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RESUMO

INTRODUCAO: A funcgéo primaria da pele é servir como barreira protetora contra os
agentes externos. A interrupg&o na sua continuidade como resultado de uma les&o ou
doenga pode elevar a morbimortalidade quando grandes areas sdo afetadas. A
reparagao das feridas cutaneas deve permitir o retorno de sua integridade, prevenir a
cronificagao e diminuir as complicagdes. Encontrar novos métodos terapéuticos para
acelerar e garantir uma cicatriz funcional e esteticamente aceitavel € um dos grandes
desafios das pesquisas na engenharia tecidual. As células-tronco (CT) e membrana
amnidtica (MA) sado reconhecidas pelos impactos benéficos no reparo de lesdes
cutaneas. OBJETIVO: Analisar o efeito da terapia com CT mononucleares da medula
O0ssea associadas ou ndao a MA no reparo de feridas cutdneas em modelos
experimentais de ratos. METODOS: Quarenta ratos Wistar foram randomizados em
quatro grupos e submetidos a lesdes de espessura total no dorso. O grupo 1 (G1) -
controle, ndo recebeu CT ou MA; no grupo 2 (G2) — foram injetadas CT nas lesdes;
no grupo 3 (G3) — as feridas foram cobertas por MA; e no grupo 4 (G4) - foram
injetadas CT e cobertas por MA. A taxa de contragdo (Tc) da ferida foi avaliada
semanalmente. No 28° dia, os animais foram eutanasiados e o0s materiais
encaminhados para estudos histoquimico e imuno-histoquimico, que quantificaram as
fibras colagenas e elasticas, e analisaram as expressdes de metaloproteinase 8
(MMP-8), fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e alfa actina de musculo
liso (c—AML). RESULTADOS: No sétimo dia pds-operatério observou-se que a taxa
de contracao (Tc1-7) foi maior no G3 e G4. Porém, no 28° dia, a taxa de contragao
(Tc1-28) foi maior no G1. A coloragao de Picrosirius red, mostrou que o colageno tipo
1 (maduro) foi predominante em todos os grupos. Entretanto, o grupo 4, que recebeu
CT + MA, obteve maior média de colageno tipo 1 (maduro) quando comparado ao
grupo controle (p 0,033). A analise das fibras elasticas mostrou predominio das
mesmas nos grupos tratados com CT e/ou MA. Os G2 e G4 apresentaram as menores
expressoes de TGF- e MMP-8, porém sem significancia estatistica. A analise de a-
AML foi expressivamente menor no G4. CONCLUSAO: A aplicacdo das CT e MA
acelerou a fase inicial da cicatrizagao e favoreceu o inicio precoce da formagao das
fibras colagenas e elasticas. A terapia CT e MA nas lesGes cutaneas nao aumentou a
taxa de contragcdo das lesdes cutaneas de espessura total nos estagios mais
avancados de cicatrizagao, porém pode auxiliar no reparo por meio da remodelagao
do colageno (MMP-8) e acéo antifibrética (TGF- e a—AML).

Palavras-chaves: Cicatrizacado de feridas. Células-tronco mononucleares. Membrana
amniadtica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The primary function of the skin is to serve as a protective barrier
against external agents. A wound is defined as the loss of continuity of the cutaneous
integument as a result of an injury or illness can increase morbidity and mortality when
large areas are affected. The repair of skin wounds must guarantee the return of its
integrity, prevent chronicity and reduce complications. Finding new therapeutic
methods to accelerate and guarantee a functional and aesthetically acceptable scar is
one of the great challenges of research in tissue engineering. Stem cells (SC) and
amniotic membrane (AM) are recognized for their beneficial impacts on the repair of
skin lesions. OBJECTIVE: To evaluate the effect of therapy with bone marrow
mononuclear SC associated or not with AM on the healing process of cutaneous
wounds in experimental models of rats. METHODS: Forty Wistar rats were randomized
into four groups: group 1 (G1) - control, performed a full thickness lesion on the back,
did not receive SC or AM; group 2 (G2) - injected SC; group 3 (G3) - covered by AM;
group 4 (G4) - injected SC and covered by AM. The contraction rate (Tc) of the wound
was evaluated weekly, and on the 28th day the animals were euthanized and the
materials sent to histochemical and immunohistochemical studies that analyzed
collagen and elastic fibers, metalloproteinase 8 (MMP-8), transforming growth factor
beta (TGF-B) and smooth muscle alpha actin (ac—SMA). RESULTS: On the seventh
postoperative day, we observed that the contraction rate (Tc1-7) was higher in G3 and
G4. However, on the 28th day, the contraction rate (Tc1-28) was higher in G1.
Picrosirius red staining showed that type 1 (mature) collagen was predominant in all
groups. However, group 4, which received SC + AM, obtained a higher mean of type
1 collagen (mature) when compared to the control group (p 0.033). The analysis of
elastic fibers showed a predominance of them in the groups treated with SC and / or
AM. The G2 and G4 showed the lowest expressions of TGF-8 and MMP-8, but without
statistical significance. The analysis of a-SMA was significantly lower in G4.
CONCLUSION: The application of SC and AM accelerated the initial healing phase
and favored the early onset of the formation of collagen and elastic fibers. SC and AM
therapy in skin lesions not increased the rate of contraction of full-thickness skin lesions
in the more advanced stages of healing, however can help to repair through collagen
remodeling (MMP-8) and antifibrotic action (TGF-B and a—SMA).

Keywords: Wound Healing. Mononuclear stem cells. Amniotic membrane.
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1. INTRODUCAO

A pele é a principal barreira de protegdo do organismo e tem como fungdes
basicas impedir a perda excessiva de liquidos, proteger dos agentes externos, manter
a temperatura corporea, sintetizar vitamina D com a exposigao aos raios solares, agir
como 6rgdo dos sentidos e participar da termorregulagdo corpérea.'?

No Brasil, as feridas constituem um grave problema de saude publica, devido
ao grande numero de doentes com altera¢des na integridade da pele, embora sejam
escassos 0s registros desses atendimentos.® Nesse contexto, a reparagdo de tecidos
€ um dos principais desafios da medicina regenerativa atual. Sendo assim, os
objetivos primarios do tratamento de feridas s&do o rapido fechamento e a formagéao de
uma cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria.* O custo com o tratamento das
feridas também é um importante fator a ser considerado. A venda de insumos para o
manejo em todo mundo atingiu a marca de 13 bilhdes de ddélares em 2013.°

LesOes localizadas em areas de articulagao, extensas e/ou profundas, como
por exemplo, as queimaduras de terceiro grau, provocam importantes agravos a
estrutura da pele e correspondem a uma das principais causas de morte por acidentes
em criangas e idosos, sendo relevantes causas de morbimortalidade em todo o
mundo.® A mortalidade esta relacionada, principalmente, ao desenvolvimento de
infeccdes, que podem evoluir para sepse e outras consequéncias sistémicas, como
complicagdes renais, adrenais, cardiovasculares, pulmonares, musculoesqueléticas,
hematoldgicas e gastrointestinais.’

Além disso, é relevante destacar que a cascata de eventos que segue uma
ferida na pele é muito similar aos desencadeados apos um infarto do miocardio ou
uma lesdo na medula espinhal. A formagao de cicatrizes ocorre de maneira similar,
independente do tecido atingido.® Pela sua acessibilidade, a pele consiste em um dos
melhores modelos para o estudo dos mecanismos de reparo aos danos teciduais.
Assim, o estudo da cicatrizacdo e regeneracdo da pele tem contribuido para o
desenvolvimento de novas estratégias em medicina regenerativa para diversos
tecidos, como o intestino, o pulméo e o figado.®

Algumas complicagdes podem ocorrer no reparo da pele, como em casos nos
quais a cicatrizacdo € inviabilizada pela pouca elasticidade da pele, escassez de
tecidos locais, infeccdo, associacdo de lesdes ortopédicas com perda cutanea; e
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demandam um tempo cicatricial prolongado, requerem internagdes frequentes, com
preparo para posteriores enxertias de pele ou confecgdes de retalhos, gerando um
impacto negativo sobre o equilibrio psiquico, social e econémico dos pacientes. Esses
tratamentos, frequentemente, evoluem para uma cicatriz inestética e pouco
funcional.’® O tratamento de pacientes queimados também é bastante problematico,
acompanhado de resultados insatisfatorios e até mesmo ébitos causados pela perda
de fluidos, pela ocorréncia de sepse ou insuficiéncia respiratoria.

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas buscando novas estratégias
terapéuticas para lesdes extensas de pele,"’'®* com o objetivo de melhorar a qualidade
da cicatrizagao e diminuir o tempo de tratamento, fatores que interferem, ndo apenas
na qualidade de vida dos pacientes, mas também nos custos orgcamentarios.

O uso de células-tronco (CT), em feridas agudas ou crénicas, resulta em uma
aceleragao no processo cicatricial, decorrente do impacto benéfico que elas trazem
para todas as fases da cicatrizacdo.'* Dessa forma, observa-se um aumento na
migracgéo epitelial, na angiogénese e na taxa de cicatrizagdo, além da formacgao de
uma cicatriz menos evidente.'%16

A membrana amnidética (MA) atua na promogao da reepitelizagdo, com agdes
anti-inflamatoria, antifibrotica e antiangiogénica, tornando-se clinicamente util nas
diversas areas da saude. As propriedades fisicas, particularmente a sua fina
espessura, suavidade e transparéncia, também favorecem a sua utilizagdo.'”-'°

Assim, estudos recentes em engenharia de tecidos vém buscando a
associacado de diferentes tipos celulares a biomateriais acelerando o processo de
reparo através da diminuicdo do tempo necessario para que as células do paciente
ocupem a matriz implantada.?>?! Neste contexto, tem-se demonstrado que o uso de
matrizes, como a MA, associadas com CT acelera e melhora a qualidade da reparagao

tecidual 2224
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2. JUSTIFICATIVA

As células-tronco e membrana amnidtica s&o reconhecidas pelos potenciais
terapéuticos na cicatrizacao de lesdes cutaneas. A associagao das CT e MA poderia

beneficiar o processo de reparo da pele lesionada?
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da terapia com células-tronco mononucleares da medula 6ssea
isoladas ou associadas a membrana amniética descelularizada no processo de reparo

de feridas cutaneas em modelos experimentais de ratos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a taxa de contracéo da lesdo semanalmente por 28 dias
- Quantificar as fibras colagenas do tipo 1 e 3

- Quantificar as fibras elasticas

- Analisar o remodelamento do colageno

- Quantificar a expressao do fator de diferenciagao de fibroblastos
- Quantificar os miofibroblastos e vasos sanguineos
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 REPARACAO TISSULAR

4.1.1 Pele

A pele é constituida pela epiderme e derme. A epiderme € composta por
queratinécitos que formam um epitélio estratificado pavimentoso, além de
melandcitos, células de Langerhans e de Merkel e € delimitada pela lamina basal, que
a une a derme. A derme consiste em uma camada de tecido conjuntivo, formada
principalmente por fibroblastos e uma matriz extracelular rica em colageno.?®

Na regido da derme, encontram-se vasos sanguineos e linfaticos, glandulas
sebaceas e sudoriparas e terminag¢des nervosas, além de foliculos pilosos originados
a partir de invaginagbes da epiderme. Desse modo, a derme atribui integridade
estrutural, elasticidade e nutricdo para a pele.?® Logo abaixo da pele, situa-se o
subcutaneo, a hipoderme, composta por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo.?’

Durante o desenvolvimento, o folheto germinativo ectodérmico origina a
epiderme, enquanto o folheto mesodérmico da origem a derme e o subcutédneo. Ha
excegdes em algumas regides da cabecga e pescogo, onde as células da crista neural

dao origem a derme e ao subcutaneo.?’

4.1.2 Lesao Cutanea

Uma ferida é definida como a perda de continuidade da pele, acompanhada ou
ndo da perda de tecido subjacente, seja ele muscular, 6sseo ou nervoso.?

A lesao tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou mesmo
atingir todo o 6rgédo, chegando ao tecido celular subcutaneo. A ferida de espessura
parcial (derme incompleta) ocorre apds procedimentos dermatolégicos como a
dermoabrasdo, o resurfacing por laser ou peelings quimicos; pode também ser
causada por traumas como escoriacdes e queimaduras superficiais. A reparagao
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ocorre pela reepitelizagdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente
ndo acometida, que resulta em uma cicatriz praticamente imperceptivel.?°

Ja nas feridas de espessura total (derme completa ou estendida ao tecido
celular subcutaneo) ocorre a formagao do tecido de granulagéo e a epitelizagao, base
da reparagao nas feridas de espessura parcial, acontece apenas nas margens da
ferida. Nesse caso, a cicatriz € notdria e, muitas vezes, pronunciada.?® Por isso, na
ocorréncia de uma ferida, imediatamente, é ativada uma cascata de eventos celulares
e moleculares para garantir a integridade do tecido e a homeostase.*°

Existem trés formas pelas quais uma ferida pode cicatrizar, que dependem da
extensao e profundidade da leséo tecidual e da presenga ou néo de infecgao: primeira,
segunda e terceira intengao (fechamento primario retardado).

Na primeira inteng¢ao a cicatrizagdo ocorre quando as bordas sao suturadas ou
aproximadas, havendo perda minima de tecido e rapida reposta inflamatoria. Ja na
cicatrizagdo por segunda intengcdo ha perda excessiva de tecido com a presenga ou
nao de infeccdo. A aproximagao primaria das bordas néo é possivel. As feridas séo
deixadas abertas e se fechardo por meio de contragao e epitelizagdo. No fechamento
por terceira intencéo realiza-se em um segundo tempo a aproximagao das margens
da ferida (pele e subcutaneo), pois o fechamento primario imediato ndo é possivel.
Isto ocorre, principalmente, quando ha presencga de infecgao na ferida que deve ser
tratada, inicialmente, com desbridamento, curativos, antibioticoterapia e, apdés o
controle, ser suturada.3'-33

Com o rompimento tecidual, inicia-se 0 processo de reparagao que pode ser
caracterizado por duas categorias distintas: cicatrizacdo e regeneracdo do 6rgéo
acometido.?*3® Quando um tecido lesionado € substituido por outro, estrutural e
funcionalmente similar, temos a regeneragao, enquanto que, quando esta substituigao
€ realizada por um tecido cicatricial ndo funcional, devemos classificar como
cicatrizagdo.*®

O processo de regeneragao envolve uma completa restauragao e substituicao
dos tecidos danificados, dando origem a um novo tecido com estrutura e fungdes
normais, incluindo condrogénese.®® A regeneragdo da pele, em humanos, é bastante
descrita em estagio fetal.3"-38 A capacidade regenerativa fetal € pouco compreendida,
entretanto, sugere-se que a auséncia da inflamagdo no ambiente intra-uterino seja
importante para esse desfecho.®® Em adultos essa capacidade é limitada,
possivelmente, pela rapida deposicdo de tecido fibrético no sitio de injuria,
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desencadeada pela inflamagéo local.?” Portanto, para o processo de reparo resultar
em regeneracgdo, ao invés de cicatrizagdo, a rapida resposta fibrotica precisa ser
retardada, para permitir que células-tronco multipotentes e progenitoras, presentes no
tecido, possam efetuar a regeneragdo.®

4.2 CICATRIZAGAO

A cicatrizagao pode ser dividida em trés fases que se sobrepdem: inflamataria;
proliferativa ou fase de reparo; e de maturagdo ou fase de remodelamento. O
reconhecimento dessas fases, com base nas caracteristicas macroscopicas, permite
ao profissional da saude associar os eventos microscopicos e bioquimicos; e

direcionar o manejo apropriado da ferida.3°

4.2.1 Fase Inflamatoria

Na fase inflamatdria (de 0 a 3 dias apds a leséo) ocorre a vasoconstrigao reflexa
e oclusao de pequenos vasos, com acumulo plaquetario e deposi¢cao de coagulos de
fibrina. Essa vasoconstricdo tem duragdo de 5 a 10 minutos e € seguida por uma
vasodilatagdo que permite a passagem de células para o espago extravascular e
dissolve substancias toxicas.3%40

A ativacdo plaquetaria gera a liberagdo de granulos alfa, responsaveis por
secretarem fatores de crescimento como o fator de crescimento epidermal (EGF), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e TGF-.#' O PDGF, juntamente com
citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1), sao relevantes na quimiotaxia
de neutrofilos para o local da lesdo.4?

Os leucécitos, em especial os neutrofilos e macrofagos, tém papel essencial na
coordenacgéo da inflamagédo, assim como na restauragéo do tecido.*® Os neutréfilos
erradicam patdgenos invasores que penetram no sitio da lesdo, fagocitam
microrganismos e, apos, se degeneram e morrem. Dessa forma, liberam enzimas que
auxiliam mondcitos a fagocitar os restos necréticos do local.

Os mondcitos atraem fibroblastos para a ferida e os estimulam para a

maturacdo de sintese de colageno e se diferenciam em macréfagos quando
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ingressam na ferida, fagocitando tecidos e fragmentos necréticos.*4*° Ao se
diferenciarem em macréfagos, sintetizam e liberam proteases debridantes que retiram
coagulos de fibrina e colageno, restos e fragmentos de células mortas, além de
liberarem fatores de crescimento de células endoteliais que atraem mais fibroblastos
para a ferida.

4.2.2 Fase Proliferativa

A fase de proliferagao (ou fibroblastica ou de reparo de 3 a 14 dias apoés a leséo)
inicia-se por estimulacdo miogénica e quimiotatica dos queratindcitos pelo fator
transformador de crescimento alfa (TGF-a) e EGF, sendo caracterizada pela
proliferacdo fibroblastica, neovascularizacdo, infiltracdo capilar e proliferacdo e
migrag&o epitelial . *6

Os fibroblastos surgem por volta do segundo e terceiro dia apos o trauma e
tornam-se o tipo celular predominante do 7° ao 14° dia do processo de cicatrizagéo.
Estas células migram para o interior da les&o, proliferam, produzem grandes
quantidades de matriz extracelular (MEC),*® secretam TGF, fator de crescimento de
fibroblasto (FGF), inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) e fator de
crescimento de queratindcitos (KGF), sendo este ultimo essencial para o processo de
reepitelizacao e, assim, para a reestruturacao das fungdes da epiderme perdida com
a lesdo.°

Com o aumento do numero de fibroblastos ativados para produgéo de colageno
no local, a matriz extracelular comega a ser substituida por um tecido conjuntivo mais
denso e elastico. Esse processo é denominado de fibroplasia e sua eficiéncia é
dependente da formag&o concomitante de novos vasos sanguineos, ou seja, da
neovascularizag&o.*64” Além disso, os fibroblastos sdo os principais componentes do
tecido de granulagéo e, apo6s influéncia dos fatores de crescimento, s&o ativados e
migram das bordas para o centro da ferida*®4° e passam a exibir propriedades
contrateis devido a expressdo de a-AML tornando-se, entdo, miofibroblastos,*® que
exibem um papel essencial na contragdo/fechamento da ferida.%’

A contracao da ferida é uma tentativa para reduzir o tempo de cura da leséo.
Segundo Porter, ha duas teorias para a redugédo das areas cruentas das feridas. A

primeira, a teoria do miofibroblasto, em que os fibroblastos adquirem caracteristicas
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de fibras musculares lisas, ricos em microfilamentos de actina que, junto com a
expressado de a-AML, contraem a ferida. Estes miofibroblastos unidos por jungdes
desmossémicas tracionam o colageno tipo 1 e 3, reduzem o tecido de granulagéo e
mantém a area contraida. Os miofibroblastos sofrem apoptose e a ferida se fecha. A
velocidade com que os fibroblastos mudam de fenétipo depende do grau de tenséo
mecanica local e forgas que resistem a contragéo. A segunda teoria, a do fibroblasto,
sugere uma forga de tragdo no centro da matriz realizada pelos fibroblastos, que
reorganiza as fibras de colageno, levando a contragdo da ferida.%?

O TGF-B apresenta importante papel na diferenciagdo miofibroblastica durante
os fendbmenos fibrocontrativos e cicatriciais, por regular a expressédo de a-AML nestas
células. Por sua vez, o TGF-B €& regulador multifuncional do crescimento e
diferenciagao celular durante desenvolvimento e reparacgao, influenciando a sintese
de componentes da matriz extracelular, como colagenos, glicosaminoglicanas,
fibronectina, laminina e elastina.

As fibras elasticas sao constituidas pela elastina e microfibrilas, possuem 0,2 a
1,0 um de didmetro, sendo mais finas que as fibras colagenas, e sdo produzidas pelos

fibroblastos e pelas células musculares lisas da parede dos vasos.

4.2.3 Fase de Maturacgao

A fase de maturagéao (14 dias a um ano ou mais) é a fase de remodelamento e
corresponde ao final da cicatrizagéo e restauragéo da estrutura normal de tecidos.*®
Ocorre o remodelamento do colageno, com um equilibrio entre a deposigdo e o
catabolismo deste, e a substituicdo do colageno tipo 3, caracteristico da cicatriz
imatura; pelo colageno tipo 1, mais resistente e predominante na cicatriz madura.5354
Este processo € coordenado por proteinas denominadas metaloproteinases
(MMPs)'"'® que s&o produzidas pelos macrofagos, fibroblastos e células epidérmicas.

A familia das metaloproteinases inclui cerca de 25 proteinas que podem ser
divididas em: colagenases (MMPs 1, 8 e 13), gelatinases (MMPs 2 e 9), estromelisinas
(MMPs 3, 7 e 10), matrilisinas (MMPs 7 e 26), MMPs tipo membrana (MMPs 14, 15,
16, 17 e 24) e outras MMPs, que sao classificadas pela especificidade ao substrato e,
principalmente, de acordo com a sua estrutura.>®> A MMP-8 é uma colagenase
intersticial que é secretada pelos fibroblastos, neutréfilos e macrofagos da ferida. Uma
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expressdo aumentada de MMP-8 em feridas cronicas € prejudicial para a reparacéo,
causando a degradagao do colageno tipo 1.56

As MMPs degradam os colagenos tipos 1, 2, 3, 10 e 13 e as fibras de colageno
nao funcionais presentes na ferida. A deposicdo de colageno esta diretamente
relacionada a resisténcia a tragdo exercida pela ferida.*® Durante a fase de
remodelagdo, as quantidades de fibronectina e de acido hialurénico da matriz
extracelular sdo reduzidas e a quantidade de proteoglicanos se eleva.*®

Conforme a maturagédo da ferida progride, a rede de capilares do tecido de
granulagao saudavel diminui, assim como sua celularidade, devido a apoptose das
células. O resultado € a substituigdo do tecido de granulagao pelo tecido cicatricial,
concluindo o reparo da lesd0.394%

Embora o remodelamento continue por mais de 12 meses, a cicatriz nunca
recupera a resisténcia de uma derme normal.%’” Alteragdes nesse processo podem
resultar, por exemplo, em feridas disfuncionais ou cicatrizes hipertréficas. Até mesmo
um atraso no tempo de cicatrizagdo € suficiente para desencadear infecgdes,
hemorragias, desidratagdo ou a morte.58

Em feridas cronicas, ha o desenvolvimento de uma matriz fibrosa caracterizada
pela deposi¢do de colageno e um declinio na quantidade de capilares.>#° Ao final
dessa etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e tecido glandular se
regeneram de forma limitada e a coloragao da cicatriz € palida, pois a regeneragao
dos melandcitos € deficiente e as cicatrizes sao hipovascularizadas devido ao
desaparecimento dos neocapilares e pela hialinizagdo do colageno.40:46.48

Assim, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas buscando novas
estratégias terapéuticas para lesdes extensas de pele,"'> com o objetivo de melhorar
a qualidade da cicatrizagao e diminuir o tempo de tratamento, fatores que interferem,
nao apenas na qualidade de vida dos pacientes, mas também nos custos
orcamentarios. Nesse contexto, a engenharia de tecidos e a terapia celular emergem

como alternativas terapéuticas promissoras.

4.3 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia de tecidos envolve estratégias terapéuticas com materiais que

promovem a adesdo e proliferagdo celular e tecidual, e também com células e
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moléculas bioativas ou estimulos biofisicos para direcionar a proliferacdo e
diferenciacdo de células no material.®®

Quando se utiliza a engenharia tecidual com o objetivo de repor e desenvolver
substitutos biologicos, trabalha-se com um novo ramo das ciéncias biomédicas,
conhecido como medicina regenerativa. Através das células-tronco do proprio corpo
e fatores de crescimento surge uma alternativa terapéutica capaz de reparar tecidos
danificados, os maiores candidatos a terapia celular.®°

O alto indice de pacientes com alteragdes na integridade da pele constitui um
grave problema de saude publica.® Assim, a reparagdo de tecidos € um dos principais
desafios da medicina regenerativa atual.

Estudos recentes em engenharia de tecidos buscam a associagao de diferentes
tipos celulares a biomateriais para acelerar, assim, o processo de reparo através da
diminuigdo do tempo necessario para que as células do paciente ocupem a matriz
implantada.?®2! Neste contexto, tem-se demonstrado que o uso de matrizes, como a

MA, associadas com CT acelera e melhora a qualidade da regeneragao tecidual?>24.

4.3.1 Células-tronco

A terapia com células-tronco tem recebido uma atengao significativa devido a
sua capacidade de diferenciagdo e autorrenovagdo, dando origem a multiplas
linhagens celulares, além de ter uma baixa imunogenicidade, caracteristica que as
tornam adequadas para o auto-enxerto e sao capazes de exercer um efeito
imunorregulador, o que traz uma nova esperanga para o tratamento de diversas

doengas.®"

4.3.1.1 Classificacao

As CT podem ser classificadas quanto a sua origem e plasticidade celular.
Quanto a plasticidade podemos classificar como totipotentes, pluripotentes e
multipotentes. As CT totipotentes s&o células que tém capacidade de se diferenciar
em todos os tecidos do organismo humano, inclusive os gametas (6vulo e

espermatozoide) e os anexos embrionarios. As CT pluripotentes podem se diferenciar
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em todos os tecidos e células dos trés folhetos germinativos (endoderma, mesoderma
e ectoderma) menos gametas e os anexos embrionarios, sendo essas as células-
tronco embrionarias. As CT multipotentes apresentam uma capacidade de se
diferenciar mais limitada, se diferenciando em alguns tipos celulares.62-%4

As células-tronco s&o divididas em dois grandes grupos em relagdo ao seu local
de origem: podem ser células-tronco embrionarias, provenientes da massa celular
interna do blastocisto embrionario; e células-tronco adultas, obtidas principalmente do
sangue de corddo umbilical, da medula éssea e do sangue periférico. Adicionalmente,
pesquisas indicam que existem células-tronco residentes, isto €, células-tronco para
tecidos ou 6rgaos especificos em todo o organismo adulto,?5-6” contribuindo para a
homeostase tecidual.

As células-tronco adultas ou somaticas desenvolvem-se a partir do ectoderma
(células epidérmicas, neurdnios, células pigmentares), mesoderma (células musculo
cardiaco, musculo estriado, musculo liso, tubulares do rim, sanguineas, tecido
adiposo), endoderma (células pancreaticas, das tiredides, pulmdes) e células
germinativas.58

As células da medula éssea sao pluripotentes e podem sofrer dois processos
de diferenciagcdo: as células mononucleares, que sao indiferenciadas, e as
multinucleares. A partir das células mononucleares, a linhagem hematopoiética
originara as células do sangue (linfocitos, eosindfilos, basofilos, neutréfilos, células
vermelhas e plaquetas) e a mesenquimal, que podera originar células musculares,
hepatdcitos, ostedcitos, tecido adiposo, condrocitos e estroma.®

Diversos estudos tém indicado que as células-tronco adultas presentes no
préprio tecido sdo um reservatorio de células reparativas, sendo mobilizadas e
diferenciadas em resposta a sinais de feridas ou doencgas, contribuindo, portanto, para
0 processo de regeneragdo de diversos tecidos, como a pele.”%-"3

Logo, é possivel encontrar células-tronco adultas tanto na pele como em outros
orgaos. Para Rehen, as células-tronco sdo formadas e estdo presentes na camada
mais profunda da pele, a hipoderme, onde ocorre o0 amadurecimento destas células
com posterior migragdo para as demais camadas, dando origem as células da
epiderme e anexos cutaneos.’

A localizagao das células-tronco na pele, segundo Alonso, é na camada basal
da epiderme, uma membrana rica em matriz extra-celular e fatores de crescimento.”

Periodicamente estas células interrompem seu ciclo, se diferenciam em células



29

terminais e migram para a superficie. Este mecanismo cria uma barreira que se
perpetua e protege o organismo contra a invasdo de microorganismos e a perda de
liquidos essenciais ao corpo.’®

Verstappen et al. referiram que ha duas populagdes de células-tronco na
epiderme. A primeira estaria na camada basal, distribuida entre unidades proliferativas
epidermais, que compdem a epiderme e a segunda populagao estaria localizada na
regido do bulbo dos foliculos pilosos.”® Alonso relatou que, geralmente, a proliferagéo
e diferenciagao de células-tronco adultas epidermais podem reparar pequenas lesdes
de pele, entretanto, o baixo numero destas células, ndo permite o reparo de lesdes

maiores, podendo acarretar na formagé&o de cicatrizes.”

4.3.1.2 Propriedades Bioldgicas

Em relacdo a funcionalidade das diferentes populagdes de células-tronco, a
manutengdo da integridade da pele ocorre por intermédio das células-tronco
epidermais, mais rapidas, porém, menos potentes. Pequenos reparos podem ser
realizados pelas células-tronco do bulbo, que podem se diferenciar em diversos tipos
de tecido. No caso de danos extensos, as células-tronco adultas presentes na medula
O0ssea poderiam ser recrutadas, porém, € preciso um tempo maior para que consigam
se deslocar do sitio de origem para a ferida, através da circulagdo. Esse tempo 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’s.

As células-tronco proporcionam beneficios significativos durante o processo de
reparo de feridas cuténeas, pois elas podem acelerar a taxa de cicatrizagcdo e
reepitelizagdo, aprimorar a qualidade e resisténcia do tecido regenerado, recuperar
feridas cronicas que demoram para cicatrizar e minimizar a estética da cicatriz.

As principais fontes de extracdo de CT sdo a medula éssea e o tecido adiposo.
Outras fontes de coleta vém sendo estudadas como, por exemplo, os foliculos pilosos
como alternativa promissora para obtencgdo de células-tronco.””

Existem pelos menos duas possibilidades pelas quais as CT auxiliam a
cicatrizagdo: por sinalizagéo paracrina e por diferenciagao. A primeira mostra que elas

tém a capacidade de secretar varios fatores de crescimento e citocinas que s&o
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relevantes para o reparo ou regeneracgao tecidual. Ao migrarem para a ferida, sado
ativadas ao entrarem em contato com o meio de substancias pré-inflamatérias. A
ativacdo das CT poderia potencializar a acdo como pequenos “biorreatores” no
microambiente da ferida e secretar fatores de crescimento e citocinas. A segunda
possibilidade estaria relacionada com a plasticidade e habilidade que essas células
possuem para se diferenciarem em uma grande variedade de tipos celulares e se
integrar aos tecidos. Portanto, as CT facilitariam a cicatrizagdo de feridas pela
diferenciagdo em multiplas células que residem na pele (queratinécitos, pericitos e
células endoteliais).'®"8-8" Contudo, a parcela de contribuicdo de cada um desses
mecanismos de atuagdo das CT ainda ndo € totalmente conhecida, sendo ainda
elemento de pesquisa.??

O uso de CT, em feridas agudas ou crénicas, resulta em uma aceleragado no
processo cicatricial, decorrente do impacto benéfico que elas trazem para todas as
fases da cicatrizagéo (inflamatdria, proliferativa e remodelamento).'* Dessa forma,
observa-se um aumento na migracdo epitelial, na angiogénese e na taxa de
cicatrizagdo, além da conformacgéo de uma cicatriz menos evidente.'>16

Durante a fase inflamatdria, as CT coordenam os efeitos das células
inflamatdrias e impedem os efeitos deletérios das citocinas inflamatérias, como o TNF
e o IFN-y.4% Assim, o processo inflamatério da ferida ativa as CT para iniciarem as
suas fungdes imunomodulatérias, incluindo um aumento da ativagdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) e da ativagao da expresséo da prostaglandina E2 (PGE2),
as quais tém multiplos efeitos fibroreguladores na ferida.'> Além disso, as CT auxiliam
na eliminacao de infecgbes por meio da secrecgao direta de fatores antimicrobianos e
estimulam a fagocitose por células imunes.*®

A capacidade das CT de promover a transi¢cao da fase inflamatéria para a
proliferativa é de extrema importancia para o tratamento de feridas crénicas onde altos
niveis de inflamag&o impedem a cura. As CT estimulam a neovascularizagdo pela
acao paracrina secretando FGF e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), os
quais promovem a proliferagdo, migragao e diferenciagdo das células endoteliais dos
vasos. Além disso, facilitam a neovascularizagcdo através da diferenciacdo em
pericitos.*®

Por ultimo, regulam a remodelagdo da ferida cicatrizada, promovendo a
deposigao organizada da MEC. Como tal, os beneficios das CT na cicatrizagao de

feridas foram demonstrados em varios estudos pré-clinicos e clinicos. Assim, diversos
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mecanismos estdo envolvidos na cicatrizagao de feridas mediada por CT, incluindo
atividades anti-inflamatorias e antimicrobianas, imunomoduladoras e reparadoras de
tecidos.*®

Para que sejam efetivas, é fundamental que as CT permanegam em contato
com o leito da ferida e se mantenham viaveis neste microambiente hostil.8® As vias
usuais de aplicacdo de CT na cicatrizacao de feridas sdo a endovenosa e local, sendo
essa a mais indicada.’881:84

Os métodos de aplicagao local de CT incluem: injegdo ao redor da ferida, spray
topico de fibrina e a incorporagéo a um scaffold,? isto &, matrizes que sdo estruturas
que mantém as células aderidas ao sitio alvo.8® Quando as CT s&o aplicadas,
diretamente na lesdo ou na sua periferia, se aderem e se diferenciam em varios tipos
de células cutaneas (queratinécitos, células endoteliais e pericitos) potencializando o
processo de cicatrizagdo.??

As CT aplicadas por via sistémica sdo capazes de migrarem e se enxertarem
na regido do tecido lesionado.’® Essa migragdo ocorre em resposta aos sinais
quimiotaticos que modulam a inflamacéao, reparagao de danos teciduais, e facilitam a
regenerag&o.*® A partir dessas caracteristicas, aplicagdes de CT locais ou sistémicas
apresentam resultados semelhantes na cicatrizagéo de feridas.®%8! Por outro lado, em
outros estudos, a infus&o sistémica de células-tronco em ratos nos quais o diametro
das células era maior que o dos capilares do pulmao, gerou dificuldade respiratoria e
fibrose em alguns animais.®’

Em 2006 Moseley et al. sugeriram que as células-tronco injetadas sozinhas
junto ao defeito, ndo respondem de maneira satisfatéria. Uma estratégia seria a
combinagdo de células com alguns componentes, conhecidos como matriz ou
scaffold, para produzir um implante bem-sucedido.?® Lam e Longaker, afirmam que
células injetadas se dissipam ou morrem no organismo, sendo que a adesao das
células esta diretamente relacionada a sua proliferagdo e diferenciagéo.?® Deste
modo, o desenvolvimento de estratégias em engenharia de tecidos, associando as CT
as matrizes, como a membrana amnidtica, consiste em tecnologias promissoras para
se atingir melhores resultados.

Em 2002, Tamai et al. mencionaram fatores que devem ser observados para
utilizacdo bem sucedida do scaffold: ndo devem ocorrer reagdes inflamatoérias ou
toxicas ocasionadas pela composicdo do biomaterial; sua apresentagcdo deve ser

tridimensional e porosa, proporcionar uma elevada area superficial que permita
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adesao e crescimento celular e deve haver espago para regeneragao da matriz extra-

celular.®

4.3.2 Membrana amniodtica

A primeira aplicagao clinica da membrana amnidtica humana surgiu em 1910,
quando Davis a utilizou como biomaterial no tratamento de queimaduras na pele em
pacientes no Hospital Johns Hopkins, EUA.°' Na segunda metade do século XX, o
uso da MA ganhou popularidade como curativo biolégico no manejo de queimaduras
e feridas de pele por acidos, ulcera e escara, entre outras, além da sua utilizacdo como
substituto de tecidos oculares.®?

Uma enorme variedade de caracteristicas, como a promoc¢ao da reepitelizacéo
e os efeitos anti-inflamatorio, antifibrotico e antiangiogénico, tornam a membrana
amnidtica clinicamente util nas diversas areas da saude. As propriedades fisicas,
particularmente a sua fina espessura, suavidade e transparéncia, também favorecem
a sua utilidade.'”"°

Atualmente a MA é usada para tratar queimaduras oculares térmicas ou
quimicas, Sindrome de Stevens-Johnson e cirurgia de pterigio,®°* além de ser objeto
de estudo como curativos biolégicos para ulceras diabéticas, venosas e de presséo,
queimaduras, na reconstrugdo da cavidade oral e bexiga, na timpanoplastia, na
artroplastia, no onfalocele®>% na prevengdo de adesdo tecidual em cirurgias da

cabega, abdémen, pelve, vagina e laringe.%"%

4.3.2.1 Estrutura

A MA é uma estrutura resistente, lisa, translucida, brilhante, flexivel e delgada
com uma espessura de 0,02 a 0,05 mm.®2 E constituida por trés camadas
microscopicamente distintas: a camada epitelial, a membrana basal e a camada
mesenquimal.99-102

A camada epitelial, adjacente a cavidade amnidtica e ao liquido amnidtico, é
formada por uma monocamada de células epiteliais cubdides, rica em citocinas

imunomoduladoras e fatores de crescimento epitelial. Ela se une através de
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interdigitacbes a segunda camada, a membrana basal, que é fina e resistente,
formada basicamente por fibras reticulares, colageno e laminina.'%3

A membrana basal é a principal responsavel pela tensao e pela resisténcia
elastica que permite a MA distender durante todo o periodo gestacional e resistir aos
vigorosos movimentos do embrido/feto. Sabe-se que a resisténcia tracional, a
integridade mecénica e elasticidade da membrana amnidtica estdo principalmente
relacionadas com a expressdo de colageno do tipo 1 e 3, isoformas altamente
predominantes neste tecido, assim como com a expressao de elastina.®%101

A camada externa da membrana amnidtica, conhecida como mesenquimal ou
estromal, pode ser subdividida em trés folhetos: compacto, fibroblastico e esponjoso,
todos avasculares. O folheto compacto forma o principal esqueleto fibroso da MA,
enquanto o fibroblastico é rico em tecido hialurénico fetal, que suprime a proliferagao
celular por alterar a regulagdo de TGF-3 e diminui a fibrose por inibir a proliferagao e
diferenciagdo dos miofibroblastos.'%41%5 O folheto esponjoso, rico em mucina, é o mais
externo da MA e o mais proximo ao cérion. Apresenta elevada abundéncia de
proteoglicanos, de glicoproteinas e de colageno, particularmente o tipo 3.99:101

O perfil biofisico, fisiologico, genético e histolégico da membrana amniotica
varia ao longo do periodo gestacional e entre gestantes. Porém, como a maioria dos
estudos descrevem membranas amnioticas obtidas de gestagées de termo e sem
complicagdes obstétricas, pouco se conhece sobre o perfil da MA em estagios iniciais

ou intermédios do periodo gestacional.'81%

4.3.2.2 Propriedades Bioldgicas

A membrana amniotica beneficia o processo de epitelizacdo por facilitar a
adesao e migracdo das células epiteliais basais, prevenir a apoptose e restaurar o
fendtipo epitelial. Além disso, reduz os processos inflamatério, angiogénico e
cicatricial e possui documentada agdo antimicrobiana.®5104.107,108

Pela integridade estrutural, transparéncia e elasticidade da membrana basal a
MA torna-se um substrato ideal para o crescimento de células estaminais, por
prolongar a vida celular e prevenir a apoptose das células epiteliais, o que explica a
facilidade de reepitelizag&o.%:10°
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Apresenta caracteristicas favoraveis para a sua utilizagcdo como curativo
bioldgico, devido a presencga de varios fatores de crescimento, como KGF, FGF,
PDGF, EGF e VEGF. Destes, o FGF estimula a sintese e o depdsito de proteinas da
MEC. Além disso, a MA apresenta alguns componentes presentes também na MEC,
como colagenos tipos 1-7, elastina, laminina e fibronectina. Os fatores de crescimento
e os componentes de MEC conferem a MA caracteristicas de reepitelizacéo, redugao
da fibrose, inibicdo da dor, da infecgédo e da inflamagdo.'®® A formagdo da MEC é
essencial para a cicatrizacao de feridas e a MA representa uma excelente alternativa
no tratamento de feridas de pele.

A MA possui atividades metabdlicas, como transporte de agua e de materiais
soluveis, producdo de fatores bioativos como peptideos vasoativos, fatores de
crescimento e citocinas. Como curativo, a MA age como um substrato que auxilia a
migragdo celular epitelial, melhora a ades&do das células epiteliais e facilita
diferenciagao celular. Também promove a reparagcado da lesao tecidual por liberar
fatores de crescimento e citocinas que facilitam a migragdo celular e aceleram o
processo de granulag&o.®®'"° Além de diminuir a contragdo da cicatriz em sua fase de
maturacdo, tornando a area final com caracteristicas macroscépicas mais
semelhantes a da pele local.'""

A propriedade anti-inflamatéria da MA também esta relacionada as elevadas
quantidades de acido hialurénico presentes na membrana basal, que se ligam ao
inibidor alfa da tripsina, formando um complexo ativo, que é responsavel pelos seus
efeitos anti-inflamatorios.'? Ja as atividades antiangiogénicas podem estar
associadas com as grandes quantidades de proteinas extracelulares como o colageno
tipo 4 e 7, as laminina 1 e 5, a fibronectina, a angiostatina e a endostatina,®® que estéo
envolvidas no processo da neovascularizagao.

As acgbes antimicrobianas e antivirais da membrana amnidtica s&o
determinadas pela sua fungdo como barreira natural, uma vez que este tecido adere
a superficie das feridas e queimaduras e evita a formagdo de um espago em que a
secrecao serosa se acumule, reduzindo a infiltragdo bacteriana; mas também devido
a expressao de inumeras moléculas que promovem estas propriedades, tal como a
cistatina E.18.108,113

A dor do paciente durante o tratamento de feridas é um fator a ser considerado,

visto que, o uso de MA reduz esse sintoma por aderir a superficie da ferida, cobrir as
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terminagcées nervosas e reduzir a contaminagdo bacteriana, diminuindo assim a
inflamacéo local.'%7.114

O efeito antifibrotico da membrana amnidtica humana pode ser explicado
devido a acao inibitoria deste tecido na expressao TGF-, responsavel por ativar os
fibroblastos que participam do processo de cicatrizagdo.'® Desta forma, a membrana
amniotica pode modular a cicatrizacdo através da promogao da reparacao tecidual,
em detrimento da formagao de uma cicatriz.’'® Outra caracteristica da MA de extrema
relevancia € que as células epiteliais ndo expressam antigenos leucocitarios humanos
(HLA) A, B, C ou DR"® ou B-2-microglobulinas,®® o que torna esta estrutura
imunologicamente inerte, pois uma das preocupag¢des da medicina regenerativa € a
rejeicao de enxertos e curativos.

Por suas caracteristicas, € possivel que a MA possa ser utilizada como curativo
biolégico, reduzindo o tempo de cicatrizagao e/ou complicagdes de feridas extensas,
atuando de forma a permitir um reparo mais fisiolégico da ferida, com melhores
resultados estéticos e funcionais na aparéncia final da cicatriz. Além disso, seu baixo
custo, por ser um material de descarte, a torna vantajosa pela disponibilidade e
facilidade de aceitagdo de doagéo pelas gestantes.!'” O processo desde a adequada
selecao do potencial doador, da retirada da placenta, da preparacao até o transplante
da MA é complexo.

A descelularizagcdo € um importante passo no preparo da MA. Nao altera a
resisténcia e a elasticidade do tecido, nem as propriedades de barreira como a agao
antimicrobiana e antiviral, além disso, a membrana basal permece intacta apds o
processo, visto que ha presenca de colageno, fibronectina e laminina. A MA
descelularizada promove melhor proliferacdo e diferenciagdo celular, melhor
integridade estrutural, assim como um padrao mais uniforme de crescimento celular

quando comparada a MA nao-descelularizada.'®
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5. METODOS

5.1 ETICA

Este trabalho foi realizado de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA). Foi submetido a aprovagao do Comité
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR), registro nimero 01288 (ANEXO 1) e do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, registro numero 01238 (ANEXO 2).

5.2 CASUISTICA E PREPARACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA

As membranas amniéticas foram obtidas de parturientes (n = 2), com 36 a 40
semanas de idade gestacional, provenientes da Maternidade Victor Ferreira do
Amaral, por meio da parceria com outra pesquisa intitulada “Reparacgao traqueal de
coelhos com matriz acelular cultivadas com células tronco mesenquimais
associada a nanoparticulas de 15-deoxy-12, 14 prostaglandinas”, registro numero
01238, aprovado pelo CEUA PUCPR em 24 de junho de 2018. As doadoras assinaram
um termo de doagdo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 3) de
acordo com um protocolo aprovado pelo CEP PUCPR (ANEXO 2). As membranas

coletadas foram processadas no periodo de seis a doze horas depois da cesariana.

5.3 DESCELULARIZACAO DA MATRIZ AMNIOTICA

A descelularizagdo foi realizada com técnica asséptica em uma cabine de
segurancga bioldgica classe |l BioSAFE (Veco®).'%11% Para esse processo, as
membranas foram retiradas do meio tampdo fosfato salino (PBS)pH 7.2
(Gibco) e tratadas com solucado de SDS (dodecil sulfato de sddio) a 0,01 % e SD
(desoxicolato de sdédio) a 0,01 % por 24 horas a 37 graus Celsius, com auxilio de
agitador mecanico (mesa agitadora 109 M, Nova Etica Ltda.). Em seguida, foram
conservadas em PBS a 4 graus Celsius (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA DESCELULARIZADA

Apbs a descelularizacdo a membrana amnibtica
foi conservada em PBS a 4 graus Celsius.
FONTE: O autor (2021)

5.4 MODELO ANIMAL E CUIDADOS GERAIS

Quarenta ratos machos da raga Wistar, pesando entre 250 a 300 gramas,
provenientes da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), foram mantidos em
gaiolas individuais no Laboratério de Técnica Cirurgica da PUCPR e receberam ragéo
comercial para ratos e agua ad libitum. Além disso, houve monitorizagéo através dos

sinais clinicos e comportamentais durante toda a pesquisa (ANEXO 4).

5.5 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram randomizados em quatro grupos (n = 10 por grupo) e
submetidos a lesdao cutédnea de espessura total na regiao dorsal. Os grupos foram
denominados conforme o seguinte delineamento (FIGURA 2):
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Grupo 1 (G1) — controle: a lesédo cuténea foi realizada, mas nao foi tratada com
CT ou MA,

Grupo 2 (G2) - CT: receberam células-tronco injetadas nas bordas e no centro
das feridas, por via subcutanea,'® em oito pontos de igual distancia entre si. Os
pontos de aplicagdo foram: 1 ponto em cada vértice da lesdo (4 pontos), 1 ponto
central em cada lado das bordas longitudinais da ferida (2 pontos), 2 pontos
equidistantes no centro da ferida, no sentido céfalo-caudal (2 pontos), totalizando 8
pontos (FIGURA 3A/3B).

Grupo 3 (G3) - MA: as feridas foram cobertas totalmente pela membrana
amnidtica e fixadas com um ponto simples de nylon 5-0 nos 4 vértices da lesdo??
(FIGURA 3C).

Grupo 4 (G4) — CT+MA: foram realizadas aplicagdes de células-tronco
mononucleares autologas e cobertas com membrana amnidtica, conforme descrito
nos G2 e G3.

Todas as feridas foram cobertas pelo curativo rayon vaselinado'?' que foi fixado
com um ponto simples de nylon 5-0 nos quatro vértices da lesdo para evitar
contaminagao e manipulagao pelos animais (FIGURA 3D). Esses curativos foram
retirados apds 2 dias de evolugao.

A FIGURA 2 representa o desenho deste estudo experimental.



39

Total

n 40 ratos

Avaliacdo semanal da Taxa de Contragdo

Exérese da lesdo/cicatriz e analise histoquimica e
imuno-histoquimica no 28° dia

FIGURA 2 — DESENHO DO ESTUDO EXPERIMENTAL
FONTE: O autor (2021)
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FIGURA 3 — TECNICA CIRURGICA

A: As células-tronco mononucleares foram aplicadas em oito regies, indicadas pelos pontos amarelos,
ao longo das margens e no centro da ferida; B: CT foram administrados por via subcutanea; C: a lesao
cutanea foi coberta com MA e fixada nos quatro vértices com pontos simples de nylon 5-0 simples; D:
as feridas foram cobertas com curativo de rayon vaselinado que também foi fixado com pontos simples
de nylon 5-0 nos quatro vértices.

FONTE: O autor (2021)

5.6 TECNICA ANESTESICA

Os animais foram pesados em balanga digital e submetidos a anestesia por via
intramuscular, com administragdo de cetamina (Ketamin® / Cristalia — 75 mg/kg) e
xilazina (Calmiun® 2 % / Agener Unido — 3 mg/kg).'?? A obtengao do plano anestésico
foi constatada através do relaxamento muscular e da auséncia do reflexo palpebral.

Durante todo o periodo anestésico, os ratos foram monitorados, com vista a

detectar complicagdes ou manifestagdes de dor, para suplementar a anestesia.

5.7 TECNICA CIRURGICA

Apos a obtengao do plano anestésico, foi realizada a tricotomia no dorso dos
animais, e com um molde (carimbo) retangular de 3 x 5 cm delimitou-se a area da
lesdo cuténea a ser induzida na regido do dorso entre as duas escapulas (FIGURA 4),
sendo o maior eixo no sentido céfalo-caudal.’?®1%4 A seguir, foi realizada a antissepsia

com solucao alcodlica de iodo a 2 % e a colocagao de campos operatorios.
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Procedeu-se a retirada de segmento de pele de espessura total no dorso dos
animais, entre as escapulas, com lamina de bisturi numero 15 e tesoura de

Metzenbaum.123.124

FIGURA 4 — CARIMBO

Carimbo retangular nas medidas 3 x 5 cm utilizado como
molde para delimitar a area da leséo cutanea.

FONTE: O autor (2021)

5.8 PUNCAO MEDULAR

Os animais anestesiados foram posicionados em decubito lateral com a perna
superior flexionada e a inferior extendida, e em seguida, foi realizada a antissepsia
com solugao alcéolica de iodo a 2 %. A medula 6ssea foi aspirada através de puncgdes
em ambas as cristas iliacas posteriores com seringas descartaveis (BD-Plastipak®) de
5 mL, com 0,2 mL de heparina (Liquemine® 5.000 Ul/mL) e agulhas 25 x 8 mm G1
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(BD-Precision Glide®). Foi coletado cerca de 0,5mL do sangue da medula 6ssea de
cada rato.’ Para cada 100 mL de meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), utilizou-se 1 mL de heparina.?® O material foi encaminhado ao
Laboratério Experimental de Cultivo Celular da PUCPR para o isolamento das células

mononucleares.

5.9 ISOLAMENTO DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA, FRACAO MONONUCLEAR

As células mononucleares foram isoladas utilizando o gradiente de densidade
(d =1 ,077 g/m® — Ficoll-Hypaque-Sigma, St. Loius, MO) conforme descrito por
Boyum.'?®> Além disso, foi utilizado o meio Dulbecco modificado por Iscove (DMEM-
GIBCO) suplementado com 1 % de antibiético (penicilina e estreptomicina) e 20 % de
solucdo tampéao. O material coletado de cada rato foi colocado em tubo estéril de
centrifuga de plastico de 15 mL e completado até 12 mL com meio de cultura DMEM
e homogeneizado.

Em outro tubo Falcon de 15 mL foi colocado 3 mL de solugédo gradiente de
densidade (Ficoll-Hypaque) e, em seguida, foi adicionado o homogeneizado contendo
a medula 6ssea do animal e o meio de cultura. Este tubo foi centrifugado a 1500 rpm
/ 402 rcf ou forga g durante 40 minutos a 22 graus Celsius. Logo apds, levado a fluxo
novamente, e retirado o anel formado entre o meio e o gradiente (FIGURA 5). Este
anel de células mononucleares foi colocado em tubo Falcon de 15 mL e completado
com meio DMEM e centrifugado a 1500 rpm / 402 rcf ou forga g por 10 minutos a 22
graus Celsius. Apds, foi realizado um descarte do sobrenadante e ressuspenso as
células para contagem destas. Esta contagem foi realizada em camara de Neubauer
e lida em microscépio 6ptico Olympus CX31 em objetiva de 40X.59
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FIGURA 5 — TUBO DE FALCON COM SANGUE DA MEDULA OSSEA CENTRIFUGADO COM
GRADIENTE DE DENSIDADE

A seta amarela indica o halo celular formado pela sedimentagédo das hemacias e granulécitos.
FONTE: O autor (2021)

5.10 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Apobs os procedimentos cirdrgicos e recuperagao anestésica, os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, receberam agua e ragdo comercial. A analgesia foi
realizada por meio de aplicagdes subcuténeas de dipirona 100 mg/kg a cada 12 horas

por 3 dias consecutivos.

5.11 REOPERAGAO E EXERESE DA PELE/LESAO

No vigésimo oitavo dia, os animais foram novamente pesados e submetidos a
reoperagao sob anestesia como ja previamente descrita. Em seguida, a pele/lesao de
todos os animais foi retirada com margem de seguranga de 0,5 cm para analise
histopatoldgica e imuno-histoquimica. As amostras coletadas foram acondicionadas
em formol tamponado a 10 %. Os segmentos foram processados pela técnica rotineira
de indugédo em parafina conforme rotina do Laboratério de Patologia da PUCPR.
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Apos esses procedimentos, os animais foram eutanasiados com administragéo
de pentobarbital sodico (tiopental) 200 a 250 mg/kg,'?® por via endovenosa e
descartados de acordo com orienta¢gdes do Biotério da PUCPR.

5.12 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

As avalicdes macroscopicas ocorreram nos 7°, 14°, 21°, 28° dias pos-
operatério com os animais sedados conforme descrito anteriormente. Foram
realizados registros fotograficos com cémera fotografica Sony DSC-W, 16.4
megapixels, com a mesma luminosidade e distdncia em todos os dias das avaliagdes.

A area da lesao foi aferida através do software Image Pro Plus 4 (Media
Cybernetics, Silver SPRING, Md.) sempre pelo mesmo operador,’’” sem que 0 mesmo
tivesse o conhecimento sobre qual era o tratamento e grupo que gerou cada material
avaliado.

A taxa da contragédo da ferida (Tc) foi calculada a partir da formula Tc = (a1 - a)
x 100/a1, sendo a area inicial (a1), determinada no dia da primeira aferigdo da lesao,

e a area da lesio (a), nos dias de mensuragao'"’.

5.13 ESTUDO HISTOQUIMICO/IMUNO-HISTOQUIMICO

Os segmentos de pele fixados em formaldeido 10 % foram parafinados e
submetidos a microtomia com espessura de 4 uym, a seguir, os cortes foram
depositados em laminas de vidro, desparafinados com o xileno e submetidos as
passagens em alcool até receberem a coloracédo hematoxilina-eosina (HE) e serem
cobertas com laminulas de vidro.

A analise da derme nas laminas foi realizada pelo profissional que néo tinha
conhecimento sobre qual era o tratamento ou grupo que gerou cada material avaliado.
Todas as etapas dos estudos histopatolégico/imuno-histoquimico foram realizadas no
Laboratério de Patologia da PUCPR.

Para a quantificagdo da coloracdo, secdes foram analisadas usando um
microscopio Zeiss Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e capturadas de
forma aleatoria vinte campos da derme de cada lamina, englobando toda a extensao
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da area cicatricial, ampliadas 400x. Todas as imagens foram analisadas usando o
software Image-Pro plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Md.) conforme descrito
anteriormente.’”® O numero de células marcadas imunologicamente positivas e
células totais em cada area foi contada, e as porcentagens de células marcadas com
positivo foram calculadas.

5.13.1 Método histoquimico Picrosirius red

Todas as pecas foram submetidas a técnica histoquimica com o corante
Picrosirius red, que colore a proteina do colageno, tornando-o birrefringente a luz
polarizada da microscopia. O método € adequado para a visualizagao do colageno,
pela sua ligagdo especifica com as moléculas do corante sirius red F3AB, que ao
modificar o eixo da luz do polarizador torna-se birrefringente e brilhante.

O colageno tipo 1 aparece como fibras espessas, fortemente birrefringentes,
de coloracdo amarelo ou vermelho; e o tipo 3 apresenta o aspecto de fibras finas,
fracamente birrefringentes e de coloragdo esverdeada. A porcentagem das fibras
colagenas classificadas como maduras ou imaturas de acordo com a coloragéo

permite a avaliagdo qualitativa das mesmas.'?’

5.13.2 Método histoquimico Verhoeff

A técnica histoquimica de Verhoeff € um método de coloragao utilizado para
demonstrar a presenca de fibras elasticas no tecido. Essa técnica baseia-se em um
método regressivo no qual todo o tecido se encontra saturado de reagente, e o
excesso de corante € removido de forma seletiva. As fibras elasticas devem salientar-

se em negro/vermelho contra fundo cinza claro.'?®

5.13.3 Método imuno-histoquimico

A imuno-histoquimica detecta e quantifica um antigeno celular ou tecidual

através da utilizagdo de anticorpo especifico dirigido contra este componente celular
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e produz uma alteragdo de coloragao visivel a microscopia 6ptica pelo uso de
cromogenos e diversas reagdes.'?°

O remodelamento do colageno foi avaliado através da expressao de MMP-8, o
fator de diferenciacdo de fibroblastos foi examinado pela expressédo de TGF-B. A
quantificacdo de miofibroblastos e vasos sanguineos foi detectada pela expresséo de
o-AML. Anticorpos policlonais contra MMP-8 (Abcam, EUA), TGF-B (Spring
Bioscience Corp.; EUA), a-AML (Abcam, EUA) foram usados como anticorpos
primarios (QUADRO 1).

Anticorpo Tipo de marcacgao Marca Diluicao
primario preconizada
MMP-8 Citoplasma Abcam 1:200
TGF-3 Citoplasma Spring Biosciene 1:200
a-AML Citoplasma Abcam 1:200

QUADRO 1 — ANTICORPOS PRIMARIOS
FONTE: O autor (2021)

5.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo foram descritos por médias, desvios padroes,
valores minimos e maximos. Para a comparagao dos grupos, em relagdo as variaveis
do colageno, foi usado o modelo de analise da varidncia (ANOVA) com um fator. As
demais variaveis quantitativas foram analisadas usando o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. Comparagdes entre os dias de avaliacdo, em relagao as areas, foram
feitas considerando o teste ndo-paramétrico de Friedman. A condi¢ao de normalidade
das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Valores de p < 0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional
IBM SPSS Statistics v.20.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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Houve 1 o6bito no grupo 2 no sétimo dia pos-operatorio durante a indugao

anestésica.

6.1.1 Comparagao dos grupos em relagao a taxa de contragao da area da ferida

avaliada nos dias 7, 14, 21 e 28

Para cada variavel relativa a contragéao entre dois dias de avaliagao (diferenga

percentual entre as areas dos dois momentos), comparamos 0s grupos em relagao a

taxa contragéo da area da ferida (TABELA 1).

Nos grupos que receberam CT e/ou MA a taxa de contragdo foi

significativamente maior nos sete dias iniciais do processo de reparo (Tc 1-7) (p

0,016).

TABELA 1 — ESTATISTICAS DESCRITIVAS DA TAXA DE CONTRACAO

Varidvel Grupo N Média + desvio padrdao p*
TAXA CONTRAGAO - Tc1-7 Controle 10 34,1+34,3

CT 9 36,7+5,5

MA 10 54,7 £ 14,8

CT+MA 10 52,3+12,7 0,016
TAXA CONTRAGAO - Tc7-14 Controle 10 79,3+16,5

CT 9 68,0+3,4

MA 10 61,5+ 14,4

CT+MA 10 64,5+7,4 0,072
TAXA CONTRAGAO - Tc14-21  Controle 10 44,0 £ 13,5

CT 9 41,1+8,7

MA 10 28,2+ 15,5
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CT+MA 10 21,1+8,5 0,001
TAXA CONTRAGAO - Tc21-28  Controle 10 60,6 + 24,8

cT 9 54,3+20,4

MA 10 55,5+17,5

CT+MA 10 39,2+15,1 0,113
TAXA CONTRAGAO - Tc1-28 Controle 10 98,2+1,2

cT 9 94,3+ 3,2

MA 10 94,1+4,1

CT+MA 10 92,1+2,6 0,001

FONTE: O autor (2021)

Considerando-se que foi encontrada diferenga significativa

entre os grupos

quanto as contragbes das areas, os grupos foram comparados dois a dois. Na

TABELA 2 sao apresentados os valores de p dessas comparacoes.

TABELA 2 — VALORES DE P ENTRE OS GRUPOS

Grupos comparados | p*

Tcl-7 Tc14-21 Tcl1-28
Controle x CT 0,928 0,767 0,003
Controle x MA 0,011 0,005 0,003
Controle x CT+MA 0,022 <0,001 <0,001
CT x MA 0,011 0,013 0,912
CT x CT+MA 0,020 0,001 0,077
MA x CT+MA 0,793 0,217 0,055

FONTE: O autor (2021)

A Tc1-7 foi maior no grupo 4 (CT + MA) quando comparada ao grupo 1
(controle) (52,3+-12,7 versus 34,1+-34,3; p 0,022).

No final de 28 dias, a Tc1-28 foi maior no grupo controle seguido do grupo 2

(CT) e 3 (MA) (p 0,001). A Tc1-28 foi maior no grupo 1 quando comparada ao grupo
4 (98,2+-1,2 versus 92,1+-2,6; p < 0,001).

A FIGURA 6 apresenta a evolugdo das feridas de acordo com os grupos

estudados e os dias de evolucao.
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212dia

FIGURA 6 — EVOLUCAO MACROSCOPICA DAS FERIDAS

Aspectos da ferida nos 7°, 14°, 21° e 28° dias de pos-operatoério dos grupos: G1
(Controle), G2 (CT), G3 (MA), G4 (CT+MA). As lesbes dos grupos que receberam CT
e/ou MA estavam significativamente menores no sétimo dia do processo de reparo. Ao
final de 28 dias, as les6es do grupo controle contrairam mais rapidamente do que os

demais grupos.
FONTE: O autor (2021)

6.2 COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELAGCAO AO COLAGENO TIPO 1 E 3

Comparamos os grupos em relagéo ao colageno tipo 1 e 3 (GRAFICO 1 e 2),

como a soma dos colagenos é igual a 100 %, os valores de p s&o iguais.
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GRAFICO 1 - COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AO COLAGENO TIPO 1
Observamos a maior porcentagem de colageno tipo 1 no grupo CT+MA.

FONTE — O autor (2021)
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GRAFICO 2 - COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELAGCAO AO COLAGENO TIPO 3

O grupo controle apresentou a maior porcentagem de colageno tipo 3 em relagdo aos demais
grupos.

FONTE — O autor (2021)
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As estatisticas descritivas do colageno tipo 1 e 3 mostram predominio de
colageno tipo 1 em todos os quatro grupos estudados. O grupo 4 (CT + MA)
apresentou a maior média do colageno tipo 1 (70,6+-13,5; p 0,057). Em relagéo ao
colageno tipo 3, o grupo 1 teve a maior média (29,4+-13,5; p 0,057).

Na TABELA 3 sdo apresentadas estatisticas descritivas do colageno tipo 1 e 3

de acordo com os grupos e os valores de p dos testes estatisticos.

TABELA 3 — ESTATISTICAS DESCRITIVAS DO COLAGENO TIPO 1€ 3

Varidvel Grupo N Média + desvio padrdao p*
Colageno tipo 1 Controle 10 70,6 +13,5

CT 9 80,3+7,3

MA 10 789+9,9

CT+MA 10 81,5+3,8 0,057
Coldgeno tipo 3 Controle 10 29,4 £13,5

CT 9 19,7173

MA 10 21,1+9,9

CT+MA 10 18,5+3,8 0,057

*ANOVA com um fator, p<0,05
FONTE — O autor (2021)

O valor de p 0,057 indica que ha uma tendéncia a diferenga significativa entre
os 4 grupos. Ao comparar especificamente os grupos Controle e CT+MA foi
encontrada diferenga significativa (p 0,033; teste t de Student para amostras
independentes).

A FIGURA 7 mostra o colageno tipo 1 e 3 corado com Picrosirius red.
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FIGURA 7 — FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO A AREA DO COLAGENO TIPO 1 e 3 (400X)
O Picrossirius Red cora o colageno tipo 1 em vermelho e o colageno tipo 3 em verde, indicado
pelas setas solidas amarelas e pontilhadas, respectivamente. A andlise das imagens capturadas

ao microscopio de luz polarizada mostrou predominio de colageno tipo 1 (maduro) em todos os
grupos.

A — grupo controle; B — grupo célula-tronco; C — grupo membrana amnidtica; D — grupo célula-
tronco e membrana amnidtica
FONTE — O autor (2021)

6.3 COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELAGCAO A FIBRA ELASTICA

Comparamos os grupos em relacéo as fibras elasticas (GRAFICO 3). A analise
das fibras elasticas demonstrou as maiores médias nos grupos tratados com CT e/ou
MA (p 0,215). Na TABELA 4 sao apresentadas estatisticas descritivas da fibra elastica

de acordo com os grupos e o valor de p do teste estatistico.
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Fibra elastica (% de area)

Controle cT MA CT+MA  — Media
[] Média + ep

Grupo T Média + dp

GRAFICO 3 - COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO A FIBRA ELASTICA

O grupo controle apresentou a menor média de fibras elasticas quando comparada aos
demais grupos estudados.

FONTE: O autor (2021)

TABELA 4 — ESTATISTICA DESCRITIVA DA FIBRA ELASTICA ENTRE OS GRUPOS

Varidvel Grupo N Média + desvio padrao p*
Fibra elastica (%) Controle 10 3,4+£2,0

CT 9 4,1+23

MA 10 53+2,1

CT+MA 10 4,7+1,6 0,215

FONTE: O autor (2021)

A FIGURA 8 mostra as fibras elasticas coradas de vermelho pela coloragao de
Verhoeff (400x).
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FIGURA 8 — FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO A AREA DA FIBRA ELASTICA (400X)

As setas pretas indicam as fibras elasticas coradas em vermelho pela técnica Verhoeff. Houve
predominio das fibras elasticas no grupo MA, seguido dos grupos CT + MA, CT e controle.

A — grupo controle; B — grupo célula-tronco; C — grupo membrana amniética; D — grupo célula-tronco e
membrana amnibtica

Fonte — O autor (2021)

6.4 COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AOS MARCADORES IMUNO-
HISTOQUIMICOS

O remodelamento do colageno foi analisado através da expressdao de MMP-8.
Os resultados revelaram uma menor expressao nos grupos 2 e 4 (CT e CT + MA)
(0,344+-1,428 e 0,646+-0,765; p 0,699) (TABELA 5/ GRAFICO 4).
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TABELA 5 - ESTATISTICA DESCRITIVA DA MMP-8 ENTRE OS GRUPOS

Varidvel Grupo N Média + desvio padrdao p*
MMP8 (% area positiva) Controle 10 0,991 + 1,428

CT 9 0,344 £ 0,373

MA 10 1,261 + 1,692

CT+MA 10 0,646 + 0,765 0,699

FONTE: O autor (2021)
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GRAFICO 4 - COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AO MARCADOR MMP-8
Na andlise do remodelamento do coldgeno, os resultados mostraram uma menor expressao
de MMP-8 nos grupos CT e CT + MA.

FONTE: O autor (2021)

A expressao de TGF-B verificou o fator de diferenciacdo de fibroblastos e
também apresentou as menores porcentagens nos grupos 2 e 4 (2,18+-1,66 e 2,73+-
3,33; p 0,468) (TABELA 6 / GRAFICO 5).
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TABELA 6 - ESTATISTICA DESCRITIVA DO TGF-B ENTRE OS GRUPOS

Varidvel Grupo N Média + desvio padrdo p*
TGF-B (% area positiva) Controle 10 3,32+3,10

CT 9 2,18+ 1,66

MA 10 3,99+ 2,64

CT+MA 10 2,73+3,33 0,468

FONTE: O autor (2021)
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GRAFICO 5 - COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AO MARCADOR TGF-B
A expressao de TGF- apresentou os menores percentuais nos grupos CT e CT + MA.
FONTE: O autor (2021)

Em relagédo a analise da quantificagdo de miofibroblastos e vasos sanguineos,
os resultados mostraram uma menor expressdo de a-AML no grupo 4 (CT + MA)
(3,89+-4,45), seguido dos grupos 3, 1 e 2 (7,62+-4,45; 8,23+-7,89; 11,59+-5,85; p
0,054) (TABELA 7 / GRAFICO 6).



TABELA 7 — ESTATISTICA DESCRITIVA DA o-AML ENTRE OS GRUPOS
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Varidvel Grupo n Média + desvio padrdao p*
o-AML (% darea positiva) Controle 10 8,23+7,89
CT 9 11,59 + 5,85
MA 10 7,62 +£4,45
CT+MA 10 3,89 +4,45 0,054
FONTE: O autor (2021)
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GRAFICO 6 - COMPARACAO DOS GRUPOS EM RELACAO AO MARCADOR a-AML
A expressdo de a-AML verificou a quantificagdo de miofibroblastos e vasos sanguineos, e
apresentou as menores porcentagens no grupo CT + MA, seguido pelo grupo MA, controle

e CT.
FONTE — O autor (2021)

As FIGURAS 9, 10 e 11 mostram os reagentes dos marcadores MMP-8, TGFj3,

a-AML, corados em castanho (400x).
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FIGURA 9 - FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO A AREA DE MMP8 (400X)
As setas vermelhas indicam a expressdo de MMP-8 corada em castanho. A avaliagéo
imuno-histoquimica indicou que a expressdo de MMP-8 foi menor nos grupos CT e CT + MA
A — grupo controle; B — grupo célula-tronco; C — grupo membrana amnidtica; D — grupo célula-
tronco e membrana amniodtica

FONTE: O autor (2021)
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RANDO A AREA DE TGF-B (400X)

As setas vermelhas indicam a expressdo de TGF- corada em castanho. Os grupos tratados com
células-tronco, G2 e G4, apresentaram as menores expressoes de TGF-f.

A - grupo controle; B — grupo célula-tronco; C — grupo membrana amniotica; D — grupo célula-tronco e
membrana amnidtica

FONTE: O autor (2021)
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FIGURA 11 — FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO A AREA DE a-AML (400X)
As setas vermelhas indicam a expressdao de a-AML corada em castanho. No estudo
imuno-histoquimico, a expressdo de a-AML foi menor no grupo CT + MA e a maior
expressao foi encontrada no grupo CT.

A - grupo controle; B — grupo célula-tronco; C — grupo membrana amniética; D — grupo célula-
tronco e membrana amnidtica

FONTE: O autor (2021)
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, a aplicagao de células-tronco mononucleares da medula éssea
autologa demonstrou um efeito positivo por aumentar a taxa de contracao das feridas
nos primeiros sete dias do processo de reparo. Ao compararmos o grupo 1 (controle)
com o grupo 4 (CT + MA) encontramos uma Tc1-7 cerca de 35 % maior no grupo
tratado (p 0,022).

No final de 28 dias, a Tc1-28 foi maior no grupo controle, isto €, contraiu mais
rapidamente, porém quando comparamos o grupo 1 com o grupo 4, temos uma taxa
de contragao de aproximadamente 6 % maior no grupo controle (p < 0,001).

Um dos questionamentos para esse resultado seria que a agdo mecanica da
membrana amnidtica estaria prejudicando a redugao da ferida, por manter os
miofibroblastos com menor distensibilidade. Porém, existem outros fatores ligados a
contragdo como a presenca de fatores de crescimento, genes de conexao da zona de
oclusdo 1,"3° que podem ter influenciado neste resultado.

Outra hipétese poderia ser em decorréncia do periodo de observacgao, visto que,
nao avaliamos a lesdo até a sua cicatrizacdo completa. Como as células-tronco
influenciam em todas as fases de cicatrizagdo (inflamatéria, proliferativa e
remodelamento)'4% ndo pudemos ratificar toda a potencialidade do tratamento. Além
disso, as CT alteram o fendtipo do processo inflamatério para um processo menos
fibrinogénico.

Em um estudo experimental publicado por Longo et al., ndo ocorreu diferenga
significativa nas analises planimétricas com o uso da membrana amniotica humana
acelular na cicatrizagdo de queimaduras térmicas de terceiro grau em ratos, concluséo
semelhante a encontrada em nosso modelo experimental.’3

Os resultados mostraram que a aplicagao das CT e MA provavelmente reduziu a
duragdo da fase inicial da cicatrizagdo, devido a acdo anti-inflamatoéria, o que
favoreceu o inicio precoce da formacgao das fibras colagenas, na fase de remodelagéo,
caracterizada pela substituicdo do colageno tipo 3 por colageno tipo 1. Portanto, no
presente estudo, as fibras de colageno dos animais do grupo CT+MA atingiram a
maturidade mais rapidamente quando comparado ao controle.

Campelo et al. verificaram que o tratamento com MA acelerou o processo de
cicatrizagéo da ferida.'”” A agéo anti-inflamatoéria do MA reduziu a duragdo da fase
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inicial de cicatrizagao. Outro fator relevante foi a fungdo da membrana amniética como
barreira protetora dos tecidos lesados, que favoreceu o inicio precoce do processo de
reparo nas feridas protegidas, além de evitar a perda de fluidos e a contaminagéo por
microorganismos Resultado que corrobora com o da nossa pesquisa nos primeiros 7
dias de evolugao.

Diversos estudos tém demonstrado o efeito benéfico promovido pelo tratamento
com CT, derivadas da medula 6ssea ou do tecido adiposo,’**% incluindo atividades
anti-inflamatorias e antimicrobianas, imunomoduladoras e reparadoras de tecidos.*®
As células-tronco possuem varios potenciais terapéuticos para regenerar a pele
danificada, principalmente por sinalizacdo paracrina e diferenciag&o.’®7881 Os
estudos sugerem que a contribuicdo da diferenciacdo de CT € limitada devido ao
enxerto insuficiente e sobrevivéncia no local da les&do. A sinalizagdo paracrina €
provavelmente o mecanismo primario para os efeitos benéficos das CT em feridas,
isto é, reduzir a inflamagdo, promover a angiogénese e induzir a migragdo e
proliferagéo celular.*®

A analise das imagens captadas pelo microscopio de luz polarizada mostrou
predominio do colageno tipo 1 (maduro) em todos os grupos (FIGURA 7), sendo que
o grupo 4 (CT + MA) apresentou a maior média. Em relagdo ao colageno tipo 3
(imaturo), o grupo 1 teve a maior média. Ao compararmos especificamente os grupos
Controle e CT + MA foi encontrada diferencga significativa (p 0,0033).

Em 2012, Yun et al., injetaram células-tronco derivadas do tecido adiposo em
cicatrizes de pele desenvolvidas apds a indugdo de lesdes de espessura total e
concluiu que as CT aceleram a remodelagdo da cicatriz.'® Outra pesquisa, que
também corrobora com os nossos resultados, publicada por Duarte et al. relatou que,
no processo de cicatrizacdo de feridas em coelhos tratados com MA, houve
predominio de fibras colagenas maduras.'3® Portanto, os resultados confirmam a
aceleracdo da maturidade das fibras colagenas com o uso de MA e CT.

A técnica de Verhoeff mostrou predominio das fibras elasticas no grupo 3,
seguido dos grupos 4, 2 e 1. Evidenciando o beneficio do tratamento com MA e/ou CT
no reparo cutaneo. Em 2019, Hatzfeld et al. ratificaram os nossos achados ao
demonstrarem que a cicatrizacdo de queimaduras de espessura total em suinos
tratados com MA estimulou a sintese de fibras elasticas e induziu uma rede de fibras

de elastina bem formada.'34
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Estudos recentes mostraram que as CT podem diminuir a sintese de elastina ou
aumentar a degradacé&o das fibras elasticas existentes. Os mecanismos moleculares
que orientam esses eventos permanecem mal compreendidos, e tais hipoteses estao
em conflito com descri¢des anteriores que demonstraram uma contribui¢do positiva
do tratamento de CT para alteragdes das fibras elasticas, como aneurismas adrticos
ou doenga pulmonar obstrutiva cronica.'3®

Em 2017, outro trabalho também confirmou os resultados desta pesquisa. Ochiai
et al. estudaram a cicatrizacao de feridas lineares de pele de suinos e demonstraram
que apos 28 dias da cirurgia, as feridas do grupo controle apresentaram poucas fibras
elasticas, em contraste com o grupo tratado com CT derivadas da medula ossea,
sendo as fibras elasticas e o aspecto dos fibroblastos semelhantes ao da pele
normal.'36

Diversos mecanismos relacionados a cicatrizagdo tém sido investigados, como o
remodelamento do colageno através da expressdo da MMP-8, o fator de diferenciagao
de fibroblastos com o TGF-f3, e a quantificacdo de miofibroblastos e vasos sanguineos
pela expressao de a-AML.

O processo de remodelamento do colageno, isto €, o equilibrio entre a
deposigcao e o catabolismo deste, e a substituicdo do colageno tipo 3, caracteristico
da cicatriz imatura; pelo colageno tipo 1, mais resistente e predominante na cicatriz
madura®3%* ¢ coordenado por proteinas denominadas metaloproteinases.

A familia das metaloproteinases inclui cerca de 25 proteinas que podem ser
divididas em: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, tipo membrana e
outras MMPs, que sao classificadas pela especificidade ao substrato e,
principalmente, de acordo com a sua estrutura.>®> A MMP-8 é uma colagenase
intersticial que é secretada pelos fibroblastos, neutréfilos e macréofagos da ferida. Uma
expressado aumentada de MMP-8 em feridas cronicas € prejudicial para a reparacéo,
causando a degradagao do colageno tipo 1.56

Em nosso estudo, na avaliagao imuno-histoquimica, a expressao de MMP-8 foi
menor nos grupos 2 e 4. Confirmando a maior porcentagem de colageno tipo 1 nesses
grupos, visto que, o aumento da MMP-8 favorece a quebra do colageno maduro,
prejudicando o reparo das lesdes.%®

O TGF-B apresenta importante papel na diferenciagao miofibroblastica durante
os fendmenos fibrocontrativos e cicatriciais, por regular a expresséo de a-AML nestas

células. Por sua vez, o TGF-B €& regulador multifuncional do crescimento e
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diferenciagao celular durante desenvolvimento e reparacgao, influenciando a sintese
de componentes da matriz extracelular, como colagenos, fibronectina, laminina e
glicosaminoglicanas.

Os grupos tratados com células-tronco, grupo 2 e 4, apresentaram as menores
expressdes de TGF-[3, provavelmente devido as caracteristicas anti-inflamatorias das
CT que podem suprimir a ativacdo de mastécitos e TGF-f que desempenham um
papel importante na formagdo da cicatriz, sendo um fator de diferenciacédo de
fibroblastos.3?

Os fibroblastos s&do ativados pela expressdo de o-AML tornando-se
miofibroblastos, que exibem papel essencial na contragdo/fechamento da ferida®' e
secretam componentes de matriz extracelular, tais como colageno,
glicosaminoglicanos, fibronectina, laminina e elastina, que substituem a matriz
provisoria formada inicialmente.'®”

A expressao de a-AML foi expressivamente menor no grupo 4 (CT + MA), no qual
também foi registrada a menor taxa de contragdo entre os dias 1 e 28 (Tc 1-28),
inclusive dos ultimos sete dias (Tc 21-28) do periodo experimental. Por outro lado, a
maior expressao foi encontrada no grupo 2 (CT), que ratifica os resultados de
Yamaguchi et al. que mostraram que as CT da medula éssea quando aplicadas de
forma topica nas feridas cutaneas diferenciam-se em miofibroblastos e aceleram a
cicatrizagdo de feridas quando combinadas com curativos oclusivos-'38

O efeito antifibrético da membrana amnidtica humana pode ser explicado devido
a acao inibitéria deste tecido na expressdao do TGF-B, responsavel por ativar os
fibroblastos que, por sua vez, s&o responsaveis pelo processo de cicatrizacdo. Como
resultado, o processo fibrotico é inibido.'® Desta forma, a membrana amniética pode
modular a cicatrizacao através da promog¢ao da reconstrugao tecidual, em detrimento
da formagao de uma cicatriz.'"®

Em 2012, Yun et al., injetaram células-tronco derivadas do tecido adiposo em
cicatrizes de pele desenvolvidas apds a indugdo de lesdes de espessura total e
concluiu que as CT aceleram a remodelagdo da cicatriz, reduzem a atividade dos
mastocitos e miofibroblastos e suprimem a agao do TGF-3 em fibroblastos, o que esta
de acordo com os resultados encontrados em nossa pesquisa, além de aumentar os

efeitos de MMP-1 na remodelagdo do colageno.3?
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8. CONCLUSAO

Os achados deste estudo sugerem que as CT mononucleares e/ou MA
aceleram a taxa de contrac&o da lesdo nos primeiros sete dias do processo de reparo,
por reduzir a atividade inflamatoria e acelerar a maturagao das fibras colagenas e
elasticas. A terapia CT e MA nas lesdes cutaneas ndo aumentou a taxa de contragéo
das lesdes cutaneas de espessura total nos estagios mais avangados da cicatrizagéo,
porém pode auxiliar no reparo por meio da remodelagdo do colageno (menores
expressdes de MMP-8) e agao antifibrética (menores expressdes de TGF-3 e a-AML).

No entanto, estudos adicionais s&o necessarios para elucidar os mecanismos
de acado das CT e MA que ocorrem durante o processo de cicatrizagcado de feridas

cutaneas.
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1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documentc € um lermo da consenumento livie e esclarecido, ele informa a vocé
as objetivos, procedimentos, nscos e benaficios sobre o estudo de pesquisa chinica no qual
vocé esta sendo convidada a participar. Vocé precisa ler, entender e 8ssinar este lermo de
consentimento livie 5 esclar7ldo se co(_qcudar em parlicpar dpste estudo.

€u_. nA Zoraliing oo B n s . RG

>

”'&M{ estou sendo convidada a participar de um estudo denominado
*Reparagdo lraqueal de coelhos com matriz acelular associada a nanoparticulas de 15-
deoxy-A12, 14 prostaglandina J2°.

Sei que para o avango da pesquisa a participagdo de voluntdrios ¢ de fundamental
importancia. Caso ou aceile participar desta pesquisa, doarei a minha placenta apos o
nascimento da minha crianga assim como fesponderei a um questionsrio meédico, se
nacessario.

Entendo que a placenta é um drgéo da gestacao e gue apés o término do partoc solre
descarte (jogada no lixo hospitalar) e ndo havendo prejuizo para a mae e nem para o meu
(minha) fHilho (a) recém-nascido (a).

Entendo que a placenta sera utlizada para o estudo, portanto ndo apresentard fins
lucrativos.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeilada, ou séja. meu nome. ou qualquer
outro dado confidencial, sera mantido em sigilo. A elaboragao final dos dados serd feita de
maneita codificada, respeitando o imperativo ético da confidencabdade.

Eslou ciente de que posso me recusar a participar do estudo, ou refirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, sem sofrer qualquer dano.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projelo s3o: Dr. Luiz César Guarita Souza e
a Mestranda em Ciéncias da Saude Anna Flavia Ribeiro dos Santos com guermn poderai

manter conlacto pelos telefones.
Estardo garantidas todas as informagdes que eu queira saber antes, duranie @ depois

do estudo.
Li, portanto,

compreendi todas

este termo e ful orientada quanic ao teor da pesquisa acima mencionada e
as informacdes dadas. estou satisfeita com as informagdes receb{da&
as perguntas convenienles e me foram esclarecidas 1ogdas as duvidas

pude formular todas , .
Concordo, voluntariamente em participar desta pesquisa, sabengdo que Bre
. &

pagarel nanhum valor econdmico porminha partici

BEEATREE TS

Pesquisador Responsével
Tel: (41)

Mestrando em Ciéncias da Saide - PUCPR
Tel: (41) 996859499

Curitbag/d _de _wlirmnng de 2018.
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ANEXO 4
Ficha/Prontuario
N2:
DATADACIRURGIA: _/ /.
PRE-OPERATORIO:
PESO: Kg. PER-OPERATORIO:
INICIO: Anestesia: __:__hs. Cirurgia: __: __ hs.
TERMINO:  Anestesia: __:__hs. Cirurgia: __:__ hs.

ANESTESICOS, ANALGESICOS E ANTIBIOTICOS:

KETAMINA:

mg(20mg/Kg-IM)  XILAZINA: mg (1,0mg/Kg - IM)
COMPLICACOES (hemorragia, 6bito, etc.):

81

RECUPERACAO POS-OPERATORIA: (acordado, responsivo e deambulando sem sinais de torpor)

FINAL DA ANESTESIA: __:__ hs. FINAL DA RECUPERACAO: _ :  hs.
POS-OPERATORIO:
Comportamentos Sim Ndo
Vocalizag¢do
Perda de peso
Hipotermia

Alteragdes nas fezes e urina
Ato de lamber-se (falta de
higiene pessoal)

Recusa em se movimentar

Automutilagdo

o~ — — —
—_— — — — ~—

o
@)

DATA

HORA

ATIVO HIDRATAGAO | ALIMENTAGAO | INFECCGCAO | ANALGESIA

(S/N) (S/N) (S/N) (S/N)
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w

S

(@)]

~N

(00

(%))
ofI0o|0|I0|]I0O|I0]| 10| 1010
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220

232

242

259

262

279

282

299

309

*ATIVIDADADE: movimenta-se bem ao estimulo verbal ou tatil.
* HIDRATACAO: perda de brilho dos olhos e letargia.

* ALIMENTACAO: ingesta de toda a racdo oferecida diariamente.
*INFECCAO: calor, rubor, tumor e secrecio.

* ANALGESIA: Dipirona SC

EUTANASIA:

DATA: _ /_/_. HORA: _ :_ hs.

PESO: kg. FENOBARBITAL: mg(100mg/Kg - IM)

RETIRADA DA PECA: INiCIO: __:__ hs. TERMINO:
EXCLUSAO DO TRABALHO:

(_)SsIm. (__) NAO. DATA: _/ |

MOTIVO:

hs.
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