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RESUMO

FARIA, Roberta Delessa, MSc., Universidade Vila Velha — ES, setembro de 2013.
Efeitos da infusdo de células tronco mesequimais sobre a cicatrizacdo de

feridas cutaneas em ratos Wistar imunossuprimidos com dexametasona.

Orientadora: Betania Souza Monteiro.

A cicatrizacdo ocorre de forma dinamica, restaurando o tecido lesionado ou substituindo-o
por colageno. Os corticoides interferem em todas as fases da cicatrizacdo, a dexametasona
€ um glicocorticoide que possui atividade anti-inflamatéria e imunossupressora elevada.
Com o uso cada vez mais frequente desses farmacos na clinica veterinaria e
subsequentemente seus prejuizos, surge a possibilidade promissora da terapia com células
tronco mesenquimais (CTM). As CTM sdo capazes de promover a manutencdo e
regeneracdo de mdltiplas linhagens de células do organismo. Inimeros estudos veem sido
realizados testando a regeneracdo de lesdes teciduais através do uso destas células. As
CTM podem ser administradas no local da leséo ou por infuséo intravenosa, e sdo atraidas
por quimiotaxia para os locais de lesdo. O presente trabalho visa analisar a resposta do
processo cutdneo mediante o uso de CTM, que serdo administradas por via intravenosa, em
feridas cirargicas de ratos da linhagem Wistar medicados préviamente com corticosteroides
por 30 dias. Este experimento constituiu-se com 3 grupos: grupo controle (GC), onde os
animais receberam 0,2ml de NaCl 0,9% SC/SID durante 30 dias, e uma Unica aplicacdo de
0,5ml de NaCl 0,9% IV 48 horas apds a cirurgia; grupo dexametasona (GD) cujos animais
receberam aplicacbes de corticoide durante 30 dias e apds esse tempo foi realizada a ferida
cirurgia, e o grupo dexametasona CTM (GDCTM) cujos animais receberam corticoide da
mesma forma ao grupo anterior, no entanto, foram tratados com CTM 48 horas apos a
realizacao da ferida cirargica. As feridas cirtrgicas dos animais do GC fecharam em média
14,75 dias apds a realizacdo da lesdo, os animais do GD tiveram suas feridas cirargicas
fechadas em até 22 dias, ja as feridas cirargicas dos animais do GDCTM foram fechadas em
14 dias. Verificou-se que 0s animais imunossuprimidos com dexametasona (GD) tiveram um
processo de cicatrizacdo em média com 8 dias a mais, quando comparados aos demais
grupos e o tempo de cicatrizagdo do GC e GDCTM apresentaram-se muito proximo e a

escolha pela infusé@o por via intravenosa foi efetiva para acdo das células no local da lesao.

Palavras-Chave: Reparacao tecidual, corticoide, células-tronco.
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ABSTRACT

FARIA, Roberta Delessa, MSc, University Vila Velha -. ES, September 2013. Effects
of infusion of mesenchymal stem cells on the healing of skin wounds in rats

immunosuppressed with dexamethasone. Adviser: Betania Souza Monteiro.

Healing occurs dynamically, restoring damaged tissue and replacing it with collagen.
Corticosteroids interfere at all stages of healing, Dexamethasone is a glucocorticoid
that possess anti-inflammatory and high immunosuppressive activity. With the
frequent use of these drugs in veterinary clinic and subsequently its losses, the
promising possibility of therapy with mesenchymal stem cells (MSCs) arises. MSCs
are capable of maintaining and promoting the regeneration of multiple lineages of
cells in the organisms. Numerous studies have been conducted testing the
regeneration of tissue injury through the use of these cells. MSCs can be
administered at the site of injury or by intravenous infusion, and are attracted by
chemotaxis to sites of injury. This study aims to analyze the response of the
cutaneous process through the use of MSC, which will be administered intravenously
in surgical wounds in Wistar rats previously treated with corticosteroids for 30 days.
This experiment consisted with 3 groups: control group (CG), where the animals
received 0.2 ml of 0.9% NaCl SC / SID for 30 days and a single application of 0.5 ml
of 0.9% NaCl IV 48 hours after surgery; dexamethasone group (GD) whose animals
received corticosteroid applications for 30 days and after the wound was performed,
and the dexamethasone group (GDCTM) whose animals received similarly to the
previous group corticosteroids, were treated with MSC However 48 hours after the
completion of the surgical wound . The surgical wounds of animals GC closed on
average of 14.75 days after the completion of the lesion, the animals of GD had their
surgical wounds closed within 22 days, since the surgical wounds of animals GDCTM
were closed in 14 days. It was observed that immunosuppressed animals with
dexamethasone (GD) had a 8 days of average healing process when compared with
the other groups and the healing time of GC and GDCTM presented numbers in
close proximity, the choice by infusion via intravenously was effective for the action

of cells at the injury site.

Key words: Tissue Repair, corticosteroids, stem cells
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1- INTRODUCAO

Desde os primoérdios da humanidade, o homem sempre tém buscado alternativas
para o tratamento de suas feridas cutaneas. Diversos produtos, medicamentos e
terapias vém sendo empregados ao longo dos séculos com o objetivo de melhorar e
acelerar a reparacéo cicatricial (CAMPOS, et al.,2007; DEALEY, 2008). Atualmente,
muito se tem investido em pesquisas na compreensao dos fendmenos e processos
envolvidos nas fases da reparacdo dos tecidos e, principalmente, no
desenvolvimento de novos recursos e tecnologias objetivando impulsionar avancos

no tratamento de feridas (GARCEZ, 2012).

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do agente
causador, € sistémico e dinamico e esta diretamente relacionado as condicdes
gerais do organismo. A cicatrizacdo de feridas consiste em perfeita e coordenada
cascata de eventos celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que

ocorra a reconstituicdo tecidual (MANDELBAUM, et al., 2003; CAMPOS, et al.,2007).

A cicatrizacao € o processo biolégico que restaura a continuidade do tecido apos
uma lesdo. Consiste em uma combinacédo de eventos fisicos, quimicos e celulares
gue restaura um tecido lesionado ou o substitui por colageno. As fases da
cicatrizacdo ocorrem simultaneamente, uma vez que a cicatrizacdo é dinamica. A
cicatrizacdo é influenciada por fatores do hospedeiro, caracteristicas da ferida e
outros fatores externos (MANDELBAUM et al., 2003). Alguns medicamentos
retardam o processo de cicatrizagao, tais como os corticoides, estes deprimem todas
as fases da cicatrizacdo e aumentam as chances de infeccdo (CAMPOS et al.,
2007). Os glicocorticoides sado capazes de bloguear desde as manifestagcdes mais

precoces do processo inflamatério como dor, calor e rubor até as mais tardias como

1



reparacao e proliferacdo tecidual além de apresentarem atividade imunossupressora

(SPINOSA, 1999).

Acredita-se que os glicocorticoides prejudicam a cicatrizagdo, diminuindo a
proliferacdo celular na neovascularizagcdo e da producdo de matriz celular. Em
animais foi relatado retardo do afluxo de macrofagos, neutréfilos e fibroblastos.
Adimite-se que os corticoides suprimam a fase inflamatoria da cicatrizagéo, visto que
seu uso cronico possa influenciar a reepitelizacédo, a neovascularizacéo e a sintese
do colageno (AGUILAR-NASCIMENTO et al., 2000; TENIUS et al.,, 2007). A
dexametasona é um glicocorticoide sintético extremamente potente e de longa
duracdo, isto porque, possui uma ligacdo reduzida com proteinas plasmaticas,
menor velocidade de excrecdo e maior afinidade com receptores. Tendo portanto,
sua atividade anti-inflamatoria e imunossupressora ampliadas (TENIUS et al., 2007,
SPINOSA et al., 2011). Na tentativa de minimizar os prejuizos decorrentes da
administracdo continua de agentes anti-inflamatorios esteroidas, surge a perspectiva

promissora das terapias com células tronco mesenquimais (COLOME et al., 2008).

As células-tronco mesenquimais (CTM) sao células multipotentes e com ampla
plasticidade, capazes de promover a manutencdo e regeneracdo de multiplas
linhagens de células do organismo (NAUTA & FIBBE 2007). Esse tipo celular tem
sido utilizado em numerosos estudos clinicos com a finalidade de regenerar lesdes
teciduais, como por exemplo, cicatrizacdo de feridas (KEATING, 2006). Atualmente
sabe-se que as CTM podem ser aplicadas diretamente no local da lesdo (intra-
lesional) isoladas ou combinadas com biomateriais (SCHWINDT et al. 2005,
OLIVEIRA et al.,2010) ou serem administradas ou por infusdo intravenosa, pois sao

atraidas por quimiotaxia para os locais de lesdo (COLOME et al., 2008).



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Corticoides

As glandulas adrenais, presentes em todos os animais vertebrados sao
pequenas estruturas ovaladas, bilaterais localizadas na parte anterior dos rins. Esta
consiste em dois seguimentos enddcrinos primarios: um exterior, chamado cortex
adrenal, responsavel pela secrecdo de hormdnios esteroides; e outro interno menor
denominado medula interna, responsavel pela secrecdo de catecolaminas,
noradrenalina e adrenalina (ENGELKING, 2010; JERICO E MARCO, 2011;

SPINOSA et al., 2011; SILVA et al., 2008 ).

O cortex adrenal € subdivido em trés zonas, zona glomerulosa que € mais
externa a qual produz mineralocorticoides, como principal exemplo a aldosterona
gue € responsavel pela manutencdo do equilibrio hidrico e eletrolitico; zona
fasciculada responsavel pela producdo de glicocorticoides, que afetam o
metabolismo de carboidratos e proteinas, apresentando atividade anti-inflamatoria e
imunossupressora sendo 0s principais representantes a hidrocortisona (cortisol) e
corticosterona; a zona reticulada € a mais interna, onde ocorre a producdo de
androgenos ou esteroides sexuais (SAMUELSON, 2007; ENGELKING, 2010;

SPINOSA et al., 2011.).

Os corticoides sao sintetizados e liberados quando necessarios nao sendo
liberados na células adrenais (JERICO E MARCO, 2011; ROMAO, 2012). O principal
regulador da atividade adrenocortical € o horménio da hipoéfise anterior, hormonio

adrenocorticotréfico (ACTH) ou corticotrofina. A secrecdo do ACTH é regulada



parcialmente pelo hormonio liberador de corticotropina (CRH) de origem
hipotalamica sendo a secre¢do do CRH controlada pelas concentra¢des sanguineas

dos glicocorticoides (ENGELKING, 2010; JERICO E MARCO, 2011; ROMAQ, 2012).

Segundo Jerico e Marco (2011) o colesterol é um intermediéario obrigatério na
sintese de corticoides. Nas espécies canina e felina a producédo de cortisol em um
periodo de vinte e quatro horas é de cerca de 1 mg/kg. O figado é responsavel por
cerca de 70% do metabolismo dos corticoides. Em sua maioria estes compostos sao
excretados por via renal, uma parte dos corticoides sdo adicionados a bile e

excretados pela rota intestinal (PEREIRA et al., 2007 e SAMUELSON, 2007).

Os hormonios glicocorticoides sé&o agentes hiperglicemiantes tendo seu efeito
de inibicdo da captacdo e da utilizacdo periférica da glicose e promocdo da
gliconeogénese a partir de aminoacidos e acidos graxos livres (JERICO E MARCO,
2011; CHAMUSCA, 2012). Alem destes efeitos, interferem no metabolismo proteico,
aumentando o catabolismo e diminuindo a sintese de proteinas, ha uma
transformacdo generalizada de proteina muscular em aminoacidos para

gliconeogénese hepatica (PAPICH, 2009; CHAMUSCA, 2012).

O cortisol e alguns glicocorticoides sintéticos como a dexametasona, em
concentracfes farmacologicas podem apresentar alguns efeitos mineralocorticoides
promovendo a retencdo de sodio, a excrecdo de potassio e expansdo do volume
extracelular. O cortisol também suprime a liberacdo do hormdnio antidiurético (ADH)
diminuindo o efeito deste sobre os tubulos coletores, portanto polidria e polidipsia
sdo evidentes (SILVA et al., 2008; PAPICH, 2009; JERICO E MARCO, 2011;

SPINOSA et al., 2011).

Os glicocorticoides antagonizam as acodes da insulina no metabolismo da

glicose inibindo a captagdo da mesma pelos tecidos, sendo assim considerados
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agentes hiperglicemiantes como anteriormente citado, onde promovem a polifagia

(SAMUELSON, 2007; PAPICH, 2009; ROMAO, 2012).

De acordo com Engelking (2010) o cortisol possui efeito inotrépico no musculo
esquelético causando protedlise muscular e consequentemente reducdo da massa
muscular e da forca (principalmente fibras musculares tipo I). Este horménio também
aumenta a sintese de lipase de triglicerideos adipécitos, elevando as acdes de
horménios lipoliticos e diminuindo a captacdo de glicose nos adipdcitos reduzindo
assim a deposicao de triglicerideos, induzindo assim a redistribuicdo de gordura nas

areas centripetas.

O metabolismo de célcio também é afetado pelo uso de glicocorticoides
através do aumento da excrec¢do urinaria do mesmo, causado pela reabsorcao renal
com consequente hipercalciiria e absorcao intestinal de calcio diminuida. Em
excesso, 0s corticoides levam portanto, a uma diminuicdo da formac&o de 0ssos e

aumento na reabsorcdo 0ssea (PEREIRA et al., 2007; ENGELKING, 2010).

O uso prolongado de corticoides pode levar a inibicdo da sintese de colageno
e atividade de fibroblastos, produzindo adelgacamento da pele e das paredes dos

capilares (SCOTT et al., 1996; TENIUS et al.,2007; ENGELKING, 2010).

O cortisol aumenta o namero de eritrécitos circulantes uma vez que estimula a
producdo e diminui a destruicAo dos mesmos, aumenta também o numero de
plaquetas e neutrofilos circulantes, podendo causar portanto uma leucocitose. O uso
de corticoide diminui o niumero de linfécitos, eosindfilos e basdfilos circulantes quatro
a seis horas apos sua administracao por meio da redistribuicdo dessas células para
longe da periferia e ndo pelo aumento da sua destruicdo. Diminui a massa de tecido
linfoide através da inibicdo direta da mitose, sendo por isso utilizado do tratamento

de linfomas e leucemia linfocitica (PEREIRA et al., 2007). De acordo com Engelking
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(2010) a involucédo de nédulos linfaticos e érgaos linfaticos como timo e baco, causa
diminuicdo da producdo de anticorpos, 0 que pode ajudar na reducdo de uma

resposta imune de um 6rgéo transplantado.

O wuso cronico de glicocorticoides pode conduzir a um estado de
hipercoagulabilidade sanguinea, isto se deve em parte ao aumento de fatores pré-
coagulantes tais como Il, V, VII, IX, X, Xll e fibrogénio, e também a diminuicdo de um
fator natural anticoagulante, a antitrombina (SCOTT et al., 1996; TENIUS et al.,2007;

ENGELKING, 2010; CHAMUSCA, 2012).

Altos niveis de cortisol inibem a fosfolipase A, e a cicloxigenase reduzindo a
biosintese de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. A inibicdo da sintese de
leucotrienos atrapalha a fagocitose de neutréfilos. Ocorre a interferéncia na
elaboracdo de histamina, logo nas acfes desta sobre a mediacdo da resposta
inflamatoria (hiperemia local e edema). O cortisol estabiliza as membranas
lisossomais reduzindo a liberacdo de enzimas hidroliticas apés uma lesdo a celular
diminuindo a reacdo inflamatéria (PEREIRA et al., 2007; ENGELKING, 2010;

CHAMUSCA, 2012).

Embora os efeitos antinflamatorios e imunossupressores dos glicocorticoides
possam ser (teis no tratamento de diversos estados patolégicos, quando os
mesmos sdo administrados terapeuticamente por longos periodos podem levar a um
aumento da suscetibilidade a infeccbes fungicas e virais, permitindo entdo, a
disseminacdo desses microorganismos, atraso da cicatrizacdo de feridas, agravar os
sintomas de diabetes melito, osteoporose, distlrbios neurolégicos, e levar ao
hiperadrenocorticismo iatrogénico (TENIUS et al.,2007; ENGELKING, 2010;

ROMAO,2012).



2.2 Anatomia e Fisiologia da Pele

A pele, ou tegumento, forma o revestimento e a principal barreira de protecao
do organismo, e tem como funcdes béasicas impedir a perda excessiva de liquidos,
proteger da agdo de agentes externos, manter a temperatura corpérea, agir como
orgdo do sentido e participar da termorregulacdo (OLIVEIRA, 2010; GIANOTTI,

2011; GARCEZ, 2012).

A pele é formada por duas camadas distintas, a epiderme e a derme,
firmemente unidas entre si (Figura 1). A epiderme é a porcdo mais superficial,
continuamente renovada e organizada em camadas (basal, granulosa, espinhosa,
[icida e queratinosa), apresentando trés diferentes linhagens celulares com
caracteristicas e funcdes diferentes. Os queratinécitos, sdo as células mais
abundantes e importantes da epiderme. Os melandcitos, que sao células
dendriticas, que produzem e secretam o0 pigmento melanina, que da a coloracdo a
pele e exerce também uma funcao protetora contra os raios violetas. As células de

Langerhans, sdo células dendriticas apresentadoras de antigenos, atuando no

sistema imunologico (DYCE et al.,1990; GARCEZ, 2012).
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Figura 1 — Estrutura da Pele e seus anexos (FONTE: BEAR et al., 2008).

2.3 Cicatrizacdo Cutanea

O processo de cicatrizacdo € comum a todas as feridas, independentemente
do agente que a causou, é sistémico, dinamico e esta diretamente relacionado as
condicBes gerais do organismo (MANDELBAUM et al., 2003; CAMPOS et al., 2007,
OLIVEIRA, 2010; GARCEZ, 2012).

A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacao e
a reconstituicdo do tecido (MANDELBAUM et al., 2003).

A regeneracdo ocorre mediante a perda tecidual e pode atingir a derme
completa ou incompletamente, ou mesmo atingir todo o 6rgdo, alcancando o tecido
celular subcutaneo (MANDELBAUM et al., 2003; CAMPOS et al., 2007; GIANOTTI,

2011; GARCEZ, 2012).



Os mecanismos da cicatrizagdo foram descritos por Carrel em 1910, e
posteriormente foram divididos em cinco elementos principais: inflamacéo,
proliferacao celular, formacéao do tecido de granulacéo, contracdo e remodelacao da
ferida (CAMPOS et al., 2007).

Existem autores que consideram trés estagios no processo de cicatrizacao:
iniciando com um estagio inflamatoério, seguido por um estagio de proliferacdo e
finalizado com o reparo em um estagio de remodelacao (Figura 2). Outros autores
classificam de uma forma mais completa, dividindo o processo em cinco fases

principais (MANDELBAUM et al., 2003).

2.3.1 — Coagulacéao

O inicio é imediato ap0s o surgimento da ferida, e depende da atividade
plaquetéaria e da cascata de coagulacdo. A formacdo do coagulo serve ndo somente
para juntar as bordas da ferida, mas também para transpor a fibronectina,
oferecendo assim uma matriz provisoéria, onde os fibroblastos, células endoteliais e
gueratinécitos possam dar entrada na ferida (MANDELBAUM et al.,, 2003;

OLIVEIRA, 2010; GARCEZ, 2012).



2.3.2 — Inflamacéao

Extremamente ligada a fase anterior, a inflamacdo depende, além de
inimeros mediadores quimicos, das células inflamatérias, como neutrdfilos,
macrofagos e linfocitos (MANDELBAUM et al.,, 2003; CAMPOS et al.,, 2007;
OLIVEIRA, 2010; GIANOTTI, 2011).

Os neutrofilos séo as primeiras células a chegar a ferida, e permanecem por
um periodo que varia de trés a cinco dias. Os neutrofilos produzem radicais livres
gue auxiliam na destruicdo bacteriana e séo gradativamente substituidos por
macrofagos (CAMPOS et al., 2007; GARCEZ, 2012).

O macrofago é a célula inflamatéria considerada a mais importante dessa
fase. Este permanece do terceiro ao décimo dia, fagocitando bactérias, desbridando
corpos estranhos e direcionando o desenvolvimento do tecido de granulacdo. Sua
maior contribuicdo € a secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, além de
contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular,
fundamentais para a transicéo para a fase proliferativa (MANDELBAUM et al., 2003;
GARCEZ, 2012).

Os linfécitos aparecem na ferida em aproximadamente uma semana. Seu
papel ndo é bem definido, porém sabe-se que tem importante influéncia sobre os
macrofagos (MANDELBAUM et al., 2003; CAMPOS et al.,2007).

A fase inflamatoria, além de ter os mediadores quimicos e as células
inflamatorias, conta também com a importante funcdo da fibronectina. Esta é
sintetizada por uma variedade de células como fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais. A fibronectina adere, simultaneamente, a fibrina, ao colageno e a outros

tipos de células, funcionando assim como cola para consolidar o colageno de fibrina,
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as células e os componentes de matriz (CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA, 2010;

GIANOTTI, 2011; GARCEZ, 2012).

2.3.3 — Proliferagéo

Dividida em quatro subfases (epitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido
de granulacdo e deposicdo de colageno), a proliferacdo € responsavel pelo
fechamento da lesé@o propriamente dita (MANDELBAUM et al., 2003; GIANOTTI,
2011).

A primeira das fases da proliferacao é a epitelizacdo, onde ocorre a migracao
de queratindcitos ndo danificados das bordas das feridas e dos anexos epiteliais
(CAMPOS et al.,2007).

A angiogénese, segunda fase da proliferacdo, € estimulada pelo fator de
necrose tumoral a (TNF-a), e é caracterizada pela migragdo de células endoteliais e
formacédo de capilares, essencial para a cicatrizacdo adequada (GARCEZ, 2012).

A parte final da fase proliferativa é a formacdo de tecido de granulacéo
(colecdo de elementos celulares, incluindo fibroblastos, células inflamatérias e
componentes neovasculares e da matriz, como a fibronectina, as
glicosaminoglicanas e o colageno). Os fibroblastos e as células endoteliais sdo as
principais células da fase proliferativa. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram
para a ferida, porém precisam ser ativados para sairem de seu estado de repouso.
O fator de crescimento mais importante na proliferacédo e ativacao dos fibroblastos é
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), em seguida é liberado o fator

de necrose tumoral B (TNF-B), que estimula os fibroblastos a produzirem colageno
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tipo | (inicio da deposicao de colageno) e a transformar-se em miofibroblastos, estes,

promovem a contragéo da ferida (CAMPOS et al., 2007; DEL CARLO et al., 2008).

2.3.4 — Contracgao da Ferida

A contracdo de ferida consiste no movimento centripeto das bordas da ferida,
em sua espessura total. Uma ferida com espessura total tem contragdo mesmo
guando ha enxertos, que diminuem em 20% o tamanho da ferida. Em cicatrizes por
segunda intencédo a contracdo pode reduzir 62% da area de superficie da leséo

cutdnea (MANDELBAUM et al., 2003).

2.3.5 — Remodelacéao

Esta é a ultima das fases, ocorre no colageno e na matriz, pode durar meses
e é responsavel pelo aumento da forca de tenséo e pela diminuicdo do tamanho da
cicatriz e do eritema. Reformulacdes dos colagenos, melhoria nos componentes das
fibras colagenas e reabsorcdo de agua, sdo eventos que permitem uma conexao
gue aumenta a forca da cicatriz e diminui sua espessura (MANDELBAUM et al.,
2003; TENIUS et al., 2007; GIANOTTI, 2011).

A neovascularizacdo diminui, e posteriormente a cicatriz € considerada

avascular (OLIVEIRA, 2010; GIANOTTI, 2011).
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A caracteristica mais importante dessa fase é a deposi¢cdo de colageno de
maneira organizada, por isso é a mais importante clinicamente. Com o tempo, o
colageno inicial é reabsorvido e um colageno mais espesso € produzido e
organizado ao longo das linhas de tensdo. A reorganizacdo da nova matriz € um
processo importante da cicatrizacdo. Fibroblastos e leucdcitos secretam
colagenases que promovem a lise da matriz antiga. A cicatrizagdo tem sucesso
quando h& equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga,

havendo sucesso quando a deposi¢cdo € maior (CAMPOS et al., 2007, TENIUS et

al., 2007; SIMOES et al., 2010; OLIVEIRA, 2010; GIANOTTI, 2011; GARCEZ, 2012).
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Figura 2 — Fases da cicatrizacao correlacionadas com a especificidade imune-
celular. (Fonte: adaptado por GARCEZ, 2012).
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2.3.6 — Consideracdes sobre o Colageno

O colageno é a proteina mais importante do tecido conectivo em processo de
cicatrizacdo. A degradacdo do colageno se inicia precocemente e é muito ativa
durante o processo inflamatorio. A sua digestdo ocorre no ambiente extracelular e é
mediada por colagenases especificas. A atividade das colagenases € controlada por
citocinas liberadas principalmente por células inflamatérias, endoteliais, fibroblastos
e queratinécitos. A formacdo da matriz extracelular € resultante da deposicdo
(sintese) e degradacéo do colageno. O colageno € o principal componente da matriz

extracelular dos tecidos, este estrutura-se em rede densa e dinamica resultante da

sua constante deposicao e reabsorcdo (CAMPOS et al., 2007; GIANOTTI, 2011).

2.3— Células tronco Mesenquimais (CTM)

Células tronco sdo células indiferenciadas, onde suas principais
caracteristicas que as tornam extremamente interessantes sao: sua capacidade de
autorrenovacao, ou seja, sdo capazes de se multiplicar, mantendo seu estado
indiferenciado, proporcionando uma reposicdo ativa de sua populacdo de maneira
constante nos tecidos; e, ainda mais interessante, sua capacidade de se diferenciar
em diversos tipos celulares. Desta forma, acredita-se que células tronco presentes

nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma leséo
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ou injuria (CABRAL et al., 2008; DEL CARLO et al., 2008; BYDLOWSKI et al., 2009;

PINTO FILHO et al., 2013).

As CTM sdao definidas como uma populacdo de células tronco somaticas
presentes em regides perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas
guantidades, incluindo a medula éssea, o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido
muscular e érgaos parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2008; BYDLOWSKI et al.,

2009; MONTEIRO et al., 2010; PINTO FILHO et al., 2013).

A medula éssea (MO) constitui um dos principais sitios para a obtencéo
dessas ceélulas, assim como de células tronco hematopoiéticas e endoteliais

(MONTEIRO et al., 2010; PINTO FILHO et al., 2013).

As CTM caracterizam-se por ser uma populacdo de células multipotentes
capazes de se diferenciar e produzir qualquer tipo celular necessario em um
processo de reparacdo, como osteoblastos, condroblastos, hepatdcitos, neurénios,
células epiteliais, renais, cardiacas, dentre outras. Essas caracteristicas de
plasticidade sugerem que esse tipo celular € o responsavel pelo turnover e pela
manutencdo de todos os tecidos do organismo (DEL CARLO et al., 2008;

BYDLOWSKI et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010).

As CTM tornaram-se foco de inUmeras pesquisas em todo o mundo devido ao
fato de fornecer perspectivas clinicas promissoras para terapia celular (CABRAL et
al., 2008; DEL CARLO et al., 2008; BYDLOWSKI et al., 2009; MONTEIRO et al.,

2010; PINTO FILHO et al., 2013).

As CTM sdo uma populacdo heterogénea de células que proliferam, in vitro,
como células aderentes ao plastico, tendo morfologia semelhante ao fibroblasto,
capacidade de autorrenovagdo e diferenciagdo em tipos celulares distintos

(BYDLOWSKI et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010).
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Dentre todas as linhagens de células tronco soméaticas (CTS) estudadas até o
presente momento, as CTM apresentam maior plasticidade, originando tecidos
mesodermais e ndo mesodermais. Essas células podem ser transplantadas para os
sitios lesionais logo apds a ocorréncia da injuria tecidual e podem ser aplicadas na
forma indiferenciada, recebendo o estimulo do meio para posteriormente se
diferenciar, ou sofrer diferenciagdo em cultura antes da implantacéo (DEL CARLO et

al., 2009).

No processo de cicatrizagdo cutanea, o TGF-f, ativinas, fator de crescimento
vascular (EGF), PDGF, fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF), fator de
crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento insulinico (IGF) e o fator de
crescimento epidermal (EPGF) contribuem para a organizacao do tecido conjuntivo e

formacao de queratinécitos (BYDLOWSKI et al., 2009).

A medida que o processo cicatricial avanca, os estimulos mesenquimais s&o
ultrapassados pelos estimulos ectodermais. O TGF-f3, por exemplo, durante a fase
aguda da inflamacéo, inibe a diferenciacao de queratindcitos, entretanto, durante a
fase de reepitelizacdo, estimula a migracdo dos queratinécitos pela matriz de
fibronectina neoformada. O EPGF, por outro lado, inibe a apoptose de queratindcitos

e diminui a resposta celular ao estimulo do TGF- e FGF (DEL CARLO et al., 2008).

Oliveira (2010) utilizou CTM em feridas ocasionadas por gueimaduras em
ratos e concluiu que estas foram efetivas ao promoverem uma melhora da
cicatrizacdo, bem como o fechamento mais rapido das feridas em relacdo aos

animais do grupo controle da pesquisa.

Garcez (2012) analisou a associacdo de CTM e plasma rico em plaquetas

como adjuvantes da cicatrizacdo de lesGes cutaneas e concluiu que a terapia com
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CTM promoveu cicatrizes esteticamente melhores na avaliacdo clinica quando

comparado com os animais do grupo controle do experimento.
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3 —OBJETIVOS

Objetivos gerais:

Avaliar a contribuicdo terapéutica da infusdo endovenosa de CTM para a
cicatrizacdo cutanea de feridas cirargicas em ratos Wistar imunossuprimidos com

dexametasona.

Objetivos especificos:

1 — Aferir os efeitos da imunossupressdao com dexametasona sobre as
variaveis tempo de cicatrizacdo (TEC) e area da lesédo (ARL) de feridas cutaneas

cirdrgicas de ratos;

2 — Quantificar histopatologicamente o percentual de deposicdo de colagenos
das feridas cutaneas cirargicas de ratos imunossuprimidos com dexametasona

tratados ou ndo com CTM;

3 — Identificar se ha efeito do tratamento com CTM sobre a redugcéo do tempo
de cicatrizacdo (TEC) e area de lesdo (ARL) das feridas cutaneas de ratos

imunossuprimidos com dexametasona.
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4 - MATERIAL E METODOS

A realizacdo do estudo obedeceu a lei federal 6.638 das normas do Colégio
Brasileiro de Experiéncia Animal (Cobea). O presente projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa e Experimentacdo com Animais, da Universidade Vila

Velha (UVV), protocolado sob-registro: 249/2013.

Foram utilizados 35 ratos fémeas (Rattus novergicus albinus) da linhagem
Wistar, de dezesseis semanas de idade, pesando aproximadamente 300 gramas (g),
oriundos do Laboratorio de Acompanhamento Experimental do Campus Nossa

Senhora da Penha da Universidade Vila Velha (UVV).

Os animais foram mantidos em um ambiente com controle de temperatura em
23°C, umidade relativa de 55%, e fotoperiodo de 12 horas, alojados em grupos de 5
animais em cada caixa de polipropileno de dimensdes 414mm x 344mm x 168mm
padronizadas para a espécie, todas as caixas eram higienizadas a cada 48 horas.
Os animais tiveram acesso irrestrito a uma dieta padréo (racdo comercial para

roedores) e agua filtrada.

Antes do inicio do experimento, todos os animais foram vermifugados com
Ivermectina a 2% na dose de 0,4 mg/kg por via oral acrescidos em bebedouros de

700ml de agua com repeticdo aos 10 dias anteriores ao procedimento cirurgico.
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4.1 Isolamento, caracterizagdo e expansédo de CTM

Para essa fase foram utilizados dois ratos Wistar filhotes, como doador de
CTM, conforme metodologia descrita por Monteiro et al. (2012). Essa etapa foi
realizada em parceria com colaboradores da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
e do Laboratério de Biologia Celular da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG).

Os animais foram submetidos a eutanasia em camara anestésica, com
inalacdo passiva, até a sobredosagem de isoflurano. Foi realizada tricotomia do
abdémen e membros pélvicos e em seguida os animais foram transferidos para
capela de fluxo horizontal. Foi realizada dissecacédo da musculatura do quadriceps e
o fémur do antimero direito e esquerdo foram retirados de forma asséptica. As
epifases distais foram seccionadas e na epifase proximal foi acoplado uma agulha
(23G) e uma seringas de 10 mL contendo meio de cultura DMEM completo
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco), acrescido de penicilina, estreptomicina
e anfotericina B (PSA) (Gibco, Paisley, UK) e apresentando pH 7,2, para lavar o

canal medular.

As células foram plaqueadas inicialmente na concentracdo de 5x10° células
em frascos de cultura celular de 75 mm?(Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha) e
mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,. O aumento do namero de células foi
acompanhado diariamente, com auxilio de microscopio invertido. Os meios de

cultura foram trocados mediante a necessidade e as tripsinizacbes e passagens
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realizadas quando visualizado 80% de expansédo celular nas placas, até a quarta

passagem.

Uma aliquota das células da quarta passagem foi caracterizada por citometria
de fluxo através da analise de expressao de moléculas de superficie celular para CD
34, CD 45, CD 90 e CD 54, utlizando citometro de fluxo FACScan e software

CellQuest®, obtendo-se 30.000 eventos por amostra testada.

Outra aliquota de células de quarta passagem foi submetida a etapas de
diferenciacdo osteogénica. As células aderentes foram desprendidas com tripsina,
contadas e replaqueadas em placa de 6 pocos, com laminulas de 22 mm de
diametro, com meio de cultura DMEN enriquecido com 10% de SFB, 10®mol/mL de
dexametasona (Sigma, St Louis MO, USA), 5,0ug/mL de acido ascoérbico 2-fosfato
(Sigma, St Louis MO, USA) e 10,0mmol/L de B-glicerofosfato (Sigma, St Louis MO,
USA) e incubado a 37°C por quatro semanas. No 30° dia ap0s a colocacdo das
células no meio osteogénico as laminulas foram lavadas em PBS e coradas pelo

método de Von Kossa para observar a deposicéo de calcio.

Apés a quarta passagem, as células foram tripsinizadas, observadas em
microscopia Optica para a avaliacdo da viabilidade celular, submetidas a contagem
em camara de neubauer e aliquotadas na concentracdo de 9 x 10° células/0,5 mL de
PBS. Cada aliquota foi armazenada em seringa de 1,0 mL, acondicionada em caixa

de isopor sem gelo, aguardando o momento do transplante.



4.2 Procedimentos anestésicos, cirargicos e tratamentos

Trinta dias antes do procedimento cirdrgico, 25 animais foram pesados
individualmente, identificados com brincos de numeracdo na orelha esquerda e
distribuidos aleatoriamente em 2 grupos (Figura 3). Estes grupos foram
diferenciados quanto ao tratamento conforme a lista abaixo e observados

diariamente por 2 meses consecutivos:

e Grupo Controle (GC): formado por cinco (5) animais que receberam
aplicacdes de 0,2 ml solucéo fisiologica (NaCl 0,9%) a cada 24 horas
por via subcutanea (SC) durante 30 dias consecutivos.

e Grupo Dexametasona (GD): formado por vinte animais (20) que
receberam aplicacdes a cada 24 horas de dexametasona na dose de
0,1 mg/kg por via SC durante 30 dias consecutivos, conforme

metodologia proposta por Ténius et al (2007).

Apb6s o término de 30 dias da administracdo de dexametasona, antecedendo
ao ato cirargico, todos os animais foram submetidos a anestesia por meio de injecao
intramuscular (IM) de uma associacdo de cetamina 10% (20mg/kg), xilazina 2%
(4mg/kg), midazolan 0,5% (2,5mg/kg) e morfina 1% (1,0 mg/kg) (Figura 4). Apés a
perda do reflexo de endireitamento foi realizado tricotomia da regido dorsal (Figura
5A), seguida por anti-sepsia da area tricotomizada com solucdo de clorexidine

degermante e alcool 70%.

O plano anestésico foi monitorado de acordo com a auséncia de movimentos
e perda do reflexo de pingcamento da cauda e dos digitos, além da avaliacdo clinica
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dos pardmetros relacionados a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria

(FR) e temperatura retal (TR). Os animais receberam antibioticoterapia profilatica

com enrofloxacina 10% (10mg/kg) por via SC no trans-operatério.

Y AN

Figura 3 — Animal do grupo GC recebendo anestesia geral por via IM.

4.3 Plano cirargico

Apdbs a anti-sepsia, foi realizada a marcagéo da area da ferida cirdrgica com
tinta de carimbo atéxica (Figura 4B), e posteriormente, delimitou-se o campo
operatorio com gaze estéril (Figura 4C). Foi confeccionada uma ferida cirdrgica
circular de aproximadamente 1,5 cm de didmetro, com remog¢do da pele na regido
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dorsal (Figura 4D). As bordas da lesao foram suturadas a musculatura circunvizinha,
com fio monofilamentoso, ndo absorvivel (Nylon 3.0) em pontos simples separados,
visando minimizar o efeito de retracdo das bordas da lesédo. As feridas cutaneas de
todos os animais foram limpas diariamente, com gaze estéril umedecida em solugéo

fisiologica.

QB NE L/ ; _ ,
BESCPE PR o S sl ¥ _
Figura 4 — Animal tricotomizado (A); Area padronizada demarcada na pele com tinta
de carimbo (B); Area padronizada demarcada na pele com tinta de carimbo ja com

campo operatoério (C); Ferida cirdrgica sem fixacdo das bordas (D).
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4.4 Tratamento

ApOs o procedimento cirargico, os 20 animais do GD foram subdivididos
aleatoriamente em dois grupos com 10 animais cada, que foram diferenciados

guanto ao tratamento (Figura 3), com forme a lista abaixo:

e Grupo Dexametasona (GD): formado por quinze animais que
receberam uma Unica aplicacdo de 0,5 ml solugéo fisioldgica (NacCl
0,9%) por via IV, 48 horas ap0s a criacdo da ferida cirargica e
acompanhados por mais 30 dias.

e Grupo Dexametasona Células Tronco Mesenquimais (GDCTM):
formado por quinze animais que receberam o transplante de CTM, na
concentracdo de 9x10° células/ml (volume final de 0,5 ml), em
aplicacdo unica, por via IV, 48 horas apds a criacdo da ferida cirdrgica

(Figura 6).

Os Animais do GC receberam uma unica aplicacdo de 0,5 ml solucéo fisiologica
(NaCl 0,9%) por via IV, 48 horas apés a criacdo da ferida cirargica. O local de

aplicacao intravenosa, em todos os animais do estudo, foi a veia lateral da cauda.
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25 Animais

«

5 animais GC 02ml
NaCl0,9% SC, 30 dias

!

Receberam 0.5ml MaCl
0,9% IV, 48h apos cirurgia

|

N\

20 animais GD 0,1ml/kg dexametasona SC, 30

7\

10 animais GD receberam | [ 19 J—'tninaisﬁ GDCTM
05ml NaCl 0.9% IV 4gh | | receberam 9x10° céluas/ml
aDds cituraa : (volume final 0,5ml) IV, 48h
P 9 apds cirurgia

-4 animais foram avaliados TEC e ARL

-2 animais foram eutanasiados 3 dias apds
cirurgia

-1 anima foi eutanasiado 7 dias apds
cirurgia

- 2 animais foram ewtanasiados 15 dias apos
cirurgia

N/

-4 animais de cada grupo foram avaliados
TEC e ARL

-2 animais de cada grupo foram
eutanasiados 3. 7 e 15 dias apos cirurgia

Figura 5 — Organograma ilustrando os animais do experimento e CoOmo 0S mesmos
foram divididos nos grupos de tratamento recebido.

Figura 6 — Rato Wistar recebendo infusdo de CTM, pela veia lateral da cauda, 48

horas apds a criagcéo da ferida cirurgica.
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4.5 Avaliacao clinica

Em todos os animais foram acompanhados os parametros peso, ingestao
hidrica e alimentar e inspecédo das feridas uma vez ao dia até total cicatrizacdo da

lesdo cutanea.

Em quatro animais de cada grupo, escolhidos de forma aleatéria e mantidos
durante todo o periodo de observacao, as feridas foram fotografadas diariamente
para a avaliacdo das variaveis area da lesdo (ARL) e tempo de cicatrizacao (TEC),
conforme metodologia proposta por Argblo-Neto et al. (2012). Para isso, foram
padronizados a intensidade de luz e altura da maquina fotografica digital por meio de
um suporte em acrilico. As imagens foram transferidas a um computador e avaliadas

com programa especifico de analise fotografica, o Image Pro Plus®, para

mensuracao da area da ferida cirargica (Figura 7).
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Figura 7 — Imagem ilustrativa da mensuragdo da ARL nos dias 1, 5 e 10 apoés a
criacdo da ferida cirGrgica, através do programa Image Pro Plus®, no qual os tracos
em amarelo demonstram o contorno da &rea da ferida.

De cada individuo foram obtidas médias dos valores encontrados para as
variaveis area da lesdo e tempo de cicatrizacdo. A partir da média de cada variavel

para cada animal do grupo correspondente, foi obtida a média dos grupos.

4.6 Biopsia e procedimentos histologicos

Os demais 6 animais de cada grupo foram escolhidos de forma aleatoria e
submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica com isoflurano, nos dias 3, 7
e 15 apos a intervencgao cirdrgica (2 animais por dia). Em seguida, os ratos foram
contidos em mesa cirlrgica para a realizacdo de biopsia incisional onde coletou-se

toda a area da ferida com uma pequena margem de pele integra (Figura 8).
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Figura 8 — Animais eutanasiados aos 3 (A), 7 (B) e 15 (C) dias respectivamente,
apos a criacdo da ferida cirdrgica. Em destaque ,(retangulo) a area de tecido
coletada envolvendo a ferida cirargica e a pele intacta, que foi encaminhada a
histopatologia.

As amostras de pele foram fixadas em paraformaldeido tamponado a 10% por
24 horas e encaminhadas para exame histopatologico. As amostras de pele foram
fixadas em paraformaldeido tamponado a 10% por 24 horas e, em seguida,
desidratadas em solucbes de concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e
100%), diafanizadas em xilol, incluidas em parafina histolégica e seccionadas em
micrétomo rotativo, ajustado para 4um de espessura. Os cortes foram fixados em
[amina de vidro e corados com Tricrbmio de Mallury para identficacdo e

guantificacdo das fibras colagenas, (Ferrera et al., 2003) e hematoxilina e eosina.

Os cortes histopatolégicos corados pelo método de Tricrbmio de Mallury
foram observados em microscopio Optico conectado a um microcomputador
equipado com um software de captura de imagem. Para permitir a quantificacdo de
fibras colagenas (FIC) foram registradas trés imagens de trés diferentes campos de
cada parte dos cortes histoldgicos, utilizando-se objetiva de 10X. Depois de
capturadas, as imagens foram analisadas por meio de um programa de analise de

imagens, Cellprofiler® com o objetivo de avaliar a proporcdo de fibras colagenas
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presentes na area pré-determinada. O programa foi calibrado para o estudo,
padronizando a coloragdo das fibras coladgenas a serem quantificadas na area de

1mm? e, a partir destas, calculada as médias dos grupos.

4.7 Avaliacao estatistica

A tabulacdo dos dados e avaliagdo estatistica foi realizada com o auxilio de

planilhas eletronicas de Excel®.

Os valores mensurados para ARL e TEC, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% para comparacdo da diferenca minima

significativa das médias de cada tratamento.

5 - RESULTADOS

5.1- Cultura celular

A medula Ossea foi capaz de propiciar uma cultura heterogénea,

composta por células arredondadas, ndo aderentes e micelas lipidicas no
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sobrenadante da cultura nas primeiras 24 horas. A partir do oitavo dia, a populacao
celular apresentava-se mais homogénea, com predominancia das células aderentes

de morfologia fibroblastéide, organizada em col6nias.

A citometria de fluxo foi realizada com uma amostra de cultura de quarta
passagem de células e GFP demonstrou que cerca de 43% das células
homogéneas revelaram expressdo negativa para 96,53% de CD34 e 93,89% de
CD45 e expresséao positiva para 99,0% de CD90 e 93,89% de CD90 e 95,8% de
CD54 (Figura 9). O conjunto de marcadores utilizados permitiu inferir que a
populagéo isolada e cultivada era homogénea com marcadores positivos para CTM

e, claramente distinta da linhagem hematopoiética.
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Figura 9 - Avaliacdo da frequéncia de CD 34, CD 45, CD 90 e CD 54 por citometria
de fluxo em células tronco mesenquimais (CTM) oriundas da medula 6ssea de ratos
Wistar. A intensidade de fluorescéncia de cada marcador de superficie nas CTM
indiferenciadas (graficos brancos ou abertos) esta comparada com o0s isotipos
controle (grafico preto). O eixo X representa a escala de fluorescéncia, sendo
positivo quando as células ultrapassam 10 de células avaliadas durante o evento. A)
Grafico de pontos demonstrando a populacédo celular selecionada para o estudo
(R1), que representou 43% de homogeneidade. As amostras da cultura revelaram
expressao negativa para 96,53% de CD34 (B) e 93,89% de CD45 (C) e expresséo
positiva para 99,0% de CD90 (D) e 95,8% de CD 54 (E).
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5.2 — Alteragdes clinicas

Os animais do experimento que receberam aplicagbes SC de
dexamentasona, apresentaram reducdo do peso corporal com 7 dias de aplicacéo
do corticoide. Com 14 dias de aplicacdo do corticoide 8 animais apresentaram
secrecdo ocular de coloragcdo vermelho-amarronzada e regibes de hipotricose
(Figura 10). No momento da cirurgia, apenas a hipotricose persistia. A partir de 7

dias apos a cirurgia observou-se discreto ganho de peso em todos 0s animais.

[I. ‘ 3
Figura 10 - Animais apresentando secrecdo ocular escura (A e B); Areas de
hipotricose (C e D).
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5.3 — Avaliagcdo macroscopica

Em todos os animais as feridas apresentaram-se ressecadas, eritemato

crostosas e ndo exsudativas, que regrediram lentamente até a perda da crosta

superficial e epitelizagdo (Figura 11).

'42
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Flgura 11 Fotos dos animais dos grupos GC, GD e GDCTM nos dias 1,5, 10e 15
apos a criacao da ferida cirurgica.

As imagens capturadas de 4 animais de cada grupo do experimento foram
avaliadas para ARL pelo programa Image Pro Plus®, posteriormente foi realizada a

média de cada grupo (Tabela 1) para realizacdo da analise de variancia e teste de
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Tukey a 5% (Figura 12), onde constatou-se que nao houve diferenca de significancia

nos tratamentos.

Tabela 1 — Apresenta a média em centimetros da area da lesdo (ARL) dos animais
dos grupos do experimento nos dias 1, 3, 5, 10, 12 e 15 ap0ds a criacao da ferida.

GRUPO DIAO DIA1 DIA 3 DIA 5 DIA 10 DIA 12 DIA 15
GC 3,337 2,229*% 1,780* 1,543* 0,542% 0,093* 0,000°
GD 3,215% 2,804% 2,748%  2,439%* 0,967% 0,652% 0,368°

GDCTM 3,738% 2,541% 2,288% 2,035% 0,589% 0,113* 0,000°

Pares de médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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DIAO DIA1 DIA3 DIA5 DIA10 DIA12 DIA1S

Figura 12 — Demonstracdo gréfica dos valores das médias das repeticbes para ARL
dos grupos do experimento; GC em azul, GD em vermelho e GDCTM em verde. O
eixo Y do grafico representa o valor de ARL em cm, enquanto o eixo X representa as
repeticdes DIA 0; DIA 1; DIA 3; DIA 5; DIA 10; DIA 12 e DIA 15.

O tempo de cicatrizacdo (TEC) foi observado diariamente em quatro animais
de cada grupo do experimento. Conforme pode ser observado na tabela 6, as feridas

cirargicas dos animais do GC fecharam em até 15 dias apds a realizacdo da leséo.
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Os animais do GD tiveram suas feridas cirurgicas fechadas em até 22 dias, ja as
feridas cirargicas dos animais do GDCTM foram fechadas em até 14 dias.

Com base nos resultados do TEC dos grupos, realizou-se andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey a 5%, onde observou-se que houve diferenca de

significancia entre os tratamentos (Tabela 6).

Tabela 2 - Médias dos valores encontrados para a variavel TEC em ratos wistar
submetidos aos tratamentos com imunossupressdo com dexametasona (GD), com
solucéo fisioldgica (GC), e Imunossupressdo por dexametasona com transplante de
células tronco mesenquimais (GDCTM)

TRATAMENTO MEDIAS (dias)
GD 21,252
GC 14,75°
GDCTM 13,5°

Pares de médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia; Pares de médias seguidas de letras
iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 13 — Demonstracdo gréfica ilustrando o TEC dos grupos: GC em azul; GD
em vermelho e GDCTM em verde. No eixo Y representa o valor de TEC em dias,

enquanto o eixo X representa os animais (1, 2, 3 e 4) avaliados para TEC.

5.4 — Avaliacédo histopatoldgica

5.4.1 Material coletado dos animais eutanasiados 3 dias apdés a realizacao da ferida

cirdrgica do GC:

Na leséo foi observada a presenca de ferida extensa, compacta, recoberta por
material fibrinoso e neutrofilos, em processo degenerativo ou em hipersegmentacéo.
O tecido conjuntivo abaixo mostrou-se edematoso, com formacdo de uma delicada
trama fibrinosa e, exibiu também proliferacdo de fibroblastos imaturos, sendo
ocasionalmente vistas figuras de mitose. Houve discreta hipertrofia de células
endoteliais vasculares, os quais estiveram moderadamente dilatados em planos

profundos (Figura 14).

A zona de proliferacdo endotelial foi discreta a partir de vasos congestos

remanescentes.

Quanto ao colageno, \visualizou-se rarissimas fibras colagenas
remanescentes, com presenca de fibras colagenas inconspicuas (nédo facilmente

perceptiveis) (Figura 14).

Borda da ferida e tecidos adjacentes: verificou-se processo de hiperplasia

evidente do epitélio marginal, com nitida acantose (hipertrofia ou espessamento do
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estrato germinativo da epiderme). Na derme pode-se verificar vasodilatacéo discreta,
porém com evidente processo de congestdo e dilata¢cdo vascular em planos. Houve
intensa reatividade, com proliferacdo de fibroblastos localizados na periferia do
tecido muscular, acompanhada por discreto processo inflamatério supurativo.

Células imaturas foram notadas em quantidade moderada.

Além da margem da ferida evidenciou-se também congestdo, dilatacao

vascular e infiltrado inflamatério mononuclear difuso moderado.

Quanto ao colageno, houve deposicdo colagena perimisial discreta.

Figura 14 — Neovascularizacdo indicada com setas vermelhas (A); Demarcacéo da
deposicao do colageno, corado em verde pelo Tricromio de Maully, de forma mais
discreta, na area circulada, e neovasculariza¢éo indicada pela seta preta (B)

5.4.2 - Material coletado de animal eutanasiado 3 dias ap0s a realizagéo da ferida

cirdrgica do GD:

Na leséo observou-se presencga de crosta pio-serosa e fibrinosa mais frouxa
em relagdo ao GC, com a mesma qualidade celular. O tecido conjuntivo abaixo
apresentou edema difuso, com delicada trama fibrinosa, porém com vasos mais
evidentes e com vasos neoformados (Figura 15A). Houve proliferacdo intersticial

mais evidente ao GC. Marginacao de polimorfonucleares foi evidente.
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Borda da Ferida e tecido adjacentes: verificou-se processo de menor
hiperplasia do epitélio marginal (Figura 15B). Na derme pode-se verificar vaso
dilatacdo evidente, congestdo e dilatacdo vascular em planos além do musculo
cutaneo. Houve intensa reatividade, com proliferacdo de fibroblastos perimisiais,
acompanhada por processo proliferativo de células mesenquimais pouco

diferenciadas.

Colageno: visualizou-se rarissimas fibras coldgenas remanescentes, com
presenca de fibras coldgenas inconspicuas. Deposicao colagena perimisial mais

evidente (Figura 15C).
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Figura 15 — Neovascularizacdo indicada com a seta vermelha(A); Borda da Ferida
marcada com as setas pretas (B); deposicdo de colageno, corado em verde,
demarcado pelas areas circulares e neovascularizacéo indicada com a seta lilas (C).

5.4.3 - Material coletado de animal eutanasiado 3 dias ap0s a realizacdo da ferida

cirdrgica do GDCTM:

Lesdo: Presenca de crosta semelhante ao GD. A trama vascular mostrou
aspecto mais ramificado, com formag¢do de inumeros brotos vasculares, zona
proliferativa nitida com discreta formacao de capilares, além de evidente hiperplasia
do endotélio vascular (Figura 16A). O tecido conjuntivo em plano profundo,
apresentou-se com maior celularidade, em relacdo aos grupos anteriores, por

células mesenquimais imaturas, porém com aspecto fibroblastico.



Colageno: evidenciacdo de fibras coladgenas (em discreta quantidade) maior

gue os grupos anteriores (Figura 16B).

Borda da ferida e tecido adjacentes: verificou-se processo de menor
hiperplasia do epitélio marginal em relacdo ao GC, porém maior em relacdo ao GD,
com discreta acantose. Na derme pode-se verificar vaso dilatacdo evidente,
congestao e dilatacao vascular em planos além do musculo cutaneo. Houve discreta
reatividade, com proliferacdo de fibroblastos perimisiais. Além da margem da ferida
evidenciou-se também congestdo, dilatacdo vascular e infiltrado inflamatério

mononuclear difuso moderado em menor intensidade que o GD.

Figura 16 — Vasodilatacdo indicadas pelas setas pretas (A); Evidenciacdo e maior
namero de fibras colagenas recém formadas destacada na area circular (B).
Estruturas esverdeadas representam as fibras colagenas em maior quantidade que
nos GC e GD.

5.4.4 - Material coletado de animal eutanasiado 7 dias apos a realizagéo da ferida

cirdrgica do GD:

Preenchimento do leito da ferida por tecido de granulacéo evidente. Edema
difuso moderado. Epitelizagdo desenvolvendo de forma adequada, sendo
presenciada ainda fibras colagenas delgadas, separadas por células mesenquimais

alongadas em grande quantidade.
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5.4.5 - Material coletado de animal eutanasiado 7 dias ap0s a realizacdo da ferida

cirurgica do GDCTM:

Em relagcdo ao GD 7 dias, apresenta fibras colagenas com aspecto mais
espesso, de forma mais compacta (Figura 17A). Neste grupo (GDCTM), o aspecto
do tecido de granulacdo € mais maduro (com menor espessura) (Figura 17B).
Processo de epitelizacdo mais acentuado, ou seja, cobre mais o leito lesionado. Ha
presenca de células alongadas multinucleadas, junto a extremidade remanescente

da musculatura esquelética, o que ndo ocorreu no GD 7 dias.

Figura 17 — Fibras colagenas menos evidentes e/ou menos definidas destacadas na
area retangular em animal eutanasiado 7 dias apo6s lesdo do GD (A); Fibras
colagenas mais espessas, logo bem mais evidentes, destacadas na area circular,
em animal eutanasiado 7 dias apés lesdo do GDCTM.

5.4.6 - Material coletado de animal eutanasiado 15 dias apos a realizagéo da ferida

cirdrgica do GC:

Epitelizado com tecido cicatricial em formacéo, apresentando fibras colagenas

delicadas. Ha reatividade de células musculares esqueléticas.
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5.4.7 - Material coletado de animal eutanasiado 15 dias ap0s a realizacao da ferida

cirurgica do GD:

Epitelizacdo em avanco, sem recobrir a ferida. Nota-se grande numero de
células alongadas por entre as fibras coldgenas, as quais apresentam padrdo mais
delicado em relacdo do GC. Presenca de discreto infiltrado inflamatério linfocitario

associado ao epitélio formado.

5.4.8 - Material coletado de animal eutanasiado 15 dias ap0s a realizacdo da ferida

cirirgica do GDCTM:

Epitelizado, com tecido cicatricial apresentando fibras colagenas mais
espessas e contendo menor quantidade de células alongadas em relacéo ao GC e
GD. Nucleos de células musculares esqueléticas muito reativas e em processo de
multinucleacéo. Ja se evidencia formacao de papilas dérmicas, evidente hiperplasia
com hipertrofia dos anexos cutaneos adjacentes, comparado ao GD. Presenca de

moderado infiltrado inflamatorio linfocitario associado ao epitélio formado.

5.4.9 - Cellprofiler®

As imagens foram analisadas pelo programa Cellprofiler®, onde as fibras
colagenas foram coradas em verde, jA as em vermelho e amarelo, ndo foram
identificadas como fibras, logo estas foram excluidas (Figura 18). Os valores médios
de fibras coldgenas quantificadas aos 15 dias de observacéo foram 14,3 fibras no
GC, 7,3 fibras no GD e 12,7 fibras no GDCTM aos 15 dias de observacdo, numa

area de 5mm?>.
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Figura 18 — Imagem histopatologica original contendo fibras colagenas (A) de
animal do GDCTM aos 15 dias; Imagem histopatolégica em preto e branco (B);
Imagem corada em verde e vermelho, onde a coloracdo verde demarca as fibras
colagenas (C).
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Figura 19 — Demonstragdo gréfica da quantidade de fibras colagenas presentes no
GC nos dias 3 e 15 ap6s leséo.
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Figura 20 — Demonstracao grafica da quantidade de fibras colagenas presentes no

GD nos dias 3, 7 e 15 apos lesao.
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Figura 21 — Demonstracéo grafica da quantidade de fibras coldgenas presentes no
GDCTM nos dias 3, 7 e 15 ap0s leséo.
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6 — DISCUSSAO

A cicatrizacdo é um processo complexo, que comecou a ser entendido em
maior amplitude nos ultimos anos. Contudo ainda ha necessidade de se continuar
estudando seus mecanismos, visto que grande parte dele ainda é desconhecida

(CAMPOS et al., 2007; GIANOTTI, 2011; GARCEZ, 2012).

O futuro € promissor em medidas preventivas e curativas mais eficientes e
gue possam estar a disposi¢cao dos cirurgides, diminuindo assim a possibilidade de
complicacdes no manuseio dos doentes que necessitam agressao cirurgica para a
cura dos seus males (CAMPOS et al., 2007). Pacientes que fazem uso cronico de
corticoides, quando submetidos a procedimento cirdrgico, apresentam pele com
comportamento distinto dos demais doentes e respondem ao processo regenerativo
de forma diferente (TENIUS et al., 2007). O que pode ser visualizado nos animais do
grupo GD deste presente estudo, visto que os mesmos demoraram em media 8 dias
a mais para obter cicatrizacdo total quando comparado com os outros grupos (GC e

GDCTM).

A imunossupressdo experimental deve ser realizada apenas mediante
avaliacdo constante do paciente, visto que pacientes muito deprimidos podem
apresentar complicacdes como aplasia medular, infec¢cdes e determinados tipos de
neoplasias (TEIXEIRA & REZENDE, 2004). No presente estudo as alteracdes
clinicas observadas foram a presenca de secrecdo ocular escura e areas de

hipotricose nos animais apos 14 dias de aplicacdo de dexametasona.
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Os corticoides séo bastante utilizados na pratica médica, especialmente pelo
seu excelente efeito antiinflamatorio. No entanto, alguns efeitos adversos na
cicatrizacdo de feridas tais como, reducéo da formacgéo de tecido colageno e tardio
aparecimento de fibrose, tém sido relatados (AGUILAR-NASCIMENTO et al., 2000;
TENIUS et al.,, 2007). Ndo é a quantidade do colageno, mas sua organizacao
espacial, que proporciona resisténcia a ferida (TENIUS et al., 2007). No grupo GC
foi observado presenca de fibras coldgenas inconspicuas, ou seja, pouco
perceptiveis nos animais eutanasiados no terceiro dia apdés a criacdo da ferida

cirurgica.

A reducéo da reacéo inflamatoria é efeito ja descrito na literatura, tanto que os
corticoides sao também conhecidos como antiinflamatorios hormonais (AGUILAR-

NASCIMENTO et al., 2000; TENIUS et al., 2007).

Tenius et al (2007) relataram que a medida das células inflamatorias esteve
diminuida no grupo que recebeu dexametasona em todos 0s momentos da
avaliacdo e significativamente no terceiro e sétimo dias, caracterizando a acéao da
dexametasona na fase inflamatoria da cicatrizacdo. Neste estudo foi observado

reducéo de infiltrado inflamatério nos grupos que receberam dexametasona.

A partir de 1999, os estudos com células tronco tomaram conhecimento
publico pelo seu potencial terapéutico. Muito se alardou sobre o uso de células
tronco em diversas doencgas. Houve enfoque em células tronco embrionarias, uma
vez que possuem capacidade de pluripoténcia. Mas, com os estudos sobre a
plasticidade e auséncia de respostas imunoldgicas as CTM se tornaram atrativas

para fins terapéuticos (SEMEDO et al., 2009; OLIVEIRA, 2010).

As CTM encontram-se atualmente como a nova promessa na terapia contra

diversos tipos de doenca, sejam elas congénitas e/ou hereditarias ou adquiridas, em
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animais e seres humanos. Os resultados obtidos de pesquisas realizadas, utilizando
as fracbes totais de CTM da medula Gssea e tecido adiposo, demonstraram a
possibilidade de utilizacdo de células de diferentes tecidos, uma vez que essas
células sao passiveis de adaptacdo ao cultivo, expansdo e armazenagem

(OLIVEIRA, 2010; GARCEZ, 2012; PINTO FILHO et al., 2013).

O protocolo de aplicacdo das CTM neste experimento foi baseado em
trabalhos semelhantes que avaliaram o potencial terapéutico desse grupo celular em
lesGes cutaneas (OLIVEIRA, 2010; ARGOLO-NETO et al, 2012; GARCEZ, 2012).
Estudo recente descreve a utilizacdo alégena e autégena das CTM para a reparagao
de diversos tecidos (MONTEIRO et al., 2010), no entanto, a capacidade destas
células em restaurar o tecido cutaneo ainda néo é bem esclarecida (MEIRELLES et

al, 2008).

Mesmo né&o realizando o transplante de células tronco in situ, diretamente
sobre o tecido cutaneo, e optando pela aplicacédo intravenosa, pela veia da cauda do
rato, observamos no GDCTM que houve presenca em maior quantidade de fibras
colagenas, e estas aos 15 dias encontram-se mais espessas que nos outros grupos

experimentais (MONTEIRO et al., 2010).

Neste trabalho pretendeu-se a avaliacdo da variaveis dependentes ARL e
TEC, por serem dados importantes sobre o processo de evolucdo de uma leséo. Foi
clinicamente relevante a aparéncia da cicatriz obtida com o tratamento com as CTM,
onde pode-se perceber uma maior qualidade cosmética nos grupos os quais foram
utilizadas. Estes achados foram também descritos por autores que relatam que as
CTM além de acelerar o processo cicatricial podem produzir uma cicatriz de melhor

gualidade estética e funcional (GARCEZ, 2012).
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A cicatrizacdo das feridas foi considerada quando do encontro das margens,
resultando na inibicdo da contracdo pelo contato. Os animais do GC obtiveram
cicatrizacdo completa com média de 14,75 dias, jA os individuos do GD,
apresentaram cicatrizagdo total em média de 21,25 dias, e os animais do GDCTM
tiveram o processo de cicatrizacao finalizado em média de 13,5 dias. Tendo em vista
a constatacao clinica de uma possivel melhora no processo cicatricial das feridas
nos animais que receberam CTM, acredita-se que os beneficios referentes a
gualidade da cicatrizacdo provenientes da utilizagdo das CTM possam ser melhor
evidenciadas em avaliacbes superiores aos 15 dias, onde a producdo de uma
cicatriz de melhor qualidade cosmética poderia ser analisada pela organizacdo da

deposicao de colageno (GIANOTTI, 2011; GARCEZ, 2012).

E sabido que as CTM indiferenciadas, fibroblastos e macréfagos iniciam a
formacéo do tecido e que a proliferacdo, diferenciacdo, modulacdo e coordenacao
destas células ocorrem pela interacdo de varios fatores de crescimento,
coordenando a mitose celular e a sintese proteica (DEL CARLO et al., 2008;
MONTEIRO et al., 2010). A terapia celular com CTM foi efetiva em nosso estudo,
acelerando o processo cicatricial e incrementado a formacéo de fibras colagenas. Os
mecanismos envolvidos nesse processo nao foram elucidados durante o estudo,
assim sendo, maiores investigacdes mostram-se necessarias a fim de confirmar

essa hipotese.
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7- CONCLUSAO

Sobre as condi¢des que foram realizadas este experimento constata-se:

- que a dose de 0,1mg/kg SID SC de dexametasona, durante 30 dias, foi capaz de
inibir a formacdo do coldgeno presente no processo de cicatrizacdo epitelial dos

animais do GD comparando-se ao GC;

- As CTM contribuiram com a cicatrizacdo cuténea, reduzindo o tempo de
cicatrizacdo tanto quanto nos animais saudaveis, denotando minima interferéncia da

dexametasona;

- que o transplante de CTM derivadas de MO contribui de maneira positiva na
variavel TEC para a cicatrizacéo de feridas cutdneas em animais imunossuprimidos

com dexametasona,;

- a escolha pela infusdo por via intravenosa foi efetiva para acédo das células no local

da lesao.
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