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Terapia celular aplicada em diferentes fases da cicatrizagdo no tratamento de

feridas crbénicas em ratos wistar

Autora: Fernanda Regina Loss
Orientador: Emerson Antonio Contesini

Co-orientadora: Elizabeth Obino Cirne-Lima

RESUMO

Células-tronco mesenquimais (CTMSs) representam uma terapia promissora na
medicina regenerativa, ndo apenas por sua capacidade de diferenciacdo, mas também
pelo seu tropismo por lesdes, por seus efeitos imunomodulatérios e por sua
bioestabilidade quando cultivada e expandida in vitro. O beneficio das CTMs na
regeneracdo celular, tem sido bastante evidente, retratando melhora significativa da
cicatrizacdo cutanea, baseada no efeito paracrino destas células, que atuam
principalmente na agdo anti-inflamatoria. Este estudo teve por objetivo avaliar a terapia
celular aplicada nas diferentes fases da cicatrizagdo de feridas cutaneas cronicas. Para
isso, foram utilizados 96 ratos Wistar, machos, com oito semanas de idade, variando
entre 250 a 300 gramas de peso. Do total de 96, 24 animais serviram como doadores de
gordura gonadal para cultura e isolamento de CTMs. Os outros 72 foram aleatoriamente
divididos em 3 grupos: C (controle), CTM1 (1 aplicacdo de CTM) e CTM2 (2
aplicacdes de CTM). Estes grupos foram subdivididos em trés diferentes periodos de
tempo para avaliacdo: 7, 14 e 21 dias. Os tratamentos com CTM foram realizados aos 0
e 5 dias apds a cronificacdo das feridas. Nos dias de eutanasia (7, 14 e 21 dias), foram
coletados fragmentos de ferida para avaliagdo microscépica (HE e imunoistoquimica) e
macroscopicas das feridas. O grupo CTM2-21 dias apresentou maior taxa de contracdo
(p < 0,001). O coléageno 1, o colageno Il e o FGF apresentaram em média diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, independente do dia da avaliacdo (p <
0,001). A taxa de contracdo (TC) e a marcacdo de Ki67 apresentaram em média
diferentes comportamentos entre grupos e periodo de avaliacdo (p Interacdo = 0,039 e
p Interacdo = 0,018 respectivamente). O grupo CTM1 apresentou menor frequéncia de
ulcera (p<0,05). O grupo CTM1-7 dias apresentou maior indice de inflamacéo crénica,
enquanto que os demais grupos apresentaram inflamacédo sub-aguda (p= 0,006). Com
base nos resultados obtidos, conclui-se que a terapia celular beneficia a cicatrizagdo de



feridas cronicas, e que duas aplicagdes de CTMs promovem maior taxa de contracao,
quando avaliadas no 21° dia.

Palavras-chave: acdo paracrina, célula-tronco mesenquimal, cicatrizacdo de feridas,
ferida cronica, imunomodulacéo, rato, terapia celular



Cell therapy applied at different stages of healing in the treatment of chronic
wounds in a murine model

Author: Fernanda Regina Loss
Supervisor/Advisor: Emerson Antonio Contesini

Co-supervisor: Elizabeth Obino Cirne-Lima

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells are a promising therapy in regenerative medicine, not
only because their differentiating ability, but also due to their tropism to lesions, their
immunomodulatory effects and their biostability when cultured and expanded in vitro.
The benefits of MSCs in cell regeneration has been quite evident promoting a
significant increase in cutaneous healing, based on the paracrine effect, which acts
mainly on the anti-inflammatory action. The aim of this study was to evaluate cell
therapy applied in different cicatrization phases of cutaneous chronic wounds. For this
were used 96 male Wistar rats, eight weeks old, weighing 250 to 300 grams. Of this
total, 24 animals served as donors of gonadal fat for culture and isolation of MSCs. The
other 72 were randomly divided into 3 groups: C (control), MSC1 (1 MSC application)
and MSC2 (2 MSC applications). These groups were subdivided into three different
time periods for evaluation: 7, 14 and 21 days. MSCs treatments were performed at 0
and 5 days after wound chronification. Wound and scar macroscopic evaluation was
made, and wound fragments were collected for microscopic evaluation (HE and
immunoistochemistry) at evaluation days. MSC2-21 days group had the biggest
contraction rate (p<0,001). Mean collagen I, collagen Il and FGF were significantly
different between groups, in all evaluation days (p<0,001). Means contraction rate and
Ki67 mark were different between groups and evaluation days (Pinteraction = 0,039 and
Pinteraction = 0,018 respectively). MSC1 group had less frequent ulcer (p<0,05). MSC1-7
days had more chronic inflammation rate, while the other groups had subacute
inflammation (p=0,006). The study results concludes that cell therapy benefits chronic
wound healing, and two MSC application promotes greater contraction rate evaluated

after 21 days of healing.



Key-words: cellular therapy, chronic wound, wound healing, immunomodulation,

mesenchymal stem-cell, paracrine action, rat
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1. INTRODUCAO

O estudo acerca de feridas cutaneas cronicas tem se mostrado cada vez mais
importante. Tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinaria, € extremamente
comum a ocorréncia destas, que muitas vezes, apresentam dificil tratamento com a
terapia convencional. As feridas cronicas ocorrem em cerca de 1 a 1,5% de toda
populacdo de paises desenvolvidos. Na Europa, de 2 a 4% do orgcamento de saude é
destinado a terapia de feridas crénicas (ZAHOREC et al., 2015). Estima-se que, no
ocidente, de 1 a 2% da populacdo ird desenvolver uma lesdo cronica durante a vida
(OTERO-VINAS; FALANGA, 2016). Estima-se ainda que no mundo todo, os custos
para tratamentos de feridas cronicas irdo ultrapassar os 22 bilhdes por ano, até 2020
(BERTOZZI et al., 2017).

Ferida cronica é descrita como uma ruptura estrutural da pele, alterando sua
arquitetura e funcionalidade (MARFIA et al., 2015). Feridas cronicas podem ser
decorrentes de neuropatia, trauma, Ulcera isquémica, isquemia, doenca arterial periférica
(ZOU et al., 2012) e ainda, queimadura (RODGERS; JADHAYV, 2017).

Células-tronco  mesenquimais, (CTMs) sdo conhecidas pela sua
multipotencialidade, pelo seu potencial de renovacdo e diferenciagdo em um vasto
nimero de tipos celulares (OTERO-VINAS; FALANGA, 2016), bem como suas
habilidades de imunomodulacdo e acdo paracrina, que por meio de liberacdo de fatores
de crescimento, promovem fechamento acelerado da lesdo, aumento da proliferacdo da
angiogénese, diminuicdo da inflamacdo, aumento do remodelamento da matriz
extracelular, contribuindo assim, para a cicatrizacdo de feridas, num tempo menor, e
forma mais eficiente, devolvendo estrutura e funcdes normais da pele (LEE et al. 2016).

Se tem estudado a aplicacdo clinica da terapia celular, como uma opcdo de
tratamento para feridas de dificil cicatrizacdo. Embora ainda existam muitas davidas
guanto aos mecanismos de acdo desta terapia, alguns fatores podem ser citados como
benéficos a regeneracdo e cicatrizacdo: aumento dos niveis de colageno dérmico,
aumento do numero de fibroblastos e angiogénese (L1 et al., 2016), bem como aumento
dos fatores pro-angiogénicos (BERTOZZI et al., 2017), e diminuicdo significativa da
inflamacdo em decorréncia da inibi¢do das citocinas pré-inflamatorias (ZAHOREC et
al., 2015).
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Assim, esta tese teve por objetivos:

a) Geral

Q

Investigar os efeitos da terapia celular com CTMs, provenientes de tecido
adiposo, aplicadas nas fases inflamatoria e de proliferagdo, para
tratamento de feridas cronicas induzidas por queimadura quimica em

ratos Wistar.

b) Especificos

Q

Avaliar a evolucgdo da taxa de contracdo de feridas cronicas tratadas com
CTMs, através de medicdo com paquimetro digital;

Registrar macroscopicamente a qualidade cicatricial por meio de imagens
fotograficas;

Analisar macroscopicamente a presenca de sinais flogisticos como
presenca de secrecdes, infeccdo, crosta, edema, hemorragia, sinais de
auto-mutilagéo;

Avaliar o peso e comportamento dos animais, levando em consideragéo o
estresse causado pela manipulacdo e isolamento;

Avaliar microscopicamente, através de histopatologia, pela coloracdo de
HE, presenca de Ulcera, inflamagdo, graduacdo da inflamacdo, fibrose,
angiogénse e hemorragia, de feridas cronicas tratadas com CTMs;
Quantificar microscopicamente, através de imunoistoquimica, fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), através do anticorpo FGF2, fator de
crescimento endotelial vascular, através do anticorpo anti-VEGF,
presenca de colageno | e Ill, através dos anticorpos especificos para
colagenos do tipo | e 111 e proliferacdo celular através do antigeno Ki67,;
Determinar qual o melhor protocolo de aplicagcdes de CTMs regeneram o
tecido de forma mais rapida e esteticamente melhor;

Comparar através dos resultados obtidos as terapias com uma e duas

aplicacbes de CTM,;
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O Comparar os resultados obtidos e verificar qual a melhor terapia obteve
resultados mais satisfatorios e que regeneraram mais rapidamente a

ferida cronica.
Desta forma, a presente tese foi dividida em dois artigos formatados
conforme o periodico ao qual cada um serd submetido. O primeiro artigo refere-se a
uma revisdo bibliografica sobre feridas de pele e terapia celular; e o segundo artigo
refere-se a terapia celular como tratamento para ferida cronica induzida e a comparacao

entre uma e duas aplicagdes.
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2. CAPITULO 1

O uso da terapia celular no tratamento de feridas agudas e cronicas — Revisao

Fernanda Regina Loss, Paula Barros Terraciano, Cesar Dias Freire, Germano Filipe
Grings, Clavin Braga, Elizabeth Obino Cirne-Lima, Emerson Antonio Contesini

Manuscrito a ser submetido para a revista Semina Ciéncias

Agrarias.
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O uso da terapia celular no tratamento de feridas aguda e cronicas— Revisdo

Use of cell therapy in the treatment of acute and chronic wounds - Review
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Filipe Grings®, Calvin Braga Gnoatto®, Elizabeth Obino Cirne-Lima®, Emerson
Antonio Contesini®
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RESUMO

A terapia celular surgiu como uma promissora abordagem terapéutica, para uma série de
alteracdes envolvendo o maior 6rgdo do corpo humano: a pele. Células-tronco mesenquimais

(CTMs), possuem capacidade de auto-renovagao e diferenciagcdo em linhagens distintas, e
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muitos estudos comprovam sua capacidade de melhora da cicatrizagdo através do seu efeito e
sinalizacdo paracrinas. Os mecanismos das CTMs, envolvidos no processo de reepitelizacéo,
ainda néo sdo totalmente conhecidos e estabelecidos. No entanto, estudos mostram sua acdo em
todas as fases da cicatrizacdo, inibicdo a resposta inflamatdria, aumentando a angiogénese,
remodelando a matriz extracelular, liberando fatores de crescimento que auxiliam positivamente
no reparo, além de favorecer a regeneracao tecidual. Desta maneira, o presente trabalho tem por
objetivo trazer uma revisao bibliografica sobre os estudos atuais, abordando aspectos da terapia

celular como tratamento para feridas aguda e cronicas.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, diferenciacdo celular, efeito paracrino,

cicatrizagdo de feridas

ABSTRACT

Cell therapy emerged as a promising therapeutic approach to a series of injuries
of the largest organ in the human body: the skin. Mesenchymal Stem Cells (MSC) have
the capacity of self-renewal and differentiation in distinct lineages, and many studies
confirm their capacity to improve wound healing through their paracrine signaling
effects. The mechanisms of MSC involved in the reepithelization process are not fully
known and established yet. However, studies describe its action in all stages of wound
healing, inhibiting inflammatory response, increasing angiogenesis, remodeling
extracellular matrix, releasing growth factors which helps positively the wound repair.
The MSC also improves skin regeneration, normal organic functions and architecture
restoration, even avoiding hypertrophic scars. The present study objectives to review
current literature addressing cell therapy aspects as treatment for acute and chronic

wounds.

Key-words: mesenchymal stem-cell, cellular differentiation, paracrine effect,

wound healing
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Os primeiros transplantes de células estaminais, ocorreram na década de 1950, nos
quais utilizaram células de medula 6ssea no intuito de reconstituir a medula de pacientes
submetidos a quimioterapia (HARMAN, 2013).

Atualmente, o termo célula-tronco se refere as células precursoras que possuem
capacidade de diferenciacdo e autorrenovacdo, podendo originar varios tecidos (LI et
al., 2015). Com relagdo a potencialidade dessas células denominam-se totipotentes,
pluripotentes e multipotentes, (BLOW, 2008; AMORIN et al., 2012). As totipotentes
correspondem a fase do embrido recém-formado, com até oito células e com capacidade
de gerar um novo organismo inteiro, incluindo tanto os tecidos embrionarios, quanto os
extraembrionérios. As pluripotentes podem gerar varios tipos celulares de um individuo
adulto, ou seja, de todos os trés folhetos embrionarios: ectoderma (tecidos epidérmicos
e nervosos), mesoderma (musculos, 0ssos e sangue) e endoderma (figado, pancreas,
trato gastrointestinal e pulmdes). Contudo, por ndo formarem tecidos extraembrionarios,
ndo possuem a capacidade de gerar um individuo completo. Células multipotentes
apresentam capacidade de gerar uma quantidade limitada de tipos celulares (CIRNE-
LIMA, 2007; YARAK & OKAMOTO, 2010).

O sangue de corddo umbilical (MALHOTRA et al., 2016) e a gordura da
lipoaspiracdo (RAPOSIO; SIMONACCI; PERROTTA, 2017), também apresentam
células aderentes com aspecto de CTM, sendo que células-tronco derivadas de tecido
adiposo (ADSCs) tém sido aplicadas no reparo de lesGes cutaneas agudas e cronicas
(OTERO-VINAS; FALANGA, 2016), e em cirurgias plasticas reconstrutivas (CHENG
etal., 2013; DERBY et al., 2014).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) foram descritas pela primeira vez por
Friedenstein e colaboradores em 1966 (YANG et al., 2013) e tém sido alvo de uma
infinidade de estudos e trabalhos experimentais devido a sua plasticidade, capacidade de
auto-renovacdo e de diferenciacdo em células altamente especializadas como
osteoblasto, adipdcito, condrécito e midcito (LIU et al.,, 2017; MALHOTRA et al.,
2016). Estas células correspondem a uma pequena populacédo celular da medula 6ssea,
compondo cerca de 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas medulares (ZAGO &
COVAS, 2006). Entretanto, podem ser isoladas e expandidas com alta eficiéncia ou
semi-induzidas a se diferenciarem em multiplas linhagens em condi¢bes de culturas
definidas (MALHOTRA et al., 2016).

O tecido adiposo consiste em uma fonte alternativa para obtencdo de CTMs

adultas. Além de estarem presentes em grandes quantidades nestes tecidos, a coleta de
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tecido gorduroso pode ser realizada sob o efeito de anestesia local, sendo rapida, segura
e indolor para o paciente/doador (VERITER et al., 2015). Malhotra et al. (2016)
sugeriram que doadores jovens sdo 0s mais indicados, pois possuem células com maior
propensdo a proliferacdo e maior vida util, quando comparado a doadores mais velhos.

As CTMs, moléculas bioativas como as de adesdo, proteinas de matriz
extracelular, citocinas e receptores para fatores de crescimento, permitem a interagéo
com demais células, fazendo com que atuem modulando a resposta inflamatdria, a
angiogénese e a mitose das células envolvidas no processo de reparo tissular (CHEN et
al., 2016; KUO et al., 2011).

DESENVOLVIMENTO

Terapia celular na cicatrizacéo

As CTMs estdo presentes nas fases inflamatéria, de proliferacdo e de
remodelamento da cicatrizacdo (MALHOTRA et al., 2016). Sua taxa de diferenciacéo, a
qual contribuiria para a regeneracdo do tecido, seria limitada por uma pequena
quantidade de células que sobreviveriam no local da lesdo, fazendo com que sua acao
paracrina fosse o principal mecanismo para a reducdo da inflamagdo. Resultam na
promocdo da angiogénese, aumento da formacao do tecido de granulacdo, aumento da
reepitelizacdo, regulacdo da matriz extracelular, induzindo assim, através de seu efeito
imunomodulador e reparador, por meio dos efeitos regenerativos, o fechamento
acelerado de feridas (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012a; KUO et al., 2011; LEE, D.E;
AYOUB, N; AGRAWAL, 2016; MAXSON et al., 2012; UYSAL et al., 2014). O
beneficio das CTM na regeneracdo celular tem sido bastante evidente, retratando
melhora significativa da cicatrizacdo cutdnea em estudos experimentais, baseado no
efeito paracrino destas celulas (LEE, D.E; AYOUB, N; AGRAWAL, 2016).

Sendo assim, as CTMs apontam para grandes avan¢os na medicina regenerativa
(BERTOZZI et al., 2017) ndo apenas por sua capacidade de diferenciacdo, mas também
pelo seu tropismo por lesGes, por seus efeitos imunomodulatoérios e por sua

bioestabilidade quando cultivada e expandida in vitro (WANG, et al., 2016).
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Foram comparados diferentes métodos de isolamento de ADSCs, para aplicacfes
clinicas. A pesquisa consistiu em comparar um metodo de cultivo mecénico enzimatico
(ME) e outro método, exclusivamente mecéanico (MC), a fim de se determinar qual
forma de cultivo iria isolar um maior numero de CTMs. Com base nos resultados
obtidos, o0 estudo determinou que o método ME, permitiu isolamento de um maior
namero de células, em relacdo ao MC (RAPOSIO; SIMONACCI; PERROTTA, 2017).

A terapia celular envolve estudos para tratamento de feridas cronicas
(MARANDA; RODRIGUEZ-MENOCAL; BADIAVAS, 2016), Ildpus e
dermatomiosites (CERON et al., 2016; KHOSROTEHRANI, 2013; MURPHY;
MONCIVAIS; CAPLAN, 2013), dermatite atdpica canina (FOSSUM, 2013) e também
para queimaduras térmicas e radioativas (MARANDA; RODRIGUEZ-MENOCAL,;
BADIAVAS, 2016; RODGERS; JADHAYV, 2017). A engenharia de tecidos também
vem sendo bastante estudada e desenvolve um papel importante na terapia celular, pois
combina o uso de biomateriais, fatores de crescimento e células-tronco, para reparar
Orgdos e tecidos que perderam sua estrutura e/ou funcdo (BERTOZZI et al., 2017;
OTERO-VINAS; FALANGA, 2016).

Modelos animais utilizados em estudos com terapia celular

Muitos sdo os modelos animais utilizados para estudos em feridas agudas e
cronicas. Dentre 0s mais utilizados é possivel citar o camundongo (ARGOLO NETO et
al., 2016; WANG et al., 2016), o rato (CALIARI-OLIVEIRA et al., 2016; KAISANG et
al., 2017; TAO et al., 2017) , o suino (BLANTON et al., 2009; FU et al., 2006), o
coelho (OSTVAR et al., 2015; XIE et al., 2016) e ainda, em estudos clinicos, a espécie
canina (KIM et al., 2013). Estes modelos servem tanto para a realizagdo da coleta de
gordura para posterior isolamento e cultivo, quanto para uso como terapia.

O modelo animal mais utilizado para o estudo de feridas € o camundongo,
representando um total de 55% dos estudos avaliados; em segundo lugar, representando
22%, aparece o rato. Este mesmo estudo demonstrou que o modelo de ferida induzido,
representando 65% dos estudos, é o excisional, seguido de leséo incisonal (13%) e
gueimadura (11%) (ISAKSON et al., 2015).

E importante salientar que estudos clinicos estdo sendo realizados em humanos
(BADIAVAS; FALANGA, 2013; LAFOSSE et al., 2015).
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Estudos clinicos e experimentais desenvolvidos para tratamento de alteracdes

cutaneas

Foi avaliado o efeito da terapia celular com: ADSCs+plasma pobre em plaques
(PPP); ADSCs+plasma rico em plaquetas (PRP); plasma rico em plaquetas (PRP);
plasma pobre em plaquetas (PPP) e controle, em feridas induzidas em suinos. Eles nao
observaram diferencas significativas nas taxas de contracdo das feridas, porém,
observaram aumento significativo de aproximadamente sete vezes mais, no crescimento
de vasos endoteliais, no grupo ADSCs+plasma rico em plaquetas. Acredita-se que as
células adiposas possuem células marcadoras associadas aos pericitos e por secretarem
fatores pré-angiogénicos, como o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e a
angiopoetina, possam atuar na associagao perivascular, contribuindo para a formagéo de
novos vasos sanguineos (BLANTON et al., 2009).

Foi desenvolvido um estudo onde isolaram e expandiram CTMs, oriundas de
medula 6ssea, e fibroblastos, a partir de biopsia de pele, de pacientes humanos normais
e compararam 0S Mesmos processos, coletando as mesmas amostras, de pacientes néo
diabéticos, porém, com feridas crénicas ha mais de dois anos, sem expectativas de cura.
O estudo in vitro demonstrou que as CTMs desempenham um papel importante na
cicatrizacdo de feridas, estimulando a migracdo de fibroblastos de maneira dose-
dependente, quando coletadas de pacientes normais; ja as amostras de células, de
pacientes com les&o crénica, demonstraram deficiéncia na proliferagdo de fibroblastos,
pois se acredita que os mesmos ndo respondem de forma positiva, as citocinas e fatores
de crescimento liberados pelas CTMs. De um modo geral, todo processo regenerativo, é
afetado negativamente na presenca de lesdo cronica (MARANDA; RODRIGUEZ-
MENOCAL; BADIAVAS, 2016).

Foi relatado a terapia com CTMs de corddo umbilical humano, combinada com
gelatina de Wharton e microparticulas de pele, para tratamento de lesdo de pele
excisional em camundongos, relatando ser uma estratégia muito promissora,
aumentando de forma significativa a regeneracéo tecidual a partir da formacéo de quatro
camadas da epiderme, com foliculos capilares, glandulas sebaceas e glandulas
sudoriparas, bem como, melhora na qualidade da cicatriz (ZHANG et al., 2012).

Optou-se pelo tratamento com terapia celular para trés pacientes com feridas

crénicas ha mais de 12 meses. Os tratamentos convencionais ja haviam sido testados e
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ndo apresentaram quaisquer beneficios. A terapia com CTMs resultou em cicatrizagdo
completa das lesdes, em apenas quatro meses apds tratamento (BADIAVAS;
FALANGA, 2013).

Foi observado através da expressao significativa de Ang-1/2 (angiopoietina 1 e 2),
CD31 (cluster de diferenciagdo) e VEGF, bem como da alta densidade capilar, que as
CTMs de medula 6ssea, podem efetivamente melhorar a cicatrizacdo de lesdo de pele
por queimadura em camundongos, representando importante método de tratamento para
queimaduras (XUE et al., 2013a).

Feridas experimentais de camundongos tratadas com CTMs de corddo umbilical
humano, apresentaram em suas avaliagfes histopatologicas, niveis satisfatorios de
epitélio escamoso, fibroblastos, glandulas sebaceas, além de capilares sanguineos,
demonstrando taxas de cicatrizacdo muito mais rapidas, quando comparadas aos outros

grupos sem o uso da terapia celular (WANG et al., 2016)

Locais de aplicacdo da terapia celular

Os locais de aplicacdo de CTMs em feridas de pele incluiram vias topicas com
utilizacdo de spray; por via intradérmica ao redor da lesdo; intravenosa (CHEN;
WONG; GURTNER, 2012) e também, via scaffold, com a utilizacdo da Gelatina de
Wharton como forma de arcabouco para as células-tronco (ZHANG et al., 2012).

Ha relatos de modelos de estudos utilizando terapia celular para feridas de pele
com aplicacdo no local da lesdo via intradérmica (ICLI et al., 2016; KAISANG et al.,
2017; NIE et al., 2011; XUE et al., 2013b). No entanto, é relatado que o potencial
terapéutico dessa via pode ser limitado por conta do fraco potencial de retencdo de
células no local da lesdo, sendo necessario um maior tempo de sobrevivéncia das CTMs
para um melhor resultado cicatricial. Como exemplo, indica-se o uso de scaffolds (LEE,
D.E; AYOUB, N; AGRAWAL, 2016).

Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, aplicadas topicamente
em feridas em orelhas de coelhos, aumentaram de forma significativa a formacéo de
tecido de granulagdo (HONG et al., 2013)

Foi desenvolvido um estudo para determinar a sobrevivéncia, a angiogénese e a
migracdo de células-tronco in vitro e em um modelo de ferida em ratos. As feridas

foram tratadas com aplicacdes locais de: a) PBS (solugdo salina tamponada com
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fosfato), b) CTMs suspensas em PBS e ¢) CTMs com &cido trans-retindico (ATRA). Os
resultados obtidos mostraram que o grupo tratado com CTMs suspensas em PBS se
mostrou mais eficiente que o controle, ao passo que o grupo CTMs pré-condicionadas
com ATRA, aumentou a eficacia da terapia celular, ocluindo a ferida em menor tempo
que os outros grupos (POURJAFAR et al., 2017)

Com base nos estudos atuais em dermatologia, que abordam feridas agudas e
crénicas, 0 que se pode perceber é que as aplicacdes da terapia sdo realizadas, na grande
maioria das vezes topicamente, via intradérmica ou via subcutanea, no local ou a redor
da lesdo. Esta forma local de aplicacdo € considerada eficaz por favorecer a condugédo
da regeneracéo tissular (ISAKSON et al., 2015).

O ambiente da ferida € um local bastante hostil e que muitos fatores como
celularidade, moléculas de sinalizacdo sollveis, matriz extracelular (ME), forcas
mecanicas, tensdo de oxigénio (O), podem afetar a acdo das CTMs e seu potencial de
regeneracdo. Por isso € importante a pesquisa continua abordando os métodos de
entrega, incluindo os estudos que envolvem os scaffolds (ISAKSON et al., 2015).

Chen e colaboradores (2012) afirmaram que a eficacia clinica pode ser totalmente
dependente da quantidade de células aplicadas na lesdo. Ndo ha consenso de doses
estabelecidas para nenhum tipo de terapia, no entanto, Isakson et al. (2015) citaram
aproximadamente 15 trabalhos realizados com ratos e camundongos, com dose de
1x10°, resultando em aumento da neovascularizagdo, aumento da epitelizacdo, aumento
do tecido de granulagdo, aumento do numero e densidade capilares, aumento
significativo dos fatores de crescimento liberados pelas células-tronco: EGF (fator de
crescimento epidermal), FGF (fator de crescimento de fibroblastos), VEGF, IL-1b, IL-4
(interleucinas 1-b e 4) e diminuigcdo de TNF-a (fator de necrose tumoral) e fatores pro-
inflamatorios. As doses utilizadas podem variar de 2x10* (HOU et al., 2013) a 1,4x10°
(BORENA et al., 2010), para modelos de feridas excisionais e por queimadura. Ha
ainda a opcao de realizar a entrega da terapia celular em dose por camada de pele (LIN
et al., 2013). Todos esses estudos citados foram realizados em ratos ou camundongos.

Um estudo com terapia celular em feridas exicionais, na quantidade de 1x10°,
demonstrou resultados que promoveram a cicatrizacdo, quando avaliadas até o sétimo
dia (BEHEREGARAY et al., 2017).

Kuo et al. (2011) avaliou o uso de células-tronco mesenquimais derivadas de

tecido adiposo, em feridas cronicas de camundongos diabéticos e determinaram que
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duas aplicacBes, na dose de 1x10’, uma no sétimo e outra no décimo dias de pés-
operatorio, foram mais eficientes do que uma unica aplicagéo no sétimo dia.

Nie et al. (2013) fizeram uma Unica aplicacdo de celulas-tronco, derivadas de
tecido adiposo, na dose 1X10°, avaliando aos 3, 7, 10, 14 e 28 dias, evidenciando que a
terapia celular ndo s6 contribuiu para a regeneracdo, mas também para a formacao de

NOVOS vasos sanguineos.

Mecanismos de acdo das CTMs no processo de cicatrizacao

O verdadeiro mecanismo de acdo das CTMs ainda ndo ¢é totalmente
compreendido. Entretanto, o que se sabe € que elas, provavelmente, fornecem bases
necessarias para a cicatrizacdo, por meio de liberacdo de mediadores inflamatérios,
citocinas e fatores de crescimento, além das préprias células que participam de todo este
processo, diferenciando-se ainda, em células do proprio ambiente onde estdo agindo
(ISAKSON et al., 2015) .

Estudos in vitro e in vivo demonstram que CTMs transplantadas podem se
diferenciar em células do tecido residente. Apds diferenciacdo in vitro de CTMs em
uma estrutura de varias camadas semelhantes a epiderme, expressaram citoqueratina-10
e filagrina, considerados marcadores epidérmicos (MA et al., 2009).

Acredita-se que o efeito benéfico das CTMs em feridas se d& pela agdo positiva
em todas as fases da cicatrizacdo (inflamatdria, proliferativa e remodelamento), gerando
aumento na migracdo epitelial, aumento na angiogénese, além de cicatrizes
esteticamente melhores (HOCKING; GIBRAN; BOX, 2011; JACKSON; NESTI;
TUAN, 2012b; MAXSON et al., 2012; WANG et al., 2016). As CTMs estimulam
ainda, o processo cicatricial por meio de liberacdo de diversos fatores de crescimento
através de efeito paracrino, entre eles: VEGF, KGF (fator de crescimento de
queratinécitos), FGF-2 (fator de crescimento de fibroblastos 2), PDGF (fator de
crescimento derivado de plaquetas), HGF (fator de crescimento de hepatécitos), TGF-f
(fator de transformacdo do crescimento beta), fibronectina, colageno 195, sendo a
neovascularizagdo uma das principais a¢des que levam a rapidez cicatricial (JACKSON;
NESTI; TUAN, 2012b; KUO et al., 2011; WANG et al., 2016).

Otero-Vifias & Falanga (2016), da mesma forma, descrevem os efeitos paracrinos

destas células, onde provavelmente, ocorreria secrecdo de fatores de crescimento como
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VEGF, EGF, KGF, SDF-1 (fator derivado de célula estromal-1), IGF-1 (fator de
crescimento de insulina) e angiopoetina-1, que facilitam o recrutamento de macrofagos,
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais para o leito da ferida. Ainda,
contribuem para a regeneracéo, pois reduzem a inflamacgéo no leito da ferida, liberando
fatores imunossupressivos, inibindo a proliferacdo de LT e LB (linfécitos T e B) e as
células NK (natural killers), e diferenciando-se em queratinécitos, fibroblastos e células
endoteliais.

Harmann (2013) relata que as CTMs promovem um ambiente anti-inflamatério,
pois alteram o perfil de secregdo de citocinas, células dendriticas e células T, além de
liberarem fatores de crescimento, conforme ja descritos anteriormente.

Harmanm (2013) relata ainda em sua revisdo, a reducdo significativa de apoptose
celular, em eventos isquémicos em um estudo com modelo animal.

Chen et al. (2016), afirmam que estudos desenvolvidos, demonstram que as CTM,
além de terem acdo antibacteriana, podem suprimir as células T, ativando macréfagos e
recrutando neutrdfilos, reduzindo assim, a resposta inflamatdria. Outro fator que auxilia
no processo de reparo é a mudanca sofrida pelos macréfagos, que no momento da
transicdo do estagio inflamatdrio para o de proliferacdo, faz com que sejam liberadas
citocinas anti-inflamatorias. Com isso, promovem diminuic¢do da inflamag&o, aumentam
a angiogénese, auxiliam no processo de deposicdo de matriz extracelular e fatores de
crescimento que ativam queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, além do efeito
antibacteriano (CHEN et al., 2016).

Acredita-se que haja um consenso quanto a importancia da angiogénese no
processo cicatricial. A fracdo vascular estromal, extraida do tecido adiposo contém
células progenitoras endoteliais, que promovem a angiogénese e neovascularizacdo
através da secrecdo de citocinas (HARMAN, 2013). Estudos com modelos de isquemia
demonstraram aumento de fluxo sanguineo associada a aumento da densidade vascular
(HOU et al., 2013; XIE et al., 2016).

A fibrose € definida como um acimulo de componentes da matriz extracelular
(MEC), (predominantemente coldgeno tipo 1), que impedem a regeneracdo tecidual.
Ocorre em decorréncia de traumas, inflamacéo, toxicidade quimica e estresse oxidativo
(SPEES; LEE; GREGORY, 2016). Para essa alteracéo, a terapia com CTM se mostra
extremamente benéfica, principalmente na presenca de inflamacdo, devido ao seu alto
potencial antifibrético (USUNIER et al., 2014).
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Usunier et al. (2014) sugerem que a capacidade das CTMs de atuar sobre a
fibrose, ocorra atraveés de diferentes mecanismos: 1) modulacdo imunoldgica; 2)
inibicdo do TGFP; 3) inibicdo da hipdxia e do estresse oxidativo e 4) restauragdao da
degradacédo de ME.

Spees et al. (2016) relatam em sua revisdo, que um estudo sobre fibrose renal,
demonstrou que CTMs promoveram inibicdo da fibrose, através da proteina secretada
stanniocalcin-1 (STC-1). Madrigal et al (2014) relatam também o efeito anti-
inflamatdrio e anti-apoptético da STC-1.

Maranda et al. (2016) citam em sua revisdo, um estudo onde se utilizou a
bleomicina como fator de indugéo de fibrose. O estudo determinou a a¢do antioxidante
das CTMs, além de reduzir a fibrose e aumentar o remodelamento tissular, confirmaram
ainda o estimulo a producdo de colageno, organizado de uma forma muito semelhante a
pele integra.

Desenvolveu-se um estudo para avaliar a acdo das células-tronco derivadas de
tecido adiposo em um modelo de queloide. Amostras de queloides foram coletadas de
pacientes humanos, submetidos a cirurgias reconstrutivas. Estas amostras foram
implantadas em camundongos atimicos e tratadas com a) ADSCs condicionadas em
meio nutritivo pobre, b) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e c) controle —
sem tratamento. O grupo confirmou através de analises microscopicas que € evidente a
acao destas células na fibrose, além do benéfico efeito oriundo da acdo paracrina sobre
fibroblastos, mas ainda ressaltam a importancia de novos estudos abordando terapia
celular para queloides (LIU et al., 2017).

CONCLUSAO

Embora existam muitos relatos de que as CTMs possuem um papel importante
para a cicatrizacdo de feridas agudas e cronicas, sdo ainda necessarios muitos estudos
experimentais para que se investiguem 0s mecanismos pelos quais essas células
induzem a cicatrizagdo, bem como o momento e a forma de aplicacdo adequada,
levando em consideracdo a seguranca para aplicagdes futuras, ndo somente como terapia

experimental, mas como pratica médica.
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Resumo

Antecedentes: células-tronco mesenquimais (CTMs) tem sido utilizadaS para o
tratamento de feridas cronicas, devido a sua acdo anti-inflamatoria e efeito

imunomodulador sobre as células epiteliais.

Obijetivo: Este estudo teve por objetivo avaliar a terapia celular aplicada nas diferentes

fases da cicatrizacdo de feridas cutaneas cronicas.
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Métodos: foram utilizados 96 ratos Wistar, machos, com oito semanas de idade,
variando entre 250 a 300 gramas de peso. Do total de 96, 24 animais, serviram como
doadores de gordura gonadal, para cultura e isolamento de CTMs, e os outros 72, foram
aleatoriamente divididos em 3 grupos: C (controle), CTM1 (1 aplicacdo de CTM) e
CTM2 (2 aplicagdes de CTM). Estes grupos foram subdivididos em trés diferentes
periodos de tempo para avaliacdo: 7, 14 e 21 dias. Os tratamentos com CTM foram
realizados aos 0 e 5 dias ap0és a cronificacdo das feridas. Foram coletados fragmentos de
ferida para avaliacdo microscopica (HE e imunoistoquimica), bem como, avaliacdes

macroscopicas das feridas.

Resultados: O grupo CTM2-21 dias apresentou maior taxa de contracdo (p < 0,001). O
colageno |, o colégeno Il e o FGF apresentaram em média diferencga estatisticamente
significativa entre os grupos, independente do dia da avaliacdo (p < 0,001). A taxa de
contracdo (TC) e a marcacdo de Ki67 apresentaram em média diferentes
comportamentos entre grupos e periodo de avaliagdo (p Interacdo= 0,039 e
p Interagcdo = 0,018 respectivamente). O grupo CTM1 apresentou menor frequéncia de
ulcera (p<0,05). O grupo CTM1-7 dias apresentou maior indice de inflamacéo cronica,

enguanto que os demais grupos apresentaram inflamacéao sub-aguda (p= 0,006).

Conclusédo: Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a terapia celular beneficia
a cicatrizacdo de feridas cronicas, e que duas aplicagdes de CTMs promovem maior taxa

de contragéo, quando avaliadas no 21° dia.

Palavras-chave: ferida cronica, fibroblastos, imunoistoquimica, inflamacdo, células-

tronco mesenquimais, efeito paracrino.

Abstract

Background: Mesenchymal stem cells (MSC) it has been used for treatment the chronic
wounds, due to its anti-inflammatory action and immunomodulatory effects on
ephitelial cells.

Objective: The aim of this study was to evaluate cell therapy applied in different

cicatrization phases of cutaneous chronic wounds.
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Methods: were used 96 male Wistar rats, eight weeks old, weighing 250 to 300 grams.
Of this total, 24 animals served as donors of gonadal fat for culture and isolation of
MSCs. The other 72 were randomly divided into 3 groups: C (control), MSC1 (1 MSC
application) and MSC2 (2 MSC applications). These groups were subdivided into three
different time periods for evaluation: 7, 14 and 21 days. MSCs treatments were
performed at 0 and 5 days after wound chronification. Wound and scar macroscopic
evaluation was made, and wound fragments were collected for microscopic evaluation
(HE and immunoistochemistry) at evaluation days.

Results: MSC2-21 days group had the biggest contraction rate (p<0,001). Mean
collagen 1, collagen 11l and FGF were significantly different between groups, in all
evaluation days (p<0,001). Means contraction rate and Ki67 mark were different
between groups and evaluation days (Pinteracton = 0,039 and Pinteraction = 0,018
respectively). MSC1 group had less frequent ulcer (p<0,05). MSC1-7 days had more
chronic inflammation rate, while the other groups had subacute inflammation (p=0,006).
Conclusion: The study results concludes that cell therapy benefits chronic wound
healing, and two MSC application promotes greater contraction rate evaluated after 21

days of healing.

Keywords: Chronic wound, Fibroblasts, Immunohistochemistry, Inflammation,

Mesenchymal stem cell, Paracrine effect.

1. Introducdo

O estudo da ferida cutanea cronica tem sido cada vez mais importante, uma vez
que sua ocorréncia é comum e afeta cerca de 1 a 1,5% da populacdo de paises
desenvolvidos. Na Europa, de 2 a 4% do orcamento de salde é destinado a terapia de
feridas cronicas [1]. Estima-se que no Ocidente, 1 a 2% da populacdo desenvolvera uma
lesdo cronica durante sua vida [2]. Calcula-se ainda que, em todo o mundo os custos dos

tratamentos de feridas crénicas excedam os 22 bilhdes de dblares ao ano até 2020 [3].

A ferida crbnica é descrita como uma ruptura estrutural da pele, resultando

negativamente na sua arquitetura e funcionalidade [4]. As feridas crbnicas podem
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ocorrer por neuropatia, trauma, Ulcera isquémica, isquemia, doenca arterial periférica
[5] e queimaduras [6].

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo conhecidas por sua
multipotencialidade, potencial de renovacéo e diferenciagdo em um grande nimero de
tipos de células [2], bem como suas habilidades de imunomodulagdo e acéo paracrina,
através da liberacdo de fatores de crescimento, promovendo o fechamento acelerado da
lesdo, o aumento da proliferacdo da angiogénese, a diminuicdo da inflamacdo e o
aumento da remodelacdo da matriz extracelular, contribuindo assim para a cicatrizacdo
de feridas em um curto espaco de tempo e de forma mais eficiente, restaurando a
estrutura e fungbes normais da pele [7,8].

Estudos recentes avaliam a aplicacdo clinica da terapia celular, como uma opc¢éo
na terapia para feridas de dificil tratamento. Embora ndo haja ainda consenso sobre 0s
mecanismos de acdo desta terapia, alguns fatores podem ser citados como benéficos
para a regeneracdo e cicatrizacdo: niveis aumentados de colageno dérmico, aumento do
namero de fibroblastos e angiongénese [9], bem como, aumento de fatores pro-
angiogénicos [3,8] e diminuicdo significativa na inflamacdo devido a inibicdo de
citocinas pré-inflamatorias [1,8].

O presente estudo objetiva o uso da terapia celular oriunda de tecido adiposo, no
tratamento de feridas crénicas, previamente induzidas por queimadura quimica. As
terapias do trabalho consistem em uma e duas aplicacdes de CTMs, em diferentes

momentos da cicatrizacdo, contemplando as fases inflamatéria e proliferativa.

2. Material e métodos

2.1 Animais e grupos

Este estudo foi avaliado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e aprovado sob protocolo nimero
150273, seguindo os principios e normas para o uso de animais experimentais. Os
procedimentos que envolveram o uso de animais foram realizados na Unidade de
Experimentagdo Animal (UEA) do Hospital Clinico de Porto Alegre (HCPA), e a
cultura celular foi realizada no Laboratoério de Diferenciacdo Celular e Embriologia, do
HCPA.
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Os procedimentos in vivo foram realizados conforme a legislacdo vigente no
Brasil, Lei 11.794 - (Diario Oficial da Unido - 08/10/2008), que estabelece
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais e regulamenta o registro dos Biotérios
e Centros de Experimentacdo. Todos os procedimentos foram embasados na Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos —
DBCA (NR 30 de 2016). Os procedimentos de finalizacdo seguiram as normas
indicadas pelas Diretrizes da Préatica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA - NR 13 de 2013).

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos, pesando em média 250-300g, com oito
semanas de idade. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno retangulares,
medindo 49x34x16cm, mantidos na UEA. Os animais foram alimentados com racao
comercial e agua ad libidum. A temperatura e a umidade relativa do ar foram
controladas (22°C + 2°C e 40-60%, respectivamente), bem como o ciclo da luz com
foto-periodo de 12/12 horas.

ApOs adaptacdo de 14 dias, os animais foram isolados, individualmente, em
gaiolas. Para evitar o estresse, devido ao isolamento e manipulacdo diéria, foram
fornecidos amendoim, sementes de girassol e toalhas de papel, para que tivessem
atividade de picotear e descascar, com a finalidade principal de enriquecimento

ambiental.

Do total de 96 animais, 24 foram doadores de gordura peritesticular para cultura
e isolamento de CTM. Os outros 72 animais foram divididos aleatoriamente em 3
grupos: C (controle), CTM1 (1 aplicagdo CTM) e CTM2 (2 aplicagdes CTM). Esses
grupos foram novamente subdivididos em trés periodos diferentes de avaliacdo: 7, 14 e
21 dias. Os tratamentos com CTM foram realizados aos 0 e 5 dias apés a cronificacdo

da ferida.

2.2 Isolamento e cultura das células-tronco mesenquimais (CTMs)

2.2.1 Coleta e processamento do tecido adiposo para obtencéo das células-tronco
mesenquimais
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Foi coletado tecido adiposo gonadal peritesticular de 24 ratos doadores adultos
(Fig. 1). Os animais foram primeiramente eutanasiados com sobredose anestésica de

isofluorano até a ocorréncia de parada cardiorrespiratoria.

Na sequéncia, o tecido adiposo gonadal foi coletado cirurgicamente por
laparotomia, de ambos os testiculos, resultando aproximadamente em quatro gramas de
tecido adiposo por rato. Os fragmentos coletados foram acondicionados em tubo Falcon
contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com penicilina e,
imediatamente, encaminhados para o Laboratério de Embriologia e Diferenciacéo
Celular, onde foram submetidos a digestdo enzimatica, para o isolamento das CTMs.

Fig. 1. Coleta de tecido adiposo gonadal em rato Wistar.

2.2.2 Obtencéo das células-tronco mesenquimais

O tecido adiposo coletado foi encaminhado ao Laboratério de Embriologia e
Diferenciagdo Celular. Em capela de fluxo laminar, o tecido adiposo foi lavado duas
vezes com solucdo de tampdo fosfato-salino (PBS) e antibidtico (penicilina e
estreptomicina). O tecido foi entdo colocado em uma placa de Petry e macerado com
lamina de bisturi. Foi novamente acondicionado em tubo Falcon com colagenase na
proporgdo de 1ml de gordura para 1 ml de enzima, para a digestdo do tecido adiposo e
liberacdo das células-tronco. A suspensdo foi mantida em banho-maria por 30 minutos
com agitacdo a cada 5. Em seguida adicionou-se meio DMEM completo [20% de soro
fetal bovino (SFB), 1% de antibidtico (penicilina e estreptomicina)] para inibir o efeito
da colagenase. Essa suspensdo de células foi centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm
(rotacBes por minuto). As fases sobrenadantes solidas de tecido adiposo e, liquida de

meio de cultura e colagenase foram desprezadas. O pellet resultante é composto por
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hemécias em sua por¢cdo mais escura e na por¢do mais clara obtiveram-se as celulas-
tronco mesenquimais com outros tipos celulares oriundos da maceragcdo da gordura
(células de estroma e de série branca). Esse pellet foi ressuspendido em meio DMEM
completo e plagueado (2 ml de maio por poc¢o). A placa foi acondicionada em estufa a
37°C, em atmosfera de 5% de CO, e 100% de umidade. Apds 24h, a placa foi analisada
em microscopio para visualizagdo de crescimento celular e presenca de debris. A placa
foi lavada duas vezes com PBS para descarte de componentes indesejados (hemacias,
adipdcitos). Os pocos foram completados com meio DMEM completo fresco e
acondicionados novamente em estufa. Quando a cultura celular atingiu confluéncia de
80-90%, as celulas aderentes foram removidas com solucéo de 0,05% tripsina - EDTA

(&cido etilenodiamino tetra-acético) para posterior subcultivo em DMEM.

2.2.3 Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais

As CTMs foram caracterizadas por morfologia e diferencia¢Ges in vitro. Para
tanto, foram realizados ensaios para a indugdo de diferenciagdo em linhagens
condrogénicas, osteogénicas e adipogénicas. Para a diferenciacdo condrogénica, foi
utilizado meio DMEM suplementado com 6,25ug/ml de insulina, 10ng/ml de TGF
betal e 50mg/ml de acido ascorbico 2-fosfato (AsAP) por 21 dias. A deteccdo da
diferenciacéo foi realizada por coloragdo com Alcian Blue, que possui afinidade pelos
grupos aniodnicos, presentes nos glicosaminoglicanos da matriz extracelular. A
diferenciacdo adipogénica foi promovida pelo cultivo das CTMs em DMEM com
2,5ug/ml de insulina, 50pg/ml de indometacina e 8-10mol/ml de dexametasona. Foi
evidenciada, 21 dias apds o inicio do ensaio de diferenciacdo, por coloracdo com Oil
Red, a qual tem a propriedade de corar os vacuolos de gordura. Foram realizados
ensaios de citometria de fluxo para a caracterizacdo da cultura celular como células-
tronco. A cultura de CTMs foi caracterizada por imunofenotipagem a partir de testes de
expressdo dos marcadores de membrana CD29, CD90 (marcadores positivos) e CD11b

e CD34 (marcadores negativos).

2.3 Procedimentos cirargicos
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As feridas foram induzidas cirurgicamente em ratos submetidos a anestesia geral.
Como medicacdo pré-anestésica foi administrado via intraperitoneal, cloridrato de
tramadol (20 mg/kg). A anestesia geral inalatdria foi realizada com isofluorano (4-5%
para a inducdo e 1-2% para a manutencéo), vaporizado em 100% de oxigénio (fluxo de
O, de 0,5 I/min). Imediatamente apds a inducdo, realizou-se ampla tricotomia na regido
cérvico-toracica dorsal e antissepsia do local com digluconato de clorexidina a 0,2%. O
animal foi posicionado em decubito ventral, e com o auxilio de um molde circular
(trépano corneal 1cm), (Fig. 2), foi demarcada a forma do fragmento cuténeo, que foi
removida da regido dorsal, aproximadamente, a 1cm da borda escapular. A pele da area
demarcada foi removida por disseccdo. A profundidade da ferida incluiu a epiderme, a
derme e a hipoderme (incluindo ainda o paniculo carnoso), até a superficie externa das
fascias musculares.

Para cronificacdo, as feridas confeccionadas permaneceram abertas e receberam
duas doses locais diarias de 50l do agente indutor da queimadura quimica (H2O, 35%),
durante 15 dias, aplicadas com intervalos de sete horas, com o auxilio de micropipeta.

Apbs os 15 dias de inducdo da ferida cronica, os animais foram novamente
anestesiados da mesma forma como descrito, anteriormente, para receber o tratamento
com CTMs e NaCl 0,9%. O grupo controle recebeu como tratamento duas doses do
veiculo (NaCl 0,9%), em quatro pontos equidistantes da ferida nos momentos dO e d5; o
grupo CTML1 recebeu uma Unica dose de terapia celular; no momento dO (1 dia apds o
final da cronificacdo das feridas), e NaCl 0,9% no momento d5; o grupo CTM2 recebeu
duas doses de terapia celular nos momentos dO e d5. Os animais foram mantidos
conforme os periodos de avaliacdo: 7, 14 e 21 dias.

As CTMs foram administradas em d0 (1 dia apds o final da cronificacdo das
feridas), e d5, injetadas via intradérmica, em quatro pontos equidistantes ao redor da
ferida. O volume de CTMs foi administrado com seringa de 1ml. As CTMs utilizadas
variavam entre 3% a 62 passagem, na concentracdo de 1x10° células, suspensas em 0,2ml
de NaCl 0,9%.

As datas de eutanasia, para coleta das feridas, para avaliagdes microscopicas,
ocorreram aos 7, 14 e 21 dias apds o inicio das aplicacGes dos tratamentos. Para isso, 0s
animais foram novamente pré-medicados com cloridrato de tramadol (20mg/kg),
administrado via intraperitoneal, e a eutanasia foi realizada com sobredose de
isofluorano, até a parada cardiorrespiratéria. A coleta dos fragmentos de tecido foi

realizada englobando a ferida com uma fracdo de borda sadia. As amostras foram
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acondicionadas em formaldeido tamponado a 10%, durante 24 horas, posteriormente
incluidas em parafina e processadas de forma rotineira para analise histopatoldgica. Para
avaliacdo da cicatrizacdo de forma tridimensional, foi realizada microscopia eletrdnica

de varredura, e as amostras foram acondicionadas em glutaraldeido.

Fig. 2. Confecgdo da ferida cirurgica, com auxilio de trépano corneal de 10cm de didmetro.

2.4 Andlises macroscoépicas

As feridas foram medidas com o auxilio de paquimetro digital antes da cronificacgéo,
no momento do tratamento das lesdes do . d3, € N0 momento das eutanasias: dy, dig € da;.
Foram mensuradas em duas dire¢des: 0 maior comprimento (c= medic¢do cranio-caudal)
e a maior largura (I= latero-lateral). A partir destes dados foi possivel calcular a area da
lesdo e a taxa de contragdo em cada ferida. A &rea de contracdo da ferida (C) foi
calculada subtraindo-se a area inicial (A;), determinada no dia zero (dia do inicio do
tratamento), da medida da area da lesdo obtida nos dias de tratamento (do € ds) e de
eutanésia (d;, di4 € dy;), de forma que C= A;- Agx. A taxa de contragdo cicatricial (TC)

foi avaliada a partir dos resultados prévios onde TC= C x 100/A;.

As feridas foram fotografadas e os ratos foram pesados em do, ds, d7, di4 € d21.
Também foram registradas informac6es sobre o aspecto geral da ferida, da borda e da
presenca de sinais flogisticos da inflamac&o como edema, hiperemia, presenga de crosta
e exsudado; deformacGes da ferida; e aspectos da cicatrizacdo; alteracOes
comportamentais; bem como sinais de automutilacéo.

Todos os dados referentes as cirurgias, avaliagdes macroscopicas, eutanasia e

coleta de biopsias foram documentados em fichas de controle.
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2.5 Analises microscopicas

O estudo histopatoldgico com a coloracdo de HE foi realizado por trés
colaboradores, que ndo sabiam a qual grupo pertenciam o0s animais. O estudo
imunoistoquimico foi avaliado pelo software de anélise de imagens Image J, baseado na
captura de dois campos aleatorios, com aumento de 200 vezes. Foram usados oS

seguintes imunomarcadores: anti-Ki67, VEGF, colageno I, colageno 11l e FGF.

2.6 Andlise estatistica

Foram descritos os parametros quantitativos de avaliacdo da cicatrizacdo da
ferida segundo grupos e dia da eutanasia com uso de medidas (média, desvio padréo,
mediana, minimo e mMaximo) e comparados 0s parametros segundo grupos e dia da
eutanasia com uso de andlises de variancias (ANOVA) com dois fatores. Os parametros
qualitativos foram descritos segundo grupos e dia da eutanasia com uso de frequéncias
absolutas e relativas e comparados com uso de modelos lineares generalizados (MLG)
com distribuicdo Binomial e funcdo de ligacdo logito para os parametros binarios
(parametros que estdo presentes ou nao na avaliacdo) e com distribuicdo Poisson e
funcdo de ligacdo identidade para os parametros que apresentam grau de gravidade na

resposta.

Apenas o tipo da inflamacéo foi verificado associacdo com 0s grupos em cada
tempo de eutandsia e foi verificada a associacdo com a eutanasia em cada grupo com
uso de testes da razdo de verossimilhancas, devido as multiplas associacdes realizadas,
essas andlises devem ser avaliadas com nivel descritivo de 0,008 (0,05/nimero de

associacg0es realizadas).

O peso dos animais foi descrito segundo grupos, dia de eutanasia e momentos de
avaliacdes na evolugdo com uso de medidas resumo e comparado entre 0s parametros
com uso de equacOes de estimacdo generalizadas com distribuicdo normal e fungéo de
ligacdo identidade, supondo matriz de correlagOes autorregressiva de primeira ordem

entre os momentos da evolugé&o.
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As analises foram seguidas de compara¢Ges mdaltiplas de Bonferroni para
verificar onde ocorreram as diferencas entre grupos, dias de eutandsia quando

significativas e para o peso também entre os momentos da evolucao.

As analises foram realizadas com uso do software IBM-SPSS for Windows
versdo 20.0 e tabulados com uso do software Microsoft-Excel 2003 e os testes foram

realizados com nivel de significncia de 5%.

3. Resultados

3.1 Caracterizacao das CTMs de tecido adiposo de ratos Wistar

A caracterizagdo das CTMs realizada através do ensaio de inducdo de

Fig. 3. Caracterizacdo das ADSCs obtidas a partir de tecido adiposo gonadal de rato
Wistar. A) Diferenciacdo adipogénica detectada pela coloracdo Oil Red. HE, 100X. B)
Diferenciagdo condrogénica detectada pela coloracdo Alcian Blue. HE, 400X C)
Diferenciacdo osteogénica detectada pela coloracdo Vermelho de Alizarin. HE, 400X.

diferenciacéo celular in vitro, obteve resultado positivo, pois estas foram capazes de se

diferenciarem em linhagens condrogénica, osteogénica e adipogénica (Fig. 3).

3.2 Aspectos técnicos do procedimento cirurgico

Os procedimentos de anestesia geral e confeccdo das feridas nos ratos, foi
satisfatorio, pois foi considerado de facil e rapido manuseio, atribuidos pela pratica da

equipe associado a docilidade dos animais. Ocorreram dois ébitos durante o
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experimento, que foram considerados inconclusivos pela necropsia e histopatologia.
Um deles, ocorreu no Gltimo dia de cronificacdo da ferida. O animal foi contabilizado
como perda, ja que nao havia indicacdo para realizacao de toda a cronificacdo para um

Unico animal.

A prética de confeccdo cirurgica da ferida, com o uso do trépano corneal, foi
considerada répida e simples, além de ser eficiente molde circular para excisdo da

pele.

Ocorreram dois Obitos durante o experimento. Um deles no retorno anestésico,

apo6s inducdo da ferida. O outro, no 14° dia de cronificacao.

3.3 Avaliacdo macroscopica

Macroscopicamente, os sinais flogisticos observados foram rubor e tumor
presentes, principalmente, ap6s a indugdo das feridas, durante o processo de
cronificacdo até o inicio das terapias, além de crostas presentes nas feridas, perdurando
durante todo o experimento, sendo menos evidente nos animais dos grupos CTML1 e

CTMZ2, aos 21 dias de avaliacao.

Aspectos macroscépicos das feridas sdo demonstrados na Fig. 4, representando

os diferentes grupos, bem como momentos de aplicacfes e eutanasia.

O grupo CTM2-21 dias, apresentou em média maior taxa de contracdo que o

grupo avaliado ao 7° dia (p < 0,001) (grafico 1).

Fig. 4. Aspectos macroscopicos das feridas, nos diferentes momentos: primeira aplicacao,
segunda aplicacdo e eutanasia. Cada coluna contém fotos das feridas de cada grupo. As fotos
demonstram que aos 21 dias de avaliacdo, as feridas estavam completamente cicatrizadas,
inclusive apresentando cicatrizes esteticamente melhores.
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Gréfico 1. Taxa de contracdo (TC) das feridas, dos diferentes grupos, ao longo dos periodos
de avaliacdo. Percebe-se que o grupo CTM2, teve maior TC aos 21 dias de avaliagdo, seguido
do grupo CTML1-14 dias, os quais demonstraram TC de mais de 95%. As TC avaliadas aos 7
dias de avaliacdo, independente do grupo, foram menores que os demais periodos avaliados.
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3.4 Peso dos animais
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O peso médio dos animais apresentou comportamento, estatisticamente diferente
(p<0,001), ao longo dos momentos de avaliagdo entre os grupos e conforme o dia de
eutanasia. Os animais apresentaram ganho de peso médio normal compativeis para as
idades. Esse ganho de peso foi observado ao longo dos momentos de avaliacdo entre

grupos e dia de eutanésia e foi estatisticamente significativo (p<0,001).

3.5 Avaliacdo microscopica

A frequéncia de ulcera demonstrada no HE foi estatisticamente diferente entre os
grupos, independente do dia da eutanasia (p = 0,012). Embora ndo tenham apresentado
diferenca estatistica significativa, a fibrose foi mais intensa no grupo controle,
principalmente na avaliacdo de 21 dias, corroborando com os resultados obtidos na
avaliacdo do FGF. E, a angiogénese, foi mais evidente nos grupos controle e CTM2, nas

avaliacOes de 7 e 14 dias, apresentando niveis de moderado a intenso.

Tabela 1. Resultado das comparacGes multiplas da presenca de Ulceras entre grupos e

do tipo de inflamacdo entre grupos e dia de eutanasia.

Variavel Comparacéao Diferenca Erro I IC (95%)
parag média padréo g P Inferior  Superior
. Controle - CTM1 70,0 10,7 1 <0,001 44,0 96,0
HE - Ulcera
(%) Controle - CTM2 20,0 8,8 1 0,082 -2,0 41,0
CTM1 - CTM2 -50,0 13,9 1 0,001 -84,0 -17,0

Comparag8es multiplas de Bonferroni

O grupo CTM1 apresentou, estatisticamente menor frequéncia de Glcera que 0s

demais grupos, independente do dia da eutanasia (p < 0,05) (tabela 1) (Fig. 5A).

A avaliacdo do VEGF, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
(grafico 2).

Gréfico 2. Imunomarcacdo de VEGF. Observa-se maiores niveis de VEGF nos grupos
Controle e CTML, principalmente aos 7 e 14 dias (fases inflamatoria e proliferativa). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre grupos, nem entre periodos de avaliacéo.
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Tabela 2. Descricdio do tipo da inflamacdo e dia de eutanasia.

Controle CTM1 CTM2
7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias
HE - Tipo da inflamagé&o

Variavel

N&o 0 (0) 00) 1(125) 0(0) 4(50)  6(75) 0 (0) 0 (0) 2 (25)
Aguda 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(00) 1(143) 0(0)
Cronica 1(125) 2(25  6(75) 5(625 2(25)  2(25) 0(0) 1(143) 2(25)
Ambas 7(875 6(75) 1(12,5) 3(37,5) 2 (25) 0(0)  8(100) 5(714) 4 (50)
p* 0,015 0,006 0,096
p# 0,006 0,035 0,009

* Teste de associacéo entre HE-Tipo da inflamacéo e dia de eutanasia em cada grupo; # Associagéo entre HE-Tipo da inflamacéo e grupo em cada dia de
entanasia; Teste da razdo de verossimilhangas

Houve associacdo entre o tipo da inflamacdo e o dia da eutanasia apenas no
grupo CTM1 (p = 0,006). Os animais sacrificados no 7° dia apresentaram,
principalmente, mais inflamacdo cronica ou subaguda que os animais sacrificados nos
demais dias (tabela 2).

Houve associacdo, estatisticamente significativa, entre o tipo da inflamacéo e os
grupos no 7° dia de avaliacdo (p = 0,006), principalmente porque o grupo CTM1
apresentou maior frequéncia de inflamacéo cronica no dia da eutanadsia. Os demais

grupos apresentaram inflamagao subaguda (Fig. 5B).

Fig. 5. A) Presenca de ulcera, hemorragia e angiogénese abundantes em animal do
grupo CTM2-14 dias. HE, 100X. B) Presenca de fibrose e inflamacdo abundante em
animal do grupo C-7 dias. HE, 100X.
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A expressdo do Ki67 no grupo CTML1 aos 7 e 14 dias, foi estatisticamente maior
que no '&upo controle (p = 0,013 e p = 0,011 respectivamente). O grupo CTI\F.L-14 dias
apresentou maior valor médio de Ki67 que o grupo CTM2 (p < 0,001).

Gréfico 3. Imunomarcacdo do Ki67. O grupo CTM1-7 e 14 dias, demonstra niveis
estatisticamente maiores que o grupo controle (p = 0,013 e p = 0,011
respectivamente). O grupo CTM1-14 dias apresentou maior valor médio de Ki67 que
o0 grupo CTM2 (p < 0,001).
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A expressdo do colageno | foi em média, estatisticamente, menor no grupo
CTM2 que nos demais grupos (grafico 4) (Fig. 6B), independente do dia da eutanasia. O
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coldgeno |1l foi em média, estatisticamente, maior nesse grupo que nos demais (p <
0,05) (gréfico 5) (Fig. 6A).

O FGF apresentou diferenga média entre todos os grupos independente do dia da
eutanasia (p < 0,001), sendo menor no grupo CTM2 e maior no grupo controle (grafico
6) (Fig.7).

Grafico 4. Imunomarcacdo do colageno tipo I. O grupo CTM2 foi em média,
estatisticamente menor que nos demais grupos.
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Gréfico 5. Imunomarcacdo do colageno tipo IlIl. O grupo CTM2 foi em média,
estatisticamente, maior (p < 0,05).
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Grafico 6. Imunomarcagdo do FGF. O FGF apresentou diferenca média entre todos o0s

grupos independente do dia da eutanasia (p < 0,001), sendo menor no grupo CTM2 e
maior no grupo controle.
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Fig. 6. A) Imunomarcacdo do colageno Il em animal do grupo CTM2-21 dias. IMQ,
200X. B) Imunomarcacéo de coladgeno | em animal do grupo CTM1-21 dias. IMQ,

200X.

Fig. 7. Imunomarcagdo do FGF em animal do grupo CTM1-14 dias. IMQ, 100X.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) demonstrou crescimento de

foliculo piloso no grupo CTM2-7 dias (Fig 8).
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Fig. 8. Microscopia eletronica de varredura (MEV) em animal do grupo CTM2-7
dias. Cicatrizagdo completa da ferida com crescimento de foliculos pilosos.

20 pm 20pm
EHT = 10.00 kv WD = B0 mm Mag= 500X Signal A= SE1 — EHT =10.00 kY WD = 80 mm Mag= 150KX  Signal A=SE1

4. Discussao

As CTMs derivadas de tecido adiposo apresentaram aderéncia ao plastico de
cultivo, com morfologia semelhante aos fibroblastos e imunofenotipagem de acordo
com critérios minimos de caracterizacdo de células-tronco mesenquimais. Apds 0s
ensaios especificos, foram capazes de diferenciar em linhagens adipogénica,
condrogénica e osteogénica [10].

O protocolo anestésico empregado foi adequado as necessidades inerentes a
intervencdo cirurgica proposta, ou seja, rapida, ndo cruenta e de médio nivel algico. A
escolha das medicacdes pré e pds-operatdrias, baseadas no uso de opidide (cloridrato de
tramadol), foram consideradas satisfatorias, pois, ndo foram observados
comportamentos relacionados a desconforto e/ ou dor dos animais. Esses parametros
envolveram o regresso as atividades, logo apos o retorno anestésico, avaliacao diaria de
comportamento, questdes relacionadas a alimentacdo e ingesta de agua, bem como
docilidade dos animais [11]. A eficiéncia do opidide deu-se pela promogéo da analgesia,
sem ser necessario o uso de anti-inflamatérios. Considerou-se a a¢do dos fatores anti-

inflamatdrios liberados pelas CTMs apd6s o inicio das terapias [7].
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O uso do trépano corneal, como molde para a confeccdo da ferida, se mostrou
eficiente método de inducgdo de ferida, pois possibilitou estabelecer uma lesdo padrao,
ndo sendo observado diferencas estatisticamente significativa entre elas [11].

Ocorreram dois Obitos durante os procedimentos. Um deles no momento do
retorno anestésico, na etapa de inducdo da ferida e o outro, no ultimo dia de
cronificacdo. O primeiro Obito, acredita-se que tenha ocorrido por uma particularidade
do animal, pois ndo foram observadas alteracBes que permitissem um diagnéstico a
necropsia. Na necropsia do segundo 6bito observou-se alteracdes em pulmao, que foram
definidas como sindrome do desconforto respiratorio agudo (SRDA). Possivelmente
houve estresse cronico, causado pela manipulagdo, bem como pela cronificacdo, onde
era realizado queimadura quimica com H,0, (perdxido de hidrogénio a 35%), instilados
no local da ferida. Pacientes com lesdes crénicas podem ter a qualidade de vida
fortemente afetada, levando ao sofrimento, incapacidade fisica e consequente morte
[12]. Ha relatado ainda, a toxicidade do H,O, que indica que se a pressdo parcial de
oxigénio excede a solubilidade maxima do oxigénio no sangue, pode ocorrer embolia
gasosa resultando em insuficiéncia cerebral ou embolia pulmonar. Podendo promover
ainda, dano tecidual, até a perfuragdo visceral quando ocorre liberagdo de oxigénio em
cavidades do corpo [13]. Esse 6bito poderia estar associado a este fator tdxico, ja que a
concentracdo do H,O; era alta. Embora o caso do 6bito seja Unico, ndo se pode descartar
essa possibilidade. O caso pode ainda ter sido agravado por estar associado aos outros
fatores acima citados.

Macroscopicamente, foram avaliados o0s sinais cardinais presentes nas feridas
durante todo o processo, desde a sua inducdo, momentos de terapia, até a eutanasia. Os
sinais flogisticos observados em maior escala foram o rubor e o tumor, observados a
partir da inducdo das feridas até o momento de inicio dos tratamentos. Observou-se
também a presenca de crostas de fibrina e algumas poucas escoriacdes, provenientes de
lambedura por prurido, préximos ao local da ferida. Apos o inicio das terapias, 0s sinais
tipicos de inflamacédo foram regredindo, principalmente nos grupos tratados com terapia
celular, e a regressdo mais evidente foi observada em todos os grupos, aos 21 dias.
Houve ainda regressdo das autolesdes ocasionadas decorrentes de prurido. Por meio
desta analise, foi possivel constatar, macroscopicamente a acdo anti-inflamatoria das
CTM. Essa acdo ocorre da inibicdo de células inflamatdrias, diminuicdo de interleucina-
1 (IL-1) e TNF-0, diminuigdo ICAM-1 (molécula de ades&o intercelular) e aumento do

SOD (dismutase superoxido), bem como da GPx (glutationa peroxidase), que agindo em
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conjunto, diminuem de forma significativa o processo inflamatério local e sistémico
[2,7,12,14].

A avaliacdo do peso dos animais demonstrou que 0S grupos aumentaram, de
forma significativa (p<0,05), em cada momento da avalia¢do. O periodo de cronificacdo
gerava manipulacdo diaria dos animais, nos turnos da manhd e final da tarde, para
aplicacdo do analgésico e para a queimadura quimica, gerando estresse, mas ainda
assim, aumentavam gradualmente o peso. Ao término das manipulacdes e inicio das
terapias, eram manipulados apenas para troca de sala e indugéo anestésica, pois todos 0s
procedimentos eram feitos sob anestesia geral. IsSso gerou menos estresse, aumentou
ainda mais a ingesta de alimento e &gua, obtendo-se assim ganho de peso médio
considerado normal, para animais daquela idade.

As crostas de fibrina, compostas de ceratina, soro, detritos celulares e,
frequentemente, restos de microrganismos, foram detectadas em, praticamente, todas as
feridas. Considera-se que a presenca destas, foi fundamental para o processo de
cronificacdo, evitando a contracdo, conforme ocorre na cicatrizacdo de roedores,

diferentemente do processo fisiologico em humanos e modelos porcinos [15,16].

Com o inicio das terapias, todos 0s grupos apresentavam lento descolamento
das crostas, iniciando com leve desprendimento da borda, mantendo uma pequena
insercdo, evoluindo para o total desprendimento. Isso foi bastante evidente ao longo das
avaliacdes, principalmente nos grupos que receberam terapia celular, aos 14 e 21 dias.

Os animais que apresentavam crosta, também demonstraram maior grau de
inflamacéo subaguda. Quando observa-se presenca de crosta recobrindo a regido lesada,
ha dissecacdo entre a MEC, porém, as custas de um retardo de velocidade de migracao
[17]. Conforme a lesdo vai sendo preenchida por células epidermais, é acionado o
mecanismo de “inibicdo por contato”. As células voltam a apresentar o fendtipo
original, a membrana basal é recomposta e 0s hemidesmossomos e desmossomos sdo
reconstituidos. Em seguida, o leito da ferida é totalmente preenchido pelo tecido de
granulacdo e a circulacédo é restabelecida pela neovascularizacdo. Lentamente o tecido
de granulacdo é enriquecido com mais fibras colagenas, iniciando a aparéncia de

cicatriz, devido ao acimulo de massa fibrosa [18].

O grupo CTM2-21 dias apresentou os melhores indices de taxa de contragéo

(TC), proporcionando a oclusdo das leses em menor periodo de tempo. Apresentou
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ainda, cicatrizes esteticamente melhores, menos aparentes, quando comparadas ao grupo
controle [11,19]. A terapia para cicatrizacdo de feridas com CTMs em suinos jovens e
saudaveis, ndo demonstrou melhora nas taxas cicatriciais, no entanto, demonstrou
melhora em lesbes mal vascularizadas. 1sso sugere que a terapia celular teria uma
eficacia maior quando utilizada em situaces onde ha interrupgdo da cicatrizacdo. Por
acdo fisica e paracrina, as CTMs forneceriam melhora no suprimento sanguineo,
estimulando a angiogénese e atuando de forma benéfica no reparo, principalmente

quando acompanhadas de fatores de crescimento [20].

A aplicacdo das CTMs foi local, intradérmica, em 4 pontos equidistantes da
ferida, aplicada com seringa de 1ml e agulha de 0,34x13mm. Esse método foi
considerado de facil realizagdo, pelo fato de o volume a ser aplicado ser minimo (2ml =
1 milhdo de células suspensas em 2ml de NaCl 0,9%) [21]. Entretanto, acredita-se que,
a cada aplicacdo, tenha ocorrido uma agudizacgdo da ferida, pois o volume intradérmico
injetado, embora sendo minimo, gerou um leve inchaco nas bordas da ferida,
ocasionando sinais tipicos de inflamacéo aguda. Essa forma de aplicagdo é considerada
facilitadora na conducéo da regeneracao tissular, portanto, indicada para o tratamento de
feridas [22]. A acdo terapéutica dessa via pode ser limitada por conta do fraco potencial
de retencdo de ceélulas no local da lesdo, sendo necessario um maior tempo de
sobrevivéncia das CTMs para melhores resultados cicatriciais [7]. E importante
considerar ainda, o ambiente da ferida como local hostil, onde fatores como
celularidade, moléculas de sinalizacdo sollveis, matriz extracelular (ME), forcas
mecanicas e tensdo de oxigénio (O,), possam afetar a acdo das CTMs e o seu potencial

regenerativo [22].

A eficacia clinica pode ser totalmente dependente da quantidade de células
aplicadas na lesdo [23]. Ndo ha consenso de doses estabelecidas. No entanto, Isakson et
al. (2015) citam varios trabalhos realizados com ratos e camundongos, com quantidade
de 1x10°. As terapias com essa dosagem resultaram em aumento da neovascularizagéo,
aumento da epitelizacdo, aumento do tecido de granulacdo, aumento do numero e
densidade capilares, aumento significativo dos fatores de crescimento liberados pelas
celulas-tronco, como EGF, FGF, VEGF, IL-1b, IL-4 e diminuicdo de TNF-a e fatores
pro-inflamatérios [24-27]. A quantidade de CTMs (1x10°) utilizadas no presente estudo
esta de acordo com as doses que vém sendo utilizadas, umas vez que podem variar de

2x10* [28] a 1,4x10° [29], para modelos de feridas excisionais e ocasionadas por
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gueimadura. O presente estudo demonstrou através dos resultados obtidos, que embora
ndo apresentasse diferenca estatisticamente significativa, os indices de VEGF, foram
expressivos [18,19,30]. O grupo CTMZ2 obteve a melhor taxa de contracéo,
corroborando com estudos que demonstram os efeitos benéficos das CTMs sobre a
velocidade cicatricial [7,19,31,32].

A passagem das CTMs utilizadas no presente estudo, variaram de trés a seis
passagens e foram coletadas de gordura peritesticular de ratos. Um estudo realizado
com tecido adiposo, coletado de sitio subcutaneo e visceral (periovariano), de fémeas
caninas durante ovariossalpingohisterectomia (OHS), avaliou a quantidade proliferativa
de CTMs. Os dados desse estudo demonstraram que células oriundas de tecido adiposo
de tecido subcutdneo possuem vantagens em relacdo a outras fontes de células-tronco,
como por exemplo a visceral. Preservam sua multipotencialidade até 8% passagem, tem
maior capacidade de sintetizar matriz dssea in vitro e consideraram ainda, sua extracao
menos invasiva [33]. Outro estudo que avaliou a senescéncia de células-tronco
derivadas de tecido adiposo de gordura abdominal humana, entre 32 e 72 passagens,
relatam viabilidade e multipotencialidade [34].

A presenca de Ulcera, que representa uma descontinuidade da pele,
demonstrando diferenca estatisticamente significativa quando comparada entre grupos
foi mais evidente no grupo CTM2. Em feridas tratadas com CTMs, os fibroblastos
produzem maior quantidade de fibras coladgenas, gerando aumento da resisténcia da
cicatriz, ha menor contracdo da ferida e maior producdo de matriz-metaloproteinase
(MMP). Esses processos controlam a exacerbacdo da deposicdo de colageno, induzindo
melhor resultado estético da ferida ou da cicatriz, mantendo as fun¢des normais da pele
[23,35]. Cabe salientar que em cada fase da cicatrizacdo ha uma série de eventos
celulares e que as CTMs tém efeitos em cada um desses momentos. Por isso, acredita-se
que quando ndo houver a acdo da CTM esperada, talvez a fase da cicatrizacdo possa ter
sido acelerada ou retardada, possivelmente pelo processo cronico e, por este motivo,
ndo ocorreram 0s eventos esperados para aquela fase em questdo, ndo significando que
houve falha na conduta das CTMs [30].

Microscopicamente, houve associacdo estatisticamente significativa no tipo da
inflamacéo entre grupos no 7° dia de eutanasia (p = 0,006). Principalmente porque o

grupo CTM1, apresentou maior frequéncia de inflamacdo cronica, enquanto que 0s
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demais grupos apresentaram inflamagdo subaguda (aguda e crénica). A utilizacdo da
terapia celular, tém demonstrado o reparo acelerado da cicatrizacdo, diminuindo
significativamente a inflamacdo presente em feridas agudas [36-40]. No presente
estudo, a ferida era cronica, tendo uma diferenca no curso do reparo e na celularidade
presente. Feridas cronicas tendem a ser mais dificeis de cicatrizar, demandando um
tempo de reparo mais prolongado que feridas agudas. Pode-se perceber que o grupo
CTMZ2, que recebeu terapia celular nas fases inflamatdria e de proliferacdo, apresentou
menos inflamacdo que o grupo CTML1, que recebeu terapia celular apenas na fase
inflamatoria. O ato de aplicar o veiculo na borda da lesdo, poderia ocasionar uma nova
injuria tecidual, agudizando a ferida e, por conseguinte, a manteria inflamada por mais
tempo. Pode ser ainda, devido a presenca do agente indutor de cronicidade (H20,), que
é considerado téxico ao tecido e as células. O H,O, pode afetar a cicatrizacdo, por meio
da sua comprovada toxicidade, quando em altas concentraces, inibindo a proliferagéo
celular, principalmente angiogénese, a liberagdo dos fatores de crescimento, importantes
nesta fase da cicatrizacdo, como também, causando hipoxia tecidual [13]. Essa situacao
é compativel com o estudo que sugere que as CTMs tem seu potencial maximo em
lesbes onde ha falha na angiogénese [20]. Nesse caso, pode ter fornecido o suprimento
sanguineo, favorecido e evidenciando os expressivos indices de VEGF nos grupos

tratados com terapia celular.

A angiogénese é um fator muito importante para a cicatrizacdo de pele, sendo o
VEGF e o FGF potentes fatores angiogénicos, uma vez que o restabelecimento do
suprimento sanguineo € obrigatorio para a recuperacdo de tecidos lesados [3,20,42]. No
presente estudo, ndo houve diferenca significativa nos niveis de VEGF quando
comparado entre grupos, porém, houve um aumento estatistico significativo nos niveis
de FGF no grupo controle.

Tem sido observado aumento da secrecdo de fatores de crescimento, quando na
presenca de CTMs [3,20,30,43,44]. Esses fatores estimulariam, por acdo paracrina das
CTMs, o recrutamento, a migracéo e a proliferacdo de células enddgenas no ambiente
da leséo, fazendo, portanto, com que as CTMs promovessem angiogénese, epitelizacdo
e remodelagéo de feridas, contribuindo positivamente na cicatrizagdo [3]. Embora ndo
tenha apresentado diferenca estatisticamente significativa, os dados obtidos revelaram
niveis mais expressivos de angiogénese aos 7 e 14 dias, diferentemente do estudo que

relata que aos 4 dias, ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre o grupo
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controle e o0 que recebeu terapia celular, uma vez que foi detectada diminuicdo da
angiogénese nesse intervalo [35]. Além disso, 0 aumento de producdo de TGF- B, que
pode ocorrer por via endogena, bem como pela presenca de CTMs, pode inibir a
proliferacdo de LT, podendo afetar assim a producdo dos fatores de crescimento,
influenciando na proliferacdo de novos vasos sanguineos, principalmente quando
expostos a hipoxia [3].

Embora as CTMs tenham apresentado-se eficazes, no tratamento de feridas
agudas e cronicas, seus mecanismos ainda ndo foram totalmente elucidados. Acredita-se
que o0 aumento nas taxas de cicatrizagcdo ocorram por dois mecanismos: diferenciando-
se em células da pele ou por secrecdo de fatores parécrinos, que podem iniciar o
processo de cicatrizacdo através do recrutamento de células-tronco endogenas e células
endoteliais (ECs) ou regulacdo negativa a resposta inflamatdria [45]. Ndo foram feitas
andlises possiveis de se descobrir por qual destes mecanismos as CTMs agiram, mas
acredita-se que houve beneficios no reparo cicatricial, bem como na qualidade da
cicatriz, principalmente pelos resultados positivos nos grupos CTM1 e CTM2.

Os niveis de VEGF foram expressivos e mais evidentes no grupo CTM1-14 dias,
seguido do grupo controle-7 dias. Contudo n&o apresentaram diferenca estatisticamente
significativa. Essa citocina esta envolvida na formacdo de novos vasos sanguineos e
permeabilidade vascular, além de fazer parte de processos inflamatorios [32]. Além de
ser um dos fatores de proangiogénese mais importantes que promovem a angiogénese,
estimulam a migracdo e proliferagdo celular, retardam a senilidade, inibem a apoptose e
promovem a sobrevida celular [19,24]. Estudos sugerem que, na presenca de CTMs, 0s
niveis de proliferacdo dessa citocina sejam mais elevados [8,18,39-41,47]. Os
resultados obtidos demonstram que, nas fases inicias da cicatrizacdo esses niveis foram
maiores e, ao longo do tempo diminuiram. O grupo CTM2 demonstrou baixos niveis
quando avaliado ao 21° dia. Esses resultados diferem de trabalhos [26,48] que relatam
aumento significativo dos niveis de VEGF nos grupos tratados com uma e duas
aplicacdes de CTMs. Esse fato pode ter ocorrido pelo aceleramento da cicatrizacdo
neste grupo, ja que aos 21 dias, seus niveis eram menores, quando comparado aos
outros grupos. O processo de angiogénese é mais caracteristico dos periodos
inflamatorio e proliferativo, e na fase final, surge o tecido de granulagio [17]. A medida
que a ferida cicatriza, a densidade de fibroblastos e macréfagos sdo reduzidas por

apoptose. Com o tempo, o crescimento dos capilares cessa, 0 fluxo sanguineo para a
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area declina e a atividade metabdlica diminui, resultando em uma ferida completamente

cicatrizada [41].

O Ki67 € expresso em nucleos de células durante as fases de divisdo celular,
sendo considerado importante marcador de proliferacdo de células [26]. O presente
estudo demonstrou niveis estatisticamente significativos da sua expressdo no grupo
CTM1. Ha uma proliferacdo maior de células, como fibroblastos, células vasculares
endoteliais, células basais e células epiteliais do foliculo capilar, durante o processo de
cicatrizacao, sugerindo, melhora na regeneracao tissular [19]. No entanto, esperava-se
que o grupo CTM2 apresentasse 0s maiores niveis de Ki67, pois recebeu duas doses de
CTMs, nas duas primeiras fases do processo cicatricial. Esse resultado reforgaria 0s
dados obtidos por Kuo et al. (2011), que relatam que duas aplicaces de CTMs, seriam
mais eficientes do que uma Unica aplicacéo, utilizando metodologia distinta. Um estudo
comparando diferentes momentos de aplicacdo em feridas aguda, relata que ndo
repercutiu diferecas singnificativas quando comparados os momentos de aplicacao [11].

O grupo CTML1 apresentou maior expressdo do Ki67, independente do
momento da eutanasia, seguido do grupo CTM2 e Controle, evidenciando que a terapia
aplicada no momento 0, foi mais eficiente, quando comparada ao grupo CTM2 e o
grupo controle. Quanto ao colageno I, houve maior proliferacdo no grupo CTM1,
sugerindo feridas em processo de maturagdo. O grupo CTM2, evidenciou maior
proliferacdo de colageno Ill, sugerindo que aplicacbes de CTMs em momentos 0 e 5
podem ter estimulado ainda mais a proliferacdo de fibroblastos que produziram muito
mais colageno, indicando que ambas as terapias foram mais eficientes que grupo o
controle. Esses resultados demonstram que a terapia celular, para estas avaliagoes, foi
mais eficiente em promover a cicatrizacdo na fase proliferativa, quando avaliada e

comparada entre grupos.

O grupo CTM1 apresentou indices estatisticamente significativos de colageno |,
mais expressivo aos 21 dias, sugerindo que uma aplicacdo de terapia celular, na fase
inflamatdria, seria suficiente para que a deposicdo de coldgeno maduro e melhor
estruturado fosse adequada, quando comparada ao grupo CTM2. Esse resultado para o
grupo CTM1 corrobora com a ideia de que em fase fibroblastica, o colageno tipo Il é
mais abundante, pois aqui, se estendendo a fase de maturacéo, o tecido de granulacéo
é enriquecido com mais fibras colagenas, o que inicia o processo de cicatriz, devido ao

acumulo de massa fibrosa [17,41,49]. A segunda aplicacdo de terapia celular no grupo
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CTM2, pode ter interferido na sintese do coldgeno I, aumentando o tempo de
permanéncia dessa proteina, até a sua maturacdo. Outro fator importante, é que o
processo de fibroplasia depende da neovascularizacdo para ocorrer. Quando ha
deficiéncia na angiogénese, a deposicdo de colageno fica comprometida. Em feridas
recentes, ha o predominio do col&geno tipo Ill, enquanto que no amadurecimento da
ferida,vai sendo substituido pelo colageno tipo I [23,49]. Isso evidencia um processo
de agudizacgédo no grupo CTM2, que pode ter ocorrido pela aplicacdo da segunda dose
da terapia, retardando o processo normal de transformacdo do colageno Il em I,
desorganizando a evolugdo cicatricial normal. A presenca do colageno | no grupo
CTM1, sugere feridas ja em processo de maturacdo, sendo que sua producdo é mais
intensa por volta dos 7 ao 14 dias, atingindo sua producdo maxima aos 21 dias,
acordando com os dados da literatura [50,51].

Na fase proliferativa, as CTMs aumentam a producéo de fatores de crescimento
importantes para o reparo [23,35,41,42]. O FGF enddgeno, tem uma funcdo muito
importante, sendo um potente agente mitogénico, quimioatrativo e pré-angiogénico.
Promove portanto, o crescimento e a diferenciacdo de um amplo espectro de tipos
celulares, incluindo fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e melandcitos [52].
Acelerador da cicatrizagcdo de feridas, melhora a qualidade cicatricial, regulando o
equilibrio da sintese de MEC, bem como sua degradacdo. E ainda, um agente
estimulante para a formacéo de tecido de granulacéo [25,53]. Os grupos CTM2 e CTM1
demonstraram niveis de FGF compativeis com processo cicatricial em maturacdo, ou
seja, ja ndo apresentavam fibroplasia. Estes eventos normalmente ocorrem na fase final
da cicatrizacdo (fase de reparo ou maturacdo), onde had aumento do ndmero de
fibroblastos ativos para producédo de colageno e a MEC comeca a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e elastico, e para isso seria fundamental a ocorréncia em
paralelo da neovascularizagdo [17]. No entanto, os dados obtidos revelam que o
processo cicatricial nos grupos CTM1 e CTM2 ocorreu de forma mais rapida que o
grupo controle. Visto que esta diminuicdo da fibrose foi reduzindo a cada periodo de
avaliacdo. Estes dados corroboram com estudos que indicam os fatores de crescimento
como facilitadores e beneficiadores no processo de reparo de feridas por acdo paracrina
ou por fusdo as células do local da lesdo, otimizando o processo de reparo [3,41,54,55].
O FGF influencia a formacéo de tecido de granulacdo, epitelizagéo e o reparo tecidual,
mostrando resultados variaveis em ensaios clinicos de controle randomizados,

resultando em processo cicatricial favoravel no reparo de Ulceras de pressdo [56]. No
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perfil de secrecdo de CTMs e verificou-se que as células segregavam TGF-p, VEGF,
KGF, FGF, PDGF, HGF, fibronectina e coldgeno 195. Esses fatores demonstram
estimular o processo de cicatrizacdo de feridas agudas e cronicas, sugerindo que CTMs
podem afetar outros tipos de células, especificamente na pele [45]. [45,57].

O método de cronificacdo das feridas foi realizado a partir de queimadura
quimica, com o uso de H,O, em concentracdo de 35%, ou seja, o0 perdxido de
hidrogénio praticamente puro em sua composicdo. Uma recente revisdo de literatura
descrevendo os usos do H,O, em cirurgia, relata o efeito citotdxico, através da
peroxidacdo lipidica desta substancia na pele, e sua interferéncia na cicatrizacao [13].
Além disso, 0 H,0, exdgeno estimula a liberagdo de VEGF em modelos in vitro, de
uma maneira dependente da dose. O uso de creme de perdxido de hidrogénio, como
tratamento topico para Ulceras isquémicas em cobaias, resultou em perfusdo vascular
significativamente maior em comparacdo com o creme de placebo, provavelmente
devido ao aumento da atividade do VEGF [13].

O H,0, em baixas concentracdes (1,5% - 3,5%) aumenta a proliferacdo de
fibroblastos. No entanto, experimentos in vitro mostraram que altas concentracfes
ocasionam citotoxicidade de fibroblastos [58,59]. H& ainda, comprometimento
dependente da dose, da viabilidade e migracdo dos queratindcitos em culturas celulares.
Embora as concentragdes menores que 0,02%, tenham mostrado apenas um menor
impacto na viabilidade dos queratindcitos com mais de 80% deles permanecendo
funcionais e intactos, levaram a uma reducdo irreversivel na viabilidade dos
queratindcitos [13]. Apos lesdo pulmonar aguda no tecido alveolar (in vitro), a presenca
de H,0, causou inibicdo do reparo epitelial e inducédo da apoptose de células epiteliais.
A oclusdo da ferida num periodo de 24h reduziu de 95% para 27%. A apoptose das
células epiteliais alveolares foi cogitada como suspeita de ser o mecanismo pelo qual
resultou na inibigdo do reparo epitelial [13].

A toxicidade do H,0O,, em altas concentracdes, pode ocorrer por trés diferentes
mecanismos: formacdo de oxigénio, dano corrosivo e peroxidacgdo lipidica [13]. Se a
pressdo parcial de oxigénio exceder a solubilidade maxima do oxigénio no sangue, pode
ocorrer embolia gasosa resultando em insuficiéncia cerebral ou embolia pulmonar, além
de dano tecidual, até a perfuracdo visceral, quando ocorre liberacdo de oxigénio em
cavidades do corpo [13].

Com base nos relatos da literatura, é possivel afirmar que pode ter interferido na

acao das CTMs, ocasionando o processo cronico e o retardo cicatricial nas avaliagdes de
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7 dias, bem como na expressdao de fatores de crescimento e VEGF que, sabidamente,
tem acdo imprescindivel no reparo de feridas, principalmente nas fases de inflamacéo e
de proliferacéo, no entanto, ndo foi capaz de inibir totalmente os efeitos da terapia.

E importante considerar que o ambiente da ferida é considerado um local
bastante suscetivel e hostil, onde fatores como celularidade, moléculas de sinalizacdo
soluveis, matriz extracelular (ME), for¢as mecénicas e tensdo de oxigénio (O,), podem
afetar de diversas formas a acdo das CTMs e, por conseguinte, seu potencial de acdo e
regeneracdo local [22].

Ressalta-se, também, a dificuldade de comparacdo entre os dados presentes na
literatura e os resultados deste estudo, considerando uma grande discrepéncia entre as
formas de realizacdo, uma vez que ndo h4, ainda, protocolos padronizados,
impossibilitando comparac6es diretas. Regulski (2016) considera que as CTMSs seriam
uma terapia ideal no tratamento de feridas cronicas. Assim, ainda Sdo necessarios
outros estudos, principalmente, sobre os mecanismos de acdo das CTMs, sua acdo nos
diferentes modelos animais, bem como repercussdes em feridas agudas e cronicas de
diferentes origens. O conhecimento destas questdes basicas, possibilitariam melhores
abordagens, com resultados mais precisos, € consequentemente, possibilitariam seu
uso, ndo s em estudos experimentais, mas, também, como préatica médica veterinaria

e humana.

5. Conclusao

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que os grupos CTM2 e
CTML1 tiveram os melhores resultados, sendo os grupos que tiveram maiores taxas de

cicatrizacdo.

Esses dados comprovam que a terapia celular foi eficiente para promover
cicatrizacdo de feridas cronicas de forma mais rapida e eficiente, quando comparadas
ao grupo controle, além de demonstrar que, duas aplicacdes de terapia celular, tem

melhores resultados que uma unica aplicacao.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Nas condi¢gdes em que foi realizado este estudo e com base nos resultados

obtidos é possivel concluir que:

a) o grupo CTM2 apresentou maior taxa de contracdo (TC) aos 21 dias;

b) com relacdo a TC, quando comparadas entre grupos, CTM2 foi maior que
CTML1, que foi maior que o grupo controle;

c) os grupos CTM1 e CTM2 apresentaram resultados microscépicos
satisfatorios, quando comparados ao grupo controle;

d) o momento de aplicacdo da terapia celular na fases inflamatoria e
proliferativa ndo repercutiu diferencas significativas nos resultados obtidos;

e) CTMs influenciam positivamente na cicatrizagdo de feridas cronicas,

induzidas por queimadura.

Sendo assim, podemos concluir que a terapia celular tem efeito benéfico em
lesbes cronicas de pele e que duas aplicagdes de CTMs sdo melhores que uma Unica
aplicagéo.
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Tabela 1. Descricdo dos parametros quantitativos avaliados segundo grupos e dias de

eutanasia e resultados das ANOVAsS.

Variavel (ﬁozng/z::) (NC:TEI;;I;ia) (N (i-g)/lﬁa)* P Grupo P eutanasia P interagéo
Taxa de contragdo em relagdo ao inicio dos tratamentos 0,218 <0,001 0,039
7 dias
média + DP 72,3+ 26,9 68,7 £ 28,3 46,2 +32,5
mediana (min; max.) 81,5 (22,6; 100) 74,2 (27,3; 100) 30,8 (20,3; 100)
14 dias
média + DP 87,3+9,4 92,2+11,9 76 £ 23,5
mediana (min; max.) 87,5 (70,6; 100) 100 (71,2; 100) 80,8 (29,5; 100)
21 dias
média + DP 86,3+ 19 78,5+19,5 94,4+5,9
mediana (min; max.) 98,4 (54,5; 100) 74,8 (45,1; 100) 95,7 (81,6; 100)
VEGF** 0,445 0,207 0,686
7 dias
média + DP 102,2+5,2 98,1+ 14,4 93,6 +15,2
mediana (min; max.) 102 (97; 109,6) 98,1 (87,9; 108,3) 89,9 (79,4; 115,1)
14 dias
média + DP 92,7+12,3 103,7+17,4 94,8 +5,4
mediana (min; max.) 92,5 (80,5; 105,2) 102,7 (84,9; 135,4) 94,7 (89,9; 100,1)
21 dias
média + DP 89,7+12,6 93+8,5 89,2+1,4
mediana (min; max.) 86,6 (78,1; 107,5) 91,7 (82,9; 104,8) 89,2 (88,2; 90,1)
Ki67 <0,001 0,694 0,018
7 dias
média + DP 81,8+3,8 90,4+ 4 88,8 £6,8
mediana (min; max.) 81 (78,2; 87,8) 89,7 (84,9; 97,4) 85,4 (84,4; 103,4)
14 dias
média + DP 84,1+4 92,8+5 80,8+5,4
mediana (min; méax.) 84,6 (77; 89,4) 92,4 (86,8; 102,8) 81,3 (70; 87,2)
21 dias
média + DP 83,771 91,1+5,7 86 +3,5
mediana (min; max.) 82,2 (77; 99,3) 89,3 (85,5; 100,3) 85,6 (81; 91,4)
Coléageno | <0,001 0,900 0,962
7 dias
média + DP 103+9,5 106,3 + 8,8 89,9 +£10,2
mediana (min; max.) 107,5 (84,1; 110,5) 104,2 (97,4; 126,4) 89,9 (74,2; 111)
14 dias
média + DP 100,7 £ 12,5 103,2+1,5 90,5 + 24,2
mediana (min; méax.) 100,4 (87,9; 123,7) 103,3 (100,9; 105,8) 89,2 (56,3; 128,7)
21 dias
média + DP 100,9 + 11,7 108 +5,7 89 +223
mediana (min; max.) 103,9 (82,2; 114,2) 108,5 (100,6; 116) 87,3 (50,3; 119,1)
Coléageno Ill <0,001 0,764 0,985
7 dias
média + DP 100,8 + 2,9 101,67 109,8 £ 12,7
mediana (min; max.) 100,4 (98,3; 107,2) 102 (92,8; 111,5) 107,2 (93,8; 131,5)
14 dias
média + DP 103,5+6,3 102,1+7,7 110,8+7,9
mediana (min; max.) 103,2 (94,2; 114,8) 99,6 (93,9; 115,2) 109,5 (100,7; 122)
21 dias
média + DP 101,2+5,4 102,5+ 6,9 109,7 £3,9
mediana (min; max.) 99,5 (93,8; 107,8) 101,8 (92,2; 114,4) 109,2 (103,2; 116,6)
FGF <0,001 0,136 0,124
7 dias
média + DP 130,1 + 2,3 1116 £ 21 60 + 16,5
mediana (min; max.) 130,8 (125,4; 132,2) 124,6 (80; 129,5) 58,2 (40,3; 95,3)
14 dias
média = DP 128,8 +2,4 86,2+ 25,1 71,7 +32,9
mediana (min; max.) 128,2 (125,4; 133,3) 82,6 (53,4; 131,4) 61,6 (43,5; 140,5)
21 dias
média + DP 112,6 + 36,5 98 + 34,4 53,4 +£9,2

mediana (min; max.)

127 (24,2; 132,3)

108,6 (49,3; 133,2)

53,7 (41,7; 66,1)

ANOVA com dois fatores; * Somente 7 animais no grupo CTM2 aos 14 dias; ** Nem todos os animais foram avaliados
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Tabela 2. Resultado das compara¢des maltiplas da taxa de contracdo entre grupos e dia

da eutanasia.

Grupo/ Comparago Diferenca Erro gl D IC (95%)
Eutanasia média padrao Inferior _ Superior
7 dias - 14 dias -14,98 10,00 1 >0999 -46,95 17,00
Controle 7 dias - 21 dias -14,00 10,00 1 >0,999 -45,98 17,97
14 dias - 21 dias 0,97 10,00 1 >0,999 -31,00 32,95
7 dias - 14 dias -23,48 10,00 1 0,680 -55,45 8,49
CTM1 7 dias - 21 dias -9,80 10,00 1 >0,999 -41,78 22,17
14 dias - 21 dias 13,68 10,00 1 >0,999 -18,30 45,65
7 dias - 14 dias -29,77 10,35 1 0,145 -62,87 3,32
CTM2 7 dias - 21 dias -48,20 10,00 1 <0,001 -80,18 -16,23
14 dias - 21 dias -18,43 10,35 1 >0999 -51,53 14,67
Controle - CTM1 3,54 10,00 1 >0999 -28,44 35,51
7 dias Controle - CTM2 26,06 10,00 1 0,330 -5,91 58,04
CTM1 - CTM2 22,52 10,00 1 0,876 -9,45 54,50
Controle - CTM1 -4,96 10,00 1 >0999 -36,94 27,01
14 dias Controle - CTM2 11,26 10,35 1 >0,999 -21,83 44,36
CTM1 - CTM2 16,23 10,35 1 >0,999 -16,87 49,32
Controle - CTM1 7,74 10,00 1 >0,999 -24,24 39,71
21 dias Controle - CTM2 -8,14 10,00 1 >0,999 -40,11 23,84
CTM1 - CTM2 -15,88 10,00 1 >0,999 -47,85 16,10

Comparagdes mdultiplas de Bonferroni

Tabela 3. Resultado das comparacGes multiplas do Ki67

entre grupos e dia da

eutanasia.
Grupo/ Comparagéo Diferenca Erro gl D IC (95%)
Eutanasia média padrao Inferior _ Superior
7 dias - 14 dias -2,31 2,42 1 >0,999 -10,06 5,44
Controle 7 dias - 21 dias -1,89 2,42 1 >0,999 -9,64 5,86
14 dias - 21 dias 0,42 2,42 1 >0,999 -7,33 8,17
7 dias - 14 dias -2,42 2,42 1 >0,999 -10,17 5,33
CTM1 7 dias - 21 dias -0,67 2,42 1 >0,999 -8,42 7,08
14 dias - 21 dias 1,75 2,42 1 >0,999 -6,00 9,50
7 dias - 14 dias 7,99 2,51 1 0,052 -0,03 16,01
CTM2 7 dias - 21 dias 2,79 2,42 1 >0,999 -4,96 10,53
14 dias - 21 dias -5,21 2,51 1 >0999 -13,23 2,81
Controle - CTM1 -8,64 2,42 1 0,013 -16,39 -0,89
7 dias Controle - CTM2 -6,99 2,42 1 0,141 -14,74 0,76
CTM1 - CTM2 1,65 2,42 1 >0,999 -6,10 9,40
Controle - CTM1 -8,75 2,42 1 0,011 -16,50 -1,01
14 dias Controle - CTM2 3,30 2,51 1 >0,999 -4,72 11,33
CTM1 - CTM2 12,06 2,51 1 <0,001 4,04 20,08
Controle - CTM1 -7,42 2,42 1 0,079 -15,17 0,32
21 dias Controle - CTM2 -2,32 2,42 1 >0,999 -10,07 5,43
CTM1 - CTM2 5,10 2,42 1 >0,999 -2,65 12,85

Comparagdes multiplas de Bonferroni
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Tabela 4. Resultado das comparacdes multiplas do colageno I, 111 e FGF entre grupos.

Variavel Comparacéo Diferenga Erro gl p IC (95%)
média padrao Inferior  Superior

Controle - CTM1 -4,33 3,62 1 0,697 -13,00 4,35
Colageno | Controle - CTM2 11,75 3,67 1 0,004 2,98 20,53
CTM1 - CTM2 16,08 3,67 1 <0,001 7,30 24,85
Controle - CTM1 -0,22 1,95 1 >0,999 -4,88 4,45
Colageno Il Controle - CTM2 -8,25 1,97 1 <0,001 -12,97 -3,563
CTM1 - CTM2 -8,03 1,97 1 <0,001 -12,75 -3,31
Controle - CTM1 25,25 6,33 1 <0,001 10,08 40,41
FGF Controle - CTM2 62,12 6,41 1 <0,001 46,78 77,46
CTM1 - CTM2 36,87 6,41 1 <0,001 21,53 52,22

Comparagdes mdultiplas de Bonferroni

Tabela 5. Descricdo dos parametros qualitativos avaliados segundo grupos e dias de

eutandasia e resultados das analises estatisticas

Controle

CTM1

CTM2

Variavel 7dias _ lddias 2ldias _ 7dias _ lddias _ 2ldias  7das 14 dias  2ldias D oveo  Prutanasia Pinteracao
HE - Ulcera* 0,012 >0,999 0,958
Nao 0(0) 0(0) 6(75) 3(375) 6(75) 7(875) 1(125) 1(14,3) 3(37,5)

Sim 8(100)  8(100) 2 (25) 5 (62,5) 2 (25) 1(125) 7(875) 6(857) 5(625)

HE - Inflamag&o* >0,999 >0,999 >0,999
Nao 0(0) 0(0) 1(12,5) 0(0) 4 (50) 6 (75) 0(0) 0(0) 2 (25)

Sim 8(100) 8(100) 7(87,5) 8(100) 4 (50) 2(25) 8(100) 7(100)  6(75)

HE - Fibrose 0,573 0,657 0,524
Ausente 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0)

Leve 0(0) 0(0) 2(25) 3(37.,5) 0(0) 2 (25) 2(25) 2(28,6) 3(37,5)

Moderado 0(0) 5(625 5(625) 5(625)  4(50) 2 (25) 4(50) 2(286)  4(50)

Intenso 8(100) 3(37,5) 1(125) 0 (0) 4 (50) 4 (50) 2 (25) 3(429 1(125)

HE - Angiogénese 0,482 0,065 0,997
Ausente 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Leve 0(0) 0(0) 3(37,5) 2 (25) 0(0) 5 (62,5) 0(0) 0 (0) 2(25)

Moderado 3(37,5) 4 (50) 5(625) 3(375 7875 3(37,5 2 (25) 4(57,1) 5(62,5)

Intenso 5(62,5) 4 (50) 0(0) 3(37,5) 1(12,5) 0(0) 6(75) 3(42,9 1(12,5)

HE - Hemorragia 0,446 0,817 0,842
Ausente 3(37,5) 2(25) 8(100) 5(625) 6(75) 7(87.5) 0(0) 1(14,3) 3(37.,5)

Leve 1(12,5) 2(25) 0(0) 2 (25) 2(25) 1(125) 3(375) 1(143) 3(375

Moderado 2 (25) 4 (50) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(14,3) 0(0)

Intenso 2(25) 0(0) 0(0) 1(12,5) 0(0) 0(0) 5(62,5) 4(57,1) 2(25)

HE - Acantose 0,371 0,654 0,830
Ausente 0(0) 0(0) 0(0) 4 (50) 0(0) 2 (25) 0(0) 0(0) 1(12,5)

Leve 4 (50) 4 (50) 7(87,5) 2 (25) 5 (62,5) 4 (50) 2 (25) 4 (57,1) 4 (50)

Moderado 4(50)  4(50) 0(0) 1(125) 3(375) 2(25 5(625) 3(429 3(37.5)

Intenso 0(0) 0(0) 1(12,5) 1(12,5) 0 (0) 0 (0) 1(12,5) 0(0) 0(0)

Modelo linear generalizado com distribuic&o Poisson e ligagéo identidade; * MLG com distribuig&o binomial e ligagéo logito

Tabela 6. Resultado das compara¢des maltiplas da frequéncia de Ulceras entre grupos e

do tipo de inflamacdo entre grupos e dia de eutanasia.

Variavel Comparacéao Diferenca Erro I IC (95%)
parac média padréo g P Inferior  Superior
- Controle - CTM1 70,0 10,7 1 <0,001 44,0 96,0
HE - Ulcera
(%) Controle - CTM2 20,0 8,8 1 0,082 -2,0 41,0
CTM1 - CTM2 -50,0 13,9 1 0,001 -84,0 -17,0

ComparagGes multiplas de Bonferroni
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Tabela 7. Descricdo do tipo da inflamagdo segundo grupos e dia de eutanasia e
resultado dos testes de associacéo.

Controle CTM1 CTM2
7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias
HE - Tipo da inflamagé&o

Variavel

N&o 0 (0) 0(00) 1(125)  0(0) 4(50)  6(75) 0 (0) 0 (0) 2 (25)
Aguda 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 000) 1(143) 0(0)
Cronica 1(12,5) 2(25) 6(75) 5(625) 2(25)  2(25) 0(0) 1(143) 2(25)
Ambas 7(875 6(75) 1(12,5) 3(37,5) 2(25) 0(0) 8(100) 5(71,4)  4(50)
p* 0,015 0,006 0,096
p# 0,006 0,035 0,009

* Teste de associacéo entre HE-Tipo da inflamacéo e dia de eutanasia em cada grupo; # Associagdo entre HE-Tipo da inflamagéo e grupo em cada dia de
entanasia; Teste da raz&o de verossimilhangas

Tabela 9. Resultado da comparacdo dos pesos dos animais entre grupos, dia de

eutanasia e momentos de acompanhamento.

Estatistica de

Variavel teste (Wald) gl p

Grupo 15,40 2 <0,001
Eutanasia 4,61 2 0,100
Grupo * Eutandsia 3,74 4 0,442
Momento 445,16 3 <0,001
Grupo * Momento 51,44 6 <0,001
Eutanésia * Momento 43,10 6 <0,001
Grupo * Eutanasia * Momento 15,48 12 0,216

EEG com distribuicdo Normal e ligag&o identidade
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HCPA - HOBPITAL LE CLINICAS DE PORTO ALEQRE
GRUPO DE PESCLISA E POS-GRADUAGAQ

COMISEAD DE ETICA NG LIEO DE ANIMAIS

A Gomigeso de Eiea na Liso de Animele {CELAHEPA) analisou o pojeto:

Projeta: 150273
Deaina da Varsdo do Projeto: T1/0%2015

Praquizacionss;

ELIFARETH CRING CIRME LinA
FERMAKNDLA BOLDATE LI VALENTE
FERMAHILY, RECRNA LOBE

PALILA BARRGA TERRACIANC
ETMERZ0N AMTONID CONTESIN

Thule: Terapia oelular no tratemenio de feridae crénices om matos Wistar

Exta jwrjelc fol APROVADS am seus gepecios Stoos & matodalsgicos de acorde com as Dirstrizes &
Mormas Neclonab o Inlsmecionale, eepecialinante & Lol 11,754 de QBAOGRODE, que estaholace

prooedimentas pare o uso clantdfioo de anmeals.

- Do membxos fa CEUAMGRPA nfo paridparam do processo de avallagdio de projetns onde constatn

COMO pesqulsmtones,
- Toda a quakquar glleragio do Profeto deverd ser comunkeada & CEUAHCPA,

- 0 pesqulssdor deverd apraesntar relatinos 2pMASTAE: He ecompanhamants & ralalino Fnal 2o

CEUAHCPA.

_qh- Porto Alegre, 19 de oulubro de 2015,

Blod. Michael Andrades
Coardenador CEUMWHGPA
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§ HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagio
COMISSAD [!II_ENTJ'FJCA E COMISSAD DE PESOUIRA E ETICA EM BALDE

A Comiseda Clantion s Comissho de Pesgutan e Flloa sm Sadds, qua & reesphatits pria Comiesdn
Wacional da Etea arm Peggulae (CONEFYWE como Gommd da Flca £am Pesquise do HGRA g pelo Offioe

‘For Human Beseatch Protectione (OHRPWUSDHHES, cama Instiucsonsl Revew Bogrd (IRBDOO0S21}
BNE BSArITL O projeto: .

Projeto: 130273

s Peagulsadar Responedesl
ELIZABETHOBINOCIRNELMA -

Titule: Terapla celular aplicads em difarentss fases da ceatrizacio no tratameanto de ferdes
criinicas axperimentais am ratos Wistar

Data da Versio:
_. Bfueo1e

Eszte documanto refaranta au'pmqm acima foi APRCYADD  em sus eapecios €toos e melodoldgloos,

de oorda com as Diratrlzes & Mormas  Inemaconals g Nagisnals, scpacislmant as Resclugdes: 1 DEBE
e complemenarse do Goneslho Manjonal de Saids,

ADENDO E NOVA VERSAC DO PROJETO

Porta Alegre, 17 da margo de 2014,

Doiil

Bial. Miehaal Evértin Andrades
Cocrdenador O LAHCEA,
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