAKA & CURI, 2007). Os
macrofagos e os queratindcitos presentes na regiageparo aumentam de forma
significativa a expressao génica de VEGF e sewpteres estdo aumentados nos vasos
sanguineos do tecido de granulacdo (LAUER et @QQR Por volta do quarto dia, com
a fibroplasia e a angiogénese, inicia-se a formaigitecido de granulacédo, o qual é
constituido por macrofagos, fibroblastos, célulaglamatérias e componentes
neovasculares, 0s quais sao sustentados pela neadiiacelular. Esse tecido é
edematoso e exsudativo e caracteriza-se pela geedermuitos espacos vazios, devido
a imaturidade dos vasos (BAUM & ARPEY, 2005; HATAKA & CURI, 2007).

A matriz extracelular, que inicialmente era formadaencialmente por proteinas
derivadas das plaquetas e plasma, tem sua compasigédificada. Os fibroblastos
passam a depositar grandes quantidades de fibimaeet acido hialurénico.

Posteriormente, ha aumento na producéo de glicasgfiganos, que serdo, em parte,



31

substituidos por proteinas como colageno, elaskmainina e proteases responsaveis
pelo remodelamento fisiolégico (BALBINO et al., Z)O

Durante o amadurecimento fenotipico dos fibrobkRstim células produtoras de
colageno, o processo de contracdo da ferida alGrgaficiéncia maxima. Isto ocorre
devido a diferenciacdo de alguns fibroblastos dasrgems das feridas em
miofibroblastos, células com caracteristicas fum@i® semelhante as células do
musculo liso (THEORET, 2005; SEPHEL & WOODWARD, 3)0

Dentre as moléculas, cujos efeitos sobre a regggaitélo sdo os mais estudados
destacam-se EGF e TG@k-Esses fatores de crescimento enddgenos, proguzido
principalmente por macrofagos e eosinofilos, sawsiclerados importantes reguladores
da proliferacdo dos queratinécitos no sitio dadgSSANTORO & GAUDINO, 2005).
Os queratindcitos tornam-se células hiperprolifeaat e migratoérias que produzem e
secretam componentes da matriz extracelular e guiliieos sinalizadores, ao mesmo
tempo em que seu citoesqueleto é alterado paredagio de queratina (SANTORO &
GAUDINO, 2005). A formacao do epitélio ocorre palamento de tamanho, da divisdo
e da migracdo das células da camada basal damepidabre a area de reparacdo do
tecido conjuntivo subjacente. Nas feridas com ptotdd da derme, a epitelizacdo se faz
apenas das margens da mesma, pois ndo ha anex@seautremanescentes. A
ineficiéncia do processo mitdtico destas células etapas iniciais € devido a
inexisténcia de substrato adequado na regido wkafejue somente é fornecido quando
o tecido de granulagédo alcanca o nivel da epidéBA&BINO et al., 2005). A fase
proliferativa tem duracéo de 12 a 14 dias (HATANARACURI, 2007).

A fase de remodelamenéomarcada por maturacédo dos elementos e alteragdes
matriz extracelular, ocorrendo aumento na deposgédeorganizacdo do colageno e
aumento da resisténcia da cicatriz, que adquiremhaica ténsil. A maioria das células
desaparece, observando-se apoptose de fibroblas#lslas endoteliais (BALBINO et
al., 2005; HATANAKA & CURI, 2007). A resisténcia dema cicatriz é dada pela
quantidade de colageno depositada e pela formagoenas fibras estdo organizadas. O
remodelamento envolve etapas sucessivas de prqddg@estdo e orientacdo das
fibrilas de coldgeno. Inicialmente, a deposicdaaégeno é feita de maneira aleatoria,
tendo como orientacdo a organizagdao da fibronecendependente da natureza e

direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Subsequamte, essas fibras sdo digeridas,
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ressintetizadas, rearranjadas conforme organizaegdofibras do tecido conjuntivo
adjacente e lateralmente ligadas por ligacoes ented (BALBINO et al., 2005).

pY

Nesta fase, os eosinéfilos aparecem e podem edtaionados a producao
adicional de fatores de crescimento (HATANAKA & CURO007). Além de efetores
imunes, os linfocitos sdo, também, fontes de fatoee crescimento. Eles s&o atraidos
para a regido da ferida em igual nUmero aos margeita partir do décimo quarto dia,
séo as células que predominam na regido (PARK & B4R 2004).

Ao final desta etapa, os anexos da pele, comaulol pilosos e tecido glandular
sofrem regeneracao limitada e a coloracdo da @aatpélida, pois a regeneracdo dos
melandcitos é deficiente e as cicatrizes sdo hgmarizadas devido ao
desaparecimento dos neocapilares. Esta fase dentaenente, podendo durar de meses
a anos e, mesmo assim, uma cicatriz cutanea canp@ate madura possui apenas 70%
da resisténcia da pele normal (BALBINO et al., 208ATANAKA & CURI, 2007).

3.2.3 Classificacdo das feridas e principais trataos disponiveis

Uma ferida € representada pela interrupcdo daincodéde de um tecido
corpOreo, em maior ou em menor extensao. Podeassada por fatores extrinsecos
(como a incisédo cirargica e as lesdes acidentaiscpde ou trauma) ou por fatores
intrinsecos (como as feridas por infeccéo, as a@cerdnicas, as causadas por alteracdes

vasculares, defeitos metabdlicos ou neoplasiaspAEETTI, 1998).

Existem diversos sistemas de classificacdo dela®riBorges et al. (2001) e
Dealey (2001) descreveram as formas de cicatrizdeaferidas e as denominanate
primeira intencap quando ndo h& perda de tecido e as extremidageeld ficam
justapostas uma a outrale segunda intencdoquando ha perda de tecido e as
extremidades da pele ficam distantes uma da os#rajo necessaria a formacdo de
tecido de granulagéo, a contracao e a reepitebzdadesao; oule terceira intencdo
quando ha fatores que retardam a cicatrizacdo @elesdo inicialmente submetida a
um fechamento por primeira intencdo. O processatr@@l por primeira intencao
geralmente ocorre dentro do tempo fisiologico emp@re, como consequéncia, deixa

cicatriz minima; o de segunda intencéavolve extensa producdo de tecido de
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granulagao, requer maior tempo de reparo e prodwz cicatriz significativa e o de

terceira intengdo, deve ser constantemente moddora

Em relagdo a extenséo do defeito as feridas s@sifitadas comauperficiais
(quando restritas a epiderme),mrda parcial(envolvendo epiderme e parte da derme)
e deperda totalda continuidade do tecido (comprometendo epided®ene completa
e tela subcutanea, podendo atingir musculos, tengl@ssos). De acordo com o tempo
necessario para o reparo tissular, estas, classfie emagudas aquelas causadas por
cirurgias ou traumas e com reparagdo em tempo adege sem complicacdes, ou
crénicas nas quais o reparo ocorre mais tardiamente, rgerdé com complicacbes
associadas e necessidade de intervencbes maidicadds do que os métodos
convencionais (BRYANT, 1992; MANDELBAUN et al., 2B0BLANES, 2004).

Alguns autores propdem, ainda, uma subclassificagéferidas complexas. Estas
seriam as feridas de dificil resolu¢do, agudasrénicas, associadas a uma ou mais das
situacbes seguintes: perda cutanea extensa, dadeli dos tecidos comprometida
(concomitante com isquemia e/ou necrose locakcgiies agressivas e associagdo com
doencas sistémicas que causam prejuizo para 0ssSpoX normais de cicatrizagdo
(como diabetes, vasculopatias, vasculites, etc)RBING et al., 2002; FERREIRA et
al., 2006).

Durante séculos, o tratamento de feridas variom ©oobjetivo de melhores
resultados cicatriciais em um menor tempo. Congéelaa conduta, as feridas podem
ser submetidas ao tratamento conservador ou anirgi conduta conservadora €
adotada nos pacientes sem condi¢des clinicas gligué tratamento cirdrgico, nas
feridas pequenas e superficiais, e naguelas emi@siaiciais do seu desenvolvimento.
A terapia conservadora compreende o uso de cusadivooberturas (carvao ativado,
hidrocoloide, sulfadiazina de prata, entre outra®, debridantes topicos (papaina,
colagenase, alginato de célcio, hidrogel), de eantds e de medidas sécio-educativas
(limpeza local da ferida e mudanca dos hébitosidke) (MANDELBAUN et al., 2003;
BLANES, 2004).

O tratamento cirurgico é indicado para as ferig@®nsas e/ou profundas, com
exposicao de tecidos nobres, relacionadas a scipsrtisseas de apoio, associadas com
graves doencgas sistémicas ou infecgOes e nos dasasiputacdes. Os procedimentos
cirurgicos podem ser agrupados em debridamentigio e enxertos de pele, isolados
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ou associados a terapia por pressdo negativanfsisievacuo), retalhos pediculados ou
retalhos microcirdrgicos, e reimplantes (HARDING att, 2002; FERREIRA et al.,
2006; COLTRO et al., 2011).

Atualmente, o tratamento de feridas representéeunma de relevante preocupacao.
Urge a necessidade de qualificacdo, ampliando edagem para o conhecimento da
anatomia da pele, para fatores responsaveis petta g sua integridade, para a
fisiologia da cicatrizacdo e para a fundamentag@dda e pratica dos procedimentos
associados ao déficit tegumentar. A literaturgpproiona uma variedade de relatos
com diferencas entre os graus de sucesso e fadadderentes procedimentos, porém
ainda ndo existe um protocolo padrdo que definaethan maneira de acelerar o

processo cicatricial de feridas cutaneas.

3.3 Células-tronco

A célula-tronco (CT) é definida como um tipo deutglindiferenciada, capaz de
se multiplicar mantendo-se indiferenciada por langeriodos, tanto vitro comoin
vivo, mas que diante de estimulos especificos podeeddir-se em células maduras e
funcionais. Além disso, tem a propriedade fundaalede divisdo assimétrica, ou seja,
ao mesmo tempo que origina células precursoras capacidade de diferenciacéo
restrita a um determinado tecido, produz céluld#erenciadas que repde a populacao
de células-tronco (ZAGO & COVAS, 2006) (FIGURA 4).
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Figura 4 - Desenho ilustrativo da propriedade fundamentaldivisdo assimétrica
das células-tronco (Fonte: ZAGO & COVAS, 2006).

Com relacdo a potencialidade, as CT podem sgotentes, pluripotentes ou
multipotentes. Quanto a origem podem ainda sesiflzedas como embrionéarias ou
adultas (OKAMOTO & SANTOS, 2004; CIRNE-LIMA, 200MORSCZECK et al.,
2008).

As células-tronco derivadas de estagios inici@sethbrides e que possuem a
capacidade de se diferenciar em todos os tiposacetuque compde um organismo
adulto, aléem dos anexos embrionarios, sdo denomsnale totipotentes Quando
derivadas de um estagio embrionario mais avangaduastocisto, estas possuem a
capacidade de originar células oriundas das tnémdas germinativas embrionarias —
mesoderme, ectoderme e endoderme — e sdo cladgaficamopluripotentes As
células pluripotentes podem dar origem a qualgyer telular que compde um
individuo adulto; porém, nunca a um novo individomis ndo possuem a capacidade de
gerar 0s anexos embrionarios (SLACK, 2000; CIRNEH] 2007; FONTANA, 2009).
As células-tronco multipotentes estéo presentaadividuo adulto, com capacidade de
originar apenas um limitado namero de tipos ted¢gluastas células sdo denominadas
de acordo com o 6rgdo do qual derivam (GAGE, 2@0@m sido alvo de estudo e
trabalhos experimentais devido a sua plasticidadgyal permite a diferenciagdo em
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tecidos como figado, sistema nervoso central, np@creas, pulmdes, pele, trato
gastrointestinal, coragcdo e musculo esqueléticafreéleoutros (RIZZO et al., 2005;
NAKAGE & SANTANA, 2006; ZAGO & COVAS, 2006; SASAKIet al., 2008).

Até o presente momento, as células-tronco aduffas, podem ser obtidas de
diferentes tecidos do individuo adulto, melhor éatlas, sdo as células-tronco
mesenquimais (CTMs) (OKAMOTO & SANTOS, 2004; NAKAG& SANTANA,
2006). Diversos oOrgdos e tecidos tém o seu compamtd de células-tronco
mesenquimais, podendo ser isoladas da medula d@hksaacido adiposo, rim, figado,
baco, pulméo, pancreas, tenddées, membrana sinfbwidg amnioético, placenta, cordao
umbilical e poupa dentaria (NARDI & MEIRELLES, 2006EONG et al., 2010)
(FIGURA 5).

Inner Cell Mass
(ICM})

Muscle Tooth

t

Umbihical Cord

Late Blastocyst

i Bone Marrow-derived Umbilical Cord Blood- Adipose Tissue -
Embryonic Mesenchymal derived Mesenchymal derived
Stem Cell Stem Cell Stem Cell Stem Cell

Muscle-derived Dental Pulp Stem
Stem Cell Cell

Figura 5 - Desenho ilustrativo dos diferentes sitios pdreermcdo de células-tronco
(Fonte: SEONG et al., 2010).

Estas células foram descritas pela primeira vezFpedenstein et al., em 1966,
que observaram a presenca de uma populacdo cepdanliar em células
mononucleares da medula éssea de camundongospdfsdacao era representada por
células com formato fibroblastdide e apresentapaogriedade de formar colbnias
vitro, sendo dessa forma denominadas de unidades formsadde colbnias
fibroblastoides (CFU-F) (NARDI & MEIRELLES, 2006;AG0O & COVAS, 2006;
BYDLOWSKI et al., 2009; HWANG & CHOIN, 2010).

De acordo com critérios estabelecidos pela Sodeti#ernacional para Terapia
Celular (ISSCR), séo caracteristicas minimas pardefinicdio de CTMs: a) a

propriedade de aderir ao plastico quando mantidefr&scos de cultura; b) expressao
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dos marcadores de superficie celular CD105, CDZ®80 e a expressdao menor que
2% ou auséncia de expressao dos marcadores déicgepmiular CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD7% ou CD19 e HLA classe Il e c) a capacidade, derafi@acdo em
adipdcitos, condrocitos e ostedcitos apos inducpedaficain vitro (OKAMOTO &
SANTOS, 2004; DOMINICI et al., 2006; ZAGO & COVAZ006; CHEN et al., 2008).

Apesar de ndo serem imortais, as CTMs tém capeida se expandir até 50
vezes em cultura, mantendo seu potencial de crestore plasticidade. Entretanto,
estas células apresentam inibicdo do crescimentatiagir a confluéncia, levando a
necessidade de varias passagens sucessivas pareeisguantidades de CTMs com
auséncia de outros tipos celulares. (BYDLOWSKIl e2809).

A fracdo estromal do tecido adiposo é constituddapré-adipdcitos, células
endoteliais, macréfagos, fibroblastos e tambémaétuwlas-tronco mesenquimais, que
quando apropriadamente estimuladas, dao origem tadait®s, condrdcitos, e
adipécitos. Apesar de ser a medula 0ssea a fothteeiramente usada, esta possui
limitacbes como a quantidade de células colhidgsadeente, além da ocorréncia de dor
e morbidade decorrentes do procedimento de ca@rtpjanto que, as CTMs derivadas
do tecido adiposo sdo mais facilmente obtidas (ZAtkal., 2001; ZUK et al., 2002;
YARAK & OKAMOTO, 2010).

Nos ultimos anos, a expansao do conhecimento sobrelogia das CTMs abriu
perspectivas para sua utilizacdo na medicina regevee e/ou reconstrutiva. Além do
potencial de diferenciacéo, o potencial regenavatiass CTMs deve-se a secrecdo de
um largo espectro de moléculas bioativas, comadatde crescimento, que podem
estruturar o microambiente de regides injuriadasRICAN, 2007). Outra caracteristica
importante para o processo de regeneracao teaidaapropriedade imunoreguladora
apresentadas por estas células, as quais sao sagaz®dular a funcédo imunologica de
vérias populacdes celulares tais como células epi@oras de antigenos, células T,
células B e células NK (RAMUSSON, 2006). Ademais, pdo expressarem moléculas
coestimulatorias, as CTMs apresentam limitada irganicidade (UCELLI &
PISTOIA, 2006).

Dessa forma, caracteristicas como o facil isolamemultipotencialidade,
potencial regenerativo e imunomodulador favorecemso das CTMs para terapia
celular de varias patologias o0 que é especialmartressante para a medicina
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regenerativa e a engenharia de tecidos (ZAGO & COV2006; KOLF et al., 2007,
BYDLOWSKI et al., 2009).

3.4 Plasma rico em plaquetas

As plaquetas sdo células anucleadas derivadasgi®déntos citoplasmaticos de
megacariécitos formados na medula 0ssea. Possti@mgrahulos contendo fatores de
crescimento que desempenham papel importante nadstase de locais lesados,
iniciando e regulando alguns estagios da cicatizaecidual (THORWARTH et al.,
2006; FARRAG et al., 2007; FOSTER et al., 2009; PERLINI, 2009).

Os fatores de crescimento sdo peptideos sinalesdpie regulam o metabolismo
celular por meio da interagdo com receptores desrfuo celular, das vias de
sinalizacao intracelular e, finalmente, do aumelatdranscricdo de fatores de produgéo
de proteinas que resultam na regulacdo de diversm#os celulares essenciais como
mitogénese, quimiotaxia, citodiferenciacdo e seétede matriz extracelular
(ANTONIADES & WILLIANS, 1983; GIANNOBILE, 1996; LIND, 1996;
DAHLGREN et al.,, 2001; SCHLIEPHAKE, 2002). Entretess fatores estdo as
principais isoformas do fator de crescimento delivde plaguetas (PDGF), fator de
crescimento transformad@r(TGF4), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e fator de crescimento epitelial (EGF) (MARX, 2000HORWARTH et al., 2006;
PORCELLINI, 2009).

O plasma rico em plaguetas (PRP) derivado de saagidlogo é definido como
um volume de plasma com uma concentragéo plagaetéiina dos niveis fisioldgicos
(MARX, 2001; GANDHI et al., 2006). E uma fonte agéma e de baixo custo de
fatores de crescimento, obtido por separacédo eeotnacéo de plaquetas (ANITUA,
1999; LIEBERMAN et al., 2002). Contém ainda, amitidés, sais, vitaminas, lipidios
(KIERSZENBAUM, 2004) e algumas moléculas de adesétular como fibrina,
fibronectina e vitronectina em sua composicdo (MARBO1; FOSTER et al., 2009).
Essas caracteristicas tornam o PRP um hemoderozmiz de atuar na proliferacéo e
diferenciagao celular, quimiotaxia e angiogénesARM, 2001; THORWARTH et al.,
2006) e assim, otimizar o processo de reparo taLi@@QROVETTI et al., 2004,
FOSTER et al., 2009; BOSCH et al., 2011). Este ygimtem sido utilizado em varias
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areas meédicas, como cirurgias maxilofaciais, odmaés, medicina esportiva,
reconstrugdo 6Ossea, engenharia tecidual, cosmetiogplantes dentarios (ANITUA,
2006; BOSCH et al., 2011).

Inicialmente o PRP era obtido através de maquiegsdasmaférese e utilizava-se
a trombina bovina para sua ativagdo. Porém, oesser em facilitar sua obtencédo e
diminuir os custos fez com que surgissem equipavseatitomatizados e diversas
metodologias, inclusive com substituicdo da trombovina por trombina autologa
(KEVY & JACOBSON 2004). As maquinas automatizadamcseus “kits” tornaram
simples a obtencdo do PRP, porém os custos aimdale@ados (EFEOGLU et al.,
2004). Recentemente alguns protocolos simplificathra sido propostos para a
producdo de pequenas quantidades de PRP com oeusenttrifugas de bancada
(ANITUA, 1999; MARX, 2004). Tais protocolos represam uma evolucdo da técnica
inicialmente apresentada, em funcéo do baixo astproducéo e da possibilidade de
execucdo em ambiente ambulatorial ou de pesqulsBNMONA et al., 2009).

Existem diversos métodos de obtencdo de PRP (E¥EREI., 2006), cada um
com sua peculiaridade em relacdo a capacidade decmwacdo das plaquetas e
liberagcdo dos seus fatores de crescimento. Basntame processo de centrifugacao
para o preparo do PRP deve ser estéril, capaz phraseas plaquetas das células
vermelhas do sangue e promover seu sequestro sgmmeipo de dano ou lise que
possa ativar a secrecao antecipada dos FCs (MABDY,)2Aleém disso, a quantidade de
plaguetas obtida € estritamente dependente dalépgwotocolo utilizado (WEIBRICH
et al., 2002).

De acordo com Marx (2001), para que se possa teirdanente concentrar
plaguetas do sangue autélogo, o protocolo adotade dtilizar uma técnica de dupla
centrifugacdo. A primeira (chamada também de dagacdo pesada) separara as
células vermelhas do plasma, o qual contém plasudeicocitos e fatores da
coagulagéo. A segunda centrifugacédo (chamada defegacéo leve) refina a amostra,
separando as plaquetas do plasma, juntamente coodclws e uma pequena
quantidade de células vermelhas. Essa centrifugpgdduz o PRP, e o separa do
plasma pobre em plaquetas (PPP). Protocolos de weictrifugacdo ndo produzem
PRP, mas sim uma mistura de PPP e PRP que temadevbhixas concentracoes
plaquetarias, fato que foi igualmente verificads pasquisas de Arora et al. (2009) e
Nagata et al. (2010).
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N&o s6 o numero de centrifugacdes € importantgemaro do PRP, mas também
a forca de rotacao selecionada. Um aumento na fttegatacdo pode garantir maior
concentracdo de plaquetas. Entretanto, é precissidarar que as forcas mecanicas
demasiadamente elevadas para o preparo do PRP piadelném, ativar precocemente
as plaguetas, levando a liberacdo dos fatoresesdeinrento e consequentemente a sua
perda no sobrenadante durante o processo de ugag#o, comprometendo a
eficiéncia terapéutica do PRP (MESSORA et al., 2009 Neill et al. (2001) postulam
que o PRP seja autélogo devido ao risco de rejagaapossibilidade de secrecdo dos
FCs.

Dentre os diversos tipos de anticoagulantes atibz na coleta sanguinea para
obtencdo do PRP o citrato de sodio parece ser @ mdicado por preservar a
integridade da membrana das plaquetas (MARX, 200B#NDADE-SUEDAM et al.,
2007). Além disso, é possivel reverter seu efeitbic@eagulante com a adicdo de
derivados de calcio a amostra, viabilizando o s am transfusdes sanguineas e de
plasma, além das demais aplicacdes clinicas, cagéie de PRP (KERR, 2003).

A ativacdo das plaquetas pode ser realizada mmtesgyfisiologicos (ex: trombina,
tromboxano, colageno, ADP, fator ativador de pléagieserotonina e epinefrina) e
farmacolégicos (ex: o ionéforo de célcio, o clorate calcio e os analogos de
endoperoxido ciclico) (BLOCKMANS et al., 1995; CARMIA et al., 2007). Acredita-
se que todos esses agonistas desencadeiam sdas pfei meio da interacdo com
receptores localizados na membrana plasmatica ldgsgtas (BLOCKMANS et al.,
1995). Entretanto, é importante ressaltar quevagipb (FIGURA 6) das plaquetas deve
ser realizada préximo ao momento da aplicagdopded a assegurar uma adequada

concentracdo dos fatores de crescimento (MAIA, 2008
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Figura 6: Figura esquematica das plaquetas em repouso eauadinadas. Onde: (a)
trombina; (b) receptor; (c) ativacdo da trombind) {atores de crescimento; (e)
granulose; (f) sistema tubular aberto; (g) mitocondria; (hi)e citoesqueleto e
membrana; (j) granulo denso e (k) pseuddpodes. EFONBVERTS et al.,, 2006
(modificada por GARCEZ, TNA. 2012).

O gel de PRP é uma variacao na formulacdo do ntmac® plaquetario obtido
através da adigdo de trombina e gliconato de calwiBRP. Estes ativam o sistema de
coagulacéao, resultando na gelificagcdo do PRP, dapia sua aplicagdo em diversas
cirurgias (LINDERMANN et al., 2001; EFEOGLU et &004).

A literatura pertinente demonstra uma relacaaaliretre o numero de plaquetas
e a producdo de fatores de crescimento (MARX, 2(BRPLEY et al., 2004).
Comparacdes realizadas por testes de ELISA entosteas de sangue basal e PRP
demonstraram que este Ultimo apresentou aument6dgezes na concentracdo do
TGF$1; 5,1 vezes na concentracdo do PDGF e 6 vezesnmeertracdo do VEGF
(MARX, 2004; EPPLEY et al., 2004). Entretanto, Maza et al. (2009) ressaltaram
que pode haver diferencas nesta relacdo deviddabii@ade individual na producéo e
estocagem desses fatores. Outro fator que podeétanslcasionar esta variacdo é a
técnica de ativacdo do PRP a ser utlizada antespmaedimento cirargico
(MAZZUCCO et al, 2009; WEIBRICH et al., 2002).

Para a maioria dos autores a concentracéo céliglalr de plaquetas no PRP deve
ser superior a 1.000.0Q0/(MARX, 2001; GONSHOR, 2002; EPPLEY et al., 2004;
KEVY & JACOBSON, 2004); o que corresponde a umenuento ao redor de 4 a 5

vezes a encontrada no sangue humano sem nenhupaaagdo. No entanto, Anitua et
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al. (2004) postularam que concentracdes superar@30.000 plaquetad/ ja seriam
suficientes para alcancar algum efeito terapéutico.

Apesar do grande numero de ensaios clinicos catiizacao deste biomaterial,
até o momento ndo existe um modelo experimentainidef e um protocolo
estabelecido para sua producgdo, ficando, em gerakitério de cada pesquisador
estabelecer uma metodologia propria que possaxsguizel diante das condi¢Bes de

trabalho existentes.

3.7 Células-tronco e plasma rico em plaquetas conajuvantes da cicatrizagdo

cutanea

3.7.1 Células-tronco mesenquimais

As CTMs secretam uma grande variedade de citogirae antiinflamatorias e
FCs, que contribuem para a modulacdo da respdienatoria, o restabelecimento do
suprimento vascular e a reparacdo adequada dootemtdrretando a homeostasia
tissular e imunolégica. Podem ainda, induzir as aleneélulas presentes no nicho
tecidual a secretarem outros fatores sollveis gseéme@am a diferenciacao,
favorecendo o processo de reparo (MONTEIRO et24l10). No caso de terapias
celulares com células-tronco, além do efeito egtitdrio de regeneracdo, ensaios
clinicos relatam diferenciacdo das mesmas em séliddecido residente (SILVA et al.,
2009).

A infusdo Unica de CTMs alogénicas derivadas da &M modelo de feridas
cutaneas em ratos, vinte e quatro horas apés séex@u multiplas infusées por quatro
dias subseqientes a excisdo, ndo s6 reduziu o tdmmicatrizacdo como também
aumentou a elasticidade do tecido associada aordorda deposicdo de colageno na
area da lesdo. Além disso, nesse modelo a infusa€TMs alogénicas foi mais
eficiente em promover a reepitelizagdo das ferglagqjue a infusdo de fibroblastos
segundo Mcfarlin et al. (2006).

No trabalho realizado por Goldenberg et al. (20@6)avaliada a dinamica da

cicatrizacdo de Uulceras provocadas cirurgicamemte camundongos com CTMs



43

aplicadas topicamente. Os autores observaram umiaud¢éo da quantidade de CTMs
na superficie da lesdo a partir do 3° dia, devigmssivel diferenciacdo das mesmas
durante o processo de cicatrizacao.

Também com o intuito de avaliar o potencial térdjgo topico das CTMs em
Ulceras cronicas isquémicas e ndo isquémicas, &odd., 2007, demonstraram que as
CTMs foram mais efetivas na promocéo da cicatrizadds feridas do que células
mononucleares obtidas da medula éssea. As CTMsmaxeleraram a formacéo de
tecido de granulacdo, como também aumentaram aigépade colageno auxiliando a
reepitelizacdo através de mecanismos diretos codif@r@nciacdo em miofibroblastos
e indiretos com a producéo de fatores como FGF,WVEBGDGF.

Em estudo clinico Falanga et al. (2007a) compeovwagque CTMs contribuem
significativamente para a cicatrizacdo de Ulcerasicas de membros inferiores em pés
de pacientes que apresentavam insuficiéncia vesr@séca e neuropatia diabética ou
Ulceras agudas apés a remocao cirdrgica de algpossde canceres de pele. Em ambos
0S casos os pacientes foram tratados com aplitapém de CTMs autbélogas entre as
22 e 42 passagens. Os autores demonstraram a &rm@govas fibras elasticas, cerca
de oito dias ap6s o inicio do tratamento. Os p&esedo grupo portador de Ulceras
cronicas apresentavam um histdrico prévio de irssaceom tratamentos de rotina e
todos os individuos tinham Ulceras persistentesnpais de um ano. Nesse grupo, o
decréscimo do tamanho das Ulceras e/ou a cica@lozapmpleta puderam ser
observados em torno de 16-20 semanas. Destacogas®ae uma paciente portadora
de artrite reumatdide com Ulcera venosa existeatanhis de 10 anos, cuja ferida
cicatrizou completamente nesse periodo.

Javazon et al. (2007) demonstraram que a aplicagica de CTMs da MO em
Ulceras de camundongos diabéticos db/db, diferertendo observado nos grupos que
receberam células mononucleares da MO e PBS, aomantepitelizacdo, a formacéo
de tecido de granulacdo e a neovascularizagcaoéata® mecanismos indiretos (efeito
paracrino).

Neste mesmo contexto, com o objetivo de definias€TMs persistem no local
da lesé@o apGs o tratamento e se teriam capacidgadegihar novas estruturas, Falanga
et al. (2007b) utilizaram um modelo animal de feridrirgica em camundongos
diabéticos db/db e CTMs que expressavam GFP. As<fokm capazes de penetrar

na ferida por volta do 5° dia, porém, poucas cgel@&P+ foram encontradas na lesao
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cicatrizada e as mesmas pareceram ndo ter sendifsle em queratindcitos. Vale

ressaltar o aparecimento de estruturas endotetiamp vasos sanguineos marcados
positivamente por GFP, evidenciando a possivelratifdacdo das CTMs nessas
estruturas e seu importante papel para o processeaangiogénese.

A injecdo de CTMs GFP+ derivadas da MO de camugo®nas bordas de lesbes
cutaneas experimentais foi capaz de acelerar oegsocde proliferacdo celular,
angiogénese e reepitelizacdo tanto em camundomyo®is, quanto em camundongos
diabéticos db/db, quando comparada a aplicacadbdeblastos dermais alogénicos
neonatais ou de veiculo controle, segundo estuel®ue colaboradores (2007). Estes
pesquisadores demonstraram ainda a possivel difagdo das CTMs em
queratindcitos na derme do tecido cicatrizado. Atksso, em um periodo mais tardio,
foram observadas estruturas glandulares GFP+. &@arsin ainda um aumento
significativo da expressdo de fatores de -crescimevdsculares e endoteliais,
evidenciando o potencial pré-angiogénico das CTMs.

Badillo et al. (2007) trataram Ulceras de camugdodiabético (db/db) com
CTMs isoladas a partir de figado fetal e observamn7° dia uma diminuicao
significativa do espacamento entre as bordas daajlalém do aumento da formagéo
de tecido de granulacdo e da presenca de célul&l+«Bbo local. Foi observado,
também, aumento da expressédo de EGF, FGE-VEGF e da contractilidade do tecido
neoformado, caracteristico de um processo de dg&mode colageno eficiente no grupo
de animais tratado com CTMs

Em 2008, Kwon et al. trataram Ulceras em ratogédieos com CTMs isoladas de
MO. Os autores observaram uma melhor reepitelizagg&ocanimais tratados associada
ao aumento dos niveis de colageno do tipo | e Mero da ferida, bem como o
aumento da expressao de fatores soluveis comofl G5+, VEGF e PDGF.

Chen et al. (2008) demonstraram, que o efeitocpaddas CTMs derivadas da
MO de camundongos é capaz de aumentar a proliterdedmacréfagos, células
progenitoras endoteliais e a secrecdo de diveettoset de crescimento importantes
para o processo de cicatrizacdo em modelo de fesdsional em camundongos. A
aplicacdo topica do sobrenadante concentrado dtasasude CTMs nas lesfes foi mais
eficiente que a aplicacdo topica do sobrenadardecdiuras de fibroblastos dermais
aumentando ndo s6 o numero de macrofagos e cehagsnitoras endoteliais no local

da lesdo, mas também a quantidade de fatores st@noemto tais como VEGF e EGF.
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Em estudo sobre a atuagdo do colageno como fag@merativo, as CTM de
tecido adiposo foram utilizadas para o preenchimdatritides faciais. Concluiu-se que
quando associadas ao acido hialurdénico séo capgaga®encher sulcos profundos, com
melhora progressiva do ténus da pele e diminuigolidhas de expressao, provendo a

base para estratégias de regeneracao e repamdiertole (SILVA et al., 2009).

3.7.2 Plasma rico em plaquetas

A aplicagdo do PRP no local de uma lesdo ampirflaéncia dos fatores de
crescimento principalmente nos estagios iniciais pcesso de reparacéo.
Resumidamente, os fatores provenientes degranulos plaquetarios induzem
quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo celulagovascularizacdo, deposicdo de
matriz extracelular e de colageno (EVERTS et &062. Existem relatos do uso do
PRP em cirurgias odontoldgicas, ortopédicas, oftals) neuroldgicas, laparoscopicas,
reconstrutivas, entre outras (ANITUA, 2006).

Entre os diversos fatores de crescimento, sec®taiivamente pelas plaguetas e
que atuam na cicatrizagdo, encontram-se os trésers8 do fator de crescimento
plaquetario (PDGF) — PDGFaa, PDGFbb e PDGFab — f@bises de crescimento
transformadore$ (TGF3) — TGH1 e TGHB2 — o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento epitéikabF) (HENDERSON et al., 2003;
CROVETTI et al., 2004; MARX, 2004; MAZZUCCO et akp04; MENDONCA &
COUTINHO-NETTO, 2009).

O PDGF é o primeiro fator de crescimento a agirpnacesso de reparo. Seu
efeito depende da presenca de outros fatores deiroento e sua principal funcéo é
estimular a mitose e a angiogénese, aumentandm assiecrutamento de células
regenerativas (células-tronco mesenquimais, céhsésoprogenitoras e fibroblastos).
Outra funcdo desempenhada por esse fator de cergoimd a ativacdo macrofagica para
estimulacao de producéo de mais fatores de creston(leIERCE et al., 1991).

O TGF quando liberado pelas plaquetas ou secrgialde macrofagos, exerce
seus efeitos nos fibroblastos, células-tronco ddufaedssea, células endoteliais e pré
osteoblastos (GIBBLE & NESS, 1990; MARX et al., 88&RAGEDA, 2004).

Uma questao importante € o fato de o TGF, quandoacentracdes excessivas,

possuir efeitos adversos a regeneracao tecidusimiAe TGF é capaz de antagonizar os
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efeitos mitdbgenos de outros fatores de crescimardoo por exemplo, o PDGF,
possuindo dessa forma, acé&o antiproliferativa goaath concentracdes elevadas
(MUSTOE, et al., 1987; PIERCE et al., 1991).

O VEGF tem como principal funcdo aumentar a pehiidade do
microambiente promovendo proliferacdo, migracaalaele angiogénese (SUZUMA et
al., 1998).

Ainda, de acordo com Werner & Grose (2003), oerést TGFR e EGF atuam
sinergicamente, melhorando o acesso das célulmsniiforias para a area da leséo,
assim como na angiogénese, fibroplasia e reep@itél@

Liu et al. (2006) demonstraram aumento da prelf@o de fibroblastos e da
producao de colageno proporcional ao aumento dzeotracao plaguetaria no PRP.

Segundo Marx (2001) a atividade do PRP se da feoima cicatrizacdo e
hemostasia. ApGs a ativacdo plaquetaria ocorreesalfdo dos fatores de crescimento.
Estima-se que em 10 minutos ocorra a secre¢ao%e=®m uma hora, de 100% desses
fatores. Apos, eles sintetizariam quantidades awaiais de FC e em oito dias perderiam
sua acao.

Sobre a sua aplicabilidade, ndo ha consenso sobrelhor apresentacdo (forma
liguida ou gelificada). DeRossi et al. (2009) mtiiam gel de PRP no tratamento de
feridas em cavalos submetidos a incisGes cirdargegserimentais. Segundo esses
autores, as feridas tratadas com PRP apresentdenendiacéo epitelial mais rapida e
organizacdo do colageno da derme acelerada, quaondparado ao grupo controle
(sem tratamento).

Balbo e sua equipe (2010) apresentaram os resslta@@ cinco anos de
observacdes sobre o uso do gel de PRP em pacamteperda tecidual resultante de
trauma ou amputacdes. A recuperacao referentecam®s$ moles atingiu taxas de 80-
100% de sucesso. Nos pacientes que apresentavaia @&sea além do defeito em
tecidos moles houve recuperacéo de 80% da moréotgiinal.

A pesquisa de Cervelli et al. (2009) combinourapgia com PRP a enxertos de
tecido adiposo em defeitos por Ulceras cronicasmambros pélvicos com resultados
efetivos e melhor qualidade de integracéo dos &wscer

Em 2010, Vendramin et al. realizaram estudos ldigicos em enxertos de pele
com PRP na forma liquida, com gel de PRP e sem &RRoelhos, avaliando a

integracdo dos enxertos, intensidade de colagéiuzagsposta inflamatéria e a



47

quantificacdo de fibroblastos e macréfagos. Houveemto de 31,6% de fibroblastos,
57% de macrofagos, maior producdo de colageno gosts inflamatoria com a
utilizacdo do PRP. Os enxertos que utilizaram PBFonma liquida demonstraram
melhores resultados que os demais grupos, conoluspie o PRP melhora a
cicatrizagdo dos enxertos cutaneos, e seu usama fquida, injetado sobre a ferida é
mais facil de ser produzido e, neste estudo, obteethores resultados quando

comparados a forma gelificada.

3.7.3 Associagéo terapéutica CTM e PRP na cicglizautanea

Estratégias regenerativas baseadas no uso de &3 Mnsa grande promessa para
procedimentos médicos. Além do uso combinado arenge tecidos, as CTM podem
ser associadas a fatores de crescimento, e/oalaoaigns (sintéticos ou biolégicos), em

um processo chamado de bioengenharia tecidual (FQR®EI, 2009).

Estudos recentes tém sugerido o potencial dazagéio dos produtos biologicos
do PRP (liquido ou a sua formulacdo em gel) nagadie migracdo de células-tronco
para o tecido danificado, estimulando sua prolg&@oae, eventualmente, obtendo o
reparo tecidual (MOROZ et al.,, 2009; SEONG et 2010). Oliva e colaboradores
(2006) verificaram que a utilizacdo do plasma Boo plaquetas, por ser uma fonte de
fatores de crescimento combinados, foi efetiva xpaesao da atividade proliferativa

das células-tronco em cultura preservando a suscichgule de diferenciacao.

Em lesdes cutaneas, parece haver indicios de ggéacaconjunta dos fatores de
crescimento resulta na sinalizacdo para as cétésenquimais e epiteliais migrarem
para o local lesado (DUSSE et al., 2008). Por oiaitlo, aplicacdes tdpicas de fatores
de crescimento isoladamente, incluindo fator deaineento epidermal (EGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fatacrdscimento de fibroblasto (FCF),
para o tratamento de feridas complexas ou croné@asproduzido resultados variados
(MAIA & SOUZA, 2009; MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 209).



4 MATERIAIS E METODO

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 37 coelho®(yctolaguscuniculus) da ordenhagomorfa da
raca Nova Zelandia, sendo um doador macho e ontedi@meas, com idade variando
entre quatro e cinco meses e massa corporal enge drés quilogramas, provenientes
de cabanhas cadastradas a Unidade de Experimertaigfal do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (UEA-HCPA).

Quando da entrada na UEA, os animais foram pesadesiificados e
medicados com dose Unica de ivermectind pé8a via subcutanea (SC), na dosagem
de 0,3 mg.kd. Apés, foram alojados em gaiolas individuais svhperatura e umidade
controladas (18 e 68%, respectivamente) e alimentacdo exclusinmm& base de
racdo comercial peletizada especifica para a espépjuad libitum Todos passaram
por um periodo de adaptacdo, que variou de trésca dias, antes do procedimento

cirurgico.

Os animais foram mantidos e manipulados segundanasrdo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e dar@sdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA). Este projeto foi avaliado e aprovgulo comité de ética em pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), ®edta cadastrado sob o protocolo
namero 11-0359.

! lvermectina Cherry, Laboratérios Cherry do Brasil LTDA, Bagé — RS, Brasil.
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4.2 Coleta e processamento do tecido adiposo e ofgi#go das células-tronco

mesenquimais

4.2.1 Lipectomia

Para a coleta do tecido adiposo foi utilizado umcaidoador da mesma espécie,
macho, de trés meses de idade, pesando 2,9 kg.ifalafoi pré-medicado com
cloridrato de tramaddl(5mg.kg"), midazolami (1mg.kg") e quetamina (20mg.kg)
por via intramuscular (IM); induzido e mantido etarp anestésico com isoflurane
oxigénio 100%. ApoOs cuidados especificos de assefmsi realizada uma incisédo
cirirgica longitudinal de cinco centimetros (5cmmp linha dorso medial em regido
interescapular e cervical a aproximadamente 5ccdiptal, na direcédo cranio-caudal.,
acima do local de maior acumulo de tecido adippam que fosse realizada lipectomia
em bloco (FIGURA 7). Extraiu-se uma por¢cao de tectte aproximadamente 15

gramas.

A sintese foi realizada por reducdo do espacoaramin poliglactina 910de
diametro 4-0, em padr&o continuo simples e derriamaalizada com fio monéildrle
diametro 3-0, em padréo intradérmico. Como protogobs-operatorio instituiu-se
cloridrato de tramadol (3mg.Ry SC, BID, cetoproferfo(2mg.kg') SC, SID durante 3
dias e enrofloxacina(10mg.kg') SC, BID durante 7 dias. As suturas de pele foram

removidas dez dias apds o procedimento cirlrgico.

O fragmento de tecido adiposo foi imediatamentmodigado em um tubo estéril

com tampa, de 50 mL contendo Soro Fetal Bovino }ER®m solucdo de penicilina e

? Cloridrato de Tramadol, Unido Quimica, Sdo Paulo — SP, Brasil.
3 Dormonid, Roche, Sdo Paulo — SP, Brasil.

* Cetamin 10%, Syntec do Brasil, Cotia — SP, Brasil.

> Isoforine, Cristalia, Itapira — SP, Brasil.

6 Poliglactina 910, Shalon, Goiania — GO, Brasil.

7 Nylon, Shalon, Goiania — GO, Brasil.

® Ketofen 1%, Merial, Campinas — SP, Brasil.

? Zelotril 10%, Agener Unido, Brasilia — DF, Brasil.

%5oro Fetal Bovino, Invitrogen — CA, USA.
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estreptomicind (PS) e encaminhado para o Laboratério de Embiimlog
Diferenciacéo Celular no Centro de Pesquisa Expariah (CPE) do HCPA.

Figura 7 — Coleta do tecido adiposo em coelho Nova Zelapdi@a obtencdo das
CTMs. (A) Incisdo de pele até exposidaatecido subcutaneo na regiédo
cervical; (B) exposicdao da fracdo deideca ser coleta. FONTE:

GARCEZ & MORSCHBACHER, 2011.

4.2.2 Obtencéo da cultura celular

No interior da capela de fluxo laminar o tecidotfansferido para uma placa de
Petri e, com o auxilio de tesoura de Metzenbaurgieeado. Os fragmentos foram
lavados com PBS e transferidos para tubos FalcdOdalL acrescidos de solugcédo de
colagenase tipo | (Img.rmLem DMEM 9mM HEPES) por um periodo de 1 hora a
37°C para promover a digestdo do tecido. Apds mpteta digestdo, a enzima
colagenase foi inativada pela adicdo de meio deireuDulbecco’s modified Eagle’s
medium(DMEM)*? suplementado com 10% de SFB.

A suspensédo de células obtida foi centrifugadaSonin a 2000rpm, sendo
desprezado o sobrenadante (fracdo adiposa) e et fetimado (fracdo estromal),

ressuspendido em meio DMEM suplementado.

Realizado o isolamento, as células foram cultisagla DMEM contendo baixa
concentracdo de glicose suplementado com 15mM HE®E&B|, 15% de SFB e
solucdo antibiética de 100units.thide penicilina e 100mg.mLde estreptomicina, a

' PS, Gibco — NM, USA.
2 Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Invitrogen — CA, USA.
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37°C em atmosfera de 5% de £6100% de umidade. ApGs transcorridas 24 horas de
cultivo, o meio de cultura foi aspirado e meio ¢eegoi adicionado. Quando a cultura
celular apresentou confluéncia de 80%, as célulieseates foram removidas com

solucado de 0,05% tripsina-EDTApara posterior subcultivo em DMEM.

4.2.3 Congelamento/Descongelamento das células

As células-tronco mesenquimais em segunda passé@gam congeladas em
SFB suplementado com 5% de dimetilsulféxido e asnadas em freezer -80°C.
Cerca de uma semana antes do transplante, as scdhdam descongeladas e
expandidas.

Células entre a terceira e a quarta passagenm foissociadas com solugcéo de
de 0,05% tripsina-EDTA e ressuspensas em PBS reeotacio 7x10células em um

volume final de 1 mL.

4.2.4 Caracterizacao celular

As CTMs foram caracterizadas por morfologia e rdifieiacdesn vitro. Para
tanto, foram realizados ensaios para a inducdo iteredciacdo em linhagens
condrogénicas e adipogénicas. Para a diferenciegddrogénica, foi utilizado meio
DMEM 15 mm suplementado com 9 mm HEPES, @@L de insulina, 10 ng/mL de
TGF betal e 50 mm de &cido ascérbico 2-fostapor 21 dias. A deteccdo da
diferenciacéo foi realizada por coloracdo com Aldiélue que possui afinidade pelos
grupos anionicos presentes nos glicosaminoglicadas matriz extracelular. A
diferenciacéo adipogénica ocorreu pelo cultivo @Gas1s em DMEM 9 mm HEPES,
10®mol/L de dexametasotia 5 pg/mL de insulina e §@/mL de indometacifé e foi

B Tripsina, Gibco — NM, USA.

1 Acido Ascérbico 2-Fosfato, Sigma — MO, USA.
B Dexametasona, Sigma — MO, USA.

16 Indometacina, Sigma — MO, USA.
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detectada 21 dias apés o inicio do ensaio de difieredo por coloracdo com Oil R&d
a qual tem a propriedade de corar 0s vacuolos akigo

4.3 Procedimento Anestésico

Inicialmente, os coelhos foram escolhidos aleatoeiste pesados e pré-
medicados com a associacdo de cloridrato de trdmging.kg'), midazolam
(0,2mg.kg") e quetamina (20mg.Kg por via intramuscular (IM).

Com os animais sob sedacdao, realizou-se amplatdmia na regido da veia
jugular cervical para coleta de sangue para pregpaBRP e na regido dorsal entre as
escapulas até o final das costelas para prepatardpo cirargico e inducéo das lesbes

experimentais.

A anestesia foi induzida e mantida com isofluraaporizado em oxigénio a
100% administrados através de mascara. Durantansdperatério os animais foram
acompanhados com auxilio de monitor multiparan@&tnmara registro da frequéncia

cardiaca, frequéncia respiratoria, capnometriaraeixia.

4.4 Escolha e padronizacéo dos protocolos de plasmieo em plaguetas

Devido a extensa oferta de protocolos e metoddodia obtencdo de PRP
optou-se por realizar o estudo da viabilidade lzagdo do PRP em duas etapas.

Em um primeiro momento, uma revisdo bibliografioa donduzida a fim de
selecionar os protocolos que mais se adequasseob@bisos deste estudo. Assim, trés
protocolos foram escolhidos e testados a fim depeoan: a capacidade de incremento
(concentragdo plaquetaria), o tempo necessarioegam, a praticidade de reproducéo,
a necessidade de equipamentos para a producaotddame a sua reprodutibilidade

7 0il Red, Sigma — MO, USA.
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em nosso laboratério. Os resultados obtidos apas asdlises orientaram a escolha e
adequacao do protocolo proposto por Nagae et(dl7.2

4.4.1 Protocolo de obtencao de plasma rico em ptaguiquido

Para a coleta da amostra de sangue, padronizoues®puncédo da veia jugular,
devido ao volume de sangue requerido, aproximad@am&h mL. Assim, com 0s
animais anestesiados conforme previamente reléagoeparado o campo de puncéo e
procedeu-se a coleta com agulha 25x7 mm acopladseeénga de 10 mL preparada
com 1 mL de anticoagulante a base de citrato die.sOdrocedimento foi realizado em
duas etapas. O volume obtido foi armazenado enrgjfraiscos contendo 0,5 mL de
citrato de sodio por tubo. O sangue foi encamintgata Laboratério de Embriologia e
Diferenciacao Celular do HCPA onde foi transferza um tubo Falcon® de 15 mL

para, em seguida, ser processado.

Do conteddo sanguineo total (sangue e anticoagulamiedindo
aproximadamente 17ml), transferidos para um tub&riede 50 mL, foi reservada uma
amostra (1ml) para contagem plaquetaria e demhbisegacelulares sanguineos.

Todo procedimento foi realizado em capela de fliaxoinar a fim de manter a

assepsia da amostra cujo produto final foi aplicaakanimais.

O organograma apresentado na Figura 8 demonstracqaiéria de

procedimentos realizados ap0s a coleta sanguineadsranimal.

O protocolo proposto (FIGURA 9) preconizou a dupdatrifugacdo, sendo a
primeira a 250 g durante 10 minutos. Ao final desti@pa, o tubo apresentava trés
camadas distintas formadas pelas hemacias — no fimdubo -, pela zona de névoa,
composta pelos leucécitos e plaquetas maiores adaintermediaria — e pelo plasma
— camada superior. Coletou-se o0 plasma e a zonawm e descartou-se o restante do
volume correspondente a por¢cdo mais concentradaeemacias. A por¢cao coletada foi
novamente centrifugada a 1000 g durante 10 minufos. final da segunda
centrifugacdo obteve-se a formagédo de um pelldin@ntado ao fundo do tubo) e uma

porcao de plasma. Coletou-se este “pellet” e uagitr de 150 puL do plasma, que apos
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homogeneizagdo, formaram o PRP. Este produto erad@tonado em um tubo tipo

“eppendorf” e encaminhando ao bloco cirdrgico patansplante imediato.

A plaguetometria foi realizada no momento da cotiiasangue e apés cada
protocolo de concentracdo em todas as amostrasy@Etbdo automatico. A quantidade
de plaquetas alcancadas em cada amostra e o vadat fde referéncia) foram

analisados.

Figura 8: Sequéncia da preparacdo do PRP. (A) Transferéoct&angue do tubo com
anticoagulante citrato de sodio 3% para utwmo téralcon; (B) primeira
centrifugacdo; (C) tubo Falcon apés a prieneentrifugacdo apresentando
trés camadas distintas formadas pelas hesacio fundo do tubo -, pela
zona de névoa, composta pelos leucocitosaquptas maiores — camada
intermediaria— e pelo plasma — camada superior; (D) coleta das duas
camadas superficiais (plasma e zona de néwdsdnsferéncia para novo
tubo Falcon; (E) formacéo (ao final da segucentrifugacédo) de um “pellet”
(sedimentado ao fundo do tubo) em uma postgerior de plasma; (G)
coleta do “pellet” e uma fragdo de 150 plptisma, que apos
homogeneizagéo, formaram o PRP a ser utdinad experimentos.
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10009 @
10 minutos
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10 minutos

Figura 9: Esquematizacédo do protocolo para obtencdo do BPRRFsangue total; (1)
primeira centrifugacdo do sangue total a @a@idades por 10 minutos; (B)
fracdo plasmatica; (C) zona de névoa; (D)dwas; (2) segunda
centrifugacéo das fragbes B e C a 1000 gaals por 10 minutos; (E) fracao

plasmatica final ou PPP (plasma pobre emuglias); (F) pellet e uma fracéo
PRP.

4.4.2 Protocolo de obtencéo de plasma rico em ptagiem gel

Para a elaboracdo da fracdo em gel do PRP prosedeutodas as etapas
anteriormente citadas (4.4.1 — Protocolo de obterd@ plasma rico em plaquetas
liguido) até a obtencdo do produto gerado pela reEgucentrifugacdo (volume
sobrenadante (plasma) e pellet precipitado). Em&conizou-se a coleta do pellet,
juntamente com 2 mL do sobrenadante. Esta fragassémla para fornecer a trombina
autdgena, necessaria a gelificacdo. Separou-sepancala (0,5 mL) para contagem
plaguetéria e o restante da amostra foi divididadess por¢cdes e colocada em placas
de 24 pocos, utilizadas como moldes circularegjoorados 15QL de gliconato de
calcio para a coagulacdo e formacédo do gel (FIGURA As amostras foram entéo
enviadas ao centro cirdrgico para imediata utibpac
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Figura 10: Etapa final do PRP na forma de gel. Disposicaratsio PRP em moldes
circulares e posterior adicao dejl5@e gliconato de célcio para a
coagulacéo e formacao do gel de PRP.

4.5 Procedimento Cirargico

Com o animal sob anestesia geral inalatoria e osido em decubito esternal,
realizou-se a antissepsia do campo cirtirgico cacomgto de clorexidina 3% seguido
da colocagédo do campo plastico e confeccao de anedgj para abordagem da regido a

ser acessada.

Com um molde circular de 1cm de diametro (trépasroeal 10.5) ( FIGURA
11), delimitou-se duas areas da pele da regidaldpréximo cerca de 2cm da borda
escapular, sendo uma no antimero direito e outrasqaerdo, distantes uma da outra
cerca de 6cm (FIGURA 12). A pele das éareas demascddi removida e a
profundidade da ferida incluiu a epiderme, dermpoderme até a superficie externa
das fascias musculares (FIGURA 13). Os eventuaigramentos foram controlados

por compressao local.
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Figura 11: Apresentacéo do molde circular de 1cm de dian{etpano corneal

10.5) utilizado para demarcacéo da ardasim.

Figura 12: Localizacao das referéncias anatdmicas e detegaormdo campo
cirargico. Onde: (A) Regido escapular esquerda; R®gido escapular
direita; (C) Coluna vertebral. Os Triangulos deraarca area de inducéo

das lesGes experimentais.
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Figura 13: Sequéncia de inducao das lesGes experimentagsBjADemarcacédo da area
de excisdo com um molde circular de lcmdidenetro (trépano corneal
10.5); (C) Excisao de fragmento circularedpessura completa (epiderme,
derme, hipoderme) até a superficie extetas fascias musculares; (D)
aspecto final das lesGes experimentaiseg&io dorsal do térax préximo
cerca de 2cm da borda escapular, sendononaatimero direito e outra no
esquerdo, distantes uma da outra cercarde 6

4.6 Procedimentos Terapéuticos

Os animais foram aleatoriamente divididos em $isg{upos perfazendo um
total de seis animais por grupo: grupo controle )G@rupo células-tronco
mesenquimais (GCTM), grupo plasma rico em plaquétasdo (GPRPL), grupo
plasma rico em plaquetas gel (GPRPG), grupo CTMsocédas ao PRPL
(GCTM+PRPL) e grupo CTMs associadas ao PRPG (GCTRIPR) (FIGURA 14).
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GRUPO TRATAMENTO

(GC)

Controle

(GCTM)
Célula -tronco
mesenguimal

(GPRPLIQ)

Plasmarico em
plaguetas liguido

(GPRPGEL)

Plasmarico em
plaguetas gelificado

(GCTM+PRPLIQ)
Associacao célula-
tronco mesenguimal
e plasma rico em
plaguetas liquido

(GCTM+PRPGEL)
Associacao célula-
tronco mesenquimal
e plasma rico em
plaguetas gelificado

* Sem tratamento **Cultura de célula-tronco mesenquiral **PRP na forma
liguida **** PRP na forma gelificada.

Figura 14 - Representacéo dos grupos de acordo com a téicpéralizada.



60

Imediatamente apos a confeccdo dos defeitos, awmaen receberam o0s
tratamentos de acordo com o grupo que compunhaBURA 15).

Grupo Controle (GC): apés a inducdo as lesdes foram mantidas sem
tratamento.

Grupo Plasma Rico em Plaquetas Liquido (GPRPL):foi injetado

aproximadamente 0,25 mL de PRP em quatro pontadisiguntes nas bordas da lesao.

Grupo Plasma Rico em Plagquetas Gel (GPRPGjoi procedida a aplicacdo da

fracdo PRP em gel de aproximadamente®*2opicamente no leito da ferida.

Grupo Células-tronco Mesenquimais (GCTMs):foi injetado uma suspensao
de CTM, nas bordas da lesdo em quatro pontos stiitits na concentracdo de 7%10

diluidas em 1 mL de PBS, na propor¢ao de 0,25 mlppoto de injecao.

Grupo Células-tronco Mesenquimais associadas ao a@ma Rico em
Plaguetas Liquido (GCTMs+PRPL): neste tratamento, combinou-se a injecéo de 0,25
mL de PRP em quatro pontos equidistantes nas bded&sida e apos alguns minutos a
injecdo de 0,25 mL da suspensédo de CTMs, em oqtrago pontos equidistantes, na

concentracdo de 7x16iluidas em 1 mL de PBS.

Grupo Células-tronco Mesenquimais associadas ao a@ima Rico em
Plaguetas Gel (GCTMs+PRPG): neste tratamento, combinou-se a aplicagcdo das
CTMs, na concentracdo de 7XMluidas em 1 mL de PBS, e o posicionamento do PRP

em gel (aproximadamente 2 3mo leito da ferida.
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Figura 15: Demonstragdo dos procedimentos terapéuticos rdalzapds indugédo de
ferida cutdnea aguda em coelhos. (A) &gecde células-tronco
mesenquimais na concentracdo 7xféksuspendidas em PBS em um
volume final de 1 mL. (B) Injecédo de plasrnto em plaquetas na forma de
liguido em um volume final de 1 mL. (Cla#&ha rico em plaquetas em
formulacdo de gel aplicado no leito dadfer (D) Aspecto das lesdes apos
tratamento e curativo primario com Tegauer

4.7 Procedimentos Pds-operatorios

Apés a implementacdo da terapia determinada, siiedeforam cobertas por
curativo ndo-aderente (Tegaderm®) e malha tubwlearde as primeiras 24 horas para
evitar o deslocamento das fragbes em gel de PRPitdada ferida. Transcorrido este
periodo as feridas ficaram descobertas até odimaleriodo de observacao.

Como protocolo pds-operatorio os animais foram ilolos a administracdo de
cloridrato de tramadol (2mg.Ky SC, BID, por trés dias.
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4.8 Obtencéo das amostras

Decorridos os periodos preestabelecidos reoperseans animais sob o0 mesmo
protocolo anestésico descrito anteriormente, pamaocdo das areas totais de leséo,
incluindo 2 mm além da interface entre o teciddsach cicatriz em toda extenséo das
bordas das feridas. Na cicatriz a esquerda do driionaealizada biopsia aos 7 dias de
poOs operatoério e as areas de lesdo induzidas feantdireito da regidao dorsal, aos 14
dias de pés operatorio. Os fragmentos foram fixaadormaldeido a 10%, incluidos

em parafina e processados rotineiramente.

4.9 Método de Inducéo de Morte

Ao término do periodo de avaliacdo (14 dias), sods coelhos foram
eutanasiados através de aplicacdo intravenosa auofpt até constatar-se apnéia
persistente (parada respiratoria), seguida da astnasigdo do cloreto de potéssio, pela
mesma via, até a parada cardiaca, conforme o rectade pelo codigo de ética para o

uso de animais em pesquisas cientificas.

4.10 Avaliagdo Macroscopica

Os animais foram avaliados diariamente e os dadasrascopicos colhidos
através de tabela de parametros clinicos (coloraggimecto das bordas, presenca de
crostas, presenca de tecido de granulagédo, siraiglod local, sangramentos e
secrecdes), graduados de acordo com sua gravigexled@de: + a +++) desenvolvida

especialmente para o experimento (APENDICE 3).
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4.11 Avaliagdo Morfométrica

As feridas foram mensuradas em duas dire¢cdes, or mamprimento (c) pela
maior largura (l), com auxilio de paquimetro digitas dias zero, dois, quatro, seis,
sete, oito, 10, 12 e 14. A partir destes dadopdesivel calcular a &rea da lesdo em cada
avaliacdo. A area de contracdo da ferida (C) f@utada subtraindo-se a area inicial
(A1) determinada no dia zero (dia da inducéo da lesio)medida da area da leséo
obtida nos dias subsequentes de avaliacdo (d@togseis, oito, 10, 12 e 14) de forma
que C=A_AL

A taxa de contracédo cicatricial (TC) foi avaliadaatir dos resultados prévios
onde TC=C x 1004

4.12 AvaliacBes Microscopicas

Os fragmentos biopsiados nos sétimo e no 14° diasnf fixados em formol
tamponado a 10% e apos 48h as amostras foram gadosspela técnica rotineira de
inclusédo em parafina. Os cortes histologicos copegsura de 4-6 micras foram corados
pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), pasdiagéo global dos cortes de tecido,
e pelo Tricobmico de Masson (TM), para avaliar asenga de fibras colagenas

existentes nos locais de fibrose do intersticio.

Nestas analises foram consideradas:

* angiogénese, observada pela presenca do tecidpadelacdo, baseada na

analise dos brotos vasculares e fibroblastos;
« infiltrado inflamatorio, onde avaliou-se a presgre quantidade de células do
infiltrado inflamatorio como as mononucleares (néagos, plamaocitos e linfocitos) e

polimorfonucleares (neutrdfilos).

* intensidade de colagenizacédo (avaliada pela quatdide fibras colagenas).
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Para a avaliacdo do perfil proliferativo foi w#ddo imunoistoquimica com o
anticorpo anti- Ki-67. Este marcador de prolifeag&lular € positivo em nudcleos de

células que estdo comprometidos a entrar em mitose.

As laminas foram examinadas por um observador.deg@m utilizadas, para
estas avaliacOesariaveis categoricas, classificando-as em intemsxerado e fraco,

de acordo com os critérios acima.

4.13 Andlise Estatistica

Apos tabulacdo dos dados, realizou-se a analiai®tta a partir de testes ndo
paramétricos de amostras independentes de Krusabik\Vpara comparagdo entre os
valores obtidos por plaguetometria, referentes aliaao sobre o incremento
plaquetario dos tratamentos realizados. A taxaod&acéao cicatricial (TC) foi avaliada
pelo teste Shapiro-Wilk para normalidade e apobmstidos ao teste de modelos
mistos. Pelo mesmo teste, comparou-se o0s resultadiglos pelas analises
histopatoldgica e imunoistoquimica. Para todosestes considerou-se um nivel de
significancia de 5% 0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Modelo Experimental

O modelo experimental adotado para este estudoh{me\Nova Zelandia)
mostrou-se adequado, cumprindo todos os objetivegyaais foi desafiado. As etapas
anestésicas e cirargicas transcorreram sem intéromas. Para a lipectomia, houve
necessidade de coleta de apenas um animal doaeommndtrando facilidade de
obtencéo de tecido adiposo em quantidade suficigant isolamento, caracterizagéo e
expansao celular sem repercussdes significativasgoanimal. Quanto aos tratamentos,
viabilizou a producdo do PRP autdlogo, e a confeas uma amostra em volume
adequado (aproximadamente 1 mL de produto finalh paexecucdo da metodologia
proposta. Ainda, permitiu a padronizacdo das dsriel reducdo do niumero de animais
necessarios, pois, possibilitou a inducdo de desiek simétricas paralelas.

5.2 Coleta e processamento do tecido adiposo e ofgi@o das células-tronco

mesenquimais

Para a coleta do tecido adiposo, a regido acessiai@a dorso medial em regiéao
interescapular e cervical ha aproximadamente 5@wcdiptal - possibilitou exérese de
uma porcao de tecido adiposo de aproximadamentgrdibas, quantidade suficiente

para a obtencédo de células-tronco mesenquimaiesalgerivadas.

A cultura celular apresentou, em 24 horas, contlize¢ de 80%. Apds o
descongelamento as células apresentavam-se viaMas.data prevista foram

transplantadas células entre a terceira e a quastagem (FIGURA 16).
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Figura 16 — CTMs derivadas do tecido adiposo de coelho Ntmlandia coradas com
Hematoxilina-Eosina e em aumento de 20X.

As CTMs, apo6s os ensaios especificos, foram capdealiferenciacam vitro
nas linhagens condrogénicas e adipogénicas (FIGURA

Figura 17 — Caracterizacdo das MSCs a partir da gordura. DAgrenciacao
condrogénica detectada pela cofwraélcian Blue em aumento de
10X; (B) diferenciacédo adipogéni=tectada pela coloracdo Oil Red
em aumento de 20X.
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5.3 Escolha e padronizacéo dos protocolos de plasmeo em plaquetas

A padronizacdo da veia jugular como local de pung#i@ a coleta do volume
sanguineo estipulado, com os animais sob sedag@égvbravel. Possibilitou maior

facilidade na manipulacédo e menor desconfortoresst ao animal.

Estudo prévio da comparacdo do poder de concéwotrde trés protocolos
selecionados na literatura indicou a metodologip@sta por Nagae et al. (2007), como
a mais adequada aos desafios propostos nesteregptri Assim, o protocolo utilizado

para obtencdo do PRP foi baseado no modelo propos®stes autores.

Para todos os animais que receberam tratamentdP&n tanto na sua forma
liquida quanto na gelificada, foi analisada a ptdgonetria basal, para posterior analise
e registro do grau de incremento plaquetario akb@mgEom a concentracdo. Os dados
estdo mostrados na tabela 1. Esta avaliacdo fdzada a partir de testes nao
paramétricos de amostras independentes de Krusallis\Wpara um intervalo de
confianca de 95% e nivel de significancia de 0.05.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo do incrementquptario obtido em cada grupo
tratamento. O circulo vermelho destaca a médid gbt@a pelo protocolo empregado.

GRUPO MEDIA DESVIO PADRAO
PRPLIQ 8,643 5,503
PRPGEL 5,6233 6,353
PRPLIQ+CTM 10,095 4,622
PRPGEL+CTM 7,451 4,729

Total 5,260

A média do incremento para os grupos foi 7,95 vamess plaguetas no
concentrado do que o valor fisiolégico (obtido puédia geral dos valores basais dos
animais). Nao houve significancia estatistica s@bd#erenca das médias obtidas entre

0S grupos.
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Para a elaboracao da fracdo em gel do PRP a ¢éibzde 2 mL do sobrenadante
para fornecer a trombina autogena foi uma medisenesal, além da adicdo de 180

de gliconato de calcio para a coagulacdo e formdgael.

5.4 Procedimento Anestésico

O protocolo anestésico empregado foi adequadogsanacessidades inerentes a
intervencao proposta (répida, ndo cruenta e deolrdivel algico). A recuperagédo pos-
operatdria dos coelhos apés a suspensédo do anestékitil foi adequada, assim como
a analgesia, podendo-se constatar regresso astsudades logo que retornavam para

o alojamento.

Apenas um animal foi a 6bito durante os procediogeritleste animal realizou-
se necropsia e foi constatado comprometimento pudmoom acumulo de secrecao,
consolidagdo e atelectasia em lobo esquerdo, postaor fatores pré-existentes ao

procedimento anestésico cirrgico.

5.5 Procedimento Cirurgico

Os procedimentos cirargicos foram consideradosadé éxecucdo e rapidos,
levando em média, entre 20 e 25 minutos. Além difs@am bem tolerados pelos

animais, 0s quais permaneceram saudaveis durate® fperiodo experimental.

5.6 Procedimentos Terapéuticos

N&o foram observados durante o estudo efeitoseralatou reacdes adversas

que pudessem ser atribuidas a utilizacdo do PRPGIM de tecido adiposo.
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5.7 Procedimentos Pos-operatorios

A utilizagdo do curativo ndo-aderente (Tegaderp&jp a cobertura das lesdes
durante as primeiras 24 horas foi efetiva em ewtdeslocamento das fracoes em gel
de PRP. Apenas um animal retirou as fracbes galifis antes de um periodo preé-
estabelecido de trés dias. Este foi substituidartara experimentacéo, e o tratamento
repetido com a finalidade de manter-se o “n” prémoAinda, o protocolo analgésico
escolhido mostrou-se eficiente em controlar a doipas-operatorio para a espécie e

intervencao.

5.8 Avaliagdo Macroscopica

Os animais foram avaliados diariamente e os dadasroscopicos colhidos
através de tabela de parametros clinicos (coloraggimecto das bordas, presenca de
crostas, presenca de tecido de granulagao, siealerdocal, sangramentos e secrec¢des)
(FIGURA 18) foram analisados através de graduag@abrdo com sua gravidade
(gravidade: + a +++). No entanto, esta avaliacaprigjudicada pois, pela utilizacdo de
uma fracao gelificada do PRP néo foi possivel padap seus resultados. Assim, esta
avaliacdo foi utilizada apenas como controle dalugdm das feridas e possiveis
alteragcbes como contaminagao, exsudagado exceasiwairaumatismo e sinais de dor

no pos-operatorio.
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Figura 18: Avaliac@es clinicas. Aspecto das lesdes nas &@agaclinicas aos sete e 14
dias de pés-operatorio. Nota-se uma melhora naidgqule da cicatriz nos grupos
tratados com células-tronco mesenquimais (GCTM) w®ass associacdes
(GCTM+PRPLIQ e GCTM+PRPGEL).
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5.9 Avaliagdo Morfométrica

A partir das mensuracdes realizadas nos ziae, dois, quatro, seis, sete, oito, 10,
12 e 14 foi calculada a area da leséo (maior congmto pela maior largura) e a area de
contracao da ferida (C), subtraindo-se a areaainjé) determinada no dia zero (dia da
inducdo), da medida da &rea da lesdo obtida ngssdizsequentes de avaliagdo (dois,
quatro, seis, oito, 10, 12 e 14) de forma que G=A\_ A taxa de contracao cicatricial
(TC) foi avaliada a partir dos resultados préviosieo TC= C x 100A; Os dados
obtidos foram avaliados pelo teste Shapiro-Wilkapaormalidade e apds, submetidos
ao teste de modelos mistos. Os resultados estdondé&mados nas tabelas (2 e 3) e

figuras (19, 20 e 21) que seguem.

Tabela2: Taxa de contracdo média por grupo. Relacdo daaneeeliro padréo sobre a
taxa de contracao obtida entre os grupos tratéddetras a e b, marcam os grupos que
obtiveram valores estatisticamente significantestastes empregados.

GRUPOS MEDIA ERRO

C 48,094 4,233

CTM 34,146" 3,224
PRPGEL 52,767° 3,673
PRPGEL+CTM 49,761 1,589
PRPLIQ 45,126 1,312
PRPLIQ+CTM 41,564 2,543

A tabela 2 lista os dados de média e erro padréie as taxas de contracao de
cada grupo avaliado. Pode-se notar que a maiarftaxalcancada pelo grupo tratado
com plasma rico em plaquetas na sua formulagéoegntegando-se em consideracéo a
média obtida no periodo experimental (entre os d@ée e 14). Houve significancia
estatisticas entre as médias encontradas nos grRRBSEL® e CTM ®, segundo os

testes empregados.
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Tabela 3: Taxa de contracdo. Relacdo da taxa de contrac@ita ménsiderando o
grupo e o dia avaliados. Estéo listados apenassadtados que obtiveram relevancia
estatistica.

DIA RELACAO ENTRE GRUPOS Sig.*
2 C/CTM 0,001
2 PRPGEL/CTM 0
2 PRPGEL+CTM/CTM 0,001
2 PRPGEL/PRPLIQ+CTM 0
2 PRPGEL+CTM/PRPLIQ+CTM 0,044
4 C/CTM 0,006
4 PRPGEL/CTM 0
4 PRPGEL/PRPLIQ+CTM 0,005
4 PRPGEL+CTM/CTM 0
4 PRPLIQ/CTM 0
6 PRPGEL/CTM 0,001
6 PRPGEL+CTM/CTM 0,01
6 PRPLIQ/CTM 0,05

A tabela 3 mostra dados da média entre as taxesndeacdo de cada grupo em
relacdo ao dia avaliado. Apenas os dados que dém@m nivel de significancia
menor que 0,05 nos testes estatisticos foram distddouve variacdo desses valores até
0 sexto dia de avaliacdes, no decorrer do procesatricial estas disparidades foram
sendo anuladas e no tempo determinado para a (tialacao (14 dias), ndo houve
diferenca na taxa de contracéo entre os grupesltrat

Essa evolucéo pode ser melhor acompanhada naasigue seguem.
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Figura 19: A figura demonstra a evolu¢gdo em graficos das asédbtidas sobre a
relacdo taxa de contracdo média em cag@oge o dia avaliados. Nesta
figura estdo abordados os dados obtidesdias dois, quatro, seis e sete.
Nota: O eixo x representa o dia avaliado eixo Y a taxa de contracao
média em porcentagem obtida pelo grupo.
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Figura 20: A figura demonstra a evolu¢cdo em graficos das asédbtidas sobre a
relacdo taxa de contracdo média em cagoge o dia avaliados. Nesta
figura estdo abordados os dados obtidsslias oito, 10, 12, e 14. Nota: O
eixo x representa o dia avaliado e o &fxa taxa de contracdo média em
porcentagem obtida pelo grupo.
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Figuras 21: Demonstracao grafica da evolucdo da taxa de aq@dranédia de cada
grupo avaliado em relagcdo ao tempo liEerwacao. Nota-se que existe
diferenca nas avaliacdes iniciais @agexto dia), no entanto, ao final do
tempo de avaliacdo proposto ndo haatifg@ entre os grupos.



5.10 Avaliagdes Microscopicas
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Os parametros histopatoldgicos - reacao inflamat@eposicdo de colageno e

angiogénese- ndo apresentaram diferenca nas meblim®s entre oS grupos nos

tempos avaliados (sete e 14 dias apds a inducalesfies). Aandlise dos parametros

imunoistoquimicos referentes a média em porcentagenproliferacdo epitelial e

fibroblastica revelou diferenca significativa nasleécdes entre os grupos GPRPLIQ e

GC aos 14 dias apos a inducédo das lesdes. Os dstdinsdemonstrados nas figuras que

seguem.
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22: Demonstracdo gréafica da analise dos parametrosphisldgicos
(reacdo inflamatoria, deposicdo de gmi@ e angiogénese). Nao
houve diferenca nas médias dessasag@als entre 0s grupos nos
tempos avaliados (sete e 14 dias apdducao das lesdes).
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Figuras 23: Demonstragéo grafica da analise dos parametrasoistoquimicos
(porcentagem de proliferacao epitaifibroblastica).
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Figuras 24: Demonstracao grafica da analise dos parametrasoistoquimicos
(porcentagem de proliferacdo epitekalfibroblastica). Houve
diferenca significativa nas médias desavaliacbes apenas entre

0s grupos GPRPLIQ e GC (g ea avaliacdo aos 14 dias apos a
inducéo das lesoes.



6 DISCUSSAO

O modelo experimental adotado (coelhos Nova Zéddradendeu as expectativas
e necessidades do projeto, cumprindo todos osiwvdgefdos quais foi desafiado. Os
ratos, camundongos e cobaios sdo animais maisdagjtapesar de terem como
vantagem o0 pequeno porte e custos reduzidos desig@pie manutencdo. Em
contrapartida, coelhos e cées, em geral sdo anidaisis, mas com maiores custos
associados (COHEN, 1986). Para esta pesquisa,daddatilitar a manipulacédo durante
as coletas e avaliacdes, esta caracteristica ifthub#) foi bastante relevante, pois em
estudos sobre cicatrizagdo € primordial que os agirsejam tranquilos o suficiente
para que, somado a terapia analgésica, ndo cansenenéncia no processo cicatricial

por automutilacao.

Ademais, possuem porte fisico adequado para exeetacao cirurgica (GOMES,
2008), caracteristica importante tanto na fase litengdo de tecido adiposo para o
estabelecimento da linhagem celular, quanto no mtmee inducdo das lesdes
experimentais. Para lipectomia em bloco o modetpgncionou maior facilidade de
obtencdo de amostra de tecido adiposo em quantsisfdeente (>10 gramas) para
cultivo e expanséo celular a partir de um Unicaddoacom pequenas repercussfes para
o animal (HOUSMAN et al., 2002).

A adocao deste modelo permitiu também, a padroaizdas feridas e redugéo do
namero de animais necessarios, pois possibilitmdacdo de duas lesdes simétricas
paralelas, diminuindo, assim, 0s viesses relacmhabs fatores individuais (como
nivel nutricional, possiveis co-morbidades néo alatias, entre outros), além dos
anatomicos (como o padrao de feixes vascularesticiiade e distribuicdo das linhas
de tensédo cutanea) (PAVLETIC, 2010). Ainda, pamit@fde padronizagdo foram
escolhidos animais de mesmo sexo e idade. A W#izale um doador de sexo oposto
(macho) aos animais desafiados foi propositalmeadetada para possibilitar a
marcacao para posterior confirmacdo da enxertiassiyel transdiferenciacéo celular.
No entanto, esta etapa de verificacdo nédo podeakzada durante este experimento.
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Sobre a terapéutica, estes animais apresentaraon faclidade na obtencéo da
amostra sanguinea em volume adequado para a emedacéetodologia escolhida.
Este estudo objetivou a producdo de uma aliquofarde de PRP a partir de 15 mL de
sangue coletado, conforme estudos previamente zadak por Vendramin e
colaboradores (2009) e semelhante ao prospostiggae et al (2007). Este volume de
produto final atendeu aos requisitos para a ag@ecagou preenchimento em um modelo

de lesao circular de aproximadamente 10 mm.

A maior parte dos trabalhos conduzidos com céluago adultas tem
empregado células-tronco mesenquimais extraidamethula éssea (PEREIRA et al,
2008; HWANG & CHOIN, 2010). Entretanto, nosso esttieive interesse na utilizacao
do tecido adiposo, pois representa uma fonte a@tsabundante e com capacidade de
se diferenciar em células progenitoras osteogéniadfpogénicas, miogénicas e
condrogénicas (PEREIRA et al, 2008; MIZUNO, 2009)ém de requerer um
procedimento menos invasivo do que a aspiracao etiula 6ssea (FRASER, 2006;
WAN et al, 2008), gerando minimo desconforto aoddodZUK et al., 2002) e pelo
fato de estas células terem demonstrado eficiGmziratamento de lesbes de pele e
cirurgias plasticas em estudos recentes (ZUK e@D1; ZUK et al., 2002; NARDI,
2007; RIGOTTI et al., 2007; SANDOR & SUURONE, 2008)

O protocolo para a coleta do tecido foi semelh@ateealizado por Pereira e
colaboradores (2008). A porcao de tecido adiposetana foi efetiva na obtencdo e
isolamento de células-tronco mesenquimais. A pedil5 gramas de tecido coletado
procedeu-se ao isolamento de quantidade de c&ufasente para a realizacdo deste
estudo e ainda foi possivel armazenar células resepvadas para utilizagbes futuras.
Strem et al. (2005) também obtiveram alto indicdifgrativo e afirmaram que o tecido
adiposo contém de 100 a 1000 vezes mais célulaggientes em um centimetro

cubico em comparacdo com material obtido por adpide medula dssea.

Nesta pesquisa, as células-tronco foram admidesraa forma indiferenciada
Existem relatos de ensaio utilizando-as na fornfarehciada (HWANG & CHOI,
2010; SEONG, 2010), no entanto, desta forma, adasehdo poderiam realizar as
importantes e potenciais fun¢fes de acdo paragoraexemplo (CHEN et al., 2008).

Ainda, as anadlises dos resultados histologicosadasstras de tecido ndo apontaram
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qualquer alteracao frente a formacao neoplasiemcppacéo levantada por Kempton
(2009), pela capacidade de diferenciagao celulstedgo de tratamento.

A preparacdo de PRP em seres humanos € melhorodahdevido & grande
utilizacdo deste biomaterial em ensaios clinicas eNtanto, em animais experimentais
somam-se dificuldades, principalmente no que taame/olume reduzido de sangue
disponivel em algumas espécies (ratos, camundangosjilizacdo do coelho como
modelo experimental possibilitou a coleta de umasira de sangue suficiente para
preparar PRP (aproximadamente 1 mL de produto 6b&bo a partir de 15 mL de
sangue coletado), sem ser letal para o animalupnodo assim, um hemoconcentrado

autologo, importante para a execucao da metodopwg@osta.

A grande preocupacdo em empregar um produto deridgagroprio animal foi
devido & necessidade de se evitar possiveis reagfiewlogicas associadas aos
antigenos de membrana plaquetéarios, os quais,ipodivar a inabilidade de secrecdo
dos fatores de crescimento e consequentementeapaidade de alcancar efeito
terapéutico desejado. Estes cuidados foram tambktados em trabalhos de Santoso
(2003) e Foster et al. (2009). Ainda, quanto a ipdgtade de utilizagdo clinica, o
emprego de um produto autélogo evita problemascimlados a transmissdo de
doencés infecto-contagiosas, importantes de semsideradas tanto para humanos
quanto para animais (VENDRAMIN et al., 2006).

Alguns autores preconizam a utilizacdo da artéeiaral ou veia marginal da
orelha para a coleta de sangue em coelhos (NATALM®OD7; SIROIS, 2007), no
entanto, durante as etapas iniciais deste estudeetgrande dificuldade na obtencédo do
volume adequado a metodologia proposta por estess@& Considerou-se que a
dificuldade apresentada ocorreu devido ao baixo pes animais, média de 2,5 kg.
Segundo O * Neill et al. (2001) o método pelo qu&RP é recolhido afeta o volume do
PRP e a concentracdao de plaquetas alcancada. Asgadronizacédo da veia jugular
como local de puncdo para a coleta, com os anissdissedacao, foi favoravel para a
obtencdo do volume necessério, possibilitando mtdolidade na manipulacdo e

menor desconforto e estresse ao animal.

A partir da comparacdo do poder de concentracdotréle protocolos
selecionados na literatura, analisados previamepteu-se por adaptar a metodologia
adotada por Nagae et al. (2007). A escolha por determinada metodologia deve ser
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feita com cautela e muitos detalhes precisam sadtes em consideragéo. Para alguns
autores, o aumento no numero de plaquetas em oetagfiantidade de plaquetas do
sangue periférico e o0s resultados biologicos obtidor meio desse aumento sao
diretamente dependentes do método de centrifuddA@BX, 2001; WEIBRICH et al.,
2002). Apesar das discrepéancias entre os protqqeéwsce haver um consenso no que
se refere a utilizacdo de duas centrifugacfes.usesgrecentes tém demonstrado que
essas obtém maiores concentracdes plaquetariasueloaguelas com uma unica
centrifugacdo (ARORA et al.,, 2009; NAGATA et alQ1®). Desta forma, todas as
metodologias avaliadas no estudo sobre a obterg®Ré& realizadas anteriormente a
execucao deste projeto, consistiram em protoca@adugla centrifugacao.

7

N&o s6 o numero de centrifugacdes € importantgreparo do PRP, mas
também a forca de rotacdo selecionada. Um aumentorga de rotacdo pode garantir
maior concentracdo de plaquetas. Entretanto € spreconsiderar que as forcas
mecanicas demasiadamente elevadas podem, também patcocemente as plaquetas,
levando a liberacdo dos fatores de crescimentonsecuientemente a perda deles no
plasma sobrenadante durante o processo de ceagdogcomprometendo a eficiéncia
terapéutica do PRP (FERRAZ et al., 2007; MAIA et 2008; MESSORA et al., 2009).
Por haver impossibilidade de verificacdo e quatafdo dos fatores de crescimento
nesta pesquisa, a centrifugacdo do sangue a 26 gpmmeiro momento e a 1000 g na
segunda centrifugacdo, ambos por um periodo de ibdtas, foi a metodologia
escolhida, também por ndo alcancar for¢cas considenaroblematicas (>1600 g) para a
viabilidade plaquetaria e também n&o tdo baixa®r#opde prejudicar o poder de

concentracao do protocolo.

O método de obtencdo de PRP utilizado em nossod@$bi capaz de oferecer
concentracéo de plaquetas superior a 1.000.000gHtendo uma média de incremento
de 7,95 vezes o nivel basal. Esta concentracdoidr mae a observada em outros
protocolos como o de Anitua (1999), de Landesberd. €2000) e Vendrusculo (2012)
gue nao conseguiram chegar a um aumento de trés asezoncentracao plaguetaria no
sangue do paciente. Além disso, foram superioregoasentracoes obtidas pelos
métodos automatizados, que alcangaram niveis umateogvezes os niveis fisiologicos
segundo os relatos de Kevy & Jacobson (2004), dstaminda, muito proximo ao
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intervalo terapéutico proposto por Marx (2001) gueconiza concentragdes entre trés e

cinco vezes a encontrada no sangue sem nenhunaggap.

E importante considerar, em um estudo que se prapévaliar a eficacia do
PRP isolado ou em associagdo com outros mateqaes,a maioria dos sistemas
utilizados na pratica clinica é baseada na utdiaage centrifugas desenvolvidas para
diagndstico e ndo para a obtencdo de PRP, o quefpglientemente contribuir para
um produto final com nivel de plaquetas inferiorideal. Apesar disso, a utilizacdo da
centrifuga vem ganhando credibilidade por ser uatguatimento de facil realizacéo e
com baixo custo em relacdo as demais técnicas @ar@t al. 2009), necessitando de

ajustes previos de protocolo e familiaridade dapgmoom a metodologia escolhida.

Sobre os aspectos referentes ao tempo necessgnearo, observou-se variagao
de 30 minutos a 40 minutos para a execucdo doqmiotde obtencdo do PRP liquido e
do PRP em gel, respectivamente. Esta caracterésiimgortante pois, para a utilizacao
de um preparado autélogo, em pesquisas que avalimpacidade terapéutica do PRP,
é factivel que os animais objetos do estudo sejamtidos sob anestesia durante o
periodo necessario ao seu preparo. Assim sendogemornmtempo despendido na
confeccdo deve ser também um fator analisado. S#gtcdo, a metodologia proposta
conseguiu sincronizar as atividades de producdoPB® e inducdo das feridas
experimentais, sendo que ao termino destas etaf@snoconcentrado foi prontamente
utilizado. Sobre este aspecto, ndo foram encorgra@olos na literatura consultada

passiveis de comparacao.

Para estabelecer um protocolo barato, eficientepeodutivel para uso na
cirurgia plastica humana, Vendramin et al. (2008u@aram a obtencdo da trombina
autologa e adicdo de bicarbonato de célcio pam@raagdo do gel de plaquetas. No
presente estudo, houve a necessidade de aumemaiurne de plasma pobre em
plaquetas (2 mL de fracdo coletada) para obteng&oodhbina necessaria a gelagéo do
PRP. ApoOs estas modificacdes, foi possivel praduni gel estavel e de concentracdo
plaquetaria satisfatoria. No entanto, esta formapleacdo do PRP, por necessitar do
processo de gelificacdo, tem a desvantagem de rexgonior tempo ao preparo da
amostra e de materiais, aumentando os custos degé@ Ja, a utilizagdo na forma
liguida através da injecdo diretamente na ferideaahs plaquetas por meio das
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substancias geradas pelo traumatismo da agulhajedio no tecido e principalmente
pelo trauma tecidual gerado na confeccao da |edadA et al., 2008; VENDRAMIN
et al., 2009).

Dentre os diversos tipos de anticoagulantes, ratgitde sodio foi o escolhido
por preservar a integridade da membrana das pksjuséndo o mais adequado no
preparo do PRP (MARX, 2004, TRINDADE-SUEDAM et &007), além de ser
possivel reverter seu efeito anticoagulante comdgéda de calcio a amostra,
viabilizando a producao do gel de PRP (KERR, 2003).

No que se refere aos procedimentos anestésiob®ra a intubacdo da traqueia
seja mais adequada para manter a paténcia dagéress e maximizar a concentracao
de oxigénio inspirado, esta, em coelhos é desmwitzo relativamente dificil, devido as
particularidades anatbmicas da espécie, como aepagima labial, protrusao da parte
dorsal da base da lingua e laringe obliqua, queuttdm a visualizacdo direta da
abertura da glote, podendo lesionar a regiao dagaem repetidas tentativas (GRUNT
& MURISON, 2008). Dessa forma, a utilizacdo da &esa inalatéria mantida através
de méascara foi uma alternativa adotada (VILARDM7)0Assim, nas etapas de menor
tempo cirargico previsto e nas quais a interverfgéconsiderada menos cruenta e de
menor nivel algico optou-se pela anestesia inadafiiravés de mascara, o que exigiu
menor tempo de preparo, pois a etapa de intubanghairaqueal foi evitada. No entanto,
para a coleta de tecido adiposo, por ser este aoe@imento de maior potencial algico
e que demandaria maior tempo cirurgico, o animainimbado e mantido em plano

anestésico por esta via.

A inclusdo de um relaxante muscular na medicag&eapestésica assumiu um
papel importante, considerando as particularidat¥es estruturas anatémicas citadas
anteriormente. Assim, a combinagcdo cetamina e midaz produziu leve depressao
cardiopulmonar e, analgesia, mas com bom relaxameniscular (HEARD, 2007),
associado ao suporte analgésico fornecido peladcido de tramadol, se mostrou
favoravel a ambos os procedimentos. Estes ressltaskdio de acordo com a maioria
dos protocolos anestésicos utilizados nesta esp@pitaveis e dissociativos, e nao
realizam a intubagéo endotraqueal (EL-BACKLY, 206BVANG & CHOI, 2010),
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com a frequente utilizacdo da cetamina em combesac¢om tranquilizantes (DUPRAS
et al., 2001).

Apenas um animal foi a 6bito durante os procedinp®mnestésico-cirdrgicos.
Este animal foi submetido a necropsia, onde setatmnscomprometimento pulmonar
prévio, com acumulo de secrecdo, consolidacdo lectsia em lobo esquerdo pré-
existentes ao procedimento. Segundo Brofbelt ef{28l08) os coelhos apresentam
elevado indice de mortalidade - 1,39% - equivalentem 6bito em um total de 72
procedimentos anestésicos. Neste estudo, obtetsxaede 1,26%, equivalente a um
Obito em um total de 79 procedimentos anestés{@ossiderou-se o fato decorrente de
complicacbes pulmonares prévias. Como relatararméipe colaboradores (1997) e
Natalini (2007), os coelhos podem aparentar nodadé clinica mesmo com doenca
respiratoria significante. E ainda, podem ser pomMas subclinicos de pneumonias
causadas por pasteurelose (VILARDO, 2007), suspe¥@ntada pelos pesquisadores
deste estudo.

Ressalta-se que a possibilidade de monitoramerstdutigdes vitais durante o
transoperatério com auxilio de monitor multiparaiét para registro da frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, capnometriaimetxia, foi importante ferramenta de

controle do plano anestésico adequado aos proceftimeealizados.

O tempo médio requerido para a intervencao cicargiariou entre 20 e 25
minutos e ndo foram constatadas intercorrénciagiliégacao do trépano de cornea para
a demarcacdo da regido a ser incisada foi satisfafpis possibilitou a padronizacao
quanto ao aspecto das lesdes. No entanto, mesma cua utilizacdo houve alguma
variabilidade na determinacao da area das leségsneento imediato a sua realizagéo,
fato inerente a elasticidade da pele de cada whaivem estudo. A mesma dificuldade
foi encontrada no experimento de Houssein et 8082 Em ambos os estudos, no
entanto, ndo houve diferenca que interferisse fwigtivamente nas analises

posteriores.

Quanto a instituicdo das terapias, consideroudseagutilizacdo do PRP em gel
foi mais prética, uma vez que a estrutura tridineTed se adaptava ao leito lesional. Na
administracdo tanto das células, quanto do PRPoemafliquida através de seringa (3

mL) e agulha (0.7X25 mm), houve a necessidadejdeda lenta e cuidadosa, devido a
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consisténcia fluida dos preparados, para evitatt@easamento e, consequentemente,
perda do material. O protocolo de aplicacdo daslagtronco mesenquimais foi
baseado em trabalhos semelhantes que avaliaranteonc@ terapéutico desse grupo
celular em lesbes cutaneas (McFARLIN et al., 2008 et al., 2007; CHEN et al.,
2008).

A utilizacdo do cloridrato de tramadol (derivadoiGige) como analgésico,
aplicado por via subcutanea, na dosagem de 2fd@HKD, por trés dias, se mostrou um
método eficiente no controle da dor pds-cirdrgseam, contudo apresentar interferéncia
no processo cicatricial, que poderia ter ocorridgmnco emprego de drogas anti-
inflamatorias (BALBINO et al., 2005). Os animaistomaram precocemente as
atividades, ndo apresentando sinais de dor quaadguoiados. Outro fator importante,
gue pode predizer a eficiéncia do protocolo emmgtegaque ndo houve interferéncia

por autotraumatismos nas lesdes estudadas.

Embora seja notério que para que a cicatrizacaoa€ necessario o equilibrio
da umidade do leito da ferida e que um leito res$®ocasiona uma migracao lenta das
células epiteliais, sabe-se também, que o excessxsldato é prejudicial, pois pode
provocar maceracdo das margens e da pele perééskeste exsudato poderia, ainda,
facilitar a contaminagdo das lesbes e deslocarag®ds gelatinosas em momentos
precoces. Devido a dados encontrados em traba#imoslisantes, que apontaram taxas
de 42% de reacdo inflamatéria com exsudato abuedanésta espécie
(BEHEREGARAY, 2011), optou-se por seguir as recatagdes de Pereira e Bachion
(2005) que aconselhou que, para incisdes cirurgidege-se utilizar a oclusdo do
ferimento por no maximo 24 a 48 horas mantendorati®o seco e realizando a troca
quando necessario, de maneira que, apos a implagdentla terapia determinada, as
lesbGes foram cobertas por curativo transparentpotlaretano, inerte e nédo-aderente
(Tegaderm®) e malha tubular durante as primeiralsa2ds para evitar o deslocamento
das fracbes em gel de PRP do leito da ferida. Toando este periodo as feridas
ficaram descobertas até o final da etapa de expetagdo. Estas condicbes foram
suficientes para controlar o edema e excesso @ flnerente a espéciesta mesma
cobertura foi utilizada por Lim & Yoo (2010) sentarferir no processo de fechamento

das lesoes.
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Pesquisas que avaliam a aplicacdo de novos bioaiste produtos natureza
diversa mostram-se relevantes para o tratamenterkas, pois buscam meios para
acelerar o processo de cicatrizagdo, minimizandodesconfortos do paciente,
facilitando a prestacdo dos cuidados e diminuindenmpo de internacdo e 0s custos
hospitalares. Mesmo diante de uma vasta ofertardéufms que podem auxiliar o
processo cicatricial, Wu e colaboradores afirmaemm2007 que o melhor tratamento
disponivel atinge apenas taxas de 50% de cura egjaepode, em muitos casos ser
temporaria. Assim, este estudo se prop6s a testarassociacao terapéutica quanto a
sua capacidade de afetar positivamente o tempguelmade da cicatrizacao de feridas

cutaneas experimentalmente induzidas.

Por tratar-se de procedimentos ainda em fase iexgaial optou-se pela
utilizagdo de duplo controle, onde o GC foi ingttua fim de ter-se um grupo sem
qualquer interferéncia medicamentosa (TREICHEL &t a011). Nos grupos
GPRPGEL e GPRPLIQ objetivou-se contar com um sem@ndpo-controle, com uso
da terapia de forma isolada, ou ndo associada,sesumas duas apresentacdes, na
tentativa de excluir os fatores decorrentes de chagroduto. Este desenho
experimental possibilitou a comparacdo nao s6 dasocecdes terapéuticas
GCTM+PRPLIQ e GCTM+PRPGEL (objetivo maior desteuds), mas também da
atuacédo isolada de cada tratamento.

Os trabalhos publicados nesta area néo costumam@ctr dados clinicos sobre
a avaliacdo do processo cicatricial, restringinel@as avaliacdes sobre a area lesional e
caracteristicas microscopicas (WU et al.,, 2007; SHE al., 2008; NAMBU et al.,
2009; LIM & YOO, 2010). Neste trabalho pretendsua avaliagdo das carateristicas
macroscopicas, por serem dados importantes solm@aesso de evolucdo de uma
lesdo. No entanto, no decorrer da experimentacétmusse a impossibilidade de
padronizacdo e avaliacdo fidedigna dessas carsttasi por prejuizo na visualizacéo
do leito cicatricial pela utilizacdo do plasma mania de gel. Além de impedir a
visualizacéo do tecido de granulagéo, este trateneigiu que a formacéo de crostas
fosse mantida intacta, pois sua remoc¢ao poderi@a@sa fracdo gelatinosa. Assim,
optou-se por ndo remover as crostas formadas, assima também a nao utilizacdo de
solugdes para limpeza da leséo, na tentativa demadcao dos resultados. Os dados

coletados sobre os parametros clinicos (coloragdpecto das bordas, presenca de
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crostas, presenca de tecido de granulagao, siealerdocal, sangramentos e secrec¢des)
foram colhidos, documentados e utilizados comorottda evolugdo das feridas e
possiveis alteracbes como contaminacdo, exsudagigssiva, auto-traumatismo e
sinais de dor no poés-operatério, importantes parananejo dos animais nesta

experimentacédo e em pesquisas futuras.

Apesar destas dificuldades, alguns dados pudesate\santados, por exemplo,
a auséncia de exsudacgdo excessiva, ao contragoedfoi encontrado por Behegaray
(2011), fato este que atribuido a ndo oclusédo si@leAlém disso, foi clinicamente
relevante a aparéncia da cicatriz obtida com cartrahto com as células-tronco
mesenquimais, onde, pode-se perceber uma maioidad@l cosmética em todos 0s
grupos nos quais foram utilizadas (como fonte Upic@m associac¢ao) principalmente
nas avaliagfes aos 14 dias. Estes achados foramambordados por Sorrel e Caplan
(2010) que relataram que as CTMs, aléem de acetenarocesso cicatricial podem

produzir uma cicatriz de melhor qualidade estéifancional.

Neste trabalho n&o foi possivel observar o aspictb da cicatriz, se com
menor ou maior espessura de tecido fibrético owslaeferentes a forca de tensdo nos
diferentes grupos, uma vez que a retirada progeestas amostras das feridas néo
permitiu tal avaliagdo. A titulo de informacédo, sl@nimais desta populacdo foram
mantidos como controles absolutos, nos quais cepsaccicatricial foi completo aos 21
e 24 dias. A cicatrizacdo completa das feridasdoisiderada quando do encontro das
margens, resultando na inibicdo da contracdo peitato (STREM et al., 2005).

Tendo em vista a constatacdo clinica de uma peseielhora no processo
cicatricial das feridas tratadas com CTM, teriapsigteressante a manutencao de um
grupo para avaliacdo da qualidade da cicatriz algtain este tratamento ao final de um
periodo superior aos 14 dias avaliados. Segundacioasdos de Stoff e colaboradores
(2009)feridas tratadas com CTMs recuperaram 52% da nesiaté tracdo normal da
pele em comparagdo com uma restauracdo de 319%idtneia a tracdo no grupo néo
tratado. Resultado que correspondeu a uma deposia# efetiva e organizada das
fiboras de colageno. Em resumo, além do tempo né&gcesa cicatrizacdo ter sido
reduzido, houve um aumento consequente da func¢decttio (LIM & YOO, 2010).
Estes autores avaliaram as lesbes aos 21 diastaeénto.
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Foi possivel verificar que a utilizacdo do PRHarana de gel ndo prolongou a
fase inflamatdria nem gerou alteracfes deletéc@m®0 presenca de tecido necrotico e
estimulo a reacao tipo corpo estranho, preocupay@éegs por ser este um biomaterial
tridimensional inserido no leito lesional. No eritgnem estudo realizado por Silva
(2007), com o proposito de avaliar a acdo do PRPa#itas 6sseas realizadas no cranio
de coelhos, houve uma reacdo semelhante a do btpmo-estranho que atuou
negativamente na fase inicial de reparacdo. Aindaanalise histopatologica ndo se
evidenciou vestigios do coagulo formado pela degagéo do PRP em gel, entretanto,
nao se pode afirmar que ela foi eliminada, reabdaru, ainda, removida pelo animal.
A literatura ndo apresenta informagao conclusilmeso que ocorre com a esta fragao

apos sua atividade nos tecidos.

Ao contrario dos achados de estudos anterioresomrando os efeitos
benéficos das CTMs sobre a velocidade cicatribldMBU et al., 2009; LIM & YOO,
2010), neste experimento os grupos tratados comlaséronco mesenquimais néo
obtiveram dados que indiguem uma possivel melhogmindices de fechamento da

lesdo em funcdo do tempo ou nos resultados desasdlistopatologicas.

Apesar de haver sinais de melhora na taxa de céotide ferida, ou seja, no
tempo necessario para a cicatrizacdo, para o ®@RRGEL nos dias mais precoces do
processo (avaliacdo aos dois, quatro e seis diadjpal do tempo de experimentacdo
ndo houve diferenca sobre as taxas médias engjrupss tratados. Sendo que, aos 14
dias - tempo determinado como final - todos os gsuppresentavam velocidade
semelhante no fechamento da lesdo. De fato, agesamwitos autores terem relatado
melhoras significativas na cicatrizagdo tecidutdrenacao 6ssea usando o PRP, outros
nao observaram este beneficio (MARX, 2001). O p#asico em plaquetas autélogas
coagulados com tromboplastina e cloreto de cal@iespessura total feridas da pele nao
acelerou ou melhorarou a qualidade da cicatrizag@o testes macroscopicos e
histol6gico em feridas de cées, segundo Housseal. d2008). Assim como outros
estudos também ndo puderam demonstrar a efici@locigel de PRP no tratamento de
feridas em diferentes modelos experimentais (MONRIEEt al, 2009;. KAZAKOS et
al, 2009; SANDARI et al, 2010). Variacbes em algarpaopriedades chave do PRP
incluindo concentragdo plaquetéria, o tipo do aivada coagulacdo, podem alterar a
gualidade do PRP (ANITUA, 2006).
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De acordo com os dados obtidos nas analises méficas e em virtude do que
a literatura pertinente tem demonstrado, talvezventos mais significativos para a
cicatrizacdo de feridas agudas com a utilizacatagegrapias ocorra em momentos
mais precoces do que os avaliados neste estu@odfas), no que se refere aos eventos
inflamatoérios e de proliferacdo. Acredita-se, tampé&ue os beneficios referentes a
qualidade da cicatrizagdo provenientes da utilzats@s terapias celulares, associadas
ou ndo ao plasma rico em plaquetas, possam seom@lidenciados em avaliacdes
superiores aos 15 dias, onde a producdo de umazida melhor qualidade cosmética
poderia ser analisada pela organizacdo da depodea@olageno, pela quantidade de
fibras tipo Ill e IV e também pela avaliagcdo dacéode tensdo da cicatriz. Em 2009
Stoff e colaboradores obtiveram sucesso com oplamg de células mesenquimais na
cicatrizacdo de feridas. No entanto, naquele estadoferidas foram avaliadas por
andlise histoldgica e tensiometria aos 3, 7, 14e 8D dias apds a manipulacdo. Além
disso, as CTMs foram marcadas com um corante 8aerge (CM-dii). Seus resultados
mostraram que as células transplantados inibirgnifeativamente a formacao de
cicatriz e aumentaram a resisténcia a tracdo datage Outros autores relataram a
capacidade de diferenciagdo das CTMS em epiderragegos cutaneos, medindo
assim, a capacidade de regeneracdo dérmica (LIMO£,Y2010). Segundo Hedlung
(2005) na fase de remodelagem, iniciada 17 a 24 aji@s a lesdo, as células-tronco
podem contribuir com a producdo de fibroblastospake, elevando a liberacdo de
citocinas e desta maneira permitindo que o repai@neo apresente uma cicatriz mais

estética, em menor tempo.

A utilizacdo de terapia celular associada aogeaitesscaffoldstem sido foco
de muitas pesquisas. A possibilidade de uso denplagco em plaquetas (PRP) como
um arcabouco em forma de gel para sustentacdoétldascpossui diversas vantagens:
ser um material biolégico, ser produzido com cotregl® de plaquetas do proprio
paciente que recebera o transplante, tratar-serdenaterial barato, além de rico em
fatores de crescimento que estimulam a sinteseath&zrextracelular e sdo importantes
para diferenciagdo em muitas linhagens celulare8RRIZ et al., 2009). E sabido que
as células-mesenquimais indiferenciadas, fibrobsastmacréfagos iniciam a formacao
do tecido e que a proliferacdo, diferenciacao, rfagdio e coordenacédo destas células

ocorrem através da interacdo de varios fatoresrekximento, coordenando a mitose
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celular e a sintese protéica (MONTEIRO et al., 2023sim, além do potencial de
aumentar a disponibilizacdo de FCs locais, buscammstratégias que objetivassem
melhorar a retencdo e sobrevida das células taamsplas. Com isso, testou-se neste
experimento o uso de PRP associada as CTMs, parsoper uma acao deaffolddo
PRP em relacdo as células transplantadas. Entietast resultados obtidos nesta
pesquisa ndao foram promissores com essa assoaagdo adjuvantes do processo
cicatricial cutaneo. Porém, para a confirmacaoeatencao celular as CTMs deveriam
ter sido marcadas. A marcacao das células-tronguoifia o melhor entendimento da
terapia, pois, € um método auxiliar na avaliacds t#nicas de implante celular
(AZEVEDO et al., 2006).

Especula-se, pelos dados obtidos que pode terisdwarm atraso na taxa de
contracao cicatricial pela forma em que as CTMsPR® liquido foram administrados,
uma vez que se injetou um volume aproximado denfl,2&m quatro pontos de uma
lesdo de aproximadamente 1 cm de diametro. No tentstudos realizados por Stoff et
al. (2009), Templin et al. (2009) e Beheregarayl@lOutilizaram metodologia
semelhante e Treichel et al. (2011) testaram fsagd®la maiores (entre 1,25 a 3 mL)

sem alteragfes que pudessem ser atribuidas aoe/gijetado.

Pode também, ter ocorrido a incapacidade de serrelps fatores de
crescimento pelas plaguetas ou mesmo pela libe@e@oce dos mesmos como citado
por Eppley et al., 2004 e Lopez et al., 2007. Aeobmcao morfologica das plaquetas do
PRP em esfregaco sanguineo é recomendada comcat@ema avaliar a qualidade do
produto, pois, quando as plaquetas estdo ativats,mudam de forma, passando a
apresentar pseuddpodos citoplasmaticos (REBAR.,e2@03). Ou ainda, o material
poderia ser submetido a citometria de fluxo, cosalizado por Barroso et al. (2007),
porém, de acordo com Landi e Marques Junior (20®3)ecessidade de mao de obra
especializada e do citometro de fluxo limita o emgprdessa técnica e a observacao
morfologica das plaquetas necessita de pessoatitagm além de atrasar o emprego
do produto. Outra possibilidade que pode explicafabdba terapéutica com a
utilizacdo do PRP pode ser relacionada a incapdeidiz ativacdo plagquetaria pela
trombina autéloga. Para verificar esta possibikdg@ndramin et al. (2006), sugeriram
que quando se utiliza a trombina aut6loga, a sneestdracéo seja medida por ensaio de
atividade amidolitica. O fato de ser necessariontificar a trombina e dispor de
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equipamentos e material especifico para isso, oegudta em maior custo de producao
e de etapas extras necessarias para a sua fabrisagéindo Vendrusculo et al., 2012,
pode também, desencorajar sua utilizacdo. Dessafareste estudo, estes testes nao

foram realizados.

Ainda, especula-se a hipétese de uma sobrecarigdodes de crescimento, com
efeito inibitério dose dependente. Isso pode sestipnado pelo fato de o GPRPLIQ e
sua associacdo, GCTM+PRPLIQ terem alcancado rdssltansatisfatorios nas
avaliacOes de taxa de contracdo em comparagao apsesentacdo em forma de gel
GPRPGEL e CTM+GPRPGEL. Os grupos derivados dazagdio liquida alcangcaram
uma média de 8,64 (tratamento Unico) e 10,09 (ratdo associado), enquanto, nas
formulacdes em gel esses valores caem para 5a&2nfento unico) e 7,45 (tratamento
associado) vezes os valores basais. Alguns espudograram analisar a efetividade do
PRP no sentido de potencializar o reparo, relacidmas resultados obtidos com as
varias concentracbes de plaquetas empregadas. tRRlesultem mostrado que a
efetividade do PRP pode seguir padrdo concentrdg@endente, ou seja,
concentragées muito altas teriam efeito prejudi¢®IEIBRICH et al., 2004), no
entanto, ainda ndo ha consenso sobre quais nigdiscemento seriam os ideais e a
partir de qual valor o beneficio se perde ou aimdaroduto se torna prejudicial ao

processo cicatricial.

E importante colocar a dificuldade de comparagétoeeos dados obtidos na
literatura e os resultados deste experimento, wenajue nenhum dos artigos analisados
obteve exatamente as mesmas condicOes experiméitete uma grande discrepancia
entre os estudos, uma vez que ndo ha ainda, plotodmem definidos, com
padronizacdo de algumas variaveis, por exempl@l leozolume de produto injetado,
area da leséo, tempo de analises, concentracadudasc nivel de incremento nos caso
do PRP, modelo experimental, entre outros dadoseueadronizados poderiam gerar

resultados passiveis de comparagéao direta.

Os dados aqui levantados, sugerem principalmergeigpda ha um consideravel
corpo de trabalho necesséario para abordar quebtisas como: quais os melhores
mecanismos de entrega de células para sitiossti@aeguais séo as fungdes celulares

e moleculares destas células nos tecidos alvo;gpat mecanismo de cura estes
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produtos atuam; qual o melhor periodo para asiteragerem implementadas; questbes
relativas a utilizacdo destas terapias em longagpead seguranca na sua utilizacao;
entre outros aspectos que ainda ndo podem ser eimmgnte explicados. As respostas
a estas questdes basicas possibilitardo melhocedagens para novos estudos com a

terapia celular.



7 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado o experimentone base nos resultados

obtidos é possivel concluir que:

1) a associagdo CTM e PRP em suas fragOes teregeu(CTM+PRPGEL e
CTM+PRPLIQ) nédo acelerou o processo de cicatrizagiferidas cutdneas agudas, na

avaliacdo morfométrica aos 14 dias de pds-opeoatori

2) a aplicacao local das CTMs e das fracdes de GRIAdo utilizadas de maneira
isolada também néo conseguiu acelerar o tempo s@@@R0 processo cicatricial na

avaliacdo morfométrica aos 14 dias de pos-opeoatori

3) a utilizacdo do PRP na sua forma liquida obteeaores indices de epitelizacdo em

relacdo ao controle nas avaliagdes histopatologioad 4 dias de pos-operatorio;

4) a excegdo do ocorrido com o grupo PRP liquidaemais tratamentos ndo alteraram
significativamente as fases inflamatéria, prolifma e inicial do remodelamento,

segundo dados histopatolégicos;

5) a terapia com as células-tronco mesenquimaisgvreu cicatrizes esteticamente

melhores na avaliagéo clinica, especialmente ad$as4de observacéo.

Sugere-se a necessidade de novos estudos e adwaimgilizacdo de outras
ferramentas diagnésticas para melhores subsidiastel@retacdo sobre os resultados

encontrados.
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APENDICE 1 - CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E PLASMA RICO EM
PLAQUETAS COMO ADJUVANTES DA CICATRIZACAO DE LESOES
CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS. Garcez, T.N.A.

FICHA CONTROLE PRP

Animal:

Data coleta:

Hora coleta:

Volume coletado:

Grupo: ( ) PRPL ( ) PRPG ( ) CTMs+PRPL ( ING+PRPG

Hora final processamento:

Hora utilizagéo:

Contagem inicial de plaquetas: 16/mm?
Contagem final de plaquetas: 1§/mm®
Aumento: %

Numero do Registro fotografico:

Observacoes:
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APENDICE 2 - CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E PLASMA RICO EM
PLAQUETAS COMO ADJUVANTES DA CICATRIZACAO DE LESOES
CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS. Garcez, T.N.A.

FICHA CONTROLE CIRURGICO

Animal:

Data da inducéo:

Grupo: () C () CTMs ( ) PRPL ( ) PRPG CTMs+PRPL ( ) CTMs+PRPG
Protocolo Anestésico:

Exame da Ferida:

Sangramento: () Ausente () Pouco () Moderadld\dentuado

1) Extensao da Ferida D

Vertical cm Horizontal cm
2) Extenséo da Ferida E
Vertical cm Horizontal cm

Numero do Registro fotografico:

Observagoes:
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APENDICE 3 - CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E PLASMA RICO EM
PLAQUETAS COMO ADJUVANTES DA CICATRIZACAO DE LESOES
CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS. Garcez, T.N.A.

FICHA AVALIACAO MACRO FERIDAS

Animal:

Data da inducéo:

Ferida: ()D () E

Grupo: () C ( ) CTMs ( ) PRPL ( ) PRPG CTMs+PRPL ( ) CTMs+PRPG

=

Curativo: () ausente () presente mas nao colaséa () presente

N

Tecido Necrotico: () Nao () Sim + () Sim 4+) Sim +++
3. Tecido de Granulacdo: () Nado () Sim+ () Sim( ) Sim +++
Aspecto: Localizacao: () Margens ( nNt@e( ) Generalizado
4. Sinais de Infeccdo: () Nao () Sim+ () Sim ¢+ Sim +++
A) Exsudato: () Nao () Sim

B) Caracteristica: () Seroso () Sero Sanguinolento

() Sanguinolento () Purulento
C) Volume: () (O) Ausente () (+) Pouco

() (++) Moderado () (+++)Acentuado
D) Odor: () (O) Ausente () (+) Pouco

() (++) Moderado () (+++)Acentuado
5. Dor/Escore () (O) Ausente () (+) Pouco () (M9derado ()
(+++)Acentuado

6. () Hiperemia ()Hiperpigmentacdo () Edema {@rose () Crosta
A) Localizacdo na leséo: () Margens ( ) CentralGeheralizado
B) Localizado ao redor da leséo ()
C) Grau: () (O) Ausente () (+) Pouco () (++) Moddo ()
(+++)Acentuado
7. Extensao: Vertical mm Horizontal mm
8. Numero do Registro fotografico:
9. Observacoes:
Data: Exiaador:
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APENDICE 4 - CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E PLASMA RICO EM
PLAQUETAS COMO ADJUVANTES DA CICATRIZACAO DE LESOES
CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS. Garcez, T.N.A.

FICHA CONTROLE BIOPSIA 7d

Animal:

Data da inducgdo:

Data da Biopsia:

Ferida: ()D () E

Grupo: () C () CTMs ( ) PRPL ( ) PRPG CTMs+PRPL ( ) CTMs+PRPG
Protocolo Anestésico:

POs-operatorio:

1) Extensao da Ferida D

Vertical cm Horizontal cm

2) Extenséo da Ferida E:

Vertical cm Horizontal cm

Numero do Registro fotogréfico:

Destino material:

Observagoes:
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APENDICE 5 - CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E PLASMA RICO EM
PLAQUETAS COMO ADJUVANTES DA CICATRIZACAO DE LESOES
CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS. Garcez, T.N.A.

FICHA CONTROLE BIOPSIA 14d

Animal:

Data da inducgdo:

Data da Biopsia:

Ferida: ()D () E

Grupo: () C () CTMs ( ) PRPL ( ) PRPG CTMs+PRPL ( ) CTMs+PRPG
Protocolo Anestésico:

POs-operatorio:

1) Extensao da Ferida D

Vertical cm Horizontal cm

Numero do Registro fotografico:

Destino material:

Observacoes:



