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A pele, tequmento que reveste o corpo dos animais, apresenta diversas funcdes
importantes para o organismo. A manutencdo de sua integridade € fundamental para
impedir a penetracdo de microorganismos e a perda de liquidos essenciais & manutencao
da vida. Por estar constantemente exposta ao meio, a pele é altamente susceptivel a
traumas que podem acarretar em solugdes de continuidade. Excisdo de massas tumorais
ou lesbes infecciosas, lesdes iatrogénicas, complicagbes de cirurgias extensas,
queimaduras, acidentes automobilisticos, picadas de cobras ou insetos, injecdo de
medicamentos irritantes e até mesmo tiros ou armadilhas sdo causas que podem ocasionar
feridas em qualquer regido da pele do animal. A cicatrizacdo da pele ferida deve ser rapida,
para garantir o retorno de sua integridade, entretanto algumas complicacdes podem ocorrer
como em lesBes nos membros ou pacientes com grandes areas de queimadura. Diversas
alternativas sdo buscadas, visando a reducdo do tempo de reparo e para garantir uma
cicatriz funcional e esteticamente aceitavel. Uma opcéo cada vez mais viavel para reparar
tecidos danificados € a terapia celular com células-tronco adultas. Para realizacdo deste
experimento, 20 coelhos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos com cinco
animais cada. O grupo A, ndo recebeu nenhum tratamento, o grupo B, recebeu apenas
uma membrana celulésica e os grupos C e D, além de receberem a membrana, foram
submetidos a transplante autélogo da fracdo total de células mononucleares (FTCM) da
medula 6ssea ou a fragcdo vascular estromal (FVE) do tecido adiposo, respectivamente. Os
objetivos deste trabalho consistiram em avaliar o transplante destas fragdes, associado ao
uso da membrana celulésica. Para tanto, apés a inducdo da ferida cutanea experimental
em todos os animais, seguiu-se a aplicacdo da membrana nos grupos tratados e o
transplante autégeno da FTCM, com valor total de células entre 6,92 x 10°a 4,91 x 10’ e
uma viabilidade de 82 a 97%, ou da FVE, com valor total de células entre 9,6 x 10° e 6,5 x
10° e uma viabilidade de 66 a 87%. Os animais foram submetidos & avaliacéo fotogréfica,
mensuracdo de suas feridas e biopsia aos 7, 14 e 21 dias de poOs-operatorio. Ao final do
periodo de avaliacdo, os trés grupos tratados apresentaram diferenca estatistica
significativa da area da ferida em relacdo ao grupo controle e o grupo que recebeu a FVE
do tecido adiposo apresentou o0 menor tempo de cicatrizagédo da ferida.

Palavras-chave: fragdo de células, reparo, ferida, pele, coelho
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The skin, tegument which covers the body of animals, presents various
important functions to the organism. The maintenance of its integrity is fundamental to
prevent penetration of microorganisms and exit of liquids essential to life maintenance.
Due to its constant environment exposure, the skin is highly susceptible to trauma which
can result in solutions of continuity. Excision of tumoral masses or infectious lesions,
iatrogenic lesions, extensive surgical complications, burns, automobile accidents, snake
bites or insect stings, injection of irritant drugs or even gunshots or traps are causes that
can result in lesions in any area of the animal's skin. The healing of wounded skin
should be fast, in order to assure the return of its integrity, however, some complications
can occur as in limb lesions or patients with extensively burned areas. Many alternatives
are searched for, aiming to reduce repair time and to guarantee a functional and
esthetically acceptable scar. One option to repair injured tissues which is ever more
viable is cellular therapy with adult stem cells. To carry out this experiment, 20 rabbits
were randomly divided in four groups with five animals each. Group A did not receive
any treatment; group B received only one cellulose membrane; and groups C and D, in
addition to receiving the membrane, were submitted to autologous transplant of total
mononuclear cell fraction (TMCF) from bone marrow or stromal vascular fraction (SVF)
from adipose tissue, respectively. The aims of this study consisted in evaluating the
transplant of these fractions, associated with the use of cellulose membrane. Therefore,
after induction of the experimental cutaneous wound in all the animals, this was followed
by application of the membrane and autogenous TMCF transplant, with total cell value
between 6,92 x 10° and 4,91 x 10’ and a viability of 82 to 97%, or SVF, with total cell
value between 9,6 x 10° and 6,5 x 10° and a viability of 66 a 87%. The animals were
submitted to photographic evaluation, measurement of wounds and biopsy at 7, 14 and
21 postoperative days. At the end of the evaluation period, the three treated groups
presented significant statistical difference of wound area in relation to the control group,
and the group which received SVF from adipose tissue presented the shortest wound
healing time.

Key words: fraction of cells, repair, wound, skin, rabbit
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1. INTRODUCAO

A pele é o tegumento que reveste 0s animais e junto com 0S seus anexos é
caracterizada como o maior 6rgdo do corpo (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; REHEN; PAULSEN, 2007). Este 6rgao € formado principalmente
pela epiderme e a derme, além de uma terceira camada variavel, a hipoderme
(STEVENS; LOWE, 1995; HEDLUND, 2005). A epiderme é composta por
queratinécitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel, ja a derme é
composta pela camada papilar, mais superficial, delgada e frouxa, e a camada reticular,
mais profunda, espessa e densa (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

Como fungdes principais a pele protege: o corpo contra atritos, lesdes e a
penetracdo de agentes injuriantes, evita a perda de agua, auxilia na termorregulacao,
proporciona excrecdo através das glandulas sudoriparas, transmite as sensacfes
recebidas do ambiente para o sistema nervoso central e realiza a protecédo contra os
raios ultravioletas, absorvendo-os e sintetizando vitamina D (GARTNER; HIATT, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Quando um trauma causa uma solucdo de continuidade na pele, deixando
expostos os tecidos subjacentes, temos uma ferida (ROSA et al.,, 1983). As feridas
podem estar presentes em qualquer regido corporal do animal e as suas causas mais
comuns sdo a excisdo de massas tumorais ou lesdes infecciosas, as lesdes
iatrogénicas, as complicacdes de cirurgias extensas, as queimaduras pela mastigacao
de cabos elétricos ou contato com substancias causticas, as queimaduras térmicas ou
guimicas, os acidentes automobilisticos, as picadas de cobras ou insetos, a injecdo de
medicamentos irritantes e até mesmo tiros ou armadilhas (FOWLER, 2006; HEDLUND,
2006; POPE, 2006).

A pele, por apresentar estruturas de varias camadas germinativas, ndo
apresenta capacidade regenerativa, com excecdo da epiderme (POPE, 1996). A
cicatrizagdo, processo bioldgico preferencial, tem como objetivo reparar o tecido ferido
ou substitui-lo por coldgeno (HEDLUND, 2005).
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Entretanto, algumas complicagcbes podem ocorrer no reparo da pele, como
em situacdes nas quais a cicatrizacdo de feridas localizadas nos membros é
inviabilizada pela pouca elasticidade da pele, escassez de tecidos locais ou a
associacao frequente de lesdes ortopédicas com perda cutanea (ROSA et al. 1983;
FOWLER, 2006). O tratamento de pacientes queimados também é bastante
problemético, muitas vezes associado a grande sofrimento, acompanhado de
resultados insatisfatorios e até mesmo o6bitos causados pela perda de fluidos, pela
ocorréncia sepse ou insuficiéncia respiratoria (TOMITA, 2005).

Caracteristicas das células-tronco mesenquimais, como auto-renovagdo e
diferenciagdo em diversos tipos celulares, tém recebido uma atencdo significante na
atualidade (FORTIER, 2005; MEIRELLES, et al., 2006; MOSELEY et al., 2006; GIMBLE
et al.,, 2007; ALMEIDA et al., 2008; WILLIAMS et al., 2008). Em vista disso, a terapia
celular com células-tronco mesenquimais para reparar tecidos danificados, passa a ser
considerada uma alternativa viavel (PARK et al., 2008).

Para aplicacdo clinica, estas células sédo isoladas do sangue da medula
0ssea ou do tecido adiposo (MOSELEY et al., 2006). No entanto, tem sido sugerido que
as células-tronco, quando injetadas sozinhas, ndo reparam os tecidos de maneira
satisfatoria, mas a combinacdo destas células com alguns componentes, conhecidos
como matriz ou scaffold, podem resultar em um processo bem sucedido (MOSELEY et
al., 2006).

Neste trabalho, sera discutida a viabilidade clinica e a eficacia da terapia
celular, por meio de transplante autégeno da fracéo total de células mononucleares da
medula 6ssea ou da fracdo vascular estromal do tecido adiposo, para o tratamento de
lesGes cutaneas induzidas experimentalmente em coelhos. Desta maneira, tem-se
como objetivos:

1) avaliar o modelo de lesdo proposto e as técnicas de colheita de medula
0ssea e tecido adiposo em coelhos,

2) comparar a influéncia e a eficacia do scaffold proposto com a lesdo sem o
biomaterial,

3) comparar a reparagdo cutanea com e sem o transplante das fracdes

celulares, avaliando o tempo de cicatrizagéo e a qualidade cicatricial das feridas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

O tegumento que reveste a superficie do corpo dos animais € composto pela
pele e seus anexos: glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas, pélos e unhas,
correspondendo a aproximadamente 16% do peso corporal e caracterizando-se como 0
maior 6rgdo do corpo (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
REHEN; PAULSEN, 2007). Duas camadas principais estdo presentes na composi¢ao
da pele: a epiderme e a derme, além do subcutaneo (hipoderme), uma terceira camada
variavel, geralmente composto por tecido adiposo (STEVENS; LOWE, 1995;
HEDLUND, 2005)

A epiderme € composta por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, no qual €é possivel encontrar quatro tipos celulares distintos:
queratinécitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Os queratindcitos sao as células presentes em maior numero,
formando cinco zonas morfologicamente distintas: estrato basal (germinativo), estrato
espinhoso, estrato granuloso, estrato llcido e estrato corneo, sendo que 0s outros trés
tipos celulares permanecem dispostos entre os queratinécitos (GARTNER; HIATT,
2003).

A derme é um tecido conjuntivo, responsavel pela sustentacdo da epiderme
e por promover a unido da pele a hipoderme ou tecido celular subcutaneo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Duas camadas compdem a derme: a camada
papilar, mais superficial, delgada, frouxa e formando cristas (papilas) dérmicas na face
de contato com a epiderme; e a camada reticular, mais profunda, espessa e densa,
constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado, com grossas fibras de colageno
do tipo | (GARTNER; HIATT, 2003).

Em seres humanos e suinos, a pele é suprida pelos vasos musculocutaneos,

enquanto que cées e outros animais de pele ndo aderida, ndo possuem estes vasos,
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mas sim vasos cutaneos diretos, que dividem-se em trés niveis interconectados, sendo
eles o plexo profundo, subdérmico ou subcuténeo, o plexo médio ou cutédneo e o plexo
superficial ou subpapilar (HEDLUND, 2005; PAVLETIC, 2005).

A pele apresenta diversas funcbes, como proteger 0 corpo contra atritos,
lesbes e a penetracdo de agentes injuriantes, evitar a perda de agua; auxiliar na
termorregulagdo; proporcionar excregdo através das glandulas sudoriparas; receber as
sensacOes do ambiente e transmitir para o sistema nervoso central; proteger contra 0s
raios ultravioletas, absorvendo-os com o intuito de sintetizar vitamina D (GARTNER;
HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.2 Feridas

Feridas sdo traumas em que ocorre solucdo de continuidade da pele
deixando expostos os tecidos subjacentes (ROSA et al., 1983). Pope (2006) citou que
existem inimeras causas que originam feridas na cabeca e no pesco¢co dos animais,
como traumas, feridas deixadas por excisdo de massas, lesbes iatrogénicas,
complicacBes de cirurgias extensas e queimaduras pela mastigacdo de cabos elétricos
ou contato com substancias causticas.

Com relacédo as feridas em membros, Fowler (2006) citou que podem ser
causadas por traumas automobilisticos, remocdo de tumor, picadas de cobras ou
insetos, injecdo de medicamentos irritantes, queimaduras e até mesmo tiros ou
armadilhas. Por sua vez, feridas no tronco podem ocorrer como resultado de trauma ou
excisdo de tumores ou lesbes infecciosas, ou ainda estarem associadas com
queimaduras térmicas ou quimicas (HEDLUND, 2006).

Pope (1996) explicou que a cura de tecidos lesados se da por regeneracao,
reparo, ou a combinacdo destes. Quando um tecido lesionado ou perdido € substituido
por outro, estrutural e funcionalmente similar, temos a regeneragao, enquanto que,
quando esta substituicdo é realizada por um tecido cicatricial ndo funcional, devemos

classificar como reparo. Este autor afirmou ainda que a pele, por apresentar estruturas
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de varias camadas germinativas, ndo tem uma capacidade regenerativa, sendo que a
regeneracao é possivel somente na epiderme.

Peacock; Van Winkle (1976) esclarecem que a pele ndo é um simples tecido.
Trata-se de um oOrgado altamente complexo, com estruturas derivadas de multiplas
camadas germinativas, no qual ndo é possivel ocorrer a regeneracdo e que injurias
geralmente produzem tecido fibroso cicatricial.

Segundo Hedlund (2005), as fases da cicatrizacdo de ferimentos sdo a
inflamacé&o, o debridamento, o reparo e a maturacdo, sendo que essas fases ocorrem
de maneira dindmica e muitas vezes simultaneamente. Na primeira fase ocorre uma
breve vasoconstricdo, seguida de vasodilatacdo, permitindo a passagem de fibrinogénio
e elementos de coagulacdo para o interior dos ferimentos, além de liberar células
polimorfonucleares, principalmente neutrofilos, que na segunda fase irdo debridar
microorganismos e residuos, por fagocitose, evitando infeccées. Na fase de reparo, a
presenca dos macréfagos, o teor de oxigénio tecidual baixo (20 mmHg) e uma ligeira
acidez, estimulam a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno. Por fim, na
ultima fase, quando o colageno ja esta devidamente depositado nos ferimentos, ocorre
a maturacéao tecidual.

Rosa et al. (1983) citaram que, em alguns momentos podem ocorrer
complicagbes no reparo da pele, como em situagdes nas quais, a pouca elasticidade da
pele em determinados locais e o movimento inviabilizam a cicatrizacdo de feridas
localizadas nos membros, por exemplo. Fowler (2006) também comentou sobre a
complicada reconstru¢ao distal do membro, devido a escassez de tecidos locais e a
associacao frequente de lesGes ortopédicas com perda cutanea. Este autor citou ainda
gue o tratamento por segunda intencdo ou técnicas de alongamento da pele sdo
utilizados para feridas que envolvam menos de 30% do membro.

Outra situacédo bastante problematica diz respeito aos pacientes, humanos
ou animais, que sofrem queimaduras. Welsh; Male (1992) enfatizaram que a maioria
dos agentes infecciosos sao incapazes de penetrar a pele, quando esta apresenta-se
integra. Por este motivo, segundo estes autores, quando um individuo é acometido por
graves queimaduras, a prevencado de infeccbes através da pele deve ser uma das

maiores preocupacfOes. Tomita (2005) ressaltou que o tratamento de pacientes
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humanos queimados, por muito tempo, foi associado a um grande sofrimento e a
resultados insatisfatorios. Acrescentou ainda que muitos pacientes ndo sobrevivem ao
choque causado pela perda de fluidos, a sepse e a insuficiéncia respiratoria.

As cicatrizes hipertréficas e os quelbides sao graves problemas para alguns
pacientes, gerando desde preocupacdes cosméticas até a presenca de prurido, dor e
pressdo no local. Estas anormalidades ocorrem em individuos predispostos e
representam uma resposta do tecido conjunto ao trauma, inflamacédo, cirurgia ou
gueimaduras (WOLFRAM et al., 2009).

Como um método pratico para fechamento de feridas, tem-se os flapes
cutaneos ou enxertos pediculares, quando transfere-se uma porc¢ao da pele e do tecido
subcutédneo de uma éarea corporal para outra (PAVLETIC, 2005). Pavletic (2005) citou
uma série desses enxertos, desde flapes de padrédo axial, que mantém uma artéria e
uma veia cutanea direta até flapes do plexo subdérmico, sem a inclusdo desses vasos,
assim como flapes locais e a distancia. Seitz et al. (2009) utilizaram até mesmo o
omento, como um retalho livre para a cobertura de defeitos em membros superiores de
humanos. No entanto, algumas técnicas de enxerto pedicular sdo inviaveis em cées e
gatos, por ndo possuirem vasos musculocutaneos (HEDLUND, 2005).

Bao et al. (2008) citaram que o agar, um polimero altamente hidrofilico, € um
gel que apresenta propriedades especiais e biocompatibilidade favoravel como curativo,
entretanto, a forca de tensdo moderada e a baixa taxa de degradacédo tornam seu uso
dificultado, podendo ser melhorado com a adicdo de colageno tipo I. Lee et al. (2009)
testaram de maneira eficiente, o alginato, um polimero de &cido gulurénico e
manurdnico, utilizado como scaffold em aplicacdes biomédicas, em defeitos de pele em
ratos.

Kim et al. (2008) demonstraram que a aplicacdo topica de azeite de oliva
com ozobnio, em feridas cutaneas de porquinhos-da-india, acelerou a cicatrizacao.
Martin et al. (2009) utilizaram até mesmo a nicotina, uma das milhares de substancias
presentes no cigarro, devido os seus efeitos pré-angiogénicos estimulados pelas
células endoteliais. Contudo, os efeitos benéficos ainda estdo sob investigacdo e,

portanto, deve-se limitar a aplicacao local de nicotina.
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Mogford et al. (2009) demonstraram que o progresso da reparacao do defeito
cutdaneo em coelhos, pode ser reforcado com o uso de um selante de fibrina com
fibroblastos dérmicos. Altomare et al. (2009) estudaram a influéncia do ultra-som (US)
terapéutico no reparo de lesfes cutaneas e lesdes isquémicas em ratos. Houve
aceleracdo na contracdo da ferida, aumento da densidade de colagenos e nova
formacédo na epiderme nos animais que receberam o tratamento com US, mas ocorreu
atraso na cicatrizacdo em feridas isquémicas.

DeRossi et al. (2009) utilizaram um gel de plasma rico em plaquetas (PRP),
no qual foi adicionado gluconato de calcio e trombina autégena, para o tratamento de
feridas em cavalos, submetidos a incises cirlrgicas experimentais. Segundo esses
autores, as feridas tratadas com PRP apresentaram diferenciacdo epitelial mais rapida
e organizacdo do colageno da derme mais acelerada, quando comparado ao grupo

controle.

2.3 Terapia Celular Regenerativa

Segundo Rehen; Paulsen (2007), quando se utiliza a engenharia tecidual
com o objetivo de reconstruir o corpo com tecidos produzidos em laboratério, trabalha-
se com um novo ramo das ciéncias biomédicas, conhecido como medicina
regenerativa. A medicina regenerativa, usando células-tronco do préprio corpo e fatores
de crescimento € uma alternativa terapéutica estratégica para reparar tecidos
danificados, os maiores candidatos a terapia celular (PARK et al., 2008).

A terapia com células-tronco tem recebido uma atencdo significante na
atualidade, devido a idéia de capacidade regenerativa das células, por causa das suas
habilidades para auto-renovacdo e diferenciacdo em multiplas linhagens celulares
guando removidas de seu nicho (FORTIER, 2005; MEIRELLES, et al., 2006; MOSELEY
et al., 2006; GIMBLE et al., 2007; WILLIAMS et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008). Para
Nakage; Santana (2006), esse subito interesse se da, principalmente, devido a uma das

principais caracteristicas das células-tronco, a plasticidade, que permite a diferenciacao
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destas em células de diversos tecidos, tais como, figado, sistema nervoso central, rins,
pancreas, pulmdes, pele, trato gastrintestinal, coracdo e musculo esquelético.

Segundo Williams et al. (2007), dada toda a controvérsia que existe sobre o
uso de células-tronco embrionarias, novas pesquisas com células-tronco alternativas
tém sido estimuladas. Outros fatores contribuem para o surgimento de inumeras
pesquisas com células-tronco adultas, como a facilidade de obtencdo destas células,
serem fontes de transplantes autdlogos e ndo apresentarem barreiras éticas ou
religiosas (JI et al., 2009). Rehen; Paulsen (2007) salientaram que o termo adulto, no
caso da classificacdo da célula-tronco, se refere a capacidade de diferenciacédo
reduzida destas células, e ndo a presenca apenas em individuos adultos.

Meirelles et al. (2006) afirma que, virtualmente, todos os érgdos e tecidos
apos o nascimento, tem o seu compartimento de células-tronco mesenquimais e que
elas podem ser isoladas da medula éssea, do tecido adiposo, rim, figado, tenddes,
membrana sinovial, fluido amniotico, placenta, corddo umbilical e polpa dentéria.
Porém, células-tronco representam uma pequena fracdo da populacédo total de células
nucleadas da medula éssea, cerca de 0,001 a 0,01% (FORTIER, 2005).

Numerosos estudos tém indicado que as células-tronco adultas presentes no
proprio tecido sdo um reservatorio de células reparativas, sendo mobilizadas e
diferenciadas em resposta a sinais de feridas ou doencas, contribuindo, portanto, para o
processo de reparo ou regeneracao de diversos destes tecidos, como no caso da pele
(KATAOKA, et al.,, 2003; BARRY et al, 2004; WU et al, 2007; VERSTAPPEN et al.,
2009).

Assim como em outros 6rgaos, também € possivel encontrar células-tronco
adultas na pele. Rehen; Paulsen (2007) citaram que as células-tronco sao formadas e
estdo presentes na camada mais profunda da pele, a hipoderme, onde ocorre o
amadurecimento destas células com posterior migracdo para as demais camadas,
dando origem as células da epiderme e anexos cutaneos.

Para Fuchs (2008), no entanto, a localizacdo das células-tronco na pele é
outra, na camada basal da epiderme, uma membrana rica em matriz extra-celular e
fatores de crescimento. Periodicamente estas células interrompem seu ciclo, se

diferenciando em células terminais e migrando para a superficie. Este mecanismo cria
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uma barreira que se perpetua, protegendo o organismo contra a invasao de micrébios e
a perda de liquidos essenciais ao corpo.

Verstappen et al. (2009) afirmaram, por sua vez, que duas populacdes de
células-tronco estdo presentes na epiderme. Uma estaria na camada basal, distribuidas
entre unidades proliferativas epidermais (EPUs), que compdem a epiderme e a
segunda populacdo estaria presente na regido do bulbo dos foliculos pilosos. Fathke et
al. (2004) citaram que, em diversos estudos, células-tronco derivadas da medula 6ssea
(BMSCs) foram encontradas na epiderme, principalmente na regido dos foliculos
pilosos. Alonso; Fuchs (2003) esclareceram que, geralmente, a proliferacdo e
diferenciacéo de células-tronco adultas epidermais podem reparar pequenas lesées de
pele, entretanto, o baixo numero destas células, ndo permite o reparo de lesdes
maiores, podendo acarretar na formacéo de cicatrizes.

Verstappen et al. (2009) citaram, com relag&o a funcionalidade das diferentes
populacbes de células-tronco, que a manutencdo da integridade da pele ocorre por
intermédio das células-tronco epidermais, mais rapidas, mas menos potentes.
Pequenos reparos podem ser realizados pelas células-tronco do bulbo, que podem se
diferenciar em diversos tipos de tecido. No caso de injurias extensas, células-tronco
adultas, como as presentes na medula 6ssea, poderiam ser recrutadas, no entanto, é
necessario um tempo maior para que possam ser recrutadas do sitio de origem para a
ferida, através da circulacdo. Tempo esse que pode ser reduzido com o emprego da
terapia celular, que tem como objetivo isolar um grande numero de células de sitios
doadores, cultivando se necessario, e devolver ao paciente.

A medula 6ssea dos mamiferos é composta por diversos elementos que
incluem uma populacdo heterogénea de células composta por macrofagos, fibroblastos,
adipécitos, osteoprogenitores, células endoteliais e células reticulares (GIORDANO,
2007). A fracdo originaria do tecido adiposo também apresenta uma populacdo de
células heterogéneas, incluindo ceélulas sanglineas circulantes, mastocitos,
fibroblastos, pericitos e células endoteliais, bem como “pré-adip6citos” ou adipécitos
progenitores (ZUK, et al., 2001; GIMBLE et al., 2007)

Células-tronco autélogas, derivadas da medula 0ssea ou do tecido adiposo,

podem ser usadas clinicamente para terapia celular regenerativa, quando sao obtidas
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em quantidades suficientes (MOSELEY et al., 2006). O uso das BMSCs é limitado pela
pequena quantidade de células colhidas do paciente, além da ocorréncia de dor e
morbidade, enquanto que, células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs) séo
mais facilmente processadas a partir da gordura lipoaspirada (ZUK et al., 2002).

Gimble et al. (2007) também citaram as vantagens do uso de ADSCs, visto
que, com o0 aumento da incidéncia de obesidade em vérios paises do mundo, o tecido
adiposo subcutaneo passa a ser mais abundante e de mais facil acesso. Ainda segundo
estes autores, estas células-tronco sdo multipotentes e seguramente uma promessa
para aplicagbes terapéuticas. Almeida et al. (2008) afirmaram que a colheita de tecido
adiposo sera um novo e promissor mercado de trabalho para cirurgides plasticos.
Moseley et al. (2006) comentaram o0 estimulante interesse em um possivel papel
terapéutico das ADSCs oriundas de processos de lipoaspiracdo para muitas aplicacoes,
incluindo seu uso para preenchimento de tecidos moles na cirurgia plastica e
reconstrutiva.

Existe um grande numero de teorias sobre de que maneira as células-tronco
contribuem para o sucesso da cicatrizacdo. Gimble et al., (2007) levantaram uma série
delas, sendo que o0 mais aceito atualmente é que elas poderiam secretar citocinas e
fatores de crescimento que estimulam a recuperacao através de um mecanismo
paracrino no tecido doente ou injuriado. Outra hipotese diz que elas poderiam fornecer
agentes antioxidantes ou remover radicais livres e proteinas do choque no local
isquémico, fornecer novas mitocéndrias para células danificadas, recuperando o
metabolismo aerdbico ou uma possivel diferenciacdo das células-tronco em uma
linhagem celular especifica. Park et al. (2008) citaram que, durante o processo de cura
das feridas, as células-tronco derivadas do tecido adiposo estimulam a sintese de
coldgeno e a migracédo de fibroblastos.

Moseley et al. (2006) sugeriram que as células-tronco injetadas sozinhas
junto ao defeito, ndo produzem tecidos de maneira satisfatoria. Uma estratégia para o
uso adequado da engenharia tecidual seria a combinagdo de células com alguns
componentes, conhecidos como matriz ou scaffold, para produzir um implante bem
sucedido (MOSELEY et al., 2006).
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Segundo Burke et al. (1981), o substituto cutéaneo ideal deve apresentar as
seguintes caracteristicas: aderéncia ao leito receptor do implante, controle da perda de
fluidos, elasticidade, durabilidade, atuacdo como barreira mecanica, ser atoxico e nao
antigénico, anti-séptico, hemostatico, ter facil aplicacéo e possuir baixo custo.

Tamai et al. (2002) citaram que cinco fatores devem ser observados para
utilizacdo bem sucedida do scaffold: ndo devem ocorrer reacfes inflamatorias ou
toxicas ocasionadas pela composicdo do biomaterial ou o subproduto de sua
degradacdo; sua apresentacdo deve ser tridimensional; deve ser poroso, para
proporcionar uma elevada &rea superficial; sua superficie deve permitir adesdo e

crescimento celular e deve haver espaco para regeneracao da matriz extra-celular.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica e Experimentacdo Animal

Este estudo foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica e Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Santa Maria, seguindo os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Julgado e aprovado no
processo numero: 23081.011545/2009-31.

Somou-se ainda, a preocupacao de bem estar dos animais, a Lei n°® 5.517 de
23 de outubro de 1968, artigo 5° Lei n® 6.638 de 08 de maio de 1979; a resolucéo n°
592 de 26 de junho de 1992 e Projeto de Lei n°® 9.605/1998 e n° 1. 691/2003.

3.2 Animais

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizados 20 coelhos
(Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia Branco, de ambos os sexos, com idade
aproximada de seis meses e massa corporal média de 4,5 kg, provenientes do Biotério
Central da UFSM. Os animais foram submetidos ao exame clinico completo e exames
laboratoriais como andlise de hemograma e perfil bioquimico. Foram colhidos 3 mL de
sangue via intracardiaca de cada animal, para analise do hemograma e mensuracao da
proteina plasmatica total. Os exames foram realizados no Laboratério de Analises
Clinicas do HVU da UFSM.

Todos os animais foram alojados em gaiolas individuais, por um periodo
minimo de 15 dias para sua adaptacao as condicdes ambientais e ao convivio humano.
Durante todo o periodo do experimento, 0sS animais permaneceram em boxes

individuais, recebendo racéo e agua ad libitum.
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3.3 Separacao dos animais

ApoOs a constatacdo de que os animais estavam higidos, foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (A, B, C e D) com cinco animais em
cada, correspondendo a cada um dos tipos de tratamento que receberam,
posteriormente a criagéo do defeito cutaneo (FIGURA 01).

Os grupos foram denominados conforme o seguinte delineamento:

Grupo A (controle negativo): os animais deste grupo nao receberam nenhum
tipo de tratamento, permanecendo com a ferida cirargica aberta, sobre a qual realizava-
se apenas a troca diaria de curativo, utilizando-se um gel lubrificante composto a base
de agua’ diretamente sobre a lesdo, seguida de gaze.

Grupo B (controle positivo): animais com o defeito cutaneo que, ao término
do procedimento cirdrgico, recebiam sobre a mesma, uma membrana celuldsica’.

Grupo C (FTCM): animais com o defeito cutaneo que foram tratados com a
fracao total de células mononucleares autégenas, colhidas da medula 6ssea, associada
a membrana celulésica.

Grupo D (FVE) — animais com o defeito cutdneo que foram tratados com a
fracdo vascular estromal autdégena, isolada a partir do tecido adiposo, associada a

membrana celuldsica.

1 K-Y Gel®. Johnson & Johnson do Brasil. S&o José dos Campos, SP.
2 Bioprat®. Bionext Produtos Biotecnolégicos Ltda. Sdo Paulo, SP.



Total N

20 animais

Grupo A
Controle negativo

5animais

Grupo B
Controle positivo

5animais

Avaliacdo, biopsia
e mensuracdo: 7,
14 e 21 dias

Avaliacao, biopsia
e mensuracdo: 7,
14 e 21 dias

Grupo C
FTCM

5animais

Grupo D
FVE

5animais

Avaliacdo, biopsia
e mensuracdo: 7,
14 e 21 dias

Avaliacdo, biopsia
e mensuracdo: 7,
14 e 21 dias

FIGURA 1 — Organograma demonstrando a separag¢do dos vinte animais nos quatro grupos

experimentais deste trabalho.

3.4 Fase pré-operatoria e protocolo anestésico

28

No periodo que antecedia ao procedimento cirdrgico, todos os animais foram

pesados e submetidos a tricotomia ampla, da parede toracica direita, para criacdo do

defeito cutaneo, e das orelhas, para acesso a veia auricular caudal. Os animais, nos

quais foram colhidos material para isolamento das fracdes, tiveram 0s membros

pélvicos, desde a linha média da coluna vertebral até a tibia (Grupo C), ou a face dorsal

cervical (Grupo D) tricotomizados, dependendo do material a ser colhido, se sangue da

medula 6ssea (MO) ou tecido adiposo (TA), respectivamente. Para a realizacdo do

procedimento cirargico 0s animais permaneceram em jejum alimentar e hidrico de duas

horas previamente a intervencgao.
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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). Os animais foram encaminhados para o bloco cirlirgico
do Laboratério de Cirurgia Experimental (LACE) da UFSM. Apds administrou-se sulfato
de atropina® (0,05 mg kg™), visando diminuir a secrecdo salivar e brénquica e posterior
inducdo anestésica com propofol’ (10 mg kg?), ambos pela via intravenosa (IV). A
manutencdo anestésica foi realizada com isofluorano® ao efeito, através do uso de
mascara, com sistema inalatério aberto, vaporizado em 100% de oxigénio, com
respiracdo espontanea.

Para manutencdo do acesso venoso, foi realizada fluidoterapia com solucéo
de Ringer com Lactato®, por meio de canulagéo da veia auricular caudal com cateter 24
G, durante todo o procedimento cir(irgico, em gotejamento venoso de 10 mL kg* h™,
Com o auxilio de um oximetro de pulso foi monitorada a frequéncia cardiaca e

saturag&o de oxigénio.

3.5 Fracéo total de células mononucleares (FTCM) da medula 6ssea (MO)

3.5.1 Colheita do sangue da MO

Com o animal devidamente tricotomizado, o mesmo era posicionado em
decubito lateral na mesa cirargica e submetido a realiza¢éo da anti-sepsia, utilizando-se
0 protocolo alcool-iodo-alcool. Os panos de campo foram posicionados e fixados de
maneira asséptica para colheita do sangue da MO.

¥ Cetamina®. Univet S.A. S&o Paulo, SP

* Dormonid Injetavel®. Roche Brasil. Jacarepagud, RJ

® Dimorf Injetavel®. Cristalia Produtos Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP

® Hytropin Injetavel®. Hipolabor Farmacéutica Ltda. Sabara, MG.

! Diprivan®. AstraZeneca. Cotia, SP.

® Isoflurane®. Cristalia Produtos Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP.

9 Ringer com Lactato de S6dio®. Aster Produtos Médicos Ltda. Sorocaba, SP.
1% Cateter Intravenoso Angiocath 24 G®. BD Brasil. Sdo Paulo, SP.
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Para penetrar no espaco medular dos fémures, foi utilizado um pino
intramedular, acoplado ao introdutor, no qual foi aplicada uma pressao manual
moderada, girando-o e alternando os movimentos para direita e esquerda. A criacdo de
um tunel na fossa trocantérica em direcdo ao canal medular permitia a introducéo de
uma agulha hipodérmica 40 x 16, para a realizacdo da puncdo do sangue da MO. A
colheita era realizada equitativamente nos dois fémures, com uma seringa de 10 mL,
previamente heparinizada®, para obtencéo de um volume total de 5 mL kg™. A incisdo
de pele ocasionada pela introducéo do pino intramedular e da agulha hipodérmica era
ocluida com uma gota de cola de secagem instantanea®.

A MO, assim que colhida, era depositada em uma bolsa de transfusdo
sangiinea, contendo 0,01 mL de heparina e 1 mL de solucdo de cloreto de sédio a
0,9% para cada 10 mL de sangue da MO. Ao término da colheita, a bolsa de transfuséo
contendo o sangue da MO era encaminhado, de maneira estéril, para o Laboratério de
Terapia Celular Regenerativa, onde ocorria 0 processamento.

3.5.2 Isolamento da FTCM

No interior de uma capela de fluxo laminar, desinfetada com alcool 70% e
estéril por radiacdo ultravioleta, a bolsa de transfusdo contendo o sangue da MO
colhido (5 mL kg™) era conectado a um filtro de 500 um. Esta filtragem do sangue tinha
por objetivo reter as espiculas O0sseas e os émbolos gordurosos, sendo 0 sangue
depositado num frasco de Becker. O sangue da MO era separado em tubos Falcon de
50 mL, contendo solucdo de Hanks™, na quantidade de 1:1, e centrifugado a 440 G,
durante cinco minutos. Apds esta primeira centrifugacao, o sobrenadante era retirado e
0 sangue da MO era transferido para um novo tubo Falcon, contendo um gradiente de
densidade, Ficoll-hypaque® 1.077, na proporcdo 1:1 de sangue:gradiente, de acordo

com a técnica de Boyum modificada por Olsson (2009).

1 Liquemine® (10.000 UI). Roche Brasil. Jacarepagua, RJ

12 Super Bonder Precis&0®. Loctite. Itapevi, SP.

¥ Hanks’ Balanced Salts H1387-1L°. Sigma-Aldrich. Sant Louis, EUA
1 Histopaque 1077°. Sigma-Aldrich. Sant Louis, EUA
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O tubo contendo a FTCM e o gradiente era centrifugado a 440 G, em
temperatura ambiente, durante 25 minutos, proporcionando a sedimentacdo das
hemacias e granuldocitos e a visualizagdo de um halo contendo as células
mononucleares (FIGURA 02). Este halo contendo a fracdo era aspirado com pipeta
automética e depositado em outro tubo Falcon. Apés, era lavado com 10 mL de
DMEM?™ associado ao SFB'®, para ser centrifugado a 440 G por cinco minutos, com
intuito de remover o gradiente de densidade. O sobrenadante era removido e o halo de
células era novamente lavado com 10 mL de DMEM associado ao SFB e centrifugado a
440 G por mais cinco minutos. Apds a remoc¢do do sobrenadante, era obtido na base do

tubo como produto final, um botdo celular (pellet).

FIGURA 2 — Tubo Falcon contendo sangue da MO de
coelho centrifugado com gradiente de densidade. Em
destaque, visualizacdo do halo celular formado pela
sedimentacéo das hemacias e granuldcitos.

'* Gibco 11885°. Invitrogen. Sdo Paulo, SP
'® Foetal Bovine Serum, F9665°. Sigma-Aldrich. Saint Louis, EUA
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Uma pequena aliquota (70 ul) da FTCM suspensas foi colhida com pipeta
automética para quantificacdo manual da porcentagem de células mononucleares e
teste de viabilidade celular com o corante azul de Trypan 1%/, em lamina de
Neubauer. O restante do botdo celular contendo a FTCM, era imediatamente aplicado
nos animais do Grupo C, no local da leséo.

3.6 Fragéo vascular estromal (FVE) do tecido adiposo (TA)

3.6.1 Colheita do TA

Apods a tricotomia e a anti-sepsia ampla da regido dorsal cervical do animal,
préximo as escapulas, o mesmo era anestesiado e posicionado em decubito ventral,
protegido da contaminacdo por panos de campo, para colheita de um fragmento de
tecido adiposo. O fragmento de tecido adiposo, pesando dez gramas, era obtido por
meio de incisdo na linha média dorsal do animal, na regido interescapular.

O tecido adiposo era identificado, divulsionado com pin¢cas de Halsted e
seccionado com tesoura de Metzembaum. Eventuais vasos sangrantes eram pin¢cados
e ligados com fio absorvivel sintético 3-0 (poliglactina 910)'®. O espaco morto era
reduzido com este mesmo fio de sutura, em padrdo continuo simples e a dermorrafia
era realizada com fio inabsorvivel sintético 4-0 (mononéilon)™®, com pontos isolados de
Wolff. Os pontos de pele eram removidos sete dias apds o procedimento cirdrgico.

O fragmento de TA colhido era imediatamente depositado em um recipiente
de vidro, estéril, contendo 150 mL de solucdo de Hanks. O frasco com o tecido era
pesado ainda no interior da sala cirurgica, identificado e encaminhado, de modo estéril,
para o Laboratério de Terapia Celular Regenerativa.

7 Trypan Blue®. Acros Organic. Geel, Bélgica.
18 vVicryl®. Ethicon-Johnson. S&o José dos Campos, SP.
19 Mononylon®. Ethicon-Johnson. S&o José dos Campos, SP.
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3.6.2 Isolamento da FVE

Todo o procedimento era realizado de forma asséptica, com 0s materiais
esterilizados por autoclavagem, radiacdo ou filtragdo. No interior da capela de fluxo
laminar, o recipiente contendo o fragmento de TA era aberto e, com uma pinca de
dissecacédo, o tecido era transferido para uma placa de Petri. Com o0 auxilio de uma
tesoura, a gordura era seccionada varias vezes, em diversos fragmentos menores, até
nao ser mais possivel sustenta-la com a pin¢a de dissecacao.

Os pequenos fragmentos de TA eram lavados com solucédo de Hanks e com
0 auxilio de uma peneira que ndo permitia a passagem da gordura. A lavagem ocorria
cerca de trés vezes, até que o tecido e a solu¢do de Hanks adquirissem uma aparéncia
mais clara, sendo que o objetivo destas lavagens era diminuir a contaminagdo com
sangue presente nos fragmentos.

Concluida esta etapa, a gordura era transferida para tubos Falcon, de 50 mL
e era adicionado ao TA, uma solucdo de 1 mg/mL de colagenase tipo 1?° (0,5 mg/mL) e
tipo 11! (0,5 mg/mL), na proporcéo 1:3 (volume:volume), ou seja, para os dez gramas de
gordura eram necessarios 30 mL de colagenase. Os tubos eram tampados e lacrados
com uma pelicula semi-transparente, resistente a agua®, para diminuir o risco de uma
possivel contaminacédo e encaminhados para o banho-maria.

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 promovia a digestdo do colageno, permitindo que diversos
tipos celulares fossem liberados do tecido. Durante 0 momento em que 0s tubos
estavam no banho-maria, 0s mesmos eram inspecionados freqientemente, visto que a
obtencdo de um aspecto leitoso era o indicativo de que a digestdo estava completada
(FIGURA 3). Este aspecto visual bastante caracteristico se dava aproximadamente aos

25 minutos de incubacdo no banho-matria.

20 Collagenase Type I, C0130® Sigma-Aldrich. Saint Louis, EUA
21 Collagenase Type 1, C6885°. Sigma-Aldrich. Saint Louis, EUA
22 parafilm “M”®. Pechinery Plastic Packaging. Chicago, EUA.
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FIGURA 3 — A) Tubo Falcon contendo fragmentos do tecido adiposo e colagenase
antes da digestdo em banho-maria. B) Aspecto apresentado pelo tecido adiposo
(leitoso), apds a digestéo pela colagenase em banho-maria.

Ao ser observado o aspecto leitoso, os tubos eram retirados do banho-maria
e encaminhados novamente para a capela de fluxo laminar. Dada a citotoxicidade da
colagenase, a mesma era neutralizada através da adicdo de meio completo, em um
volume de 1:1. Portanto, como havia 10 mL de gordura mais 30 mL de colagenase, era
acrescentado 40 mL de DMEN com 10% de SFB, sendo que o total era distribuido de
maneira equivalente, em dois novos tubos Falcon.

Os tubos de TA com o meio completo adicionado eram centrifugados a 600
G, em temperatura ambiente, durante cinco minutos. Realizava-se uma agitacao
manual vigorosa dos tubos, objetivando romper os adipécitos e promover a liberacédo de
mais células mononucleares. Apos, 0s tubos eram recolocados na centrifuga, por mais
cinco minutos, com a mesma rotacdo. Desta maneira ocorria a deposi¢do da FVE na

base do tubo.
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O sobrenadante era descartado e a fragéo era lavada com meio completo e
centrifugada, desta vez, a 440 G, em temperatura ambiente, durante cinco minutos. O
procedimento de lavagem era repetido novamente e ao término da nova centrifugacao o
sobrenadante era descartado e a FVE ressuspendida em 1 mL de meio completo. Uma
pequena fragdo (70 ul) da FVE suspensa foi colhida com pipeta automética para
quantificacdo manual da porcentagem de células mononucleares e teste de viabilidade
celular com azul de Trypan 1% em lamina de Neubauer. O restante do botdo contendo

a FVE era imediatamente aplicado nos animais do Grupo D, no local da leséo.

3.7 Procedimento cirurgico para criacdo do defeito cutaneo e tratamentos

Os animais foram submetidos a procedimento cirlrgico para criacdo do
defeito cutaneo, sendo que nos grupos C e D, esse procedimento era realizado apos a
separacao da FTCM e FVE, respectivamente. Com o animal devidamente tricotomizado
na parede toracica direita e posicionado em decubito esternal, com o0s membros
pélvicos direcionados caudalmente, era realizada anti-sepsia com &alcool-iodo-alcool e
colocacdo de panos de campo. O protocolo anestésico era 0 mesmo utilizado para a
colheita do sangue de MO ou do TA, conforme descrito anteriormente, no item 3.4.

Utilizando-se um molde de plastico quadrado, vazado em seu interior, numa
dimenséo de 2 x 2 cm, foi demarcado na pele a area que seria excisada na parede
tor4cica direita, sobre a ultima costela, com o auxilio de um lapis dermatogréfico.
Realizou-se a incisédo cutanea e a divulsdo do tecido subcutaneo foi executada com o
auxilio de uma tesoura de Metzembaum (FIGURA 4). De maneira atraumatica, com
pincas de dissecacdo, as bordas cutaneas foram manipuladas e os vasos sangrantes
identificados, pincados e a hemostasia realizada somente por compressao ou por

forcitor¢do. A gordura subcutanea foi divulsionada e excisada completamente.
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FIGURA 4 — Criagdo da ferida cirdrgica medindo 2 cm®, na parede toracica
direita, sobre a regido da Ultima costela dos coelhos.

No local em que houve a criacdo do defeito cirlrgico experimental, houve o
preenchimento da lesdo de acordo com o grupo que o animal pertencia. O Grupo A,
controle negativo, ndo recebeu nenhum tratamento para fechamento do defeito criado,
apenas curativo com gaze e atadura, trocados diariamente. No momento da realizacéo
do curativo, preconizou-se pelo uso de pomada lubrificante a base de agua, para evitar
a aderéncia da gaze no leito da ferida, o que poderia estimular uma nova lesdo na
préxima troca de curativo.

Os animais do Grupo B, controle positivo (apenas scaffold), tiveram sua
lesdo lavada com solucdo fisiolégica e gaze estéril. O scaffold, uma membrana
celulésica com 5 cm?, foi posicionado sobre a lesdo e as bolhas de ar porventura
formadas foram retiradas (FIGURA 5). A borda dessas membranas era fixada na pele

dos animais com cola de secagem instantanea.
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FIGURA 5 — Aplicagdo da membrana celulésica sobre a ferida cirdrgica,
imediatamente apds a criacao do defeito, nos coelhos dos grupos B, C e D.

Os animais do Grupo C (scaffold + FTCM da MO) receberam, além da
mesma membrana utilizada no grupo controle positivo, o botéo celular (pellet) contendo
a FTCM isolada da MO, imediatamente apds a colheita e processamento em
laboratorio. O botdo era recebido no interior do bloco cirdrgico, de maneira estéril, em
um tubo Eppendorf. O pellet era aspirado com uma seringa hipodérmica de 3 mL e
agulha 40 x 12 e a aplicacdo da FTCM ocorria no espaco subcutaneo, nas quatro
bordas do defeito criado, proximo ao leito da ferida cirdrgica.

Por fim, os animais do Grupo D (scaffold + FVE do TA), além da membrana,
receberam a FVE isolada do TA, imediatamente apdés a colheita do tecido e
processamento desta fracdo em laboratorio. Assim como para 0s animais do grupo
anterior, a aplicacdo do botdo se dava no espaco subcutédneo, nas quatro margens do
defeito criado (FIGURA 6). Os animais dos grupos B, C e D receberam ainda um
curativo secundario, realizado com gaze e atadura, sobre a membrana celuldsica e

trocado diariamente, para mimetizar a situagao do grupo A.
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FIGURA 6 — Aplicacdo da FVE no espago subcutaneo, na borda caudal da ferida
cirargica, nos coelhos do grupo D.

3.8 Cuidados po6s-operatorios

No pés-operatério imediato os animais foram monitorados até o
restabelecimento completo de sua consciéncia, quando eram entdo encaminhados
novamente para os seus boxes individuais. Foi administrado meloxican® (0,2 mg kg™)
como anti-inflamatorio, via subcutanea, uma vez ao dia, durante trés dias. Para
analgesia dos animais foi administrado sulfato de morfina (5 mg kg™), via intramuscular
IM, quatro vezes ao dia, durante trés dias. Os animais do grupo A foram submetidos a
limpeza da ferida cirargica com solucéo fisiolégica uma vez ao dia. A troca do curativo

foi realizada nos animais de todos os grupos, diariamente.

28 Maxican 2%®. Ouro Fino. Ribeirdo Preto, SP



39

3.9 Avaliagbes

3.9.1 Avaliacéo clinica

No pos-operatorio imediato, os animais foram avaliados clinicamente quanto
aos parametros fisiologicos (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, defecagéo e
miccdo) e quanto ao seu comportamento e retorno da alimentacdo. A viabilidade
cutanea também foi avaliada clinicamente, por meio de percepcdo visual quanto a

coloracdo, aquecimento, sensacéo de dor e sangramento.

3.9.2 Avaliacao fotogréfica e planimetria

Os coelhos foram submetidos a mensuracdo de suas feridas no momento da
criacdo da lesédo (dia 0) e aos 7, 14 e 21 dias de pds-operatério. Os animais eram
anestesiados e posicionados sempre em decubito ventral, com os membros pélvicos
voltados em direcdo caudal, para evitar mudanca de conformacdo da ferida. As
medidas (altura e largura) foram obtidas com a utilizagdo de um paquimetro e
desenhadas em papel manteiga para posterior conferéncia. As novas feridas,
ocasionadas pelas bidpsias, ndo eram levadas em consideracdo nas mensuracfes

seguintes.

3.9.3 Avaliacgéo histologica

Para a realizacdo da biopsia tecidual, os animais foram anestesiados

conforme o protocolo descrito anteriormente no item 3.4 e submetidos ao procedimento
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cirdrgico asséptico, nos dias sete, 14 e 21 apos a criagdo do defeito. Com a utilizagéo
de um punch de bidpsia cutanea de 6 mm, foi retirado um fragmento cutaneo, na
interface da leséo criada e do tecido ndo lesado. A bidpsia de sete dias foi realizada na
margem dorsal da ferida, enquanto que a segunda bidpsia realizou-se na borda caudal
e por fim, a biopsia de 21 dias foi realizada na margem ventral da ferida.

O fragmento colhido era 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 histologicos das amostras, foram coradas
com hematoxilina-eosina para avaliagdo histopatolégica. A leitura das laminas foi
executada no Laboratério de Patologia Veterindria da UFSM, por um Unico avaliador,

dispondo de um microscopio optico conectado a um sistema de captura de imagens.

3.9.4 Analise estatistica

Foi realizada analise estatistica das medidas de planimetria das feridas e das
variaveis analisadas na histopatologia. A andlise estatistica da planimetria foi conduzida
a partir da média dos grupos, utilizando-se o teste de Tukey para correcao das médicas,
com posterior teste de andlise de regressdo, através do software computacional
estatistico SAS®. Considerou-se diferenca estatistica significativa quando o nivel de

significancia foi igual ou menor que 1% (p <.0001).

3.10 Doacéao dos animais

Apoés o término do experimento e periodo de avaliagdo poés-cirdrgica de 21

dias, todos os foram encaminhados para doagéo.



4. RESULTADOS

4.1 Modelo de lesdo cutanea e protocolo anestésico

O modelo de lesdo cutanea proposto mostrou-se eficiente, de rapida e facil
execucado e seu tamanho mostrou-se adequado as necessidades deste estudo. A
auséncia de linhas de tensdo na regido escolhida para o defeito colaborou com a
manutencdo das medidas da ferida durante o procedimento cirdrgico para criacdo do
defeito. Apds a ocorréncia de 6bito em alguns animais pilotos, o protocolo anestésico
quando estabelecido mostrou-se satisfatorio, ndo havendo a necessidade de intubacao
dos coelhos. A recuperacdo pos-cirirgica era rapida e transcorria sem alteracdes
clinicas, sendo que os animais eram monitorados até seu pleno restabelecimento. Nao
foi necessaria a utilizacdo de colares elisabetanos, pois a localizacdo do defeito
cirdrgico, na parede toracica sobre a regido da ultima costela, impediu que os animais

se auto-mutilassem ou retirassem a membrana celulésica.

4.2 Colheita e isolamento da FTCM e da FVE

Por meio de protocolos ja estabelecidos para colheita e isolamento das
fracbes em outras espécies animais, houve adaptacdo de diferentes técnicas, até o
estabelecimento do protocolo utilizado, sendo considerado satisfatorio. A metodologia
utilizada para o processamento da medula 0ssea permitiu a obtencdo de botdes
celulares, para aplicacdo no animal, com um valor total de células entre 6,92 x 10° a
4,91 x 10" (média de 2,49 x 10’) e uma viabilidade de 82 a 97% (média de 90,75%) na
amostra de quatro botdes, pois um apresentou agregacao celular. Os valores estdo na

tabela a seguir.
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TABELA 1 — Numero de células mononucleares (mL) e viabilidade celular (%) obtidas
no botdo celular apds o processamento da medula 6ssea dos coelhos do
grupo C.

Amostra Pellet de células aplicado

Numero de células
Grupo Animal mononucleares  Viabilidade (%)
totais por mililitro

Volume total do  Total de células
pellet (mL) mononucleares

C 1 2,77 x 10°* 88% 0,25 mL 6,92 x 10°
C 2 2,05 x 10° 97% 0,15 mL 3,07 x 10’
C 3 1,78 x 10° Agregada 0,145 mL 2,58 x 10’
C 4 5,05 x 10" 82% 0,24 mL 1,21 x 10’
C 5 9,82 x 10* 96% 0,50 mL 4,91 x 10

Com relacédo ao processamento do tecido adiposo, foi possivel obter botdes
celulares, com um valor total de células entre 9,6 x 10° e 6,5 x 10° (média de 2,7 x 10°)

e uma viabilidade de 66 a 87% (média de 79,6%). Os valores estédo na tabela abaixo.

TABELA 2 — Numero de células mononucleares (mL) e viabilidade celular (%) obtidas
no botdo celular apdés o processamento do tecido adiposo dos coelhos do
grupo D.

Amostra Pellet de células aplicado

Numero de células
Grupo Animal mononucleares  Viabilidade (%)
totais por mililitro

Volume total do  Total de células
pellet (mL) mononucleares

D 1 41x10° 66% 0,5 mL 2.05 x 10°
D 2 6,5 x 10° 87% 1mL 6,5 x 10°
D 3 2.2x10° 87% 1mL 2.2 x10°
D 4 1,2x10° 76% 0,8 mL 9,6 x 10°
D 5 8,9 x 10° 820 2 mL 1,78 x 10°
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4.3 Avaliacéo fotografica e planimetria

As medidas das feridas (altura e largura) obtidas no dia do procedimento
cirurgico (dia 0), e aos 7, 14 e 21 dias de pds-operatério, estdo agrupadas na tabela
abaixo. Para o célculo da area da ferida, foi utilizada a formula da area do quadrado:

area = altura x largura, por representar a conformacéo aproximada da mesma.

TABELA 3 — Valores obtidos na mensuracao das feridas (altura e largura em cm e area
em cm?) dos quatro grupos, nos dias 0, 7, 14 e 21.

DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21
Grupo Coelho Altura Largura Area Altura Largura Area Altura Largura Area Altura Largura Area
A 1 2,4 20 480 23 22 506 21 16 336 11 10 1,10

2,5 22 550 23 21 483 14 14 196 1.2 10 1,20
2,6 19 494 25 16 400 17 15 255 11 12 132
2,8 25 700 24 27 648 19 17 323 09 08 0,72
2,5 20 500 18 21 378 09 07 063 05 05 025
2,4 24 576 22 23 506 14 11 154 04 03 012
2,2 20 440 21 17 357 07 10 070 05 0,7 035
2,4 25 6,00 20 17 340 13 13 169 05 05 025
2,0 25 500 13 16 208 09 08 072 06 05 030
2,1 18 378 14 11 154 08 05 040 05 05 025
2,0 21 420 17 19 323 09 10 09 0,0 0,0 0,00
2,6 20 520 22 15 330 11 07 077 00 0,0 0,00
3,0 20 600 17 18 306 08 07 05 00 0,0 0,00
2,1 24 504 20 20 400 09 08 072 00 00 0,00
2,7 20 540 27 19 513 10 06 060 00 00 0,00
2,5 16 400 08 0,7 05 06 05 030 00 00 0,00
2,0 22 440 18 15 270 04 04 016 00 0,0 0,00
2,4 22 528 14 13 182 06 07 042 00 0,0 0,00
2,5 24 6,00 18 18 324 09 09 081 00 00 0,00
2,0 24 480 15 15 225 09 11 099 0,0 00 0,00

OO0 0000000 mmwwww>>>>>r>> >
O A WNPFP OORWNDEREOOA®®NDPEORAWDN
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A analise estatistica foi conduzida a partir da média dos grupos, através dos
resultados obtidos na mensuracéo das feridas de todos os animais, nos quatro tempos
de avaliacdo. Para correcdo das médias obtidas de cada grupo, foi utilizado o Teste de
Tukey, através do software computacional estatistico SAS®. As médias corrigidas

estatisticamente e os desvios padréo estédo na tabela a seqguir.

TABELA 4 — Desvio padrdo e médias de cada grupo para altura, largura e area, nos
guatro tempos de avaliacao.

DIA GRUPO Altura (cm) Largura (cm) Area (cm?)

0 A 2,562 2,12% 5,448%

0 B 2,22° 2,242 4,088%

0 C 2,482 2,10% 5,168%

0 D 2,28° 2,16° 4,896°

0 Desvio Padrao +0,273404 +0,272947 +0,823110

7 A 2,26° 2,142 4,830°

7 B 1,80%° 1,68%° 3,130%

7 C 2,06% 1,82% 3,744%

7 D 1,46° 1,36° 2,114°

7 Desvio Padrio +0,383732 +0,367423 +1,096461
14 A 1,60% 1,38% 2,346
14 B 1,02° 0,94° 1,010°
14 C 0,94° 0,76° 0,710°
14 D 0,68° 0,72° 0,536"
14 Desvio Padréo + 0,307002 +0,297909 +0,652238
21 A 0,962 0,90% 0,918?
21 B 0,50° 0,50° 0,254°
21 C 0,0° 0,0° 0,0°

21 D 0,0° 0,0° 0,0°

21 Desvio Padréo + 0,144049 + 0,150000 +0,222064

* Letras diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa.

Analisando a tabela anterior, com as meédias corrigidas, pode-se perceber
que no momento da criacdo do defeito cirdrgico ndo ha diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos. Aos 7 dias de pés-operatério (FIGURA 7), os animais dos grupos que
receberam a membrana celuldsica (grupo B), a FTCM (grupo C) e a FVE (grupo D), ndo
diferiram estatisticamente entre si, no entanto, € possivel perceber diferenca estatistica
significante (p <.0001) guando compara-se o grupo D, que recebeu a FVE do tecido

adiposo, com o grupo controle (A).
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FIGURA 7 — Aspecto da ferida cutdnea dos coelhos, nos quatro grupos
experimentais, aos 7 dias de pés-operatério. A letra em destaque
corresponde o grupo ao qual pertence o animal.

No 14° dia de avaliacdo (FIGURA 8), os trés grupos que receberam algum
tipo de tratamento (B, C e D), também nao diferiram entre si, porém todos diferiram

significantemente (p <.0001) quando comparados com o grupo controle (A).
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FIGURA 8 — Aspecto da ferida cutanea dos coelhos, nos quatro grupos
experimentais, aos 14 dias de pds-operatério. A letra em destaque
corresponde o grupo ao qual pertence o animal.

No final do periodo de avaliagéo, aos 21 dias de pos-operatorio (FIGURA 9),
0s grupos tratados (B, C e D) se mantém sem diferenca estatistica significante entre si,
mas diferem significantemente (p <.0001) do grupo controle (A).
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FIGURA 9 — Aspecto da ferida cutanea dos coelhos, nos quatro grupos
experimentais, aos 21 dias de pds-operatério. A letra em destaque
corresponde o grupo ao qual pertence o animal.

Apés a correcdo das meédias de cada grupo pelo Teste de Tukey, foi
realizada a andlise estatistica de regresséo, também através do software computacional
estatistico SAS®, com posterior aplicacdo da féormula Y; = by + b; x dia;, para regressao

linear. Os dados de regresséo sédo apresentados na tabela a seguir.
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TABELA 5 — Analise de regressao da area dos grupos nos quatro tempos de avaliacéo.

Periodos de Avaliagdo (Dias)

Grupo 0 7 14 21  Rsquare Nivel de Significancia
A 57966 4,189 2,581 0,974 79,64% <.0001
B 4,794 3,162 1529 -0,103 82,07% <.0001
C 5186 3,332 1,478 -0,375 90,33% <.0001
D 4,326 2,7 1,073 -0,553 83,20% <.0001

A analise de regressdo permitiu avaliar quanto de area das feridas era

reduzida a cada dia e em que momento do periodo de pds-operatdrio ocorreu, em

média, a cicatrizacdo completa das feridas de cada grupo, conforme apresentado no

gréafico abaixo.

FIGURA 10 — Grafico representativo, demonstrando a reducdo da area das
feridas cutdneas dos coelhos, nos quatro grupos experimentais, em relagéo
aos dias de pos-operatorio. A letra em destaque corresponde o grupo ao qual
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pertence o animal.
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A anadlise estatistica de regressdo demonstrou diferenca estatistica
significativa (p <.0001). Este teste demonstrou que o grupo controle (A) apresentou
cicatrizacdo completa das feridas, em média, somente aos 25 dias de pds-operatorio,
tempo superior ao periodo de avaliacdo determinado para este trabalho. O grupo
tratado somente com a membrana celuldsica (B) apresentou reducdo completa das
feridas no 20° dia de pos-operatério, em média. Por sua vez, os grupos tratados com a
FTCM (C) e a FVE (D), apresentaram cicatrizacdo completa de suas feridas, em média,

nos dias 19 e 18 de poOs-operatorio, respectivamente.

4.4 Avaliacao histopatoldgica

As bidpsias para avaliacdo histopatologica foram realizadas nos dias 7, 14 e
21 de poOs-operatério. Para comparar os quatro grupos deste trabalho, foi criada uma

tabela (QUADRO 1) para avaliacdo das alteracdes observadas na histopatologia.

Ulcera | Crosta | TFID | TFMD | Fibrose | DPPH | DPSLP DIG | Calcif. | Acantose
dérmica
Al107d +++ +++ +++ - - + - +++ + -
Al 14d - - - ++ - - + + + +++
Al121d - - - - +++ - - +++ +++ +++
A207d +++ +++ + - - - - - - -
A214d - - +++ - - + - + + +++
A221d - - - +++ - - - + + +++
A307d +++ +++ +++ - - + - - - -
A3 14 d - - +++ - - + - + + +++
A321d - - - +++ - + - - - +++
A4 07d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Ad 14 d - - ++ - - + - + - +++
A421d +++ +++ +++ - - +++ +++ + - -
A507d - - - - - - - - - -
A514d - - + ++ - - - + + ++
A521d - - + +++ + + - ++ ++ +++
B107d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B114d - + +++ - - - - - - +++
Bi121d - + +++ - - + + - - ++
B207d ++ - + - - - - + _ T
B214d - - +++ - - + - - - T+
B221d - - - +++ - + - - - +++
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B3 07d + + ++ - - - - - - ++
B3 14 d - - - +++ - - - - - +++
B3 21d + + +++ - - - - - - ++
B4 07 d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B4 14d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B421d - - - +++ - - - - - +++
B507d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B514d - - - + - - - - - ++
B521d - - - ++ - - - - - ++
ci107d +++ +++ ++ - - - - - - -

cl14d + + ++ - - - - - - ++
Cl2id - - - ++ - - - - - ++
c207d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
c214d + +++ - ++ - ++ - - - ++
c221d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
c307d + ++ - - - +++ + - - -

C314d - ++ ++ - + - - - - ++
c32id - - + ++ - - - - - +

c407d - - - - - - - - - -

C414d - - - - +++ + ++ - - -

Cc421d - - + ++ +++ - - - - ++
c507d - - - - - - - - - -

C514d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Ch21d - - - - - - + - - -

D107 d + +++ ++ + - ++ - - - ++
D114d - - + - - - - - - ++
D121d - - - ++ - - - - - +

D2 07d - - + - - - + - - +

D2 14 d - - ++ - - + + - - ++
D221d - - - +++ - - - - - ++
D307d - - + - - - - - - +

D314d - - + - - - - - - -

D321d - - - +++ ++ - - - - +

D4 07 d ++ +++ ++ - - - - - - ++
D4 14d - - ++ + + +++ + - - +++
D421d - - - ++ + - - - - +++
D507d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
D514d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
D521d - - ++ - + - - - - +++

Quadro 1 - Agrupamento dos resultados obtidos na avaliacdo histopatoldgica. A, B, C e D = grupos; 1, 2, 3,4 e
5 = coelhos; 07 d = 7 dias; 14 d = 14 dias; 21 d = 21 dias; - = negativo; + = leve intensidade; ++ = moderada

intensidade; +++ = acentuada intensidade; TFID = Tecido fibrovascular imaturo dérmico; TFMD = Tecido
fibrovascular maduro dérmico; DPPH = Dermatite perivascular profunda heterofilica; DPSL = Dermatite
perivascular superficial linfoplasmocitaria; DIG = Dermatite intersticial granulomatosa; NR = amostra ndo
representativa.

N&o houve diferencga estatistica significativa para as varidveis avaliadas pela
histopatologia, com excecdo da dermatite intersticial granulomatosa (DIG) e da
calcificagdo, que ndo foram observadas em nenhum dos animais que receberam a
FCTM ou a FVE.



5. DISCUSSAO

As descri¢cdes realizadas por Colomé (2007) sobre as caracteristicas da
espécie, a facilidade de manipulacdo, bem como o baixo custo para manutencdo em
biotérios, influenciaram na opcéo pela utilizacdo de coelhos (Oryctolagus cuniculos)
como modelo experimental neste experimento. Algumas dificuldades relacionadas ao
uso desta espécie, quanto a colheita dos materiais, processamento das fracdes e uso
da membrana celuldésica foram encontradas, porém, testes realizados em animais
pilotos possibilitaram adaptacoes.

A membrana celuldsica utilizada como scaffold neste trabalho, mostrou-se
eficiente quando aplicada isoladamente, apresentando diferenca estatistica significativa
(p <.0001) em relacdo ao grupo controle, aos 14 dias de pos-operatério. Ela
provavelmente atuou como uma barreira mecanica contra a invasdao de
microorganismos e controlando a perda de fluidos, que devem ser as maiores
preocupagdes no tratamento de ferimentos na pele (WELSH; MALE, 1992).

Ndo houve necessidade de remocdo da membrana ao término da
cicatrizacdo, pois a mesma era biodegradada, liberando pequenos fragmentos a
medida que ocorria 0 avanco da epitelizacdo. Pope (1996), explica que isto ocorre
porque na fase de epitelizacdo, as células epiteliais secretam enzimas proteoliticas que
dissolvem a base de estruturas de obstaculos que possam ser encontrados no leito da
ferida.

Um problema encontrado foi a dificuldade para fixar a membrana, uma fina
lamina, sobre a ferida, o que vai contra o preconizado por Burke et al (1981), que
afirmaram que o substituto cutaneo ideal deve ser de facil aplicacdo e deve aderir ao
leito receptor. Por este motivo, apos testes realizados previamente a este estudo,
optou-se pela utilizacdo da cola de secagem rapida para evitar a queda do curativo
biologico. Dificuldade semelhante foi encontrada por Tomita (2005) que relatou o

descolamento da matriz que utilizou como uma das complica¢cdes mais freqientes.
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Com relacdo aos sitios de colheita do material para o isolamento das fra¢cdes,
Meirelles et al. (2006), citaram que as ceélulas-tronco mesenquimais (MSCs) estédo
presentes em virtualmente todos os 6rgdos e tecidos apds o nhascimento. Neste
trabalho optou-se pelo isolamento das fragcbes da medula éssea e do tecido adiposo,
que séo os sitios mais utilizados rotineiramente para colheita.

A agulha de Steis, usada rotineiramente para colheita de sangue da MO em
cades (TOGNOLI, 2008; OLSSON, 2009) provocou fratura de fémur em um coelho, pois
o diametro de seu canh&o era maior que o do 0sso. Foi realizada a eutanasia do animal
e posterior substituicdo por outro. Por este motivo, optou-se pelo uso da agulha
hipodérmica 40 x 16, conforme preconizado por Gomes (2008). Foram necessarias
varias agulhas em cada procedimento, pois a presenca de 0SSO esSponjoso causava a
obstrucéo das agulhas.

Quando comparada com a colheita de sangue da MO, a do tecido adiposo
mostrou-se mais facil de ser executada, necessitando de menos tempo para ser
realizada e proporcionando uma recuperacado pos-operatdria mais rapida para o animal.
Sugere-se que este método de colheita cause menos dor para o animal, conforme
observaram Housman et al. (2002), que ressaltaram também a facilidade de colheita, a
possibilidade de se obter grandes quantidades de células e os baixos riscos para o
paciente. Outra grande vantagem do tecido adiposo é sua maior disponibilidade.
Somente nos Estados Unidos, h4d cerca de uma década atras, eram realizadas
aproximadamente 400.000 cirurgias de lipoaspiracdo a cada ano e, em cada
procedimento, eram retirados de 100 mL a 3 litros de tecido lipoaspirado, material
rotineiramente descartado (KATZ et al., 1999).

Algumas dificuldades puderam ser observadas durante as etapas de
processamento da FTCM e da FVE. O halo celular formado apds a centrifugacdo do
sangue da MO com o gradiente de densidade, mostrou-se muito mais discreto do que
guando utiliza-se sangue da MO de outras espécies, como caes e gatos, e isto exigiu
uma maior atencao e experiéncia por parte do laboratorista. Os tubos contendo a FVE e
a colagenase eram constantemente observados enquanto estavam no banho-maria,
pois um tempo maior que O necessario poderia acarretar numa superdigestao e

ocasionar morte celular.
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A colheita de 5 mL kg™ de sangue da MO (SALBEGO, 2010) foi suficiente e
permitiu a obtencdo de botbes celulares, para aplicacdo no animal, com um valor total
de células entre 6,92 x 10°a 4,91 x 10" (média de 2,49 x 10") e uma viabilidade de 82 a
97% (média de 90,75%), no isolamento da FTCM. A colheita de dez gramas de tecido
adiposo foi determinada por estudos prévios e também demonstrou ser suficiente para
obtencao de botdes celulares, com um valor total de células entre 9,6 x 10° e 6,5 x 10°
(média de 2,7 x 10°) e uma viabilidade de 66 a 87% (média de 79,6%), no isolamento
da FVE. Os valores obtidos no processamento do sangue da MO e do tecido adiposo
foram considerados satisfatorios, superando inclusive o preconizado como ideal por
Gengozian (2000) para a implantagdo (“pega”) do enxerto (2 x 10°).

O grupo tratado com a FVE foi o Unico a apresentar diferenca estatistica
significativa na planimetria (p <.0001), logo na primeira semana do periodo de
avaliacdo, mesmo com uma quantidade total de células mononucleares aplicadas e
uma viabilidade mais baixa quando comparada com a FTCM. Além disso, o grupo
tratado com a FVE apresentou cicatrizacdo completa de suas feridas aos 18 dias de
pos-operatorio em média, enquanto que a cicatrizacdo das feridas do grupo que
recebeu FTCM ocorreu em média, aos 19 dias. Isto pode ser explicado, segundo Strem
et al. (2005) pelo fato do tecido adiposo conter de 100 a 1000 vezes mais células
pluripotentes em um centimetro cubico do que a medula.

A medula o6ssea apresenta duas populacdes de células-tronco, as
hematopoéticas (HSCs), que dao origem a toda a linhagem de células do sangue e as
mesenquimais (MSCs), precursoras das células da linhagem ndo hematopoética,
originando tecidos compostos por diferentes tipos celulares, como a pele (REHEN;
PAULSEN, 2007). As MSCs, porém, sao uma populacéo celular rara na medula 6ssea,
representando entre 0,001 a 0,01% das células nucleadas (WU et al., 2007).

Ainda assim, neste trabalho percebeu-se que os animais que receberam a
FTCM em suas feridas, tiveram desempenho bastante préximo dos animais do grupo da
FVE, no que diz respeito a velocidade de reepitelizacdo e a qualidade do tecido
cicatricial da pele, um tecido de origem mesenquimal. A explicacdo para isto € dada por
alguns estudos que sugerem que as células-tronco hematopoéticas poderiam também

dar origem a células da linhagem néo sangtiinea (ORLIC et al., 2001).
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A escolha da via local para administracado das fragoes foi determinada pelo
fato de que em alguns casos, a aplicacéo sisttmica de MSCs promoveu a deposicao
destas células no pulméo, causando fibrose e dificuldade respiratéria em alguns
animais (NARDI; MEIRELLES, 2006). Gao et al (2001) observaram através da infusao
sistétmica de MSCs em ratos, que o diametro destas células era maior que o dos
capilares do pulmédo, 20-24 pm e 10-15 pm, respectivamente, por este motivo, o
transito das células era interrompido quando estas estavam passando pelo pulméo.

Na avaliacdo histopatolégica pode-se perceber que os coelhos tratados com
a FTCM e a FVE ndo apresentaram dermatite intersticial granulomatosa (DIG), o que é
benéfico para a cicatrizacdo da ferida cirirgica. Da mesma maneira, 0S animais
tratados com as fracdes, ndo apresentaram calcificacdo. A calcificacdo patoldgica é
caracterizada pela deposicdo de sais de calcio nos tecidos, sendo que a calcificacao
patologica distréfica ocorre em tecidos previamente lesados em que ha liberacdo de
radicais &cidos, geralmente em lesGes cronicas que causam destruicdo tecidual,
podendo apresentar conseqiéncias desastrosas quando ocorrem em sistemas como o
cardiovascular, por exemplo (COELHO, 2002).

Nota-se a presenca de um numero expressivo de amostras nao
representativas na avaliacdo histopatoldgica. Sugere-se que os fragmentos de pele
colhidos nas biépsias tenham sido comprometidos devido as condicbes de
armazenagem das amostras, enquanto aguardavam encaminhamento para preparo das
laminas, principalmente devido ao forte calor presente na regido, na época do ano em
gue o experimento foi realizado.

Os grupos tratados com a FTCM ou a FVE foram eficientes com relacdo a
cicatrizacdo da pele, no entanto, os mecanismos pelos quais as MSCs presentes nestas
fragbes poderiam contribuir para o reparo ou a regeneracdo de um tecido lesado n&o
séo ainda totalmente esclarecidos, conforme relataram Templin et al. (2009). Nardi
(2008) citou a transdiferenciacdo, a fusédo com outras células ou a liberagéo de fatores
através de um mecanismo paracrino como possiveis mecanismos. MSCs da medula
O0ssea exibem um efeito paracrino em conjunto com citocinas no reparo da pele,

tornando este mecanismo mais provavel (WU et al., 2007).
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A distribuicdo exata das MSCs também gera incertezas. Poderia haver
reservas independentes de células-tronco em diversos 6rgdos ou tecidos adultos, a
existéncia de apenas um reservatorio em local especifico; ou ainda poderiam ser
populacdes celulares aderidas aos vasos sanglineos e presentes, portanto, em todo o
organismo (NARDI; MEIRELLES, 2006).

Zannettino et al. (2008) também sugeriram que as MSCs, incluindo as
ADSCs, residam em nichos perivasculares, pois um numero muito grande de ADSCs
pode ser isolado da FVE do tecido adiposo, que mantém uma relacdo muito proxima
com 0s vasos sanguineos. Lin et al. (2008) corroboraram ao afirmar que, devido a
vasculatura do tecido adiposo, as ADSCs representariam ser células-tronco vasculares
em varios estagios de diferenciacdo, ndo excluindo a possibilidade das ADSCs serem,
na verdade, os pericitos. Portanto, o fato do tecido adiposo conter uma grande
quantidade de vasos sangtiineos e por conseqiéncia um maior numero de MSCs, pode
justificar o melhor desempenho do grupo tratado com a FVE.

O processo de cicatrizacdo da pele ocorre em trés fases: inflamatéria,
proliferativa e de remodelagem (CLARK, 1996). Durante a fase inflamatoria, o
extravasamento sangiineo libera, entre outros elementos, plasma e plaquetas,
formando um tampéo rico em fibrina (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). As
plaguetas secretam diversos mediadores, incluindo o fator de crescimento de células
endoteliais (VEFG), importante constituinte da matriz extracelular provisoria (ARNOLD;
WEST, 1991).

A expressdo de VEGF na pele sadia é restrita a células endoteliais, mas
fibroblastos e alguns poucos macréfagos expressam VEGF na cicatrizacdo de uma
ferida (KUMAR et al., 2009). Esta fase € iniciada imediatamente apds o trauma e se
estende por até 5 dias (HEDLUND, 2005). Neste momento poderia ocorrer a primeira
contribuicdo efetiva da terapia celular, pois as células-tronco adultas ndo participariam
de maneira benéfica do processo regulatoério, somente como uma ceélula inflamatoria no
tratamento de feridas, mas também poderiam originar fibroblastos na pele, que
aumentam a expressao da VEFG (WU et al., 2007).
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Neste trabalho, o grupo D, tratado com a FVE, obteve melhor desempenho ja
aos 7 dias de pos-operatorio, na fase proliferativa do processo de cicatrizacdo, que
geralmente se inicia 3 a 5 dias apés o trauma (HEDLUND, 2005), apresentando
diferenca estatistica significativa (p <.0001) na planimetria, em relacdo aos trés outros
grupos. De acordo com Singer; Clark (1999), nesta fase ocorrem eventos de extrema
importancia para o fechamento da lesdo, a reepitelizacdo, a fibroplasia e a
angiogénese. A estimulacado mitogénica e quimiotatica dos queratinécitos pelo TGF-a e
EGF promove o inicio da fase de proliferacdo epitelial e a formacdo do tecido de
granulacdo (FRADE, 2003). Em seu trabalho, Fuchs (2008) comentou sobre estudos
recentes que sugerem que as células-tronco adultas epiteliais poderiam se diferenciar
em queratindcitos. Da mesma maneira, MSCs de outros sitios, como as presentes na
FVE, também poderiam contribuir para a regeneracdo da epiderme, se diferenciando
em queratinécitos (SASAKI et al., 2008).

Ainda na fase proliferativa, ocorre a formacédo de novos vasos sangilineos, a
partir de vasos preexistentes, conhecido como angiogénese, representando uma
importante etapa na cicatrizacdo (FOLKMAN et al., 1992). No tecido que necessita ser
reparado, ocorre estimulacdo da angiogénese através do fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e outros fatores produzidos na ferida (BROWN et al, 2002). Os
efeitos endoteliais do VEGF s&o mediados por dois receptores, VEGF-R1 e VEGF-R2,
expressos nas células endoteliais (KUMAR et al., 2009). Orlic et al. (2001) citaram que
as células-tronco adultas poderiam dar origem a células endoteliais, que expressam
VEGF-R1 e VEGF-R2 contribuindo para a angiogénese.

A maioria dos vasos, fibroblastos e células inflamatorias desaparece durante
a maturacdo da ferida, na fase de remodelagem, entretanto, caso persistam, podera
ocorrer a formacao de cicatrizes hipertroficas ou queldides (ARNOLD; WEST, 1991). As
citocinas envolvidas nessa fase, como fator de necrose tumoral, interleucina, entre
outras, sado produzidas pelos fibroblastos e auxiliam na limpeza do leito da ferida
(KARUKONDA et al., 2000).

A fase de remodelagem, iniciada 17 a 21 dias ap6s a lesdo (HEDLUND,
2005), apresentou diferenca estatistica significativa (p <.0001) na planimetria dos

grupos tratados B, C e D quando comparados com o grupo A. Nesta ultima fase ocorreu
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a cicatrizagcdo completa das feridas tratadas com a membrana, aos 20 dias, com a
FTCM aos 19 dias e com a FVE aos 18 dias, enquanto que 0 grupo controle apresentou
cicatrizacdo somente aos 25 dias. Segundo relataram Karukonda et al. (2000), células-
tronco adultas juntas com outros tipos celulares poderiam contribuir com a producéo de
fibroblastos na pele, elevando a producéao de citocinas e desta maneira permitindo que
0 reparo cutaneo apresente uma cicatriz mais estética, em menor tempo.

No tratamento de feridas, Mendonca; Coutinho-Netto (2009) citaram que os
objetivos principais consistem no rapido fechamento da lesdo e a obtencdo de uma
cicatriz funcional e esteticamente satisfatéria, além da reducdo nos custos dos
tratamentos. Portanto, o uso da terapia celular com células-tronco adultas poderia
contribuir com estes objetivos sendo que, um dos mais interessantes tipos de células-
tronco adultas para se trabalhar com terapia celular sdo as células-tronco
mesenquimais (MSCs), presentes na FTCM e na FVE. Essas células sdo mais
facilmente isoladas, com a vantagem de poderem ser cultivadas e manipuladas, além
de exibirem uma grande plasticidade (NARDI; MEIRELLES, 2006).



6. CONCLUSOES

Nas condicdoes em que foi realizado o experimento e com base nos
resultados obtidos é possivel concluir que:
1 — o modelo de lesdo proposto apresentou-se eficiente, de rapida e facil execucéao.
2 — as técnicas de colheita da medula 6ssea ou do tecido adiposo foram eficazes e
proporcionaram a obtencdo de botdes celulares com quantidade de células e
viabilidade aceitaveis.
3 — a membrana celulésica utilizada como scaffold sobre a lesdo acelerou o processo
de cicatrizacdo, apresentando diferenca estatistica (p <.0001) na avaliagdo da
planimetria aos 21 dias de pés-operatorio, quando comparado com o grupo controle.
4 — tanto a aplicacdo local da FTCM autégena da medula 6ssea quanto a da FVE
autdgena do tecido adiposo aceleraram o tempo de reparacdo cutanea, com destaque
para esta Ultima, que apresentou diferenca estatistica significativa (p <.0001) na
planimetria, ja aos 7 dias de pOs-operatério, com cicatrizacdo completa das feridas, em
média, aos 18 dias de pds-operatorio.
5 — sugerem-se novos estudos, especialmente com cultivo celular, sobre o reparo da

pele.
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