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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CONTRIBUICOES PARA O USO DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS NO REPARO DE
FERIDAS CUTANEAS E NO TRANSPLANTE DE PELE EM COELHOS

AUTOR: TIAGO LUIS EILERS TREICHEL
ORIENTADOR: DR. NEY LUIS PIPPI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de margo de 2014.

Esta tese foi realizada em trés etapas distintas, sendo a primeira destinada a analisar a
terapia celular na cicatrizacdo de pele em coelhos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de cicatrizacdo da fracdo vascular estromal (FVE) e das células estromais
mesenquimais (CEM) e comparar qual apresenta melhor eficacia e maior facilidade de uso.
Para este estudo foram utilizados 15 coelhos divididos em trés grupos. Foi criada uma ferida
de pele de 4 cm? em todos os coelhos. Os animais do grupo A ndo receberam nenhum tipo de
tratamento, enquanto que no grupo B foram tratados com FVE do tecido adiposo e no grupo C
foram tratados com CEM. A analise histologica demonstrou que as etapas da cicatrizacao
ocorreram de maneira mais satisfatoria nos grupos tratados. Na analise estatistica, os dois
grupos tratados ndo apresentaram diferenca significativa entre si, mas quando comparados
com o grupo controle houve diferenca significativa. Concluiu-se que tanto o uso da FVE
quanto das CEM sdo viadveis e apresentaram melhores resultados que o controle, inclusive
tornando a cicatriz resultante do processo esteticamente aceitdvel. Na segunda etapa foi
determinado o grau de estresse oxidativo das CEM em cultivo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o isolamento e o cultivo das CEM a partir de amostras de tecido adiposo de trés
coelhos, processadas imediatamente ap6s a colheita e com 12 ou 24 horas de intervalo,
mantendo-as em cultivo até a nona passagem. As amostras de cada animal foram divididas em
trés novas amostras, sendo que a primeira foi processada imediatamente apos a colheita, e as
demais com 12 e 24 horas de intervalo. O ensaio da diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA) demonstrou que os cultivos imediatos tiveram um aumento da taxa total de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) a partir da quarta passagem, células cultivadas apds 12 horas, a

partir da terceira passagem e apds 24 horas, a partir da terceira passagem, mas com um outro



episddio durante a nona passagem. O teste de PicoGreen demonstrou que os cultivos
imediatos obtiveram uma maior liberacdo de DNA apenas na sétima e nona passagens; 12
horas, morte celular somente na nona passagem e 24 horas, durante as trés Gltimas passagens
avaliadas. Nas condi¢cdes em que o experimento foi realizado e com base nos resultados
obtidos é possivel concluir que o tecido adiposo pode ser cultivado até 24 horas apds a
colheita, desde que mantido em condicGes ideais. Na terceira etapa foi testado o possivel
potencial imunossupressor das CEM. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do
alotransplante de pele a fresco em coelhos, utilizando como agente imunomodulador células
estromais mesenquimais, associadas ou nao a ciclosporina. Para a elaboracdo deste
experimento foram utilizados 20 coelhos machos, da raga Nova Zelandia Branco, divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Grupo A: realizado apenas o transplante.
Grupo B: aplicacdo de CEM nos dias -1, 0, 3, 7 e 10, associado ao uso da ciclosporina. Grupo
C: somente a aplicacdo de CEM, nos mesmos periodos que 0 grupo anterior. Grupo D: apenas
ciclosporina injetavel. Para a comparagdo das médias foi usado o teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade. As taxas de sobrevivéncia do enxerto foram de 7,2 dias (x 3,49) para o
grupo B; 11,4 dias (*+ 3,58) para o grupo C; 9,0 dias (+ 1,22) para o grupo D e 13,0 dias (+
1,41) para o grupo A. As interleucinas foram avaliadas nos grupos A, B e C e neste ponto, a
utilizacdo associada da ciclosporina com as CEM, parece ter sido benéfica para a inibi¢do de
alguns destes fatores. Pode-se concluir que tanto a aplicacdo da ciclosporina quanto das CEM
alégenas, quando administradas isoladamente, ndo foram capazes de aumentar a taxa de
sobrevida do enxerto de pele, mas as duas terapias, quando utilizadas de maneira associada,
foram responsaveis por causar uma rejeicdo mais rapida do tecido transplantado do que o
grupo controle. Ainda assim, os valores mensurados das principais interleucinas pro-

inflamatdrias foram menores quando esta associacao ocorreu.

Palavras-chave: cultivo celular, estresse oxidativo, cicatrizacdo, imunossupressao.
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This thesis was carried out in three distinct stages; the first being intended to
analyzing the cell therapy of skin wound healing in rabbits. The aim of this work was to
evaluate the healing potential of the stromal vascular fraction (SVF) and mesenchymal
stromal cells (MSC) and to compare which one presents better efficiency and ease of use. For
this study we used 15 rabbits divided into three groups. A skin wound of 4 cm? was created in
all rabbits. The animals of group A did not receive any kind of treatment, whereas in group B
they were treated with SVF from adipose tissue, and in group C they were treated with MSC.
Histological analysis demonstrated that the healing stages occurred more satisfactorily in the
treated groups. In the statistical analysis, the two treated groups showed no significant
difference between them, but when compared with the control group there was a significant
difference. It was found that both the use of SVF as well as MSC are viable and showed better
results that the control, even making the resulting scar of the process aesthetically acceptable.
In the second step we determined the degree of oxidative stress in the cultured MSC. The goal
of this study was to evaluate the isolation and culture of MSC from adipose tissue samples
from three rabbits, processed immediately after harvest and within 12 or 24 hours intervals,
keeping them in culture until the ninth pass. The samples from each animal were divided into
three new samples, the first of which was processed immediately after harvest, and the others
within 12 and 24-hour intervals. The dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay
demonstrated that immediate cultures had an increased overall rate of reactive oxygen species
(ROS) from the fourth passing, cultured cells after 12 hours, from the third passage and after
24 hours, after the third pass, but with another episode during the ninth passage. The

PicoGreen test demonstrated that the immediate cultures obtained a greater release of DNA
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only in the seventh and ninth passages, 12 hours, cell death only in the ninth passageway and
24 hours, during the last passes evaluated. In conditions in which the experiment was
conducted, and based on the results, we conclude that adipose tissue may be cultured until 24
hours after harvest, since kept in ideal conditions. In the third step, the possible
immunosuppressive potential of MSC was tested. The aim of this work was to assess the
viability of the fresh allograft skin in rabbits, using as an immunomodulatory agent,
mesenchymal stromal cells, associated or not to cyclosporine. To prepare this experiment, 20
New Zealand White male rabbits were used, randomly divided into four experimental groups.
Group A: only transplantation done. Group B: application of MSCs on days -1, 0, 3, 7 and 10,
always associated with cyclosporine. Group C: only the application of MSC in the same
periods that in the previous group. Group D: only injectable cyclosporine. The Tukey test, at
5% probability level, was used to compare the means. The graft survival rates were 7.2 days
(x 3.49) for group B, 11.5 days ( 3.58) for group C, 9.0 days (+ 1.22) for group D, and 13.0
days ( 1.41) for group A. Interleukins were evaluated in groups A, B and C, and at this point,
the combined use of cyclosporine with the MSC, appears to have been beneficial for
inhibition of some of these factors. It can be concluded that both application of cyclosporine
as well as the halogen MSC, when administered alone were not able to increase the rate of
skin graft survival, but both therapies, when associated, were responsible for causing a faster
rejection of transplanted tissue than the control group. Still, the measured values of the key

pro-inflammatory interleukins were lower when this association occurred.

Key words: cell culture, oxidative stress, healing, immunossuppression.
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1. INTRODUCAO

Os avangos cirtrgicos obtidos a partir do século XX, garantiram as ciéncias
médicas a possibilidade de transferir diversos 6rgaos e tecidos entre diferentes partes de um
Unico organismo ou mesmo entre individuos. Em se tratando de transplante de 6rgaos, as
ltimas duas décadas projetaram uma melhoria notavel para o sucesso a curto prazo,
entretanto resultados a longo prazo ainda sdo bem menos satisfatérios.

Diversos 6rgdos estdo sujeitos ao desenvolvimento de um grande nimero de
doencas. Para aqueles acometidos por graves doencas, principalmente no denominado estagio
final, a Unica terapia de escolha passa a ser o transplante deste 6rgdo (DOMEN et al., 2011).
Os 6rgéos ou tecidos transplantados entre individuos geneticamente diferentes, mas de mesma
espécie, sdo denominados de aloenxertos.

Os beneficios do alotransplante de pele séo cada vez mais evidentes, a medida que
torna-se possivel o reparo de regides danificadas do corpo, principalmente regides de méos e
face, a um nivel que ndo tornou-se possivel por outros métodos (HORNER et al., 2009).
Contudo, os enxertos apresentem uma taxa de sobrevivéncia tida como excelente no curto
prazo, mas em periodos maiores de tempo esta mesma taxa de sobrevivéncia passa a ser
limitada e grande parte dos enxertos serdo rejeitados (DOMEN et al., 2011).

Cabe ressaltar que o transplante de tecidos € a terceira area na qual o sistema
imunologico age de forma mais prejudicial, logo apos a hipersensibilidade e auto-imunidade
(WELSH; MALE, 1992). Por conta disto, aloenxertos de pele originarios a partir de doadores
incompativeis sdo rejeitados de maneira aguda em pacientes imunocompetentes, sendo que 0s
sinais clinicos desta rejeicdo irdo se manifestar dentro de duas semanas, conforme relata
Nakano (1992). Esta rejeicdo € antigeno-especifica, sendo que a epiderme € apontada como o
componente mais antigénico da pele (NANCHALAL; WARD, 1992).

Dada a caracteristica imunologica da pele, que a torna o tecido mais antigénico do
corpo, tem-se 0 maior obstaculo para a sobrevivéncia do enxerto de pele, resultando em
episodio de rejeicdo dentro de 10-12 dias sem terapia imunossupressiva. A tolerancia para
enxertos de pele é bem dificultada para ser induzida, exceto sobre condicGes particulares
(SBANO et al., 2008).

Sdo trés os mais importantes tipos de antigenos de histocompatibilidade
envolvidos na estimulacdo de rejeicdo aos enxertos: as moléculas do MHC classe | e classe 11,
além das moléculas dos grupos sanguineos principais (TIZARD, 2009). Embora mantenham

uma distribuicdo variavel, todos eles séo expressos na superficie das células enxertadas, sendo
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que as moléculas do MHC classe | sdo encontradas em quase todas as células nucleadas,
enquanto que as moléculas do MHC classe Il distribuem-se de forma restrita e variavel entre
os mamiferos (TIZARD, 2009).

Considerando-se que as diferencas entre as moléculas do MHC de individuos
aparentados sdo menores, € sempre preferivel que os pais ou 0s irmdos do receptor sejam 0s
doadores do enxerto. Caso esta situacdo ndo seja possivel, o doador deve ser selecionado de
forma aleatéria e as inevitaveis respostas de rejeicdo deverdo ser suprimidas pela
administracdo de drogas, tais como a ciclosporina ou o tacrolimus (TIZARD, 2009).

Um dos principais avangos para o desenvolvimento de uma rotina bem-sucedida
de aloenxertos foi o desenvolvimento de agentes imunossupressores potentes, mas seletivos,
tendo a ciclosporina como a droga de maior sucesso. Esta, trata-se de um medicamento com
acdo extremamente potente, mas seletiva, sobre os linfécitos T, utilizada especialmente no
transplante de 6rgéos, pois seu efeito imunossupressor evita a rejeicdo (PAULINO, 2002).

A ciclosporina pode ser administrada tanto pela via oral, quanto intravenosa e sua
caracteristica de suprimir a sintese de interleucina 2 (IL-2) e outras citocinas, garante a sua
atuacdo inibindo a ativacdo e expansdo proliferativa de linfocitos T. Contudo, a utilizacao
continua de drogas imunossupressoras para prevenir a rejeicdo do tecido alotransplantado esta
associada a diversos riscos, oriundos dos potenciais efeitos colaterais (HORNER et al., 2009).

A propria ciclosporina pode desencadear graves efeitos colaterais, tais como:
hipertensdo, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, sindrome hemolitico-
urémica, dentre outros. Além disso, assim como as demais drogas imunossupressoras, a
ciclosporina pode também aumentar a suscetibilidade a infecgdes oportunistas, bem como
favorecer o desenvolvimento de certas neoplasias malignas (PAULINO, 2002). Nestas
condicdes, sendo o individuo mais susceptivel a infeccdo e esta verdadeiramente ocorrendo, a
imunossupressao necessita ser suspensa e 0 enxerto costuma ser perdido por rejeicdo
(WELSH; MALE, 1992).

A obtencdo de um estado de tolerancia permanente para o enxerto, no qual ndo
haja uma resposta imune para os antigenos do doador, sem a utilizacdo de uma terapia
imunossupressora e por um longo periodo de tempo, tornou-se o principal objetivo na rotina
de transplantacdo de 6rgdos sélidos humanos (SBANO et al., 2008). Por este motivo é que
varios pesquisadores tentaram, em diversas pesquisas, reduzir a quantidade necessaria de
medicacdo imunossupressora e por conseguinte os efeitos secundarios concomitantes.
Tentando-se ainda, evitar a rejeicdo por inducdo de um estado imunologicamente mais
compentente (HORNER et al., 2009).
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A utilizacdo de terapias adjuvantes com aplicagdo de células estromais poderia, de
acordo com alguns autores, minimizar drasticamente o uso continuo de drogas
imunossupressoras, além de reduzir os sintomas da Doenca do Enxerto Contra 0 Hospedeiro
(DECH), melhorar o quimerismo misto e promover a sobrevivéncia do aloenxerto
(LECHLER et al., 2005; BLUESTONE et al., 2007).

As células estromais mesenquimais (CEM) sdo reconhecidas como células
progenitoras multipotentes, virtualmente presentes em todos os tecidos adultos (HERZOG et
al., 2003; PROCKORP et al., 2003). Diversos trabalhos com modelos animais ja demonstraram
que as CEM poderiam migrar para locais de lesdo e auxiliar no reparo de tecidos feridos
(TREICHEL et al., 2010; PINTO FILHO et al., 2013). Atualmente, especula-se que, além da
ja reconhecida atuacdo exercida por estas celulas no reparo ou regeneracdo de Grgaos ou
tecidos, elas também possuiriam propriedades imunorregulatérias (BARTHOLOMEW et al.,
2002; DJOUAD et al., 2003; AGGARWAL,; PITTENGER, 2005; DENG et al., 2004;
UCELLI et al., 2006; RASMUSSON, 2006).

Células estromais mesenguimais derivadas da medula déssea teriam um potencial
terapéutico benéfico para o tratamento de auto-imunidade e a prevencdo da rejeicdo do
enxerto (CAPLAN; DENNIS, 2006; LE BLANC, 2006; UCCELLI et al., 2007). O potencial
das CEM para suprimir a resposta das células T alorreativas seria dado por propriedades
imunomodulatorias exibidas por estas células (TSE et al., 2003; MAITRA et al., 2004;
AGGARWAL; PITTENGER, 2005). Diversos fatores secretados pelas CEM seriam capazes
de induzir a supressdo das células T (CAPLAN; DENNIS, 2006; AGGARWAL,;
PITTENGER, 2005; BARTHOLOMEMW et al., 2002; CHAPEL et al., 2003).

O impacto das CEM alogénicas para o transplante de 6rgdos ainda é pobremente
investigado e 0s mecanismos através dos quais estas células poderiam exercer sua funcao
imunossupressora, permanecem ainda ndo esclarecidos (XU et al., 2007). Em diversos estudos
in vitro, o potencial para supressdo da proliferacdo de células T foi demonstrado por CEM de
diferentes espécies, tanto em condicGes autdlogas, quanto alorreativas, em resposta a
estimulos dependentes como o contato celular, além de mecanismos independentes (TSE et
al., 2003; MEISEL et al., 2004; AGGARWAL; PITTENGER, 2005; RASMUSSON et al.
2005).

A possibilidade de expandir células-tronco adultas ou embrionarias em cultivo
para posterior utilizacdo em medicina regenerativa ou desenvolvimento de novas drogas € o
que mais tem atraido a aten¢do da comunidade cientifica recentemente. Entretanto, os cultivos

celulares ainda apresentam uma enorme barreira no caminho do desenvolvimento destas
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técnicas. Células-tronco mantidas por longo tempo em cultura acabam desenvolvendo
anormalidades cromossomicas (MAITRA et al., 2005; BAKER et al., 2007; SARREN et al.,
2009). Como resultado destas alteracdes, complicagfes como aumento da carcinogénese e
perda do potencial funcional podem impedir a aplicacdo terapéutica destas células (RUBIO et
al., 2005; FURLANI et al., 2009). Portanto, se faz extremamente importante a expansédo das
células-tronco com a melhor qualidade, no intuito de diminuir anormalidades cromossémicas
para aplicacdo clinica (LI et al., 2010).

Considerando a possibilidade de utilizacdo da terapia celular com o intuito de
diminuir a quantidade necessaria de drogas imunossupressoras para a manutencdo de 6rgaos
ou tecidos transplantados e sendo poucos 0s estudos que avaliam esta possibilidade e o nivel
de estresse oxidativo das células estromais mesenquimais quando em cultivo, este trabalho
teve por objetivos:

e isolar e cultivar as células estromais mesenquimais (CEM) derivadas do tecido
adiposo de coelho;

e determinar a eficacia do uso das celulas estromais mesenquimais (CEM)
derivadas do tecido adiposo no reparo de feridas de pele;

e quantificar o grau de estresse oxidativo de celulas estromais mesenquimais em
cultivo;

e avaliar a viabilidade do alotransplante de pele a fresco em coelhos
(Oryctolagus cuniculus), utilizando como agente imunomodulador células estromais
mesenquimais (CEM), associadas ou ndo a ciclosporina;

e verificar apds o alotransplante de pele a fresco, o comportamento clinico e
funcional dos enxertos por meio da avaliacdo dos animais e do tecido transplantado;

e comparar 0s niveis de rejeicdo sem e com o uso das CEM, associadas ou ndo a
ciclosporina;

e analisar a viabilidade e rejeicdo do tecido transplantado, por meio de
histologia;

e dosar os niveis de citocinas, através das interleucinas 6 e 10 e o Fator de
Necrose Tumoral (TNF) ao término do periodo de avaliacao.

Este trabalho foi redigido em forma de artigos, seguindo-se as normas para a
confeccdo de tese da UFSM (MDT, PRPGP/UFSM, 2012).
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RESUMO

A pele apresenta-se como maior 6rgao do corpo, sendo responsavel por diversas
funcbes de extrema importancia. Pelo fato de estar sempre em constante exposicdo ao meio
externo, esta permanentemente sujeita a traumas. Processos biologicos altamente complexos
estdo presentes no reparo da pele, envolvendo muitos tipos de células, matriz extracelular e
fatores regulatorios. O uso da terapia celular torna-se cada vez mais uma alternativa, visando
acelerar o processo cicatricial, diminuindo tempo de internacdo hospitalar e desgaste do
paciente, principalmente com a cicatriz resultante apds o reparo da pele. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de cicatrizacdo da fracdo vascular estromal (FVE) e das
células estromais mesenquimais (CEM) e comparar qual delas apresenta melhor eficacia e

maior facilidade de uso. Para este estudo foram utilizados 15 coelhos divididos em trés
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grupos. Foi criada uma ferida de pele de 4 cm? no térax de todos os coelhos. Os animais do
grupo A néo receberam nenhum tipo de tratamento, enquanto que no grupo B foram tratados
com FVE do tecido adiposo e no grupo C foram tratados com CEM. As aplicagbes foram
realizadas no leito da ferida, imediatamente ap6s a criacdo do defeito. Bidpsias foram
realizadas aos 7, 14 e 21 dias, além da mensuracdo das feridas para planimetria. A analise
histolégica demonstrou que as etapas da cicatrizacdo ocorreram de maneira mais satisfatoria
nos grupos tratados. Na andlise estatistica, os dois grupos tratados ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, mas quando comparados com o grupo controle houve diferenca.
Concluiu-se que tanto o uso da FVE quanto das CEM sdo viaveis e apresentaram melhores
resultados que o controle, inclusive tornando a cicatriz resultante do processo esteticamente
aceitavel.

Palavras-chave: celulas-tronco; cicatrizacdo; pele; tecido adiposo

ABSTRACT

The skin is the largest organ of the body, being responsible for different utmost
important functions. Because it is under exposure to the external environment, it is constantly
subject to trauma. Highly complex biological processes are present in skin repair, involving
many cell types, extracellular matrix and regulatory factors. The use of cell therapy becomes
increasingly an option to accelerate the healing process, decreasing the length of hospital stay,
and patient’s wear, especially with the resulting scar after skin repair. This study aims to
evaluate the healing potential of the stromal vascular fraction (SVF) and mesenchymal
stromal cells (MSC) in order to compare which one presents a better efficiency and ease of
use. For this study we used 15 rabbits divided into three groups. We created a skin wound of 4
cm2 in chest all rabbits. Group A animals received no treatment, while the ones in group B

were treated with SVF adipose tissue, and the others of group C were treated with MSC.
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Applications were performed in the wound bed immediately after the creation of the defect.
Biopsies were performed at 7, 14 and 21 days, in addition to the measurement of wound
planimetry. Histological analysis demonstrated that healing stages occurred more
satisfactorily in the treated groups. According to statistical analysis, the two treated groups
showed no significant difference between them, but there was a difference when comparing
them to the control group. In conclusion, we saw that both the use of SVF and MSC are
feasible and showed better results than the control, besides making the resulting scar
aesthetically acceptable.

Key words: adipose tissue; skin; stem cells; wound healling

INTRODUCAO

A pele apresenta-se como maior 6rgdo do corpo, sendo responsavel por diversas
funcbes de extrema importancia, tais como: primeira linha de defesa do organismo,
funcionando como uma barreira mecanica para patdgenos, regula a temperatura corporal,
previne a desidratacdo do corpo, além de promover sensacoes a partir do tato (Proksch et al.,
2008).

Pelo fato de estar sempre em constante exposicdo ao meio externo, a pele esta
permanentemente sujeita a traumas, sendo que, cicatrizes resultantes de solugcbes de
continuidade ndo afetam o paciente somente pela questdo estética, mas também de maneira
psicossocial (Brown et al., 2008).

Associado a isto, feridas cronicas afetam gravemente a qualidade de vida do paciente
(Franks et al., 2006), acarretando em expansivos gastos médicos, principalmente em tratando-
se de salde publica (Ubbink et al., 2008). Ainda, como outro fator que corrobora para a
importancia da terapia com células-tronco, Franks et al. (2006) citam que as feridas de pele

estédo frequentemente correlacionadas a pessoas e animais de idade mais avangada, justamente
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quando o organismo passa a apresentar uma pobre reserva de células-tronco funcionais
(Zouboulis et al., 2008).

E sabido que o principal objetivo da cicatrizacdo de feridas de pele é reparar o
defeito e restaurar, pelo menos em parte, a perda da integridade, as forcas de tensdo e a fungéo
de barreira da pele (Singer et al., 2000). Entretanto, tratando-se de feridas de pele de grande
extensdo, causadas por queimaduras, o prognéstico pode ndo ser satisfatorio, seja pela
formacdo de cicatrizes ou pela perda de funcGes dos anexos da pele, afetando gravemente a
qualidade de vida do paciente ap6s sua recuperacao (Fu e Li, 2009).

De maneira bastante satisfatoria, diversas pesquisas tem trazido a tona um melhor
entendimento da biologia das células-tronco e experimentos tem demonstrado que células-
tronco adultas podem participar da regeneracéo de 6rgéos e tecidos em quase todos os tipos de
lesGes (Fu e Li, 2009).

Embora as células-tronco embrionarias apresentem uma grande capacidade de auto-
renovacao e plasticidade, seu uso se torna restrito, por questdes cientificas, politicas e éticas.
Ja 0 uso de células-tronco adultas, especialmente células estromais mesenquimais (CEM), ndo
compartilham de muitos destes problemas. Kim et al. (2007) citam que estas células podem
ser isoladas da medula 6ssea ou de outros tecidos, como o tecido adiposo.

Meirelles et al. (2006) citam que propriedades especificas das células-tronco, tais
como a clonogenicidade — capacidade de ativar sua duplicacdo gquando em ambientes com
baixa densidade de células, a multipotencialidade — possibilidade de originar células mais
especializadas em grandes quantidades e a capacidade autorrenovagdo, aumentam o potencial
terapéutico das células-tronco e despertam cada vez mais o interesse dos pesquisadores para
novas possibilidades de tratamento e reparo para diferentes 6rgéos e tecidos.

Para Li et al. (2006) processos bioldgicos altamente complexos estdo presentes no

reparo da pele, envolvendo muitos tipos de células, matriz extracelular e fatores regulatorios.
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Especula-se que para o reparo de tecidos lesados, duas fontes principais de células estejam
envolvidas: 1) as células-tronco presentes no proprio tecido, como as no caso da epiderme
(Janes et al., 2002) ou 2) células-tronco origindrias da medula dssea, como as células
estromais mesenquimais e as hematopoiéticas que migram para os tecidos injuriados (Li et al.,
2006).

Yokomizo et al. (2011) propde que, com relacdo a outras técnicas para o reparo de
tecidos, a terapia celular com células mesenquimais adultas apresente vantagens, permitindo,
desta maneira, uma regeneracéo de alta qualidade, sem a formagé&o de cicatrizes ou fibrose.

Diversos estudos ja realizados comprovaram a presenca de células-tronco no tecido
adiposo humano e, mais do que isso, compararam o potencial de diferenciacdo destas células
com as isoladas da medula. Um dos primeiros trabalhos a sustentar esta teoria foi publicado
por Zuk et al., ainda em 2002.

Além disto, outros fatores contribuem para o aumento dos cultivos de células
estromais mesenquimais adipocito-derivadas, pois, como bem coloca Yokomizo et al. (2011)
— a obtencdo do tecido adiposo € facil, causando minimo desconforto para o paciente e,
associado a isto, capacidade proliferativa maior quando comparada com as células derivadas
da medula 6ssea. Por conta disso, sugere-se que o tecido adiposo representa uma fonte ideal
de células-tronco autologas.

Considerando o que foi exposto anteriormente, pode-se inferir que o tecido adiposo
trata-se de uma fonte importante de células-tronco mesenquimais para diferentes
procedimentos de terapias celulares, principalmente na dermatologias cirargica e cosmiatrica,
pois as células podem ser obtidas em grandes quantidades, a partir de cirurgias de
lipoaspiracdo, com material que seria rotineiramente descartado (Casteilla et al. 2004).

Desta maneira, este trabalho tem como objetivos: isolar a fragdo vascular estromal do

tecido adiposo de coelhos, promover o cultivo desta fracdo para obtencdo de células estromais
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mesenquimais, utilizar tanto a fracdo quanto as células cultivadas para o reparo de ferida de
pele nesta mesma espécie, avaliando o potencial de cicatrizacdo e comparando qual delas

apresenta melhor eficicia e maior facilidade de uso.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi submetido & aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria e seguiu os principios éticos do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), baseados na Lei n°® 11.794, de
08.10.2008 e no DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

Para a elaboragdo deste experimento foram utilizados 15 (quinze) coelhos
(Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia Branco, machos, com idade aproximada de
seis meses e massa corporal média de trés quilogramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram submetidos ao exame clinico
completo e exames laboratoriais como hemograma e perfil bioquimico e para tal, foram
colhidos 3 mL de sangue da veia jugular de cada animal.

Descartadas quaisquer alteracfes que os desqualificassem para o experimento, 0s
animais foram alojados em boxes individuais e mantidos com racdo industrializada e 4gua ad
libitum, por um periodo nao inferior a 15 dias, para sua adaptabilidade as condicdes
ambientais e ao convivio humano, bem como para deteccao de possiveis enfermidades.

Apos a constatacdo de que 0s animais estavam aptos a participar do experimento e
respeitado o periodo de adaptabilidade, os coelhos foram divididos aleatoriamente em trés
grupos experimentais com cinco animais em cada. Um outro coelho alheio aos demais foi
utilizado para a colheita de tecido adiposo.

O primeiro grupo ou Grupo A foi considerado como controle negativo. Os animais

do segundo grupo ou Grupo B foram submetidos a colheita de tecido adiposo e receberam a
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fracdo vascular estromal (FVE) imediatamente ap6s a colheita de tecido adiposo e
processamento desta fracdo em laboratério. Por fim, os animais do terceiro grupo ou Grupo C
receberam as células estromais mesenquimais (CEM) apds cultivo da FVE em laborat6rio, por
periodo superior a 14 dias.

No periodo que antecedia ao procedimento cirurgico, todos os animais foram
pesados e submetidos a tricotomia ampla, da regido toracica, para criacdo da ferida e das
orelhas, para acesso a veia auricular caudal. Para a realizacdo do procedimento cirdrgico 0s
animais permaneceram em jejum alimentar e hidrico por duas horas previamente a
intervencéo.

A medicacdo pré-anestésica foi constituida a partir da associagdo de cloridrato de
cetamina (20 mg kg™), maleato de midazolam (2 mg kg™) e sulfato de morfina (5 mg kg?) por
via intramuscular (IM). A inducdo e manutengédo anestésica foram realizadas com isofluorano
ao efeito, através do uso de mascara, com sistema inalatorio aberto, vaporizado em 100% de
oxigénio, com respiracdo espontanea.

Para colheita do tecido adiposo, apds antissepsia e colocacdo dos panos de campo foi
realizada com bisturi uma incisdo de pele com cerca de 4 cm na regido dorsal, entre as
escapulas. Abaixo da pele o tecido adiposo (TA) é facilmente visualizado e procede-se a
colheita de 10 gramas, pesado em balanca e depositado em um frasco de vidro estéril
contendo solu¢do de Hank’s. O espago morto foi reduzido com fio absorvivel sintético 3-0 em
padrdo continuo simples e a derme ocluida com fio inabsorvivel sintético 4-0 em padrao
isolado simples. O frasco contendo o TA foi encaminhado ao Laboratorio de Terapia Celular
Regenerativa da UFSM para ser processado.

No interior de uma capela de fluxo laminar, abria-se o recipiente contendo o

fragmento de TA e com uma pinga de dissecagéo o tecido transferido para uma placa de Petri.
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Com o auxilio de uma tesoura, seccionava-se a gordura varias vezes, em diversos fragmentos
menores, até ndo ser mais possivel sustentd-la com a pinga de dissecacao.

Os pequenos fragmentos de TA eram lavados em temperatura ambiente, com solucéo
de Hank’s e com o0 auxilio de uma peneira que ndo permita a passagem dos fragmentos de
gordura. A lavagem ocorria trés vezes, até que o tecido e a solucdo de Hank’s adquirissem
uma aparéncia mais clara. Concluida esta etapa, a gordura era transferida para um tubo de
polipropileno estéril de 50 mL e adicionada & mesma, uma solucdo de 1 mg/mL de colagenase
tipo 11, na proporcdo 1:3 (volume:volume), ou seja, para 0os dez gramas de gordura eram
necessarios 30 mL de colagenase diluida.

Os tubos contendo o TA com a colagenase permaneciam no banho-maria a uma
temperatura de 37°C e eram agitados manualmente, a cada cinco minutos. Nestas condicdes, a
colagenase promove a digestdo do colageno, permitindo que diversos tipos celulares sejam
liberados do tecido, o que gera um aspecto leitoso apds, aproximadamente, 25 minutos. Ao
ser observado o aspecto leitoso, os tubos eram retirados do banho-maria e neutralizados
através da adicdo de meio de cultivo completo — Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), em um volume de 1:1.

Os tubos de TA com 0 meio completo adicionado eram centrifugados a 600 G, em
temperatura ambiente, durante dez minutos. O sobrenadante descartado e a fracdo resultante
lavada com meio completo e centrifugada, desta vez, a 400 G, em temperatura ambiente,
durante cinco minutos. O procedimento de lavagem era repetido novamente e ao término da
nova centrifugacdo o sobrenadante, contendo a fracdo adipocitaria, era desprezado e o botéo
celular, contendo a fracdo vascular estromal (FVE), era ressuspendido em DMEM contendo
10% de soro fetal bovino (SFB) e imediatamente aplicado no leito da ferida dos animais do

grupo B.
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Para aplicacdo nos animais do Grupo C, foi colhido TA de um Unico doador. O
processamento dava-se da mesma maneira que para o transplante autdégeno, entretanto, apos a
obtencdo da FVE, a mesma era plaqueada em garrafas de cultura primaria de 75cm?2. As
garrafas foram incubadas em estufa a 37°C, com concentragdo de 5% de didxido de carbono.
Apds as primeiras 48 horas, 0 meio de cultivo era trocado, também por DMEM com 10% de
SFB.

Sempre que o cultivo atingia confluéncia de 90% visualizado em microscopio
invertido, o repique era realizado através de tripsinizacao e expandido em outra garrafa. Desta
maneira, células ndo aderentes eram descartadas, permanecendo em cultivo apenas as
aderentes. Na quinta passagem realizada, aproximadamente aos 14 dias, os cultivos foram
tripsinizados, lavados com meio de cultivo DMEM e preparados em tubos Eppendorf para
aplicacdo nos animais do Grupo C.

Para criagdo da ferida de pele, o animal era devidamente anestesiado, conforme
protocolo descrito anteriormente, previamente tricotomizado e com a antissepsia realizada,
um fragmento de pele com dimensdo de 2 x 2 cm era excisado, sobre a parede lateral direita
do torax, na regido das Ultimas costelas. A hemostasia foi realizada por compressdo mecanica
dos vasos sangrantes.

Apos a criacdo do defeito, os animais dos dois grupos tratados (B e C) receberam
uma aplicacdo local de 2 x 10° células estromais mesenquimais, por via subcutanea, nas
bordas da ferida. Ao término do procedimento cirurgico, 0s animais receberam curativo
compressivo com gaze e atadura.

No periodo de pos-operatério imediato os animais receberam para analgesia sulfato
de morfina (5 mg.kg™?), via intramuscular (IM), quatro vezes ao dia, durante trés dias. Os
animais foram submetidos a limpeza da ferida cirdrgica com solugéo fisioldgica e troca do

curativo, uma vez ao dia.
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No periodo de pds-operatorio os animais foram avaliados clinicamente, uma vez ao
dia, quantos aos pardmetros fisiolégicos e quanto ao seu comportamento e retorno da
alimentacdo. As feridas foram registradas através de fotografias e tiveram suas medidas de
altura e largura mensuradas a cada dois dias, para obtencdo da medida de area total da ferida.

Fragmentos de pele para bidpsias foram retirados aos 7, 14 e 21 dias. Para esta
colheita, os animais foram anestesiados conforme o mesmo protocolo descrito. Foi realizada
uma inciséo de pele na borda da ferida com o auxilio de um punch para bidpsia de pele de 6
mm, removendo-se a interface entre o tecido sadio e o leito da ferida, ndo havendo
necessidade de sutura.

Apo6s a remogdo do fragmento de pele, o0 mesmo foi fixado em formol tamponado e
emblocado em parafina para a realizacdo dos cortes de microscopia com auxilio de um
micrétomo. As laminas de microscopia, contendo os cortes histoldgicos das amostras, foram
coradas com hematoxilina-eosina para avaliacdo histopatoldgica.

Na analise estatistica das medidas de area da ferida, o0 modelo matemaético utilizado
foi o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial duplo 3x3 (3 grupos e 3
tempos): Yijk = u + ai + Bj + vij * Sijk.

Para a pressuposicdo de normalidade dos dados, os valores obtidos foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk. A homogeneidade das variancias foi testada pelo teste de Hartley. A
andlise de variancia do modelo nao identificou a interacdo entre os fatores, portanto apenas 0s
modelos simples foram verificados. Para o fator grupo (qualitavivo) a comparacdo de médias
foi feita pelo teste de Tukey e para o fator tempo (quantitativo) os dados foram submetidos a
andlise de regressdo linear. Foi utilizado o software R (2013) para as analises estatisticas,

empregando-se o nivel de 5% de significancia em todos os testes.
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Os animais foram avaliados criteriosamente durante o periodo dedicado a este
estudo. Apos o término do experimento e periodo de avaliacdo pos-cirurgica de até 21 dias,

todos os coelhos foram encaminhados para doagé&o.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro resultado de importancia a ser observado com relacdo a este trabalho diz
respeito a utilizacdo ndo so6 de células autégenas, como no caso da fragcdo vascular estromal,
mas também do uso de CEM aldgenas, sem que isto tenha causado algum tipo de reacdo nos
animais que receberam estas aplicagdes. A mesma situacdo foi descrita por Liu et al. (2006)
quando os autores citam que nem as células autologas, nem as aldgenas induziram
imunorreacdo no hospedeiro, na aplicacao local e mesmo na administragéo sistémica.

O reparo da pele apos uma situacao de injuria trata-se de um intricado e complexo
processo celular. As fases classicas da cicatrizacdo do tecido incluem: inflamacao,
proliferacdo e remodelacédo, estando as células-tronco envolvidas neste mecanismo (Nauta et
al., 2011).

Quando ocorre uma injlria, o primeiro estagio no processo cicatricial, a inflamacao,
é iniciado. De acordo com Li e Fu (2012) é nesta primeira fase que séo recrutadas muitas
células inflamatorias para o sitio da lesdo, tais como o0s neutréfilos e os mondcitos
(macrofagos). Na avaliacdo histologica deste trabalho, foram encontrados numerosos
macrofagos do tecido celular subcutaneo dos grupos tratados.

Conforme cita Li e Fu (2012), os macréfagos sdo algumas das principais células do
sistema imune inato, desempenhando varias func@es na inflamacéo, imunidade e cicatrizacao
das feridas. Ainda que ndo tenha sido possivel determinar o motivo pelo qual haviam mais

macrofagos nas feridas dos grupos tratados, pode-se pressupor que a presenca destas células



28

contribuiu de certa maneira para 0 sucesso do tratamento, pois possivelmente atrairam as
células-tronco para o sitio de leséo, através do fenémeno denominado de homing.

Especula-se que as CEM possuam funcdes anti-inflamatorias ndo s6 in vitro, mas in
vivo também, secretando fatores sollveis que diminuem a inflamacédo, as reacfes imunes e
apoptose. Galindo et al. (2011) corroboram com esta teoria, ao firmar que o transplante de
CEM diminui de maneira significativa estes fatores. Desta maneira, tem-se que a primeira
contribuicdo das células-tronco para tratamento de lesfes seria 0 seu possivel potencial anti-
inflamatorio.

A fase proliferativa na cicatrizacdo das feridas é caracterizada por angiogenése,
formacdo de tecido de granulacédo, epitelializacdo e contracdo da ferida (Li e Fu, 2012). O
tecido de granulacéo ¢é formado basicamente por fibroblastos e novos vasos sanguineos. Aqui,
novamente nota-se uma melhor atividade celular nos grupos tratados, agora aos 14 dias,
quando a derme analisada em algumas amostras destes grupos, estava representada por um
tecido de granulacdo maduro, embora com poucos anexos e infiltrado por alguns
polimorfonucleares isolados ou em focos entre feixes de colageno. Ainda foi possivel
visualizar aos 14 dias, dilatacdo de vasos linfaticos e até mesmo a regeneracdo de fibras
musculares no tecido celular subcutaneo.

Os fibroblastos, células formadas do tecido de granulacdo, sdo também a maior
populacdo de células estromais na pele e sua principal funcdo € manter a integridade estrutural
do tecido conectivo. Para alguns pesquisadores, como Smith et al. (2010) e Yoon et al.
(2010), as CEM regulariam a proliferacdo, migracdo e expressdo génica para acelerar a
cicatrizacdo das feridas e também desempenhariam um papel de extrema importancia no
ordenamento e organizacdo da producdo de matriz para minimizar a formacao de cicatrizes.

Kim et al. (2007) também citam esta possibilidade, ao afirmar que as CEM

adipocito-derivadas estimulam a migracdo dos fibroblastos e regulam os niveis de colagenos



29

do tipo | e Il e fibronectina. Ainda nesta segunda fase do processo cicatricial, a
neovascularizacdo também é importante, pois é neste momento que as CEM secretam e
liberam muitos fatores, tais como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), entre outros que
contribuem para a angiogenése (Li e Fu, 2012).

Altman et al. (2008) também sustentam esta hip6tese afirmando que, embora ndo
seja conhecida a forma pela qual as células-tronco ddo origem a novos vasos sanguineos no
tratamento de feridas, elas sdo capazes de se diferenciar em células endoteliais progenitores e
promover angiogenese.

Tanto a contracdo dos fibroblastos na derme quanto a migracdo dos queratinocitos a
partir da epiderme desempenham importante papel no fechamento das feridas. Para Kim et al.
(2007) as CEM derivadas de tecidos adiposo tem demonstrado capacidade para reduzir o
tamanho das feridas e acelerar a reepitelizagdo em estudos animais in vivo, da mesma maneira
como neste trabalho pode ser observada uma velocidade maior de cicatrizacdo nos grupos
tratados com células-tronco.

Na ultima fase deste processo, durante a remodelacdo, o coldgeno é remodelado e
realinhado conforme as linhas de tenséo e as células que ndo se adaptam a esta necessidade
sdo removidas por apoptose (Gennero et al., 2011). Ainda assim, remodelacBes patologicas
que resultam na formacédo de cicatrizes, podem ser observadas em diversas feridas de pele.
Estudos anteriores demonstraram que a aplicacdo de CEM contribuiu para a remodelacéo e
atenuacdo do remodelamento anormal de muitos tecidos, como no caso da pele (Neuss et al.,
2010).

Esta especulacdo vai ao encontro do que pode ser avaliado clinicamente neste
trabalho, haja vista que nas avalia¢des visuais, ao final do periodo de acompanhamento, pode-

se perceber que os grupos tratados apresentaram cicatrizacdo completa das feridas, com area
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cicatricial de tamanho diminuto e bastante discreta, conforme pode ser visualizado e
comparado na figura 01.

Através dos testes estatisticos aplicados para estas amostras, pode-se perceber que,
ao final do periodo de avaliacdo, o grupo controle apresentou uma area média de ferida de
2,70 + 1,87 cm?, enquanto que os dois grupos tratados, seja com a fragio vascular estromal ou
com as células estromais mesenquimais, apresentaram a area média de ferida com 0,88 + 1,09
e 1,41 + 1,46 cm?, respectivamente. Os dois grupos tratados ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si, mas quando comparados com o grupo controle, esta diferenca
existiu (Tabela 01).

Alem do estudo qualitativo, aplicou-se também nestes dados a analise estatistica de
regressdo linear para avaliacdo do fator tempo, conforme demonstrado na Figura 2. Nesta
nova analise quantitativa, é possivel perceber que os grupos B e C mantiveram a velocidade
de cicatrizacdo bastante préxima entre si, aos 7 e 14 dias, com cicatrizacdo completa da ferida
ao término do periodo de avaliacdo, aos 21 dias. Enquanto isto, 0 grupo controle sempre
manteve uma velocidade de cicatrizacdo mais retardada, sendo que a ferida somente teve sua

cicatrizacdo completada apds os 21 dias de avaliacao deste trabalho.

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos ap6s a realizacdo desta pesquisa e considerando as
condicBes em que foi executada, é possivel concluir que o isolamento da fracdo vascular
estromal do tecido adiposo de coelhos é uma técnica viavel de ser executada, bem como o
cultivo desta fracdo para obtencdo das células estromais mesenquimais, forneceu namero
suficiente de células para aplicacdo nos animais. Com relacdo a cicatrizacdo das feridas, pode-
se observar que no grupo controle houve uma evolugdo normal da ferida, temporal e

morfoldgica, enquanto que nos grupos tratados a epiderme mostrou espessura maior € o tecido
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de granulacdo mostrou-se ligeiramente mais maduro do que nos controles. O uso da fracdo ou
das células cultivadas ndo apresentou nenhuma reagdo nos animais. Os dois grupos tratados
ndo apresentaram diferenca estatistica entre si com relacdo a area da ferida, ao final do
periodo de avaliacdo, mas ambos apresentaram diferenca quando comparados com o grupo
controle. Sugere-se 0 uso das células estromais mesenquimais cultivadas conforme estas
condicdes, pela praticidade e possibilidade de pronto emprego, ao se optar pela terapia celular

para o reparo de feridas cutaneas ou em demais tecidos que vierem a ser pesquisados.
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Figura 1 — Aspecto da fase final da cicatrizagdo das les6es cutaneas aos 21 dias de pos-
operatorio. A letra em destaque corresponde o grupo ao qual pertence o animal.
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Tabela 1 — Comparacéo entre as medias de altura, largura e area obtidas dos grupos controle
(A), fracdo de células (B) e celulas cultivadas (C) aos 21 dias ap0s a criacdo da ferida (média

+ desvio padréo).

Grupo Altura (cm) Largura (cm) Area (cm?)
A 1,61 +0,63a 1,47 £ 0,62a 2,70 +1,87a
B 0,71 £ 0,66¢ 0,69 + 0,63b 0,88 £1,09b
C 1,15+ 0,72b 0,92 +0,61b 1,41 + 1,46b

Valores com letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,001).
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Figura 2 — Analise estatistica de regressdo demonstrando a média da cicatrizacdo completa em dias,
para os trés grupos analisados.
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RESUMO

A possibilidade de expandir células estromais adultas ou embrionarias em cultivo
para posterior utilizacdo em medicina regenerativa ou desenvolvimento de novas drogas € o
gue mais tem atraido a atencdo da comunidade cientifica recentemente. As atividades
celulares normais requerem um estado redox balanceado, sendo que qualquer distarbio neste
equilibrio pode resultar em estresse oxidativo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
isolamento e o cultivo das células estromais mesenquimais (MSCs, do inglés mesenchymal
stromal cells) a partir de amostras de tecido adiposo processadas imediatamente apos a
colheita e com 12 ou 24 horas de intervalo, mantendo-as em cultivo até a nona passagem.
Para a elaboracdo deste experimento foram utilizadas amostras de tecido adiposo de trés

coelhos da raca Nova Zelandia Branco, machos e com idade aproximada de seis meses. As
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amostras de cada animal foram divididas em trés novas amostras, sendo que a primeira foi
processada imediatamente apds a colheita, e as demais com 12 e 24 horas de intervalo. Os
isolamentos da FVE foram realizados de maneira satisfatoria em todas as amostras. N&o foi
observada diferenca estatistica significativa na primeira passagem no teste de Dunnett, para a
quantidade e a viabilidade de células, entre os cultivos realizados nos trés intervalos de tempo.
O ensaio da DCFH-DA demonstrou que os cultivos imediatos tiveram um aumento da taxa
total de ROS a partir da quarta passagem; células cultivadas ap6s 12 horas, a partir da terceira
passagem; e apds 24 horas, a partir da terceira passagem, mas com um outro episoédio durante
a nona passagem. O teste de PicoGreen demonstrou que os cultivos imediatos obtiveram uma
maior liberacdo de DNA apenas na sétima e nona passagens; 12 horas, morte celular somente
na nona passagem; 24 horas, durante as trés Ultimas passagens avaliadas. Nas condi¢des em
que o experimento foi realizado e com base nos resultados obtidos € possivel concluir que o
tecido adiposo pode ser cultivado até um dia apos a colheita, desde que mantido em condicGes
ideais. Recomenda-se ainda a utilizacdo destas células no momento da terceira passagem,
quando se apresentam em grande quantidade, altamente viaveis e sem indicacdo de que
estejam sob situagdes de estresse.

Palavras-chave: cultivo celular, passagens, quantificacdo celular, viabilidade celular,

espécies reativas de oxigénio.

ABSTRACT

The possibility of expanding adult or embryonic stromal cells in culture for
subsequent use in regenerative medicine and development of new drugs has recently attracted
the attention of the scientific community. Normal cellular activities require a balanced redox
state, and any disturbance in this balance can result in oxidative stress. The goal of this work

was to evaluate the isolation and cultivation of MSCs from samples of adipose tissue
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processed immediately after harvest and after 12 or 24 hours interval, keeping them in
cultivation until the ninth passage. To prepare this experiment, samples of adipose tissue from
three New Zealand White rabbits, males, approximately six months old, were used. The
samples from each animal were divided into three new samples, the first of which was
processed immediately after harvest, and the others with an interval of 12 and 24 hours. The
SVF isolations were satisfactorily performed for all samples. No statistically significant
difference was observed in the first pass Dunnett's test, for cell number and viability, among
cultures performed between the three time intervals. The DCFH-DA assay showed that the
cultures had an immediate increase in the total rate of ROS from the fourth passage; cells
cultured after 12 hours, after third passage; and after 24 hours from the third passage, but with
another episode during the ninth passage. PicoGreen test showed that immediate cultures had
a higher DNA release only at the seventh and ninth passages; 12 hours, cell death only at
ninth passage; 24 hours, during the last three evaluated passages. In conditions in which the
experiment was conducted, and based on the obtained results, it is possible to conclude that
adipose tissue can be grown up to a day after harvest, since it is kept in ideal conditions. It is
further recommended the use of these cells at the time of the third passage, when they are
present in large quantities, highly viable and with no indication that they are under stress.

Key words: cell culture, passages, cell quantification, cell viability, reactive oxygen species.

INTRODUCAO

Com relacdo ao uso de células estromais mesenquimais (MSC, da sigla em inglés)
derivadas de diferentes sitios, LEU et al. (2010) citam a utilizacdo das adipdcito-derivadas
(ADSCs) como mais vantajosa, haja vista que a técnica para colheita € menos invasiva e um

namero praticamente ilimitado de células pode ser fornecido através de cultivo in vitro. O
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mecanismo pelo qual estas células poderiam contribuir no local da lesdo permanece ainda
desconhecido.

Atualmente sdo trés as teorias mais aceitas na tentativa de explicar o que ocorre
durante a terapia celular: fusdo entre as MSCs e as células originarias do tecido que recebeu a
terapia, diferenciacdo das MSCs em células especializadas no local da lesdo ou a contribuicéo
poderia dar-se através de mecanismo paracrino, no qual as células liberariam fatores de
crescimento no leito da ferida (NARDI; MEIRELLES, 2006). Esta ultima parece ser a teoria
mais aceita pela comunidade cientifica.

Aceitando-se este Gltimo mecanismo como o que melhor poderia explicar a
atuacdo destas células em um sitio de leséo, as caracteristicas paracrinas das ADSCs tem se
demonstrado diferentes daquelas originarias da medula 0ssea, apresentando mais efeitos anti-
inflamatdrios e imunomoduladores (BANAS, 2008).

Nardi; Meirelles (2006) citam que as MSCs estéo virtualmente presentes em todos
0s 0rgaos e tecidos de pessoas e animais, ou Seja, cada estrutura teria seu compartimento de
células estromais, que permaneceriam quiescentes no seu microambiente aguardando que
algum estimulo as mobilizassem para o reparo daquele 6rgao ou tecido. Entretanto, em alguns
casos quando a lesdo ¢ muito extensa ou cronica, este “reservatorio” de células pode nao ser
suficiente para o tratamento proposto e células de outros nichos, como da medula 6ssea ou do
tecido adiposo poderiam ser mobilizadas.

Ainda néo é claro o mecanismo pelo qual estas células sdo estimuladas a deixar as
condicdes Otimas de seu microambiente no nicho celular para migrar e reparar um 6rgéo ou
tecido lesionado. Provavelmente, um aspecto que pode afetar diretamente a autorrenovacéo e
diferenciacdo destas células seja a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) no

microambiente (SMITH et al., 2000; PERVAIZ et al., 2009; JUNTILLA et al., 2010).
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O deshalanceamento entre os niveis de ROS e antioxidantes gera condi¢cdes de
estresse oxidativo que sera prejudicial para as células. Entretanto, evidéncias sugerem que sob
condi¢des homeostaticas, as ROS sdo fundamentais para as vias de transdu¢do multipla de
sinais, agindo como um segundo mensageiro e regulando fungdes como proliferacdo,
diferenciagéo e apoptose (MONTEIRO; STERN, 1996; DROGE, 2002).

O aparato de protecdo das células consiste principalmente de proteinas
antioxidantes como as superoxido dismutases (SOD), presentes na mitocéndria (SOD2) e no
citoplasma (SOD1) das células (ZELKO et al., 2002). As SODs intracelulares convertem
superdxido em peroxido de hidrogénio. Este por sua vez, é reduzido em agua e oxigénio pela
catalase e glutationa peroxidase-1 (GPx), localizadas principalmente no peroxissomo e
citoplasma, respectivamente (MORENO et al., 1995).

Condicdes de estresse oxidativo podem ser geradas por uma diminuicdo das
proteinas antioxidantes ou um aumento no ROS (DROGE, 2002). Fatores como a idade
(HARMAN, 1956), alem de doencas e desordens degenerativas como diabetes (GIACCO;
BROWNLEE, 2010), cancer (OBERLEY, 2002) e esclerose lateral amiotréfica (BAILLET et
al., 2010) predispdem humanos e animais ao estresse oxidativo.

A possibilidade de expandir células estromais adultas ou embrionarias em cultivo
para posterior utilizacdo em medicina regenerativa ou desenvolvimento de novas drogas € o
gue mais tem atraido a atencdo da comunidade cientifica recentemente. Entretanto, os cultivos
celulares ainda apresentam uma enorme barreira no caminho do desenvolvimento destas
técnicas. Células-tronco mantidas por longo tempo em cultura acabam desenvolvendo
anormalidades cromossdmicas (MAITRA et al., 2005; BAKER et al., 2007; SARREN et al.,
2009).

Como resultado destas alteragdes, complicagdes como aumento da carcinogénese

e perda do potencial funcional podem impedir a aplicagdo terapéutica destas células (RUBIO
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et al., 2005; FURLANI et al., 2009). Portanto, se faz extremamente importante a expansdo das
células-tronco com a melhor qualidade, no intuito de diminuir anormalidades cromossémicas
para aplicacdo clinica (LI et al., 2010)

As atividades celulares normais requerem um estado redox balanceado, sendo que
qualquer distlrbio neste equilibrio pode resultar em estresse oxidativo (HALLIWELL, 2007).
Algumas espécies reativas de oxigénio (ROS), como Oz e H»O, sdo geradas durante o
metabolismo celular normal e metabolizadas, entretanto o excesso de ROS resulta em estresse
oxidativo (GRIENDLING et al., 2000; YOON et al., 2002). Tipos celulares diferentes
suportam niveis diferentes de exposicdo ao estresse oxidativo. Altos niveis de ROS
geralmente causam morte celular por apoptose (CAO et al., 2008) ou induzem estado de
senescéncia quando o nivel de ROS é subletal (LU; FINKEL, 2008).

Sob condi¢des normais de cultura ocorre o encurtamento dos teldomeros durante a
proliferacdo continua, ocasionando uma senescéncia replicativa. Em algumas condicdes de
estresse como estresse oxidativo, danos ao DNA, mutacdo oncogénica, as células podem
entrar em senescéncia sem, no entanto, ocorrer o encurtamento dos teldmeros, mecanismo
conhecido como senescéncia prematura induzida por estresse (GUO et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o isolamento da FVE e o cultivo das MSCs a
partir de amostras de tecido adiposo processadas imediatamente ap6s a colheita e com 12 ou
24 horas de intervalo, a manutencdo das MSCs em cultivo até a nona passagem, além de sua

quantificacdo, viabilidade e estresse oxidativo.

MATERIAL E METODOS
Colheita do Tecido Adiposo (TA)
Para colheita do tecido adiposo, foram utilizados trés coelhos (Oryctolagus

cuniculus) da raca Nova Zelandia Branco, machos, com idade aproximada de seis meses e
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massa corporal média de trés quilogramas. A medicacdo pré-anestésica foi constituida da
associacdo de cloridrato de cetamina (20 mg kg?), maleato de midazolam (2 mg kg?) e
sulfato de morfina (5 mg kg™) por via intramuscular (IM). A indugdo e manutengio anestésica
foram realizadas com isofluorano ao efeito, através do uso de méascara.

Realizou-se uma incisdo de pele com cerca de 4 cm na regido dorsal, entre as
escapulas, pois abaixo da pele o tecido adiposo torna-se facilmente visualizado. Procedia-se a
colheita de trés fragmentos de cinco gramas para cada animal, pesado em balanga em um
frasco de vidro estéril contendo solugdo de Hank’s. O espago morto foi reduzido com fio
absorvivel sintético 3-0 em padrdo continuo simples e a derme ocluida com fio inabsorvivel
sintético 4-0 em padrdo isolado simples. A primeira amostra de cada animal foi processada
imediatamente apos a colheita, enquanto que a segunda amostra permaneceu na solucdo de
Hank's, por 12 horas, em temperatura ambiente. Por fim, a terceira amostra aguardou 24
horas, sob as mesmas condigdes.

Processamento do TA para obtencdo da fracéao vascular estromal (FVE)

No interior de uma capela de fluxo laminar, o TA era transferido para uma placa
de Petri e a gordura seccionada varias vezes, em diversos fragmentos menores. Os pequenos
fragmentos de TA foram lavados em temperatura ambiente, com solu¢do de Hank’s. Esta
lavagem foi repetida trés vezes. Concluida esta etapa, a gordura era transferida para um tubo
de polipropileno estéril de 50 mL e adicionada a mesma, uma solu¢do de 1 mg/mL de
colagenase tipo Il, na propor¢cdo 1:3. Os tubos contendo o TA com a colagenase eram
transferidos para o banho-maria e permaneciam no equipamento em uma temperatura de
37°C, sendo agitados manualmente, a cada cinco minutos. Nestas condicGes, a colagenase
promove a digestdo do colageno, o que gera um aspecto leitoso apos, aproximadamente, 25

minutos.
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A colagenase era neutralizada através da adicdo de meio de cultivo completo, em
um volume de 1:1. Os tubos de TA com o meio completo adicionado eram centrifugados a
600 G, em temperatura ambiente, durante dez minutos. O sobrenadante era descartado e a
fracdo lavada com meio completo e centrifugada, desta vez, a 400 G, em temperatura
ambiente, durante cinco minutos. O procedimento de lavagem era repetido novamente e ao
término da nova centrifugacdo o sobrenadante era desprezado e o botdo celular, contendo a
fracdo vascular estromal (FVE), ressuspendido em 10 mL de Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) contendo 20% de soro fetal bovino (SFB) e plaqueadas em garrafas de
cultura primaria de 75cm?.

Cultivo das células estromais mesenquimais (MSCs)

As garrafas eram incubadas em estufa a 37°C e com concentracdo de 5% de
dioxido de carbono. Quarenta e oito horas apds o inicio do cultivo, foi possivel visualizar as
primeiras células estromais. Neste instante, realizava-se a troca do meio de cultivo, de
maneira que o conteudo presente na garrafa era aspirado e desprezado, para posteriormente 0
DMEM ser reposto, ainda suplementado com 20% de SFB, num volume final de 10 mL.

Quando o cultivo atingia uma confluéncia maior que 90%, ao redor de uma
semana apds seu inicio, uma passagem ou repique era realizado. Para isto, o contetdo das
garrafas era novamente aspirado e desprezado para adicdo de 10 mL de tripsina. Apos 2-3
minutos na estufa, a tripsina juntamente com as MSCs, era aspirada da garrafa e depositada
em um tubo de polipropileno de 50 mL. A adicdo de 10 mL de meio de cultivo completo era
realizada para neutralizar a acdo da tripsina.

Os tubos eram entdo centrifugados a 600 G, em temperatura ambiente, durante
dez minutos. Apds este procedimento, o sobrenadante era desprezado e o novo botdo celular,
formado pela sedimentagdo das MSCs, tinha seu volume dividido em duas novas garrafas de

cultura priméaria de 75cm?. A estas duas novas garrafas, eram adicionados 10 mL de DMEM,
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agora suplementados com 10% de SFB. Foram realizadas nove passagens e em todos estes
procedimentos as células de cada amostra foram quantificadas, através de contagem celular
em Céamara de Neubauer e as viabilidades analisadas, com o corante Azul de Trypan.
Também foram separadas aliquotas de 1 mL dos botdes celulares, para testes que verificaram
0 estresse oxidativo destas células em cultura.

Ensaio da Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA)

Este ensaio é empregado para a determinacdo da taxa total de espécies reativas de
oxigénio (ROS), principalmente peroxido de hidrogénio (H20.) presente na amostra em teste.
Baseia-se no principio de utilizacdo do reagente 2'-7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA), o qual é ndo fluorescente, mas que atravessa a membrana celular facilmente, sendo
desacetilado por enzimas esterases, formando assim o 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina. Este
por usa vez, quando em contato com ROS ¢ oxidado a 2°,7’-diclorofluoresceina que emite
fluorescéncia (BASS et al., 1983). Logo, as passagens celulares foram testadas quanto a
presenca de ROS, utilizando a metodologia descrita por Esposti e colaboradores (2002),
através da adicdo de 50 uL de suspensédo celular, juntamente com 65 uL de tampéo Tris HCI
10 mM pH 7,4 e 10 pL do reagente DCFH-DA 0,1mM. Apds uma hora de incubacdo sob
temperatura ambiente e protecdo da luz direta, foi realizada a leitura da fluorescéncia a 488nm
de excitacdo e 525nm de emisséo.

Quantificacdo da DNA dupla fita livre no meio — DNA PicoGreen®

Com a finalidade de determinar a viabilidade celular das passagens celulares em
questdo, utilizou-se o reagente corante Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA, obtido da empresa
Invitrogen (Life Technologies) para determinar a presenca da molécula de DNA dupla fita
(dsDNA) no meio extracelular, pois o0 mesmo possui alta afinidade pelo dsDNA. Esta

metodologia baseia-se no principio de que as células que entram em processo de morte
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celular, tém por consequéncia o rompimento de membranas, tanto plasmatica quanto nuclear,
havendo a liberagdo do DNA de forma integra para 0 meio extracelular.

Esta técnica foi realizada baseando-se em determinacGes prévias descritas por
AHN e colaboradores (1996), de forma que foi adicionado 50pL de amostra para 50uL do
reagente diluido em tampdo T.E. 1X. Apds cinco minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, as amostras foram lidas quanto a fluorescéncia a 480nm de excitacdo e 520nm de
emissdo. A metodologia empregada foi baseada no descrito por Ahn e colaboradores (1996),
utilizando 50uL. de amostra juntamente com 50uL do reagente de uso (1:1; v:v), seguido de
incubagdo por 5 minutos em temperatura ambiente e posterior leitura da emisséo de
fluorescéncia a 480nm de excitagcdo e 520nm de emissao.

Os resultados obtidos foram tabelados em programa Microsoft Excel versdo 2011
sendo expressos em média + desvio/erro padrédo (SE) e os testes e analises estatisticas foram
efetuados em programa GraphPad Prism 5 com anélise de variancia de uma via, seguido de
post hoc de Dunnett. Foram considerados resultados estatiscamente significativo os dados

com p=<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os processamentos para isolamento da fracdo vascular estromal foram realizados de
maneira satisfatoria com todas as amostras, inclusive para aguelas em que foi respeitado o
intervalo de 12 ou 24 horas. Apds as primeiras 48 horas de incubagdo a 37 °C na estufa com
5% de CO2, foi possivel visualizar as primeiras células estromais mesenquimais em
microscopio invertido, em aumento de 40 vezes (Figura 1A). Neste momento, o meio de
cultivo de todas as amostras foi substituido.

Completada a primeira semana, a confluéncia de todas as amostras superou 0s 90% e

iniciaram-se os procedimentos de passagens (Figura 1B). Nesta primeira passagem, 0s trés
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cultivos realizados imediatamente ap6s a colheita do TA apresentaram uma média de
1.996.667 células estromais mesenquimais, enquanto que os cultivos realizados 12 e 24 horas
apos a colheita tiveram uma média de 2.403.333 e 2.780.000, respectivamente. Esta primeira
quantificacdo, ndo demonstrou diferenca estatistica significativa, sugerindo que o TA mantido
em solucdo de Hank's por até um dia, ndo impediu o isolamento e cultivo das MSCs. Da
mesma forma, as taxas de viabilidade celular também ndo apresentaram diferenca,
permanecendo em 99,89, 99,87 e 99,64%, para os cultivos imediato, ap6s 12 e 24 horas,
respectivamente.

Na avaliacdo da quantidade de células existentes em cada cultivo, apenas a segunda
passagem demonstrou diferenca entre os intervalos de tempo (Figura 2). As amostras que
aguardaram 24 horas até o processamento, obtiveram uma média de 11.926.000, namero
superior aos 3.225.000 e 5.720.000 dos cultivos imediato e apds 12 horas. Para a viabilidade
celular, somente na oitava passagem um dos grupos sobressaiu-se sobre os demais (Figura 3).
Nesta ocasido, novamente os cultivos de 24 horas obtiveram uma média de viabilidade de
97,13, enquanto gque 0s grupos dos cultivos imediato e 12 horas registraram menores taxas de
viabilidade celular, 93.85 e 92.60, respectivamente.

Desconsiderando-se os intervalos realizados para o processamento das amostras, para
obtencdo de médias gerais dos cultivos, é possivel determinar que a quantidade de células em
cultivo aumentou da primeira até a terceira passagem, quando atingiu seu ponto maximo,
diminuindo seu nimero até a quinta passagem, quando a partir dai, mantiveram-se estaveis até
o final do periodo de avaliacdo (Figura 4). Por outro lado, as taxas de viabilidade iniciaram
maiores, proximas de 100%, diminuindo na terceira passagem, quando passaram a oscilar até
atingir seu menor nivel de viabilidade na oitava passagem (Figura 5).

Para que as células possam executar suas atividades normais, € necessario um

ambiente com estado redox balanceado. Alteragdes neste estado, seja por desregulacdo do
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metabolismo ou outro dano celular, resultam em estresse oxidativo, atualmente relacionado a
causa de diversas doencas celulares (HALLIWELL, 2007). Deste modo, uma grande
quantidade de células altamente vidveis, ndo necessariamente significariam uma boa opcao
como terapia, haja vista que estas células poderiam apresentar-se estressadas e inclusive
predispor o animal receptor ao desenvolvimento de doengas, como o cancer.

O ensaio da Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) foi utilizado para
determinacdo da taxa total destas espécies reativas de oxigénio, principalmente peroxido de
hidrogénio (H202), em todas as amostras de cultivo das células estromais mesenquimais. Nas
células cultivadas imediatamente apos a colheita, foi possivel perceber um aumento da taxa
total de ROS a partir da quarta passagem, porém este efeito ndo se manteve a partir da sexta
passagem (Figura 06), indicando um efeito hormese.

Nos cultivos realizados 12 horas ap6s a colheita, a presenca significativa de ROS foi
observada mais cedo, a partir da terceira passagem e também por um periodo maior de tempo,
estendendo-se até a sexta passagem. O mesmo ocorreu para 0s cultivos realizados apés 24
horas, sendo que estas Gltimas ainda apresentaram um novo episddio de maior producao de
ROS, durante a nona passagem, com diferenca estatistica.

PETERSON et al. (2010) citam que a manuten¢do do cultivo de MSCs em condicdes
de hipdxia, aumentariam a viabilidade celular, entretanto, aumentariam também as taxas de
ROS e produgdo de H»0.. Como uma alternativa, estes pesquisadores propuseram um
protocolo de hipoxia-reoxigenacdo, no qual as células seriam submetidas a um periodo de
hipéxia (15 min, 1% O2) com posterior reoxigenacao (30 min, 21% O2). Desta maneira, a
execucdo deste protocolo, permitiria a manutencdo da viabilidade e funcdo celular, além de
preservar um estado oxidante toleravel pelas células.

De maneira geral, as células apresentam diferentes niveis de tolerancia ao estresse

oxidativo. Podem entrar em estado de senescéncia se expostas a niveis subletais de ROS (LU;
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FINKEL, 2008) ou chegar até mesmo ao estagio de morte celular por apoptose, quando
expostas a niveis altos de ROS (CAO et al., 2008). As células que, expostas a estas situacdes
de estresse, podem entrar em estado de senescéncia, sofrerdo encurtamento dos telomeros e
possivelmente danos ao DNA e mutac6es oncogénicas (GUO et al., 2010). Conhecido como
senescéncia prematura induzida pelo estresse, este tipo de senescéncia pode significar um
risco em potencial aquelas pessoas ou animais tratados com estas células. Por outro lado,
HALLIWELL (2003) e DAY; SUZUKI (2006) propuseram que pequenas mudancas no nivel
de ROS possuiriam efeitos benéficos sobre o crescimento e viabilidade celular.

Neste contexto, CARRIERE et al. (2009) demonstraram em seu estudo que uma
exposicdo transitoria de ADSCs a uma moderada geragdo de ROS mitocondrial antes da
aplicacdo in vivo, aumentou fortemente a propriedade pro-angiogénicas destas células. Para
alcancar este objetivo, os pesquisadores utilizaram dois diferentes tipos de inibidores
mitocondriais, rotenona e antimicina. Este aumento de ROS mitocondrial estimulou a
producdo de HGF e VGF. Os autores ressaltam ainda que este tratamento prévio com uma
geracdo de ROS mitocondrial moderada induziu uma alta resisténcia de ADSCs a morte
celular induzida por lesdes oxidativas.

ORCIANI e colaboradores (2010) afirmam que as células estromais mesenquimais
derivadas de pele humana parecem ser mais propensas a eventos apoptéticos. Em seu
trabalho, os autores compararam estas células a queratindcitos humanos, através da adicdo de
0,5 mM de H202 durante duas horas e analisaram os efeitos do estresse oxidativo quatro, 12,
24 e 48 horas apds. Segundo os pesquisadores, 0s queratindcitos parecem ter uma maior
defesa antioxidante, pois estdo continuamente expostos na pele. As MSCs por sua vez, sao
cercadas por um microambiente complexo que as protege dos insultos externos, ndo mantendo

um sistema de defesa particularmente eficiente.
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Esta situagdo, de acordo com a justificativa encontrada pelos autores daquele
experimento, representaria 0 mecanismo de defesa primario destas células contra situacoes de
estresse. No presente trabalho, as taxas de ROS avaliadas pela DCFH-DA aumentaram
principalmente entre a quarta e quinta passagem em todos os intervalos de tempo testados e a
morte celular, identificada através da liberagdo de DNA pelo teste de PicoGreen, iniciou a
partir da sétima passagem, mas evidenciou-se fortemente na nona passagem.

Neste caso, as células cultivadas imediatamente apds a colheita apresentaram uma
maior liberacdo de DNA, ou seja, taxas maiores de morte celular apenas na sétima e nona
passagens. As amostras que aguardaram 12 horas demonstraram taxa significativa de morte
celular somente na Gltima avaliacdo, realizada na nona passagem. Ja aquelas amostras em que
foi respeitado o intervalo de 24 horas, apresentaram um maior periodo de morte celular,

durante as trés Gltimas passagens avaliadas: sétima, oitava e nona.

CONCLUSAO

Nas condigcdes em que o experimento foi realizado e com base nos resultados obtidos
¢ possivel concluir que, assim como o processamento do tecido adiposo realizado
imediatamente apos a colheita, as amostras deste mesmo tecido que aguardaram 12 ou 24
horas preservadas em solucdo de Hank's e em temperatura ambiente, foram eficazes para a
realizacdo bem sucedida do isolamento da fracdo vascular estromal e cultivo das células
estromais mesenquimais. Recomenda-se ainda a utilizacdo destas células no momento da
terceira passagem, quando se apresentam em grande quantidade, altamente viaveis e sem
indicacdo de que estejam sob situacOes de estresse oxidativo. Se necessario, poderiam ainda
ser utilizadas por um periodo mais prolongado de cultivo, até a sétima passagem, quando 0s

primeiros indicios de morte celular foram verificados.
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Figura 1 - Avaliagdo do estresse oxidativo de Células Estromais Mesenquimais derivadas de tecido adiposo de
coelhos em cultivo. Visualizagdo das células estromais mesenquimais em cultivo, aos 2 dias (A) e apds 7 dias (B).
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Figura 2 - Avaliacdo do estresse oxidativo de Células Estromais Mesenquimais derivadas de
tecido adiposo de coelhos em cultivo. Avaliacdo da quantificacdo celular durante as nove
passagens, para os cultivos realizados nos trés intervalos de tempo.
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Figura 3 - Avaliagdo do estresse oxidativo de Células Estromais Mesenquimais derivadas de
tecido adiposo de coelhos em cultivo. Avaliacdo da viabilidade celular durante as nove passagens,
para os cultivos realizados nos trés intervalos de tempo.
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Figura 4 - Avaliacdo do estresse oxidativo de Células Estromais Mesenquimais derivadas de
tecido adiposo de coelhos em cultivo. Avaliacdo da quantificacdo celular média, durante as nove
passagens.
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Figura 5 - Avaliacdo do estresse oxidativo de Células Estromais Mesenquimais derivadas de
tecido adiposo de coelhos em cultivo. Avaliagdo da viabilidade celular média, durante as nove
passagens.
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RESUMO

O uso de enxertos de pele de espessura total em cirurgia plastica e reconstrutiva é
frequentemente comum em algumas situacGes para reparar defeitos. O conceito de que
enxertos de pele alogénicos sao rejeitados € conhecido desde a década de 1980. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade do alotransplante de pele a fresco em coelhos,
utilizando como agente imunomodulador células estromais mesenquimais (CEM), associadas
ou ndo a ciclosporina. Para a elaboracdo deste experimento foram utilizados 20 coelhos da
raca Nova Zelandia Branco, machos, com 6 meses de idade e massa corporal média de 3
quilogramas, divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Grupo A: realizado
apenas o transplante. Grupo B: aplicacdo de CEM nos dias -1, 0, 3, 7 e 10, sempre associado

ao uso da ciclosporina. Grupo C: somente a aplicacdo de CEM, nos mesmos periodos que 0
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grupo anterior. Grupo D: apenas ciclosporina injetavel. Os animais foram submetidos a exame
visual da pele transplantada diariamente. As biopsias foram realizadas quando haviam sinais
clinicos de rejeicdo. Para a comparacdo das médias foi usado o teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade. O grupo B apresentou a menor taxa de sobrevivéncia do enxerto, com 7,2
dias (£ 3,49). O grupo C apresentou uma rejeicao de 11,4 dias (= 3,58), enquanto que o0 grupo
D rejeitou o enxerto aos 9,0 dias (x 1,22). Por fim, 0 grupo A rejeitou 0s seus enxertos apenas
aos 13,0 (x 1,41) dias. As interleucinas foram avaliadas nos grupos A, B e C e neste ponto, a
utilizacdo associada da ciclosporina com as CEM, parece ter sido benéfica para a inibicdo de
alguns destes fatores. Pode-se concluir que tanto a aplicacdo da ciclosporina quanto das CEM
alogenas, quando administradas isoladamente, ndo foram capazes de aumentar a taxa de
sobrevida do enxerto de pele, mas as duas terapias, quando utilizadas de maneira associada,
foram responsaveis por causar uma rejeicdo mais rapida do tecido transplantado do que o
grupo controle. Ainda assim, os valores mensurados das principais interleucinas pro-
inflamatdrias foram menores quando esta associacdo ocorreu.

Palavras-chave: terapia celular, imunossupressdo, enxerto de pele, rejeicéo.

ABSTRACT

The use of full thickness skin graft, to repair defects in cosmetic and reconstructive
surgery, is often common in some situations. The concept that allogeneic skin grafts are
rejected is known since the 1980s. The aim of this work was to evaluate the viability of fresh
allograft skin in rabbits, using as an immunomodulatory agent, mesenchymal stromal cells
(MSC), associated or not to cyclosporine. To design the experiment, 20 New Zealand White
rabbits, males, 6 months old and mean body weight of 3 Kg, were randomly divided into four
experimental groups. Group A: transplant performed only. Group B: application of MSC on

days -1, 0, 3, 7 and 10, always associated with the use of cyclosporine. Group C: only the
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application of MSC in the same periods as the previous group. Group D: only injectable
cyclosporine. The animal’s transplanted skin was daily subjected to visual inspection.
Biopsies were performed when there were clinical signs of rejection. Tukey test at 5%
probability was used in order to compare the means. Group B showed the lowest rate of graft
survival, with 7.2 days (£ 3.49). Group C showed an 11.4 days (+ 3.58) rejection, while group
D rejected the graft after 9.0 days (x 1.22). Finally, group A rejected their grafts only after
13.0 (x 1.41) days. Interleukins were evaluated in groups A, B and C, and at this point the use
of cyclosporine associated with MSC, seems to have been beneficial by inhibiting some of
these factors. It can be concluded that both the application of cyclosporine as well as the
halogen MSCs, were not able to increase skin graft survival when administered alone. The
two therapies, when used in an associated manner, caused a faster rejection of transplanted
tissue than in the control group. Still, the measured values of the key pro-inflammatory
interleukins were lower when this association occurred.

Key words: cell therapy, immunosuppression, skin graft, rejection.

INTRODUCAO

O uso de enxertos de pele de espessura total em cirurgia plastica e reconstrutiva é
frequentemente comum em algumas situacdes como para reparar defeitos causados pela
excisdo de tumores, traumas, defeitos congénitos, queimaduras, diabetes, irradiacdo e feridas
crénicas. Em geral, enxertos de pele sdo empregados quando um simples fechamento da
ferida ou retalhos locais sdo insuficientes para gerar resultados satisfatérios (ZOGRAFOU et
al., 2011).

O conceito de que enxertos de pele alogénicos sdo rejeitados € conhecido desde a
década de 1980. Em pacientes imunocompetentes, aloenxertos de pele de doadores

incompativeis sdo rejeitados de maneira aguda. Sinais clinico-patolégicos de rejeicdo
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aparecem dentro das primeiras duas semanas (NAKANO et al., 1992). A rejeicdo € antigeno-
especifica, sendo a epiderme o componente mais antigénico da pele (NANCHALAL &
WARD, 1992).

Tanto a resposta celular quanto a humoral estdo envolvidas na rejei¢cdo do aloenxerto
de pele, mas esta atividade é primariamente mediada pelas células T. Estas células detectam
os alo-antigenos diretamente por encontrar intactas as moléculas de alo-MHC (complexo
maior de histocompatibilidade) na superficie das células do doador ou indiretamente, pelos
antigenos alogénicos do doador que sdo apresentados pelas células apresentadoras de antigeno
(APCs) do receptor. As células de Langerhans representam 4% da populacdo celular da
epiderme, mas apresentam um papel importante na rejeicdo, pois elas sdo as mais
proeminentes APCs da pele e expressam o importante antigeno de classe Il HLA-DR
(NAKANO et al., 1992; NANCHALAL & WARD, 1992).

Células Estromais Mesenquimais (CEM) sdo progenitoras multipotentes presentes
em tecidos adultos (HERZOG et al., 2003). Atualmente, estudos em modelos animais tém
demonstrado que as CEM poderiam migrar para sitios de lesdo e ajudar a reparar danos
teciduais (TREICHEL et al., 2011; PINTO FILHO et al., 2013).

Além do reparo e regeneracdo dos tecidos, mais recentemente estd sendo
demonstrado que as CEM também possuem propriedades imunorregulatérias (AGGARWAL
& PITTENGER, 2005; RASMUSSON, 2006). CEM exibem propriedades imunomoduladoras
e potencial para suprimir respostas alorreativas das células T. A supressdo das células T
induzidas pelas CEM parece ser mediada por varios fatores sollveis, bioativos e supressivos
secretados pelas proprias células (AGGARWAL & PITTEGER, 2005).

De particular interesse, o regime terapéutico baseado nas células como adjuvantes
pode potencialmente minimizar o uso continuo de drogas imunossupressivas, reduzir os

sintomas da Doenga do Enxerto Contra Hospedeiro (DECH), aumentar o quimerismo e
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promover a sobrevivéncia do enxerto (BLUESTONE et al., 2007). Embora as propriedades
imunossupressivas sejam bem estabelecidas, o0 mecanismo pelo qual estas células exercem
suas fungdes imunossupressivas ainda ndo esté claro (LE BLANC & RINGDEN, 2005).

Existem vérias tentativas para elucidar os mecanismos da imunossupressao mediada
pelas CEM. Estes estudos tém rendido varios resultados, mas ndo h& uma conclusdo de
consenso alcangada. Alguns estudos tem mostrado que fatores soltiveis como as TGFf e
PGE2 mediam os efeitos imunossupressivos das CEM (RASMUSSON et al., 2005), enquanto
outros pesquisadores tem argumentado que o contado direto célula-célula é o maior
mecanismo (SOTIROPOULOU et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do alotransplante de pele a fresco
em coelhos, utilizando como agente imunomodulador Células Estromais Mesenquimais
(CEM) derivadas do tecido adiposo de doadores da mesma espécie e cultivadas em

laboratorio, associadas ou ndo a ciclosporina.

MATERIAL E METODOS

Para a elaboracdo deste experimento foram utilizados 20 (vinte) coelhos
(Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia Branco, machos, com idade aproximada de
seis meses e massa corporal média de trés quilogramas. Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais com cinco animais em cada, totalizando 20
animais.

Para colheita do tecido adiposo, um coelho doador alheio aos demais, foi
submetido a procedimento cirdrgico de lipectomia. A medicacdo pré-anestésica foi constituida
da associagdo de cloridrato de cetamina (20 mg kg?), maleato de midazolam (2 mg kg™) e
sulfato de morfina (5 mg kg™) por via intramuscular (IM). A inducdo e manutencio anestésica

foram realizadas com isofluorano ao efeito, através do uso de mascara.
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Foram colhidoss 10 gramas de tecido adiposo (TA) na regido dorsal do animal,
entre as escdpulas. O espaco morto foi reduzido com fio absorvivel sintético 3-0 em padréo
continuo simples e a derme ocluida com fio inabsorvivel sintético 4-0 em padrdo isolado
simples.

No interior de uma capela de fluxo laminar, o tecido adiposo foi seccionado vérias
vezes e 0s pequenos fragmentos de TA lavados em temperatura ambiente, com solucéo de
Hank’s. Concluida esta etapa, foi adicionado ao TA, uma solugdo de 1 mg/mL de colagenase
tipo 11, na proporgéo 1:3. Os tubos contendo o TA com a colagenase permaneciam no banho-
maria a uma temperatura de 37°C e eram agitados manualmente, a cada cinco minutos, o que
produzia um aspecto leitoso apos, aproximadamente, 25 minutos.

A colagenase utilizada para digerir o tecido era neutralizada através da adicdo de
meio de cultivo completo, em um volume de 1:1. Os tubos de TA com o meio completo
adicionado eram centrifugados a 600 G, em temperatura ambiente, durante dez minutos. O
sobrenadante era descartado e a fragdo lavada com meio completo e centrifugada, desta vez, a
400 G, em temperatura ambiente, durante cinco minutos, por duas vezes.

Ao término do procedimento, a fracdo vascular estromal (FVE) era ressuspendida
em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB)
e plaqueadas em garrafas de cultura primaria de 75cm?. As garrafas eram incubadas em estufa
a 37°C, com concentracdo de 5% de didxido de carbono, por um periodo de aproximadamente
14 dias. Sempre que o cultivo atingia uma confluéncia maior que 90%, as células eram
repicadas.

Para colheita dos fragmentos de pele a serem transplantados, 0 mesmo animal
animal utilizado para obtencdo do TA foi eutanasiado por aprofundamento da anestesia.

Foram demarcadas areas de 3 x 3 cm com lapis dermatografico na pele. Realizou-se a inciséo
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cuténea, divulsédo e completa excisdo do tecido subcutaneo, com posterior lavagem da pele
com solugéo salina.

Os animais receptores foram anestesiados conforme o protocolo descrito
anteriormente. Um fragmento de pele com dimenséo de 3 x 3 cm foi excisado sobre a parede
lateral do térax, para criar o leito que receberia o tecido transplantado. O enxerto era suturado
com pontos isolados simples, com fio de sutura inabsorvivel 4-0 (FIGURA 1B).

Para analgesia dos coelhos foi administrado sulfato de morfina (5 mg.kg™), via
intramuscular (IM), trés vezes ao dia, durante trés dias. Os animais foram submetidos a
limpeza da ferida cirurgica com solucdo fisiologica e troca do curativo, uma vez ao dia. Os
animais foram submetidos a exame visual da pele transplantada diariamente e o enxerto
fotografado para posterior analise. Transplantes com area de necrose igual ou superior a 90%
eram considerados perdidos e 0 dia em que ocorria esta situacdo era considerado o tempo
maximo de sobrevivéncia do enxerto.

Os animais do primeiro grupo (A) ndo receberam nenhum tipo de tratamento apds
o transplante, sendo considerado o grupo controle. Os coelhos do segundo grupo (B)
receberam a aplicagdo de 2 x 10° células estromais mesenquimais (CEM) no pré-operatdrio
(dia -1) via intravenosa (IV), durante o periodo transoperat6rio (dia 0) diretamente no leito do
transplante e nos dias 3, 7 e 10 de pds-operatério (1V), sempre associado ao uso de protocolos
convencionais para imunossupressdo, com 0 agente ciclosporina injetavel, na dose de 5
mg.kg?, de 24/24 horas (Figura 1A). Os animais do terceiro grupo (C) receberam somente a
aplicacdo de CEM, nos mesmos periodos que os animais do grupo anterior. Por fim, os
coelhos do quarto grupo (D) foram tratados apenas com ciclosporina injetavel, na dose de 5
mg.kg?, de 24/24 horas.

Para colheita das bidpsias, os coelhos eram submetidos a um novo procedimento

cirdrgico. Realizava-se uma incisdo de pele ao redor do transplante, removendo a interface
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entre o tecido transplantado e a pele do préprio animal. Apds a remocdo da amostra para
bidpsia, 0 espaco subcutdneo era reduzido com sutura continua simples, utilizando fio de
sutura absorvivel 3-0. A dermorrafia foi realizada através de pontos isolados simples,
utilizando fio de sutura inabsorvivel 4-0.

Apds a remocdo do fragmento de pele, o0 mesmo foi fixado em formol tamponado e
emblocado em parafina para a realizacdo dos cortes de microscopia com auxilio de um
microtomo. As laminas de microscopia, contendo os cortes histolégicos das amostras, foram
coradas com Goldner e Picrosirius para avaliacao histopatolégica. Neste dia foi colhido ainda
um mL de sangue, da veia auricular caudal, para dosagem das interleucinas 6 e 10, através de
kit comercial proprio para este fim.

Para a pressuposicdo de normalidade dos residuos e homogeneidade de variancias 0s
dados foram submetidos aos testes de Shapiro Wilk e Hartley, respectivamente, ambos ao
nivel de 5% de probabilidade. Para a comparacdo das médias foi usado o teste de Tukey,
também ao nivel de 5% de probabilidade. Todas as analises foram programadas e elaboradas
no software R (2013). Também foram elaborados intervalos de confianca para a média da

temperatura corporal dos coelhos com nivel de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais toleraram o procedimento e tiveram uma recuperacdo satisfatoria
no pos-cirargico imediato. Considerando a temperatura corporal retal dos coelhos de 38,5 até
40°C, sob condicGes de estresse (MEZADRI et al., 2004), é possivel afirmar, com 95% de
confianca, que os tratamentos ndo causaram alteracGes de temperatura acima ou abaixo dos
intervalos definidos, nas mensuracdes didrias. Os primeiros animais a apresentarem sinais

clinicos de rejeicdo foram dois coelhos do grupo B, ou seja, que receberam aplicagdo diéria de
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ciclosporina associado ao uso de CEM. Estes animais rejeitaram por completo o enxerto aos
trés e quatro dias de pds-operatério (FIGURA 1D).

Foi exatamente este grupo que apresentou a menor taxa de sobrevivéncia do enxerto,
com o tecido transplantado sendo rejeitado em média, com 7,2 dias (+ 3,49). Os animais do
grupo C, que receberam apenas aplicacdes de CEM, apresentaram uma rejeicdo média de 11,4
dias (+ 3,58) (FIGURA 1E), enquanto que aqueles animais do grupo D, tratados apenas com
ciclosporina, rejeitaram o enxerto aos 9,0 dias (+ 1,22) de p6s operatério, em média (FIGURA
1F). Por fim, os animais do grupo A, utilizados como controle, rejeitaram os seus enxertos em
média apenas aos 13,0 (+ 1,41) dias, apds o procedimento de transplantacdo (FIGURA 1C).

Os animais que receberam apenas um unico tipo de tratamento para controle da
rejeicdo, seja as CEM ou a ciclosporina, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
com relacdo ao grupo controle, que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Isto
provavelmente ocorreu pela menor manipulagdo dos animais do primeiro grupo. Na auséncia
de situacdes de maior estresse, 0 enxerto pode ter tardado a falhar. J& os animais do grupo B,
cujo tratamento foi a associacdo das CEM com a ciclosporina, apresentaram diferenca
estatistica significativa em comparacdo com os animais do grupo controle (P<0.05), indicando
que esta tentativa de associacdo terapéutica ndo obteve éxito.

As taxas de sobrevivéncia dos enxertos encontradas neste estudo, estdo em desacordo
com as encontradas por SBANO et al. (2008). Embora estes autores tenham utilizado ratos
como modelo experimental, a divisdo dos grupos ocorreu da mesma maneira. Os dados
apresentados por estes pesquisadores, entretanto, mostram uma sobrevivéncia do enxerto de
17 (x 1,8) dias para o grupo controle, 15 (£ 3,8) dias para aqueles animais que receberam
apenas ciclosporina, 19 (£ 3) dias quando os animais receberam ciclosporina associada as

CEM e 13 (% 1) dias quando a aplicacdo das células ocorreu de maneira isolada.
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Ainda que os ratos tratados a partir da associagcdo das duas terapias tenham tido,
segundo aqueles autores, uma taxa de sobrevivéncia do enxerto de 57%, 0os mesmos também
relataram ndo ter havido diferenca estatistica significativa entre os grupos. Mesmo sugerindo
um possivel efeito sinérgico dos dois tratamentos e apesar da grande quantidade de dados
sobre as propriedades imunossupressoras das CEM in vitro (LE BLANC et al., 2003), apenas
poucos relatos sugerem que estas propriedades imunomoduladoras de CEM alogénicas
poderiam ser transpostas para 0 cenario in vivo, haja vista 0 pouco conhecimento sobre a
resposta imune do hospedeiro as CEM.

SBANO et al. (2008) também ressaltam ainda que resultados variados derivam
provavelmente da utilizacdo de modelos animais diferentes, a propria fonte para isolamento
das CEM e a via de administracdo da terapia celular. Cabe ressaltar que o protocolo de
utilizacdo das CEM adotado por aqueles pesquisadores, consistia em apenas duas aplicacdes
de 5,7 e 10,3 x 10%/kg de células nos dias zero e trés, em uma frequéncia menor, mas em
maior quantidade de células do que o presente trabalho.

Corroborando para aumentar a controveérsia sobre a imunogenicidade e o potencial
imunomodulador das CEM in vivo, alguns estudos em animais relatam que CEM alogénicas
ou xenogénicas sdo rejeitadas em um hospedeiro imunocompetente (GRINNEMO et al.,
2004; INOUE et al., 2006). Os proprios autores ja citados, SBANO et al. (2008) concluiram
que o seu estudo de um modelo de transplante de pele demonstrou um claro papel
imunogénico das CEM alogénicas, quando administradas em ratos imunocompetentes,
estimulando desta forma, a rejeicdo do enxerto.

Esta situacdo poderia ser evitada a partir de uma nova associacao, desta vez dentro da
propria terapia celular. Utilizando-se células do doador em conjunto com células do proprio
receptor, conforme proposto por AKSU et al. (2008). Neste trabalho, os pesquisadores

utilizando-se de oito grupos, optaram por uma co-infusdo de medula éssea do doador com
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celulas estromais mesenquimais do préprio hospedeiro. Além de um grupo controle e um
segundo grupo que recebeu apenas a ciclosporina, os demais receberam o medicamento
imunossupressor mais a transfusdo de medula éssea em frequéncias progressivas (1, 2 ou 3
vezes) associada ou ndo a quatro aplicagdes de CEM aos 0, 7, 14 e 21 dias.

Os autores obtiveram como resultados, taxas maiores de sobrevivéncia dos enxertos.
Os sete grupos tratados diferenciaram-se significativamente do grupo controle e os dois
grupos que receberam duas ou quatro aplicacdes de medula éssea em conjunto com mais
quatro aplicacbes de CEM, apresentaram diferenca estatistica quando comparados com o
grupo da ciclosporina. De maneira bastante curiosa, os autores relatam ainda que os dois
grupos que receberam mais aplicacbes de medula 6ssea com e sem as CEM, apresentaram
sinais clinicos severos da doenga do enxerto contra o0 hospedeiro, sendo necessario inclusive o
sacrificio dos animais. Novamente, ressalta-se a importancia do ajuste de doses e frequéncias.

Na analise histologica foi possivel observar que a partir do final da primeira semana
0 grupo das CEM ja estava em processo de cicatrizagdo mais avancado, confirmados pela
presenca de crosta e por ja possuir anexos dermicos ao final da segunda semana. Pode-se
perceber também um efeito de retardo na cicatrizacdo, devido a utilizacdo da droga
ciclosporina. Salienta-se desta maneira, a ineficacia da terapia combinada da droga com a
aplicacao das CEM.

As demais avaliacGes realizadas ndo demonstraram maiores influéncia da
ciclosporina ou mesmo das CEM nos animais tratados. O exame de sangue dos coelhos
demonstrou que o hematdcrito teve uma média geral de 43,5 (£ 2,61) na avaliacdo pre-
cirrgica, considerando-se 0s quatro grupos, enquanto que na avaliacdo realizada
anteriormente ao procedimento de bidpsia, esta média foi de 40,7 (2,63), apresentando
diferenca estatistica significativa (P<0,001). As avalia¢cdes das plaquetas ndo apresentaram

diferenca antes do transplante e no momento da bidpsia. As médias gerais foram de 230.350
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(£ 79.240) e apls de 219.444 (+ 54.040). A taxa de leucdcitos também ndo apresentou
variagdo nestes dois periodos, apresentando como médias gerais 5,00 (+ 1,64) e 5,30 (+ 1,77).

Na avaliagdo da funcéo renal, a taxa de creatinina foi maior no dia do transplante do
que no momento da bidpsia. Anteriormente ao primeiro procedimento, sua média foi de 1,09
(= 0,11), enquanto que no segundo momento a média diminuiu para 0,92 (+ 0,19),
apresentando diferenca estatistica (P<0,002). Por outro lado, a funcdo hepética ndo se alterou.
A avaliacdo da transaminase oxalacética demonstrou que no dia do transplante sua média foi
de 61,7 (£ 22,55), enquanto que no momento anterior a bidpsia, sua média foi de 62,9 (+
23,94).

As células sentinelas, ao se defrontarem com agentes infecciosos ou com os PAMPSs
(padrdo molecular associado a patdgenos), passam a sintetizar e secretar muitas proteinas
diferentes, incluindo as citocinas principais: IL-1 (interleucina 1) e TNF-o (fator de necrose
tumoral), bem como IL-6, IL-12 e IL-18. Ao detectaram patdgenos invasores, tanto
macrofagos quanto mastocitos serdo capazes de secretar 0 TNF-a. A presenca deste fator no
sitio de leséo estimula a liberacéo local de quimiocinas e citocinas, promovendo a aderéncia, a
migracao, a atracdo e a ativacdo dos leucdcitos ao sitio invadido. Uma maior concentracao de
TNF-a ¢ responsavel pelos “sinais cardeais” da inflamagao (TIZARD, 2009).

As interleucinas foram avaliadas nos grupos A, B e C e neste ponto, a utilizacdo
associada da ciclosporina com as CEM, parece ter sido benéfica para a inibicdo de alguns
destes fatores. Na avaliacdo do TNF, o Unico grupo a divergir estatisticamente (P<0.001) dos
demais foi o B, com uma média de 68,2 (£ 5,26), enquanto os grupos A e C obtiveram médias
maiores, com 125,2 (£ 3,56) e 115,6 (+ 9,61), respectivamente, indicando um possivel quadro
inflamatério mais proeminente. Ocorrendo logo no inicio do processo inflamatério, a

producéo de TNF-a logo é seguida por ondas de IL-1 e IL-6.
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Quando devidamente estimulados, os macréfagos sdo capazes de sintetizarem duas
proteinas, chamadas IL-1a e IL-1B. Da mesma maneira que o TNF-q, a IL-1f ira atuar sobre
as células do endotélio vascular, de maneira que se tornem adesivas para os neutrofilos. Em
quadros de doencas graves, circula pela corrente sanguinea e juntamente com o TNF-a, seré
responsavel pelo comportamento doentio, causando febre, letargia, mal-estar e falta de apetite.
Para as IL-1, dos trés grupos avaliados todos diferiram estatisticamente entre si (P<0.001). O
grupo A apresentou a maior média, com 87,8 (+ 7.19), seguido pelo grupo C, com 67,2 (
8,17), enquanto que no grupo B, a média foi a menor, 34,8 (£ 3,27), mais uma vez sinalizando
um quadro de menor inflamacdo a partir da associacdo dos tratamentos (TABELA 1).

A interleucina 6 (IL-6) também atua como uma citocina pro-inflamatoria, sendo
secretada por células T e macréfagos para estimular a resposta imune. Neste caso a
combinagdo das duas terapias mais uma vez colaborou para a diminui¢do das IL-6, com o
grupo A apresentando a maior média, seguido pelo grupo C e apos pelo B. As medias foram
104,2 (£ 7,26), 83,4 (£ 5,12) e 49,6 (£ 5,02), respectivamente.

Ja a interleucina 10 (IL-10) uma inibidora de macrdfagos ativados, mantém a
capacidade de inibir a expressdo de moléculas do MHC de classe Il nos macrofagos. Neste
caso, a avaliacdo das IL-10, ndo apresentou diferencas entre nenhum dos trés grupos
pesquisados. As médias foram de 55,6 (+ 4,88), 50,2 (+ 2,39) e 48,6 (£ 7,09) para 0S grupos
A, B e C, respectivamente. Enquanto isto, na avaliagdo do interferon y (INFy), os trés grupos
voltaram a diferenciar-se entre si. O grupo A apresentou a maior média, com 162,0 (x 4,58),
seguido pelo grupo C, com 145,8 (£ 5,17) e por fim, pelo grupo B, com 80,0 (z 5,39).

Um grande nimero de trabalhos in vitro ja sustentavam especulacdes que as CEM
poderiam diminuir citocinas pré-inflamatdrias, ao passo que aumentariam as anti-
inflamatdrias, embora sejam em menor quantidade os estudos in vivo. Os poucos estudos

realizados em animais, também citam haver diminui¢do destas interleucinas, como é o caso
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dos trabalhos de AKSU et al. (2008); SBANO et al. (2008) e mais recentemente LAROCCA
et al. (2013), sendo que este Ultimo merece destaque e aponta para uma nova perspectiva de
investigacdo. Neste trabalho, os animais receberam uma Unica aplicagdo de CEM adipécito-
derivadas um dia ap6s o transplante de pele. Os enxertos e os linfonodos dos animais foram
colhidoss no dia trés ou dez apds o procedimento. De maneira muito interessante, 0s autores
observaram altos niveis de IL-10 e IFN- y nos linfonodos drenantes daqueles animais que
receberam aplicagdo alégena de CEM quando comparados com o0s animais do grupo controle,

no décimo dia apds o transplante.

CONCLUSAO

Nas condiges em que o experimento foi realizado e com base nos resultados
obtidos € possivel concluir que tanto a aplicacdo do medicamento imunossupressor
ciclosporina quanto das células estromais mesenquimais alogenas, quando administradas
isoladamente, ndo foram capazes de aumentar a taxa de sobrevida do enxerto de pele, quando
comparadas com o grupo controle. Além disso, as duas terapias quando utilizadas de maneira
associada, foram responsaveis por causar uma rejeicao mais rapida do tecido transplantado do
que o grupo controle. Ainda assim, os valores mensurados das principais interleucinas pro-
inflamatdrias foram menores quando esta associagdo ocorreu, havendo diferenca estatistica
significativa com relacdo ao grupo controle e o0 grupo que recebeu apenas células estromais

mesenquimais.
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Figura 1 - Alotransplante de pele em coelhos associado ao uso de Células Estromais Mesenquimais como
terapia imunomoduladora. A. Aplicacdo de células estromais mesenquimais diluidas em meio de cultivo, na veia
auricular caudal de um coelho, no dia anterior ao transplante de pele. B. Enxerto de pele alégeno de 3 x 3 cm
suturado no coelho receptor. C. Aspecto do enxerto de pele em animal do grupo A, aos 12 dias. D. Aspecto do
enxerto de pele em animal do grupo B, aos 4 dias. E. Aspecto do enxerto de pele em animal do grupo C, aos 8
dias. F. Aspecto do enxerto de pele em animal do grupo D, aos 8 dias.
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Tabela 1 — Alotransplante de pele em coelhos associado ao uso de Células Estromais

Mesenquimais como terapia imunomoduladora. Avaliacdo estatistica dos valores obtidos para

os dias de rejeicao dos enxertos de pele, interleucinas, fator de necrose tumoral e interferon v.

Parametros

Observados  Rejeicéo (dias) IL-1 (pg/ml) IL-6 (pg/ml)
Média DP Média DP Média DP

Grupo A 13,0a 1,41 878a 7,19 104,2a 7,26

Grupo B 7,2b 349 348c 327 49,6c 5,02

Grupo C 114ab 358 67,2b 8,17 834b 5,12

Grupo D 9,0ab 1,22

Parametros

Observados ~ TNF (pg/ml) INFg (ug/ml) IL-10 (pg/ml)
Média DP Média DP Média DP

Grupo A 125,22 356 162,0a 458 556a 4,88

Grupo B 68,2b 526 80,0c 539 502a 2,39

Grupo C 1156a 9,61 1458b 517 48,6a 7,09

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



5. DISCUSSAO

A opcéo pelo uso do coelho neste trés experimentos relatados deu-se porque trata-se
de uma espécie bastante utilizada na prova de irritantes cutdneos primarios, rubefacientes,
fotossensibilizadores, irritantes dos olhos e outros alérgicos, em razdo de sua caracteristica
hipersensibilidade. Além disto, é tida como a espécie de eleicdo para o teste de capacidade
pirdgena de preparados farmacoldgicos e bioldgicos. Por fim, as grandes veias marginais da
orelha desta espécie permitem um acesso facil ao sistema circulatério, constituindo-se em um
recurso valioso na investigagdo sorolégica e imunologica (COUTO, 2002).

Na primeira parte deste trabalho, que avaliou o uso de células estromais
mesenguimais para o reparo da pele, a medida da ferida criada foi de 2 x 2 cm, enguanto que
no experimento final, que avaliou o possivel potencial imunossupressor destas mesmas
células, o enxerto de pele media 3 x 3 cm e foi realizada a remocao do tecido subcuténeo.
Estas medidas foram suficientes para atender os critérios avaliados nas duas etapas do
trabalho, embora a literatura apresente em um grande nimero de publicacdes, areas de ferida
e enxertos com medidas menores. Vale ressaltar também, que a maior parte destes trabalhos
utilizam ratos ou camundongos, espécies com menor area de superficie da pele, portanto.

Este € o caso de algumas pesquisas como a de SBANO et al. (2007), que utilizaram
enxertos de espessura total de 1,5 x 1,5 cm, em seu trabalho com ratos Wistar. XU et al.
(2007) por sua vez, utilizaram enxertos de 1,0 x 1,5 cm. Interessante observar que este
trabalho apresentou uma alternativa bastante curiosa para fixacdo do enxerto, pois 0s
pesquisadores ndo suturaram o enxerto ao leito criado nos animais receptores, mas sim
recobriram o enxerto com gaze impregnada com um tipo de geleia de petrdleo e fecharam seu
curativo com um adesivo plastico, removendo sete dias ap0s o transplante. Esta possibilidade
de fixacdo eliminaria um dos grandes entraves presentes neste tipo de pesquisa, a dificuldade
de manter o enxerto fixado pela complicada contencdo dos animais e a tendéncia que 0s
mesmos apresentam de tentar cocar a ferida ou remover o enxerto.

Demais pesquisadores como ZOGRAFOU et al. (2011) optaram por um enxerto de
espessura total de 3 x 3 cm, em seu trabalho que avaliou a sobrevivéncia do enxerto de pele
apos transplante autélogo de células estromais derivadas de tecido adiposo em ratos. DOMEN
et al. (2011) utilizaram enxertos de 1,5 x 1,5 em seu trabalho, também com ratos.

Com relagdo a quantidade de células estromais mesenquimais e a frequéncia de

aplicacdo que deveriam ser utilizadas na terapia celular, tanto para o reparo/regeneragdo de
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6rgdos ou tecidos, quanto para o possivel potencial imunossupressor, ndo ha nenhum tipo de
consenso na literatura. SBANO (2007) utilizou 5,7 x 10%/kg diluidas em 200 pL de 0,9% de
solucdo de NaCl no dia 0 e 10,3 x 10%kg no dia 3, para o transplante de pele em ratos. XU et
al. (2007) por sua vez, aplicaram 3 x 10° células estromais mesenquimais na veia da cauda de
camundongos, no dia anterior ao transplante de pele. ZOGRAFQOU et al. (2011) utilizaram 1 X
105 células estromais mesenquimais ressuspendidas em 0,5 mL de Tampdo fosfato-salino
(PBS). Sua aplicacdo foi realizada com uma seringa de 1 mL e distribuida em 10 pontos ao
redor do enxerto.

No presente trabalho, foi realizada uma aplicagdo local de 2 x 10° células estromais
mesenquimais, por via subcutanea, nas quatro bordas da ferida, na pesquisa que avaliou a
cicatrizacdo da pele apds administracdo da terapia celular. No trabalho seguinte, que testou o
potencial imunossupressor destas células, os coelhos receberam a mesma aplicagdo de 2 x 10°
células, entretanto com uma frequéncia maior e desta vez pela via intravenosa. As aplicacfes
foram realizadas no pré-operatério (dia -1), durante o periodo transoperatorio (dia 0)
diretamente no leito do transplante e nos dias 3, 7 e 10 de pos-operatorio (IV). Como nao foi
possivel visualizar um padrdo na literatura, ou seja, uma quantidade de células necessaria e
uma frequéncia ideal, estas condi¢Ges foram determinadas a partir de experiéncias prévias.
Esta mesma condicdo foi determinante pela escolha da quinta passagem para utilizacdo das
celulas em cultivo.

Para o trabalho que avaliou o possivel potencial imunossupressor das células
estromais mesenquimais, a dose utilizada do imunossupressor ciclosporina foi de 5 mg.kg?,
dose padrdo para evitar a rejeicdo de drgaos e tecidos, conforme SBANO (2007). Ainda com
relacdo a este ultimo trabalho, a determinacdo de viabilidade ou ndo do enxerto seguiram o
que foi estipulado por ZOGRAFOU et al. (2011). Neste trabalho, os autores classificaram o
enxerto como vidvel, quando a pele se apresentava de uma coloracdo esbranquicada ou
rosacea, macia e com textura normal, enquanto que os enxertos considerados inviaveis, eram
aqueles que apresentavam a pele necrotica, escurecida, rigida e que ndo sangrava quando
cortada.

Na avaliacdo do estresse oxidativo (EO), constatou-se uma maior taxa de producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) na quarta e quinta passagem para o cultivo imediato
e a partir da terceira até a sexta passagem para os cultivos realizados apds 12 e 24 horas.
Entretanto, a morte celular determinada pela liberacdo do DNA, foi mais intensa a partir da
nona passagem. Isto pode ser justificado pelo pressuposto de que, de maneira geral, as células

apresentam diferentes niveis de tolerdncia ao estresse oxidativo. Podem entrar em estado de
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senescéncia se expostas a niveis subletais de EROs (LU; FINKEL, 2008) ou chegar até
mesmo ao estagio de morte celular por apoptose, quando expostas a niveis altos de EROs
(CAO et al., 2008).

A propria utilizacdo de CEM como uma terapia para o tratamento de varias lesdes
em diferentes tecidos poderia aumentar o0 estresse oxidativo e a concentragdo de H»0.. Estas
observacdes ja foram realizadas, embora 0 mecanismo para desenvolvimento de tal fenémeno
permaneca pouco estabelecido (PERVAIZ et al., 2009). Considerando-se que o estado
fisiolégico da medula 6ssea, por exemplo, apresente uma baixa tensdo de oxigénio e
nutrientes (ELIASSON; JONSSON, 2010), é possivel especular que a transposicdo de CEM
para outros tecidos com um ambiente de alta tensdo de oxigénio, caracterizando um cenario
hipdxia-reoxigenacao, poderia predispor a formagdo de EROs (VENARDOS et al., 2007).

Considerando que o tratamento com CEM poderia levar a formacdo de EROs, ainda
assim TAVARES e colaboradores (2010) relataram uma menor presenca de citocinas
inflamatorias em grupos tratados com as células em modelos de infarto agudo do miocérdio.
Estes autores propdem que a reducéo destas citocinas, com posterior diminuicdo do processo
inflamatdrio, seria dado pela degradacdo proteica destes fatores por um forte desequilibrio
redox. Posteriormente, CHEN et al. (2011) corroboraram com esta possibilidade, ao afirmar
que a terapia com CEM derivadas de tecido adiposo minimizaram danos nos rins apos leséo
de insuficiéncia renal, através da supressdo do estresse oxidativo e resposta inflamatdria. Os
resultados encontrados por estes autores e a justificativa fornecida pelos mesmos, poderia
justificar também, os resultados encontrados no presente trabalho, que mostraram um menor
quadro inflamatdrio, tanto para a cicatrizacdo da pele, quanto na manutencao do enxerto, este
altimo inclusive, registrou diminuicao das interleucinas inflamatorias.

A utilizacdo eficaz de células estromais mesenquimais como estratégia terapéutica no
tratamento de individuos portadores de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, tais como
infarto agudo do miocardio (CHEN et al., 2004), isquemia cerebral (KUROZUMI et al.,
2005) e diabetes (LEE et al., 2006; EZQUER et al., 2008) ja é conhecido e relatado na
literatura médica. Entretanto, sdo escassas as informacfes relacionadas ao potencial destas
células para gerenciar o estresse oxidativo, embora alguns trabalhos demonstrem que estas
células seriam altamente resistentes a morte induzida por EO. Possivelmente, esta menor
susceptibilidade aos efeitos prejudiciais das espécies reativas, se correlacionem com a
capacidade das CEM “limparem” de maneira eficaz o peroxido e o peroxinitrito (VALLE-
PRIETO; CONGET, 2010).
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Especula-se que as CEM seriam capazes de expressar algumas enzimas necessarias
para o0 reparo do préprio DNA (SILVA et al., 2003). Desta maneira, possuiriam
principalmente mecanismos enzimaticos, mas também ndo-enzimaticos para desintoxicar
espécies reativas, bem como corrigir possiveis danos oxidativos de proteoma e genoma,
garantindo assim, uma gestéo eficiente de EO.

No entanto, parece ser consenso na literatura que, quando o EO ocorre em excesso,
serdo acumulados danos celulares que poderdo resultar em senescéncia, apoptose ou
transformacdo das células (VALLE-PRIETO; CONGET, 2010). A garantia de manutencdo de
um estado redox ndo prejudicial as células, seria assegurado por um “maquinario” celular,
complexo e abundante. Por este motivo, uma gestdo eficiente do EO para ser um recurso
critico e de maior relevancia para as células estromais, pois é necessario considerar que estas
células, quando in vivo apresentam uma vida Gtil muito longa e s@o expostas a situacoes de
EO por longos periodos de tempo.

Os efeitos terapéuticos observados apds o transplante de CEM em individuos com
doencas relacionadas com o EO poderia ser atribuido, entre outros mecanismos, com o
potencial destas células para limpar, de forma exdgena e eficaz, espécies reativas de oxigénio
e espécies reativas de nitrogénio, apdés o homing no nicho de tecidos danificados (VALLE-
PRIETO; CONGET, 2010).

Assim sendo, as células estromais poderiam “limpar” de maneira extrinseca insultos
oxidativos, como por exemplo, a inflamacdo. Além desta nova hipotese levantada, surge
também outro viés na tentativa de elucidar alguns beneficios ja conhecidos da atuacdo destas
células, no reparo ou na regeneracao dos mais diferentes érgdos ou tecidos.

TEPPER et al. (2003) descreveram como mecanismos basicos de neovascularizacao,
a angiogénese e a vasculogénese. O primeiro mecanismo ocorre através do surgimento de
microvasos a partir de uma rede capilar pré-existente, enquanto que o segundo mecanismo,
conta com o surgimento de novos vasos sanguineos, formados por células endoteliais
progenitoras que se diferenciaram in situ.

Até 0o momento, a angiogénese € reconhecida como a Unica forma de
neovascularizacdo em tecidos adultos, de maneira que a vasculogénese permaneceria restrita
ao desenvolvimento do embrido (RISAU et al., 1988). Contudo, ap6s as descobertas recentes
das células progenitoras endoteliais, alguns autores apresentaram novos elementos com o
intuito de comprovar que a vasculogénese também poderia ocorrer em tecidos adultos
(ASAHARA et al., 1997).
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Desta maneira, a plasticidade das células estromais mesenquimais poderia contribuir
para a vasculogénese, através da sua diferenciacdo in vivo em células endoteliais progenitoras.
PLANAT-BENARD et al. (2004) descreveram esta situacdo de diferenciacdo das células
estromais mesenquimais em células endoteliais, tanto in vitro, como em situaces in vivo.

Assim, o efeito indireto da terapia celular, ou seja, o efeito paracrino ou aut6crino
com células estromais mesenquimais parece ser o principal mecanismo para regular a
angiogénese. Na complexa cascata da neovascularizacdo, o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) € tido como o principal controlador, mantendo um controle de feedback
positivo exercido pelas células endoteliais (MUROHARA et al., 1998; TAUB et al., 2000).
UYSAL et al. (2010) observou aumento dos niveis de VEGF em seus grupos experimentais, 0
que indica este efeito indireto, mas ainda assim, ressalta que a relacdo entre a aplicacdo de
CEM e a possibilidade de neovascularizacdo permaneceria obscura, sendo necessario
investigacOes mais detalhadas.

CARRIERE et al. (2009) demonstraram em seu estudo que uma exposicio transitoria
de CEM derivadas de tecido adiposo a uma moderada geracdo de EROs mitocondrial antes da
aplicacdo in vivo, aumentou fortemente a propriedade pro-angiogénicas destas celulas. Para
alcancar este objetivo, os pesquisadores utilizaram dois diferentes tipos de inibidores
mitocondriais, rotenona e antimicina. Este aumento de EROs mitocondrial estimulou a
producdo de fator de crescimento do hepatécito (HGF) e VEGF. Os autores ressaltam ainda
que este tratamento prévio com uma geracdo de EROs mitocondrial moderada induziu uma
alta resisténcia destas CEM a morte celular induzida por lesGes oxidativas.

Todas estas possibilidades expostas, poderiam explicar o motivo pelo qual a
utilizacdo da terapia celular auxiliou na cicatrizacdo da ferida de pele e diminuiu a inflamacéo
tanto na avaliacdo da cicatrizacdo, quanto na manutencdo do enxerto. As células estromais
mesenguimais foram cultivadas até a quinta passagem, quando foram utilizadas para a terapia.
Neste momento do cultivo, houve aumento na taxa de producdo de EROs, independentemente
do momento em que foi realizado o processamento. Estas células que apresentavam-se de
certo modo estressadas, mas de maneira moderada, pois ndo haviam indicios de morte celular,
possivelmente tenham recebido estimulo para aumentar a producdo de VEGF. Apds a
aplicacdo destas células nos pacientes, por quaisquer uma das vias de administracdo, o VEGF
em maior quantidade carreado por estas células, poderia ter estimulado a angiogénese ou, até

mesmo, uma situagdo de vasculogénese.



6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nas trés pesquisas realizadas, pode-se concluir
que o isolamento da fracdo vascular estromal do tecido adiposo de coelhos é uma técnica
vidvel de ser executada e o cultivo desta fracdo para obtencdo das células estromais
mesenquimais forneceu namero suficiente de células para aplicacdo nos animais. Com relacdo
a cicatrizacdo das feridas, pode-se observar que no grupo controle houve uma evolugéo
normal da ferida, temporal e morfoldgica, enquanto que nos grupos tratados a epiderme
mostrou espessura maior e o tecido de granulagdo mostrou-se ligeiramente mais maduro do
que nos controles. O uso da fracdo ou das células cultivadas ndo apresentou nenhuma reagédo
nos animais. Com relacéo as células cultivadas, recomenda-se a sua utilizacdo no momento da
terceira passagem, quando se apresentam em grande quantidade, altamente viaveis e sem
indicacdo de que estejam sob situacdes de estresse oxidativo. Por fim, pode-se concluir
também que tanto a aplicacdo do medicamento imunossupressor ciclosporina quanto das
células estromais mesenquimais aldgenas, quando administradas isoladamente, ndo foram
capazes de aumentar a taxa de sobrevida do enxerto de pele, quando comparadas com 0 grupo
controle. Apesar disso, as duas terapias quando utilizadas de maneira associada, foram
responsaveis por causar uma rejeicdo mais rapida do tecido transplantado do que o grupo
controle. Ainda assim, os valores mensurados das principais interleucinas pro-inflamatorias

foram menores quando esta associagcdo ocorreu.



7. REFERENCIAS

AGGARWAL, S.; PITTENGER, M.F. Human mesenchymal stem cells modulate allogeneic
immune cell responses. Blood, v. 105, p. 1815-1822, 2005.

ASAHARA, T. et al. Isolation of putative progenitor endothelial cells for angiogenesis.
Science, v. 275, p. 964-967, 1997.

BAKER, D.E. et al. Adaptation to culture of human embryonic stem cells and oncogenesis in
vivo. Nature Biotechnology, v. 25, p. 207-215, 2007.

BARTHOLOMEW, A. et al. Mesenchymal stem cells suppress lymphocyte proliferation in
vitro and prolong skin graft survival in vivo. Experimental Hematology, v. 30, p. 42-48,
2002.

BLUESTONE, J.A. et al. What does the future hold for cell-based tolerogenic therapy?
Nature Reviews Immunology, v. 7, p. 650-654, 2007.

CAO, C. et al. AMP-activated protein kinase contributes to UV- and H202-induced apoptosis
in human skin keratinocytes. The Journal of Biological Chemistry, v.283, p.28897-28908,
2008.

CAPLAN, A.l.; DENNIS, J.E. Mesenchymal stem cells as tropic mediators. Journal of
Cellular Biochemistry, v. 98, p. 1076-1084, 2006.

CARRIERE, A. et al. Preconditioning by Mitochondrial Reactive Oxygen Species Improves
the Proangiogenic Potential of Adipose-Derived Cells-Based Therapy. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology, v. 29, p. 1093-1099, 2009.

CHAPEL, A. et al. Mesenchymal stem cells home to injured tissues when co-infused with
hematopoietic cells to treat a radiation-induced multi-organ failure syndrome. The Journal of
Gene Medicine, v. 5, p. 1028-1038, 2003.

CHEN, S.L. et al. Effect on left ventricular function of intracoronary transplantation of
autologous bone marrow mesenchymal stem cell in patients with acute myocardial infarction.
The American Journal of Cardiology, v. 94, p. 92-95, 2004.



89

CHEN, Y.T. et al. Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cell Protects Kidneys against
Ischemia-Reperfusion Injury through Suppressing Oxidative Stress and Inflammatory
Reaction. Journal of Translational Medicine, v. 9, p. 51, 2011.

COUTO, S.E.R. Criacdo e manejo de coelhos. In: ANDRADE, A.; PINTO, S.C.; OLIVEIRA,
R.S. (Org.). Animais de Laboratério: criacdo e experimentacdo. Rio de Janeiro: Fiocruz,
2002. cap. 12, p. 93-103.

DENG, W. et al. Allogeneic bone marrow-derived flk-1+Sca-1- mesenchymal stem cells
leads to stable mixed chimerism and donor-specific tolerance. Experimental Hematology, v.
32, p. 861-867, 2004.

DJOUAD, F. et al. Immunosuppressive effect of mesenchymal stem cells favors tumor
growth in allogeneic animal. Blood, 102, p. 3837-3844, 2003.

DOMEN, J. et al. Tolerance induction by hematopoietic cell transplantation: Combined use of
stem cells and progenitor cells. The Journal of Heart and Lung Transplantation, v. 30, n.
5, p. 507-514, 2011.

ELIASSON, P.; HONSSON, J.I. The hematopoietic stem cell niche: low in oxygen but a nice
place to be. Journal of Cellular Physiology, v. 222, p. 17-22, 2010.

EZQUER, F.E. et al. Systemic administration of multipotent mesenchymal stromal cells
reverts hyperglycemia and prevents nephropathy in type 1 diabetic mice. Biology of Blood
and Marrow Transplantation, v. 14, p. 631-640, 2008.

FURLANI, D. et al. A transformed cell population derived from cultured mesenchymal stem
cells has no functional effect after transplantation into the injured heart. Cell
Transplantation, v. 18, p. 319-331, 20009.

HERZOG, E.L.; CHAI, L.; KRAUSE, D.S. Plasticity of marrow-derived stem cells. Blood, v.
102, p. 3483-3493, 2003.

HORNER, B.M. et al. Induction of Tolerance to an Allogeneic Skin Flap Transplant in a
Preclinical Large Animal Model. Transplantation Proceedings, v. 41, p. 539-541, 2009.

KUROZUMI, K. et al. Mesenchymal stem cells that produce neurotrophic factors reduce
ischemic damage in the rat middle cerebral artery occlusion model. Molecular Therapy, v.
11, p. 96-104, 2005.



90

LE BLANC, K. Mesenchymal stromal cells: tissue repair and immune modulation.
Cytotherapy, v. 8, p. 559-561, 2006.

LECHLER, R.I. et al. Organ transplantation-how much of the promise has been realized?
Nature Medicine, v. 6, p. 605-613, 2005.

LEE, R.H. et al. Multipotent stromal cells from human marrow home to and promote repair of
pancreatic islets and renal glomeruli in diabetic NOD/scid mice. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 103, p. 17438-17443, 2006.

LI, T.S. et al. Expansion of human cardiac stem cells in physiological oxygen improves cell
production efficiency and potency for myocardial repair. Cardiovascular Research, v. 89, p.
157-165, 2011.

LU, T.; FINKEL, T. Free radicals and senescence. Experimental Cell Research, v. 314, p.
1918-1922, 2008.

MAITRA, B. et al. Human mesenchymal stem cells support unrelated donor hematopoietic
stem cells and suppress T-cell activation. Bone Marrow Transplantation, v. 33, p. 597-604,
2004.

MEISEL, R. et al. Human bone marrow stromal cells inhibit allogeneic T-cell responses by
indoleamine 2,3-dioxygenase-mediated tryptophan degradation. Blood, v. 12, p. 4619-4621,
2004.

MUROHARA, T. et al. Vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor
enhances vascular permeability via nitric oxide and prostacyclin. Circulation, v. 97, p. 99-
107, 1998.

NAKANO, M. et al. Clinicopathologic studies on human epithelial autografts and allografts.
Plastic Reconstructive Surgery, v. 90, p. 899-909, 1992.

NANCHALAL, J.; WARD, C.M. New grafts for old? A review of alternatives to autologous
skin. Brazilian Journal Plastic Surgery, v. 45, p. 354-363, 1992.

PAULINO, C.A. Agentes imunoestimulantes e imunossupressores. In: SPINOSA, H.G;
GORNIAK, S.L.; BERNARDI, M.M. (Org.). Farmacologia aplicada a Medicina
Veterinaria. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2002. cap. 54, p. 596-608.



91

PERVAIZ, S.; TANEJA, R.; GHAFFARI, S. Oxidative stress regulation of stem and
progenitor cells. Antioxidant Redox Signal, v. 11, n. 11, p. 2777-2789, 2009.

PINTO FILHO, S.T.L. et al. Células-tronco mesenquimais adultas: caracteristicas e
aplicacbes experimentais em animais. Veterindria e Zootecnia, v.20 (Edicéo
Comemorativa), p. 49-59, 2013.

PLANAT-BENARD, V. et al. Plasticity of human adipose lineage cells toward endothelial
cells: physiological and therapeutic perspectives. Circulation, v. 109, p. 656-663, 2004.

PROCKOP, D.J.; GREGORY, C.A.; SPEES, J.L. One strategy for cell and gene therapy:
harnessing the power of adult stem cells to repair tissues. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 100, suplemento 1, p. 11917-11923, 2003.

RASMUSSON, I. et al. Mesenchymal stem cells inhibit lymphocyte proliferation by mitogens
and alloantigens by different mechanisms. Experimental Cell Research, v. 1, p. 33-41, 2005.

RASMUSSON, I. Immune modulation by mesenchymal stem cells. Experimental Cell
Research, v. 312, p. 2169-2179, 2006.

RISAU, W. et al. Vasculogenesis and angiogenesis in embryonic-stem-cell-derived embryoid
bodies. Development, v. 102, p. 471-478, 1988.

RUBIO, D. et al. Spontaneous human adult stem cell transformation. Cancer Research, v.
65, p. 3035-3039, 2005.

SAREEN, D. et al. Chromossome 7 and 19 trisomy in cultured human neural progenitor cells.
PloS ONE, v.4, 7630, 20009.

SBANO, P. et al. Use of donor bone marrow mesenchymal stem cells for treatment of skin
allograft rejection in a preclinical rat model. Archives of Dermatological Research, v. 300,
p. 115-124, 2008.

SILVA, W.A. et al. The profile of gene expression of human marrow mesenchymal stem
cells. Stem Cells, v. 21, p. 661-669, 2003.

TAVARES, A M.V. et al. Bone marrow derived cells decrease inflammation but not oxidative
stress in an experimental model of acute myocardial infarction. Life Sciences, v. 87, p. 699-
706, 2010.



92

TAUB, P.J.; SILVER, L.; WEINBERG, H. Plastic surgical perspectives on vascular
endothelial growth factor as gene therapy for angiogenesis. Plastic and Reconstructive
Surgery, v. 105, p. 1034-1042, 2000.

TEPPER, O.M. et al. Endothelial progenitor cells: the promise of vascular stem cells for
plastic surgery. Plastic and Reconstructive Surgery, v. 111, p. 846-854, 2003.

TIZARD, I.R. Drogas e outros agentes que afetam o sistema imune. In: . Imunologia
Veterinaria. 8. ed. Rio de Janeiro: Elsevier Editora, 2009. cap. 36, p. 489-498.

TREICHEL, T.L.E. et al. Transplante de fracdo total de células mononucleares ou fracdo
vascular estromal associada a membrana celulésica em feridas cutdneas experimentais de
coelhos. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.48, n.1, p.62-
72, 2011.

TSE, W.T. et al. Suppression of allogeneic T-cell proliferation by human marrow stromal
cells: implications in transplantation. Transplantation, v. 75, p. 389-397, 2003.

UCCELLI, A. et al. Stem cells in inflammatory demyelinating disorders: a dual role for
immunosuppression and neuroprotection. Expert Opinion on Biological Therapy, v. 6, p.
17-22, 2006.

UCCELLLI, A.; PISTOIA, V.; MORETTA, L. Mesenchymal stem cells: a new strategy for
immunosuppression. Trends in Immunology, v. 28, p, 219-226, 2007.

UYSAL, C.A. et al. Effect of Mesenchymal Stem Cells on Skin Graft to Flap Prefabrication:
An Experimental Study. Transplantation Surgery and Research, v. 65, n.2, p. 237-244,
2010.

VALLE-PRIETO, A.; CONGET, P.A. Human Mesenchymal Stem Cells Efficiently Manage
Oxidative Stress. Stem Cells and Development, v. 19, n. 12, p. 1885-1893, 2010.

VENARDOS, K.M. et al. Myocardial ischemia-reperfusion injury, antioxidant enzyme
systems, and selenium: a review. Current Medicinal Chemistry, v. 14, p. 1539-49, 2007.

WELSH, M.; MALE, D. Transplante e Rejei¢do. In: ROITT, I.; BROSTOFF, J.; MALE, D.
(Org.). Imunologia. 2. ed. S&o Paulo: Manole, 1992. cap. 24, p. 24.1-24.10.



93

XU, G. et al. Immunosuppressive properties of cloned bone marrow mesenchymal stem cells.
Cell Research, v. 17, p. 240-248, 2007.

ZOGRAFOU, A. et al. Improvement of skin-graft survival after autologous transplantation of
adipose-derived stem cells in rats. Journal of Plastic, Reconstructive & Aesthetic Surgery,
v.64, p.1647-1656, 2011.



