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RESUMO

SILVESTRINI, Aline, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Matriz autéloga e terapia celular na reparacao de feridas de pele.
Orientador: Emily Correna Carlo Reis. Corientadores: Andrea Pacheco
Batista Borges, Fabricio Luciani Valente e Ricardo Seiti Yamatogi.

As feridas cutdneas sdo classificadas como uma co-morbidade ou
secundaria a outras condic¢des clinicas e sdo um problema de saude publica.
As células estromais mesenquimais (MSCs) e as membranas autélogas tem
sido estudadas para favorecer a regeneragédo tecidual. Objetivou-se com
esse trabalho entender o processo de reparacdo da pele quando utilizamos
terapia celular e matrizes autdlogas e, para tal, foram utilizadas duas
abordagens, uma revisao sistematica e um trabalho experimental. Nas bases
de dados PubMed e BVS foram selecionados estudos experimentais que
avaliassem a associagcdo da terapia celular e membranas autdélogas em
feridas de pele de coelhos e roedores. Cinco estudos preencheram os
critérios de inclusdo e foram selecionados na revisdo sistematica. A
associagdo da terapia celular com as matrizes autélogas, nas suas
diferentes formas de producado, teve um importante papel em relagao aos
parametros envolvidos no reparo tecidual, como organizagao do tecido,
reepitelizacdo, deposicdo de colageno e angiogénese. Devido a
heterogenicidade dos estudos, nao foi possivel realizar meta-analise nessa
revisdo. Propde-se que seja elaborado um consenso sobre caracteristicas e
critérios de avaliagado para realizacdo de pesquisas no tratamento de feridas
cutaneas, objetivando a padronizagcdo e consequente possibilidade de
melhor comparacgao entre tratamentos. Em seguida, foi realizado um estudo
experimental. Objetivou-se com esse trabalho avaliar a influéncia das células
tronco derivadas de tecido adiposo (ASCs) no reparo de feridas, usando a
fibrina rica em plaquetas (PRF) para favorecer a adesao celular no leito da
ferida, bem como discutir sobre os principais componentes do processo de
reparo e como as MSCs podem influenciar suas acdes. Neste estudo, as
ASCs foram associadas a PRF para o tratamento de feridas cuténeas
induzidas experimentalmente, medindo 8mm de diametro no dorso de

coelhos, com seis amostras por grupo: controle (solugado salina), PRF



apenas e ASC associadas a PRF. Suas acbes foram avaliadas por analise
macroscopica e histopatologica. Os resultados mostraram que as ASCs
associadas com PRF permaneceram na ferida até o dia 14. E foram capazes
de aumentar angiogénese e maturagdo do colageno na transicdo da fase
inflamatdria para a proliferativa, embora ndo tenham influenciado o tempo de
fechamento das feridas em comparagcdo aos demais grupos. Apds a
realizacdo da revisao sistematica e do estudo experimental, acredita-se que
a associagao dessa terapia é promissora e sugerem-se novos estudos com
feridas complexas e tamanho maior, a fim de conseguir uma melhor

avaliacdo na diferenga entre os tratamentos.

Palavras-chave: MSCs. Plaqueta. Fibrina. Plasma. Reparo.



ABSTRACT

SILVESTRINI, Aline, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019.
Autologous matrix and cellular therapy in repair of skin wound. Adviser:
Emily Correna Carlo Reis. Co-advisers: Andrea Pacheco Batista Borges,
Fabricio Luciani Valente and Ricardo Seiti Yamatogi.

Skin wounds are classified as comorbidities or secondary to other clinical
conditions and are a public health problem. Mesenchymal stromal cells
(MSCs) and autologous membranes have been studied to favor tissue
regeneration. The objective of this work is to understand the process of skin
repair when using cell therapy and autologous matrices and, for this, two
approaches, a systematic review and an experimental work were used. In the
PubMed and BVS databases, experimental studies were selected that
evaluated an association of cell therapy and autologous membranes in rabbit
and rodent skin wounds. Five studies were selected for inclusion and
selected in the systematic review. The association of cell therapy with
autologous matrices, in their different forms of production, played an
important role in relation to variations applied in technical repair, such as
tissue organization, reepithelization, image deposition and angiogenesis. To
determine the heterogeneity of the studies, it was not possible to perform the
meta-analysis in this review. It is proposed that a consensus be developed
on the characteristics and used to evaluate research on the treatment of skin
wounds, aiming at standardization and consequent possibility of better
comparison between applications. Then, an experimental study was
performed. The aim of this study was to evaluate the influence of adipose-
derived stem cells (ASCs) on wound repair, using a platelet-rich fibrin (PRF)
to promote cell connection in the wound bed, as well as to discuss the main
repair process components and how MSCs can influence their actions. In this
study, ASCs were associated with PRF for the treatment of experimentally
induced cutaneous wounds, measuring 8mm in diameter on the back of
rabbits, with six samples per group: control (saline), PRF only, and PRF
associated ASC. Their actions were evaluated by macroscopic and
histopathological analysis. Results shown as ASCs recorded with PRF

remain in the wound until day 14. And they were able to increase



angiogenesis and collagen maturation in the transition from inflammatory to
proliferative phase, although they were not influenced or the time of wound
closure compared to the other groups. Following the systematic review and
experimental study, it is believed that the association of this therapy is
promising and further studies with larger and complex wounds are suggested,

in order to better evaluate the difference between the tests.

Keywords: MSCs. Platelet. Fibrin. Plasma. Repair.
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INTRODUGAO

As feridas cutadneas sdo classificadas como uma co-morbidade ou
secundaria a outras condi¢cdes clinicas. Nao existe um treinamento
especifico dentre as especialidades médicas quanto a conduta clinica e
tratamento de feridas. Do ponto de vista politico e de saude publica, a
responsabilidade fragmentada levou a falta de priorizagdo de recursos e
capacidades em torno do tratamento de feridas. Embora o tratamento de
feridas seja um problema mundial, nos EUA as feridas afetam cerca de 5,7
milhndes de pessoas a um custo anual estimado de US$ 20 bilhdes
(FRYKBERG; BANKS, 2015; WALKER et al., 2002).

Uma ferida cutanea pode ser definida como uma descontinuidade do
tecido epitelial onde as fungdes basicas de protecao conferidas pela pele
sdo comprometidas (SANTOS et al., 2011). O reparo do tecido cutaneo é um
processo fisiolégico essencial no qual ocorre a coordenagao de muitos tipos
celulares e seus produtos, podendo ocorrer de duas formas distintas: a
cicatrizagdo e a regeneracao tecidual. A regeneragdao € a substituicdo do
tecido lesionado por um tecido semelhante, funcional e estruturalmente,
aquele que foi perdido, restabelecendo seu estado normal. Ja a cicatrizagao
€ 0 processo pelos quais os defeitos tissulares sao substituidos por uma
cicatriz ndo funcional através da deposi¢do de tecido conjuntivo (KRAFTS,
2010; SHAW; MARTIN, 2009).

Apos uma lesao tecidual, um conjunto de eventos bioquimicos se
estabelece para reparar o dano (PAGANELA et al., 2009). Os eventos que
desencadeiam a reparagdo sao descritos em trés fases fundamentais, a
inflamatoria, a proliferativa e a remodelagdo, sendo intercedidos e
sustentados por mediadores bioquimicos (LIMA et al., 2012). Quando as
lesbes atingem somente a camada da epiderme, ocorre a regeneragao
tecidual, com retorno da integridade morfofuncional do tecido lesionado.
Porém, quando o dano se entende até a camada da derme, acometendo
estruturas mais profundas, o processo resulta em cicatrizagcado. Nesse caso a

atividade morfofuncional do tecido encontra-se comprometida, pois a regiao
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lesionada é substituida integral ou parcialmente por tecido fibroso (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

O processo de reparacao envolve uma sequéncia de eventos, iniciado
com lesdo do endotélio, onde as plaquetas formam um trombo que tampona
provisoriamente a lesdo endotelial. Esse trombo é rapidamente infiltrado por
fibrina que, por meio da adesdo dos eritrécitos, forma outro trombo de
coloracao avermelhada, principal responsavel pela oclusdo do vaso rompido.
A formagédo do coagulo serve para coaptar as bordas da ferida, como
também, para cruzar a fibronectina, oferecendo uma matriz proviséria, na
qual os fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos podem ingressar na
ferida e promover a reparacao pelos eventos de angiogénese, fibroplasia e
epitelizagdo (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Cada um desses eventos sequenciais e simultdneos pode sofrer
interferéncia de fatores como diabetes, idade avangada, tamanho, local e
profundidade da ferida, levando a dificuldade de reparacdo. (TILLMANN;
FELIX; MUNDSTOK, 2015; (DA ROSA SILVA et al., 2017).

As células estromais mesenquimais (MSCs) estdo ganhando espaco
dentre as possibilidades terapéuticas também para feridas cutaneas devido
a sua capacidade de diferenciagao em diversos tecidos e suas propriedades
imunomoduladora, citoprotetora e angiogénica. As MSCs derivadas de
tecido adiposo (ASCs) sao definidas como uma populagdo de células
progenitoras multipotentes, indiferenciadas e auto-renovaveis (WOO;
HWANG; SHIM, 2016; ZUK et al., 2002). As ASCs sao facilmente obtidas
devido a grande disponibilidade de tecido adiposo. O procedimento de
isolamento €& simples e a qualidade dessas células, assim como sua
capacidade proliferativa pouco diminui com a idade do paciente. Portanto,
devido a esses fatores, constituem uma boa fonte de células tronco para
aplicacoes clinicas (BEANE et al., 2014; ZUK et al., 2001).

Tanto as MSCs como as ASCs sao uma excelente opcgao de
tratamento para o reparo de feridas cutaneas, pois apresentam potencial de
diferenciagao em células epiteliais, levando a uma reepitelizagdo acelerada
além de capacidade de diferenciacao em células endoteliais e secreg¢ao de
fatores de crescimento que contribuem para o aumento da angiogénese (NIE
et al., 2011).
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A principal perspectiva encontra-se na utilizagdo de matrizes de fibrina
como carreadoras das MSCs, pois pode fornecer um microambiente mais
adequado para adesao, proliferagéo e diferenciagao celular (HU et al., 2018;
TARTARINI; MELE, 2016). Pesquisadores tém trabalhado para desenvolver
matrizes que mantenham as células no leito da ferida e proporcionem o meio
adequado para sua atuacdo. Estudos com MSCs derivadas de cordao
umbilical humano, aplicadas em ferida cutanea de camundongos ja
demonstram acelerar a regeneracgéo e representam uma fonte reconhecida
na engenharia de tecidos. Contudo, percebeu-se que a aplicagao clinica da
matriz utilizada no artigo experimental € de dificil aquisigéo, tanto pelo custo
quanto pelos procedimentos necessarios para importacdo no Brasil
(ZEBARDAST; LICKORISH; DAVIES, 2010).

Nas matrizes autélogas podemos encontrar diferentes concentracoes
de plaquetas. As plaquetas contem uma grande quantidade de fatores de
crescimento, substdncias capazes de estimular a proliferacdo celular,
remodelamento da matriz extracelular e angiogénese. As principais matrizes
autdélogas sao: PRP (Plasma rico em plaquetas), PPP (Plasma pobre em
plaquetas) e PRF (Fibrina rica em plaquetas) (DOHAN EHRENFEST;
RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

A PRF apresenta caracteristicas para favorecer o processo de
reparagao, possivelmente capaz de orientar a migragcao das células epiteliais
por sua superficie e desenvolvimento da micro-vascularizagdo, uma vez que
ela fornece o ambiente inicial do processo de reparagao: a malha de fibrina e
os fatores bioquimicos (DOHAN et al., 2006a). Ela é considerada uma
segunda geragao das matrizes autdlogas com concentrado de plaquetas, e
possui potencial para utilizagdo no reparo de feridas. Em relagdo aoPRP, a
principal matriz hoje utilizada, a PRF nao requer a utilizagcao de aditivios para
induzir a polimerizacado da fibrina (BAI et al., 2017; LANDESBERG et al.,
2005), nao necessita de nenhum manejo bioquimico do sangue, 0 processo
de obtengdo é simples e econdmico, tendo demonstrado acdes mais
eficientes no favorecimento da migracao e proliferacéo celular (TOFFLER et
al., 2009). A diferengca mais marcante entre PRP e PRF ¢é, que a PRF ¢é
considerada completamente autéloga sem qualquer aditivo. O ndo uso de
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anticoagulantes no seu preparo causa ativagdo plaquetaria fisioldgica

auxiliando também na hemostasia (DOHAN et al., 2006a).

De acordo com os resultados de um estudo realizado por (LIANG et
al., 2018) a PRF liberou consistentemente fatores de crescimento
estimulando a proliferagdo e a fungédo paracrina de uma subcategoria das
ASCs in vitro. Também observou aumento significativo na concentragao de
fatores de crescimento, que podem promover a proliferacao de fibroblastos e
a geragao de colageno, além de possivelmente influenciar a diferenciagédo de
células tronco em células endoteliais vasculares, aumentando a
angiogénese tecidual. Segundo (DOHAN et al., 2006b) o mecanismo
fisiolégico da polimerizagao da PRF, cria uma estrutura unica de fibrina que
permite a melhor migragdo celular eliberagdo mais lenta dos fatores de

crescimento.

Devido a essas caracteristicas, com o presente estudo propde a
utlizacdo da matriz autéloga de PRF como agente carreador das ASCs na
reparagao de feridas de pele. Nesse sentido, a PRF nao apenas forneceria
fatores de crescimento importantes no processo de reparagao, mas também
promoveria melhor adesao das ASCs ao leito da ferida, que agiriam tanto
pelo efeito paracrino de modulagdo do processo como pela diferenciagao.
Sera assim possivel avaliar a eficacia da terapia celular associada a essa
matriz autdloga na reparacdo de feridas cutaneas e determinar uma
possibilidade de tratamento ndo sé na medicina veterinaria, mas também na

medicina humana.
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CAPITULO |

Uso de membranas autélogas associadas a terapia celular no

tratamento de feridas cutineas - Revisao sistematica

Aline Silvestrini et al.
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Uso de membranas autélogas associadas a terapia celular no

tratamento de feridas cutineas - Revisao sistematica

Resumo: O objetivo com o presente estudo foi revisar sistematicamente a
literatura atual sobre o uso tépico das membranas autdlogas; plasma rico em
plaquetas (PRP); plasma pobre em plaquetas (PPP) e fibrina rica em
plaquetas (PRF), associadas a terapia celular em feridas de pele de
espessura total induzidas experimentalmente em modelos animais (coelhos
e roedores). A literatura relata uma gama de estudos com o uso dessa
combinagao de tratamentos no reparo de outros tipos de tecido (como 0ssos,
cartilagem e tenddes), porém, essa associagdo é pouco descrita para o
reparo de tecido cuténeo, seja para feridas simples ou complicadas, em
relacdo a extensdo da lesdao ou co-morbidades associadas. Uma busca
eletrbnica foi realizada nas seguintes bases de dados: PubMed e na
Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Foi aplicada restricdo de busca em
relagdo ao idioma, somente estudos em inglés. Nao foram aplicados critérios
de exclusdao quanto ao ano de publicacdo. Estudos clinicos randomizados
comparando o uso de matrizes autdlogas associados a terapia celular com
tratamentos controle foram incluidos. Treze estudos clinicos randomizados
controlados foram incluidos na revisédo sistematica. Apds rigorosa avaliagao,
cinco estudos foram selecionados na revisao sistematica. Observou-se que
a associagcao da terapia celular com as matrizes autdlogas, nas suas
diferentes formas de producédo, teve um importante papel em relagao aos
parametros envolvidos no reparo tecidual, como: organizagdo do tecido,
reepitelizacao, deposicdo de colageno e angiogénese. Com estudos muito
heterogéneos, nado foi possivel realizar meta-andlise nessa reviséao,
dificultanto a comparacao entre tratamentos propostos. Propde-se que seja
elaborado um consenso sobre caracteristicas e critérios de avaliagdo para
realizacdo de pesquisas no tratamento de feridas cutaneas, objetivando a
padronizacdo e consequente possibilidade de melhor comparagao entre
tratamentos.

Palavras-chave: MSCs, Plaqueta, Fibrina, Plasma, reparo tecidual
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INTRODUGAO

As células estromais mesenquimais (MSCs) estdo ganhando espaco
dentre as possibilidades terapéuticas, devido sua capacidade de
diferenciacao em diversos tecidos e suas propriedades imunomoduladoras,
citoprotetora e angiogénica. As MSCs sdo consideradas com excelente
potencial para o tratamento de feridas cutaneas, pois diferenciam em células
epiteliais favorecendo a reepitelizacdo e tém capacidade de diferenciacao
em células endoteliais (NIE et al.,, 2011). Além disso e de forma mais
preponderante, sua acao esta realacionada ao efeito paracrino sob as
células locais pela liberagdo de citocinas e fatores de crescimento,
acelerando o fechamento da ferida, promovendo a angiogénese e a
formacédo de tecido de granulagdo, regulando o remodelamento da matriz
extracelular e o aumentando a reepitelizacéo (LEE et al., 2012).

As MSC podem ser isoladas de uma variedade de tecidos, incluindo a
medula éssea, polpa dentaria, tecido adiposo, musculo, placenta, amnion e
cordao umbilical, sendo consideradas relativamente faceis de isolar e se
expandir sob condi¢cées de cultura padrdo (KLINGEMANN; MATZILEVICH;
MARCHAND, 2008).

Sabe-se que as MSCs precisam de um agente carreador que facilite
sua adeséao ao leito receptor de uma ferida, isso porque a injegao direta ou
administracao topica de MSCs por meio de matrizes de gel pode ser
prejudicial para a sobrevivéncia das células. A utilizacdo de matrizes de
fibrina como carreadoras das MSCs pode fornecer um microambiente mais
adequado para adesao, proliferacéo e diferenciagao celular (HU et al., 2018;
TARTARINI; MELE, 2016). Algumas matrizes ja foram utilizadas com esse
objetivo, incluindo matrizes de gel (CAPPUZZELLO et al., 2016), sintéticas
(ZEBARDAST; LICKORISH; DAVIES, 2010) e autélogas (SAMBERG et al.,
2019).

As matrizes autdlogas sao reconhecidas por apresentarem plaquetas
em diferentes concentragbes. As plaquetas sdo fontes de fatores de
crescimento indispensaveis ao leito receptor, promovendo maior
concentragdo desses aos tecidos a serem regenerados. Os fatores de

crescimento sao substancias capazes de estimular a proliferacéo celular,
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remodelamento da matriz extracelular e angiogénese e estdo presentes nas
matrizes autdlogas em diferentes proporc¢des, sdo elas: PRP (plasma rico
em plaquetas), PPP (plasma pobre em plaquetas) e PRF (fibrina rica em
plaquetas) (DOHAN EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009).

O PRP, o mais estudado deles, € um derivado sanguineo autdlogo e
contém uma alta concentracdo de plaquetas e leucdcitos, em um pequeno
volume de plasma, sendo obtido por centrifugacdo do sangue total que
separa o plasma, os leucécitos e as plaquetas das hemacias (BIELECKI et
al., 2012). Mais recentemente, devido as limitacdes do PRP, como a
necessidade da adicdo de substdncias que ativem o processo de
coagulagdo, a complexidade e conflitos de literatura a respeito do seu
meétodo de obtencao, tém se aprofundado os estudos do PPP e da PRF. O
PPP é uma matriz que pode ser produzida por meio da utilizagdo do
sobrenadante resultante do processo de obtencdo tanto do PRP quanto do
PRF. O PPP pode conter alguns fatores de crescimento em sua composigao
e parece promover a funcao celular associada a reparacio de feridas, como
a melhora na migragao e a proliferagao celular (HATAKEYAMA et al., 2014;
MARTINEZ et al., 2016). J& a PRF pode ser definida como um biomaterial
concentrado de plaquetas sobre uma membrana de fibrina com alto
potencial regenerativo (CHOUKROUN et al., 2006). A molécula de fibrina
suporta o processo de reparagdo por meio da orientagdo da migragao das
células epiteliais para a sua superficie e desenvolvimento da micro-
vascularizagdo (DOHAN et al., 2006a; LI et al., 2013). Na PRF, as plaquetas
e fatores de crescimento ficam aprisionados em um coagulo de fibrina.
Esses fatores de crescimento se encontram em concentragdes
significativamente superiores aos niveis séricos e podem estimular a
regeneracgao tecidos (CIVININI et al., 2011).

Devido a capacidade regenerativa das MSCs na reparagao de feridas e
considerando o potencial das membranas autélogas como carreador dessas
células no leito da ferida e contendo fatores bioquimicos moduladores da
regeneracgao, esse trabalho buscou revisar os dados sobre a associagao
dessas terapias. Com isso, pretende-se responder o seguinte
guestionamento: na regeneracao de feridas experimentais ndo complicadas,

existem diferengcas no processo de reparo tecidual quando utilizamos a
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associagao dessas terapias em relagdo ao controle sem qualquer terapia? O
objetivo € entender se os estudos até hoje realizados podem demonstrar
diferencas no processo de regeneragdo e em um segundo momento, se a
associacdo dessas terapias traria mais beneficios do que uma delas

isoladamente.

METODOLOGIA

Critérios de elegibilidade dos estudos

Para definir os critérios de inclusdo de cada estudo primario nesta
revisdo sistematica, foi utilizada a abordagem estruturada PICOS
(Populagdo, Intervengcdo, Comparacédo, Resultados). As principais
caracteristicas para inclusdo e exclusao foram:

e Ensaios clinicos controlados randomizados que compararam a
associagao de membranas autdlogas e terapia celular de forma
tépica com tratamentos controle ou placebo.

e A populacio do estudo consistiu-se de modelos animais, sendo
considerados apenas coelhos e roedores, nos quais feridas
cutaneas de espessura total foram induzidas
experimentalmente e deixadas para cicatrizagdo por segunda
intencdo, com ou sem co-morbidades associadas (ex: diabetes,
queimadura).

e Apenas estudos in vivo foram incluidos.

e Foramincluidos apenas estudos em inglés

e Apenas estudos publicados em periddicos indexados e
revisados por pares foram considerados.

e Nao foram aplicados critérios de exclusdo em relagdo a data
das publicagdes.

e Estudos que utilizaram a terapia celular de forma sistémica nao
foram elegiveis para esta revisao sistematica.

e Estudos que utilizassem a associagdo da terapia celular
associada as membranas autélogas para o reparo de outros
tecidos que nao fosse para o reparo do tecido cutdneo nao
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foram incluidos. Numerosos estudos utilizam esse tipo de
tratamento para afecgbes Osseas, articulares, odondologicas
ou em cirurgias plasticas, além do tratamento para ulceras

crébnicas em humanos.

Métodos de pesquisa para identificagcao de estudos

A busca da literatura foi realizada de forma eletrbnica nas seguintes
bases de dados: PubMed e na Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Nessas
bases de dados, a pesquisa foi feita usando as seguintes palavras-chave:

e Skin OR Wound

e AND Plasma OR Fibrin OR Autologous

e AND Mesenchymal Stem

e AND NOT equine

e AND NOT case report

e (((((((skin) OR wound) AND fibrin) OR plasma) OR autologous)

AND mesenchymal stem) NOT equine) NOT case report

Coleta e analise de dados para selegao dos estudos

A triagem dos estudos foi realizada por dois revisores independentes,
sendo que todos os estudos identificados foram avaliados pelos critérios de
inclusao/exclusao iniciais. Duplicatas de uma ou mais estratégias de busca
nos bancos de dados foram excluidas.

Inicialmente foram selecionados por meio de uma abordagem em
duas etapas, primeiro foi analisado o titulo, seguido da analise do resumo
(com identificagdo do numero de estudos que foram excluidos). Apos,
seguiu-se para analise do texto completo (com identificagcdo do numero de
artigos em texto integral avaliado para elegibilidade). O motivo da excluséo
foi especificado para cada uma das referéncias excluidas.

Finalmente, os estudos identificados foram classificados como

incluidos na revisao sistematica (cinco estudos).

Extracao e gerenciamento de dados
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Foram extraidos e registrados em um formulario de extragdo de dados,
as seguintes informagdes de cada estudo primario incluido:

e Caracteristicas do estudo (nome, pais);

e Caracteristicas de publicagéo (ano, tipo);

e Caracteristicas dos participantes (numero, espécie);

e Caracteristicas de lesdes induzidas (tamanho e numero de feridas,
modo de indugao);

e Caracteristicas de intervengao (técnica de produgcéo das membranas,
fonte de obtencgéo das células);

e Protocolo de tratamento (divisdo em grupos e descricdo de grupos,
randomizacdo, numero de aplicagdes do tratamento, curativo,
quantidade de células aplicadas nas feridas);

e Avaliagbes realizadas em estudos primarios (quais métodos de
avaliagao do tratamento);

e Principais resultados dos estudos primarios.

RESULTADOS

Foram identificados 5225 trabalhos nas bases de dados escolhidas
para a pesquisa, desses foram eliminadas 266 duplicatas. Foram
selecionados 177 estudos pelo conteudo informado no titulo, dos quais
prossegiu-se para avaliagcdo dos resumos. Foram selecionados oito artigos
primarios para avaliagao critica que consistiu na leitura do estudo na integra
e, em seguida, o preenchimento dos instrumentos de coleta de dados. A
identificacao, selecao e eleicdo dos trabalhos esta esquematizada na figura
1.
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Figura 1: Organograma da revisao sistematica realizada nas bases de dados PubMed e BVS.
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Os estudos incluidos na revisdo sistematica foram rigorosamente

avaliados e apos extragdo dos dados, essas informagdes foram organizadas

na tabela1.

Tabela 1: Informagdes sobre os estudos incluidos na revisdo sistematica.

Modelo animal Etiologia Tratamento Avaliagdes
e N por das feridas realizadas
tratamento
Argdlo Neto | Ratos diabéticos 1 ferida MSCs de medula Area da lesdo
et al., 2012 N=3 para incisional Ossea de ratos Aparéncia clinica
histomorfometria 15mm de (1,87x10° Histomorfometria
e PCR diametro células/mm?) PCR
PRP de ratos
N=7 Area da
leséo e
aparéncia clinica
Total N=10 para
cada grupo
Lian et al., Ratos diabéticos 2 feridas MSCs de medula Area da lesdo
2014 N=12 para cada incisionais Ossea de ratos Histologia
grupo 2cm?de area  (3x10° células Histomorfometria
/mm?) Imunohistoquimica
PRP humano Western blotting
Ozpur et al., Ratos 1 ferida ASCs de ratos Area da lesdo
2016 N= 6 para cada incisional Scaffold de Histologia
grupo 20mm de fibrina Imunohistoquimica
didametro * Microscopia de
fluorescéncia
Montanucci Ratos 1 ferida MSCs de cordao Area da lesdo
et al., 2017 N=3 para cada incisional umbilical humano Histologia
tempo avaliado 15mm de Scaffold de Histomorfometria
(dia7, 14, 21, 36 diametro fibrina (2,2x10° Microscopia de
e 42) células/ml*) fluorescéncia
Dermalequivalent
(6x10°
células/ml*)
Samberg et Ratos atimicos 1 ferida ASCs humanas Area da ferida
al., 2019 N=8 por grupo incisional PRP e PPP Histomorfometria
15mm de humanos (1x10°  Imunohistoquimica
didmetro células®)

*Esse valor ndo se refere ao numero de MSCs aplicadas na ferida e sim a quantidade de células que foram

cultivadas nas membranas durante determinados intervalos de tempo, antes do tratamento ser aplicado.

Os resultados extraidos de cada estudo incluidos na revisdo foram

organizados na tabela 2, e o critério de formulacado da tabela foi de acordo
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com as principais informagdes que sao obtidas em comum nas avaliagdes
de feridas de pele.

Dos oito estudos primarios selecionados para avaliagao, trés deles
foram excluidos da revisdo sistematica, devido as razdes que serao
apresentadas a seguir.

O estudo realizado por (CHICHARRO et al., 2018) avaliou a
associagao de um plasma rico em fatores de crescimento (PRGF) e ASCs,
no tratamento de feridas de pele em coelhos. Na metodologia do trabalho
foram realizadas duas feridas no dorso de cada animal, de modo que uma
delas recebeu o tratamento com PRGF+ASCs e a outra ferida recebeu
solucédo salina, sendo considerada como tratamento controle. O trabalho foi
excluido da revisao sistematica pois, sabe-se que as MSCs podem migrar
para outros locais, como foi demonstrado no trabalho realizado por
(KANAZAWA et al.,, 2018). Dessa forma, tem-se duvidas quanto a
possibilidade da migragdo das células para a ferida usada para avaliagao do
controle e influenciado o resultado por meio da modulagdo do processo
inflamatério.

No trabalho realizado por (YANG et al.,, 2017) foi avaliado a
associacdo da terapia do PPP associado a MSCs de cordao umbilical
humano cobertas com membrana amnidtica acelular funcionando como um
curativo. O trabalho foi excluido da reviséo sistematica por utilizar um anel
de silicone fixando as bordas da ferida com suturas interrompidas de modo a
impedir a contragdo do tecido. Uma vez que esse anel impede a contragao
da ferida, acredita-se que o processo de reparacao do tecido foi diferente do
processo presente nos demais estudos incluidos.

(PENG et al., 2013) avaliaram o efeito de um lisado de coagulo rico
em plaquetas (PRCR) na sobrevivéncia e agao regenerativa das MSCs de
medula 6ssea em feridas de ratos. Porém, o PRCR foi adicionado ao meio
de cultura nas células, como um componente extra desse meio de
condionamento das MCSs, nao tendo a presenca fisica da membrana
autéloga como liberador de fatores de crescimento e carreador das MSCs no

leito da ferida, como é o objetivo dessa revisao.
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Tabela 2: Principais resultados que foram avaliados em cada estudo incluido na revisdo sistematica.

Argolo Neto

Lian et al., Ozpur et Monta- Samberg et
et al., 2012 2014 al., 2016 nucci et al., 2019
al., 2017
Tempo de Dia 12 Dias 7, 14 e 28 Dia 21 Dias 7, 14, Dias 8 e 12
avaliagao 21,36 e 42
Organi- N&o descreve Descreve Descreve Descreve Descreve
zagao do
tecido
novo
Colageno | Identifica-gao Identificagao, Identifica- Identifica-  Identificacdo e
e quantifica-  quantificagéo e ¢ao ¢ao,quanti- quantificagao.
¢ao de organizagao ficagdo e
colageno tipo das fibras. organiza-
lelll ¢ao das
fibras.
Reepiteli- Avaliagao Avaliagao Avaliagao Avaliagao Avaliagao
zagao macrosco- macroscopica e macros- microsco-  macroscopica
pica microscopica copica e pica € microsco-
microscopi- pica
ca
Vasculari- | Nao descreve  Densidade de Tamanho Nao Imunohisto-
zagao vVasos. dos vasos descreve quimica para
Quantificacéo Identifica- detectar a
de PECAM ¢ao de presencga de
(platelet/ CD31 von
endothelial cell abaixo do Willebrand
adhesion epitélio e Factor (VWF)
molecule 1) por  acima da
imunohistoqui- camada
mica fascial
Identifi- PCR para Nao realizou. Nao Nao Nao realizou.
cagao das identificar realizou. realizou.
MSC no GFP (green
leito da fluorescent
ferida protein)
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Segundo (ARGOLO NETO et al., 2012) as MSCs sozinhas ou
associadas ao PRP estimularam a reepitelizacdo de feridas em animais
diabéticos e ambos tratamentos foram considerados melhores que o grupo
controle com solugdo salina sem curativo ou o grupo sem tratamento mas
com curativo. Também foi evidenciado uma maior deposi¢cdo de colagenos
tipo | e tipo Il nos grupos tratados com MSC e MSC+PRP. MSCs associada
ao PRP nao aumentou a reepitelizacdo das feridas quando comparado com
MSCs de forma isolada. A presenca do curativo também manteve as MSCs
no leito da ferida, e a identificagdo por PCR do gene GFP das MSCs no
tecido cuténeo reepitelizado nos grupos MSC e MSC+PRP indica que as
MSCs (diferenciadas ou ndo) estavam presentes no tecido.

(LIAN et al., 2014) relatam que o fechamento de feridas aumentou
significativamente no grupo tratado com MSCs+PRP em comparagédo com o
PRP e MSCs de forma isolada. Os autores sugerem que no grupo
MSCs+PRP houve elhor regeneragdo tecidual devido aos achados
histolégicos de maior espessura epidérmica e estruturas semelhantes a
glandulas sudoriparas em comparagédo com o grupo controle. Os resultados
sugerem que tanto as MSCs quanto o PRP podem induzir uma resposta
angiogénica no reparo de feridas em animais diabéticos, mas as feridas
tratadas com MSCs+PRP tiveram mais vasos sanguineos do que aquelas
em animais tratados apenas com PRP ou MSCs. O tratamento combinado
com MSCs e PRP pode aumentar a quantidade de fibroblastos e
queratinécitos no tecido da ferida que promove a reepitelizagdo durante o
processo de cicatrizagdo. Esse aumento foi demonstrado por meio de
imunohistoquimica e western blot para expressao e quantificacdo de
proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Os resultados mostraram que o
tratamento combinado de MSCs+PRP acelera a reparacdo de feridas
aumentando a angiogénese e aumentando a proliferagao celular.

(OZPUR et al., 2016) relatam que o uso de células tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ASCs) e matrizes de fibrina
acelulares resultou no aumento significativo da reparacdo de feridas e na
proliferacao endotelial microvascular. No estudo, o aumento do colageno foi
maior nos grupos tratados apenas com a malha de fibrina e ASCs+malha de

fibrina em comparacdo com o controle. Os autores acreditam que esse
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aumento tenha sido causado pela diferenciacao fibroblastica das ASCs e
seus efeitos paracrinos. A epitelizacdo das bordas da ferida ocorreu mais
rapidamente no grupo tratado com as ASCs. Os autores demonstraram que
as ASCs se diferenciaram em células endoteliais e essa diferenciagao
provavelmente explica a diferenga significativa no volume de vasos presente
no grupo tratado com ASCs+malha de fibrina, conforme determinado por
imunohistoquimica (utilizando marcador CD31). Os pesquisadores do estudo
concluem que as ASCs suportam a regeneragao da pele com diferenciagéo
espontanea e efeitos paracrinos.

(MONTANUCCI et al., 2017) descrevem que o reparo tecidual nas
feridas tratadas com equivalente dermal pareciam ocorrer de forma mais
lenta quando comparadas as dos grupos tratados com malha de fibrinae
controle, embora o resultado final tivesse aparéncia muito melhor. O grupo
tratado com a malha de fibrina foi associado com a formagéo de pele fina,
estando ausente a camada da hipoderme. Os dados obtidos no estudo
sugerem que o processo de reparacgao tecidual € diferente nos grupos, a
ferida n&o tratada cicatriza rapidamente, mas de forma desordenada devido
a contragdo que ocorre, ja a ferida tratada com o equivalente dermal, o
processo ocorre de forma lenta, o que permite a regeneragcao das camadas
da pele de forma homogénea, o que pode retardar o processo de reparagao
tecidual e o fechamento da ferida. Nao houve diferenga significativa entre a
porcentagem de colageno nas feridas tratadas com o equivalente dermal e
no grupo controle, confirmando que a principal diferenga entre os dois tipos
de reparagao € qualitativa e ndo quantitativa. Os autores concluem que o
equivalente dermal & altamente biocompativel, estimula a regeneracdo de
anexos dérmicos e é capaz de melhorar a reparagao de feridas sem
formacéao de cicatriz.

(SAMBERG et al., 2019) descreveram, baseados na histomorfometria,
que ocorreu menor formacao de tecido de granulagdo em feridas tratadas
com PRP+ASC em comparacdo com o grupo controle, além da
reepitelizacdo que parecia ocorrer a taxas semelhantes entre todos os
grupos de tratamento, com espessura epidérmica semelhante. Um exame
mais detalhado dessas secgdes mostrou que os vasos estavam presentes,

apareceram mais cedo e em maior abundancia no grupo tratado com
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PRP+ASCs em relagdo ao controle no dia 8, porém, no dia 12, ndo foi
significativamente diferente dos demais grupos. Os autores afirmam que o
dia 12 é muito cedo para observar diferengas na maturagdo de colageno
depositado no novo tecido. No estudo, através do uso de PRP, os autores
procuraram fornecer um reservatério de fatores de crescimento e proteinas
para as ASC iniciarem a neoangiogénese. A formacado aumentada de vasos
sanguineos nas feridas tratadas com PRP+ASC pode ser atribuida ao
aumento da producdo de VEGF pelas ASC, semelhante aos resultados que
foram obtidos in vitro. Enquanto a combinacdo PRP+ASCs induziu uma
resposta angiogénica, melhoras em outros parametros de reparagdo de
feridas (espessura da epiderme, epitelizagdo e remodelagdo do colageno)
nao foram observadas. O estudo afirma que esses achados sao justificaveis
pelo baixo numero de animais por grupo e por tempo investigado, pela curta
duracgéo do estudo (apenas 12 dias) além do uso de ratos atimicos com um
sistema imunoldgico limitado. Os autores concluem que a aplicagdo de
ASCs melhora a reparacao de feridas, no entanto, os resultados indicam que
para que esse efeito ocorra, outros fatores podem ser necessarios, porque
quando os ASCs foram combinados com o PPP, melhora minima foi
observada, e quando associadas ao PRP melhoraram significativamente,

pelo menos no inicio da avaliagao.

DISCUSSAO

Essa revisao sistematica verificou as informacgdes ja existentes sobre
a reparacao de feridas, buscando entender o que € necessario para a
utilizacdo terapéutica das MSCs, sem restricdo quanto a sua fonte de
obtencdo, associadas as membranas autélogas no tratamento tépico de
feridas cutaneas de espessura total.

Em relagdo a organizacao do novo tecido formado, (LIAN et al., 2014)
observou um aumento significativo da espessura epidérmica média nos
grupos tratados com MSC+PRP, além da presenca aumentada de anexos
cutaneos como glandulas sudoriparas. Esses achados ndao corroboram com

os dados obtidos no estudo realizado por (OZPUR et al., 2016), onde nao foi
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detectada a presencga de anexos cutaneos em nenhum dos grupos até o final
do estudo. Foi observado ainda menor contratura, mais reepitelizacéo e
ulceragdo minima no grupo MSC+malha de fibrina em relagdo ao grupo
malha de fibrina e grupo controle. Ja no trabalho de (MONTANUCCI et al.,
2017), o grupo tratado com a malha de fibrina contendo MSCs foi associado
a geragdo de uma pele fina sem a camada da hipoderme. No grupo que
recebeu o tratamento do equivalente dermal, foi observado que houve
regeneracdo da derme de forma homogénea com desenvolvimento de
anexos cutaneos. (SAMBERG et al., 2019) relata que ocorreu uma menor
formacéao de tecido de granulagdo em feridas tratadas com gel de PRP+ASC
em comparagao com o grupo controle. Também nao encontraram diferengas
em relacdo a espessura da epiderme, reepitelizagdo e remodelagcao do
colageno. Sendo assim, os estudos discordam quanto a presenga de
diferengas na organizagao tecidual dentre os diferentes tratamentos. Talvez
essa falta de evidéncia nos estudos de (OZPUR et al., 2016) e (SAMBERG
et al., 2019) ocorreu devido a analise precoce dessas feridas, onde o tecido
ainda se encontra imaturo para essa avaliacdo. Os estudos que encontraram
diferengas na organizacgao tecidual, fizeram a avaliagédo mais tardiamente.

Os estudo realizados por (LIAN et al., 2014) e (MONTANUCCI et al.,
2017) demonstraram que a associagdo das terapias obteve um melhor
resultado. Nos estudos de (ARGOLO NETO et al., 2012) e (OZPUR et al.,
2016) houve maior deposicdo de colageno nos grupos tratados com a
terapia celular isolada e na sua associagado com a membranas autélogas em
relagcdo ao controle, porém nao teve houve diferenca entre os tratamentos.
(SAMBERG et al., 2019) referem que nao houve diferenga entre os grupos
em relacdo a remodelacdo do colageno. Os autores sugerem que o dia 12
pode ser muito cedo para observar diferencas na maturagdo do colageno.
Assim, percebe-se claramente que as associagbes das MSCs com as
matrizes autologas influenciaram positivamente no niumero e organizagao
das fibras colagenas.

Segundo (ARGOLO NETO et al., 2012), o uso tépico de MSCs
isoladamente ou em associagao com PRP estimulou a reepitelizagéo, apesar
da combinagao nao acelerar a reepitelizagdo em comparagdo com o uso de
MSCs de forma isolada. No estudo de (LIAN et al.,, 2014) foi encontrado
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aumento do numero de células positivas para PCNA no grupo MSCs+PRP
em relagdo ao grupo PRP, demonstrando que essa associagdo pode
aumentar os fibroblastos e queratinécitos, que por sua vez melhoram o
remodelamento e reepitelizacdo, respectivamente. Além disso, devido ao
aumento de expressdo do fator de crescimento TGF-B1 no grupo tratado
com associagdo de MSCs+PRP em relagéo aos grupos que receberam PRP
e MSCs isoladamente, os autores acreditam a associagao estimulou a
proliferacdo de células epiteliais no tecido de granulagdo durante a fase
inicial do processo de reparagdo. (OZPUR et al., 2016) relataram que a
progressdo epitelial foi maior no grupo MSC+malha de fibrina. Ja
(MONTANUCCI et al., 2017) relataram que a espessura da epiderme diferiu
entre o grupo controle e o grupo que recebeu o equivalente dermal. As
alteragcbes na espessura da epiderme (em comparagdo com a da pele
saudavel) sao diminuidas e homogéneas em toda a ferida que recebeu o
equivalente dermal, enquanto que no grupo controle, as variagbes de
espessura sao constantes e aumentam em direcdo ao centro da ferida.
(SAMBERG et al., 2019) relata que nédo houve diferenga entre os grupos em
relacao a reepitelizacdo tendo todos uma espessura epidérmica semelhante.
Apesar de haver divergéncias, percebe-se que a associagdo da terapia
celular e membranas autélogas pode influenciar a reepitelizacdo tanto em
relacao a espessura da epiderme quanto na velocidade com que ocorre.

(LIAN et al., 2014) mostraram que o tratamento combinado de
MSCs+PRP acelera o processo de reparagcao de feridas quanto a
angiogénese. (OZPUR et al., 2016) demonstraram aumento no volume de
vasos presentes nas feridas com MSCs associada a malha de fibrina e
(SAMBERG et al., 2019) com PRP+ASCs relatando o aumento de produgao
de VEGF. Assim, os estudos deixam clara a agdo angiogénica das MSCs
nas feridas de pele. Considerando que 0s vasos sanguineos estao
envolvidos no fornecimento de novas células responsaveis pela formagao de
novo tecido e na nutrigdo do novo tecido (DIPIETRO, 2016), fica evidente o
efeito positivo na reparacao da ferida de pele.

Apenas (ARGOLO NETO et al., 2012) avaliaram a permanéncia das
MSCs no tecido cutaneo, uma limitagdo dos estudos que nao o fizeram, uma

vez que a capacidade de migragao das MSCs é um fendmeno comprovado
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(DE BECKER; VAN RIET, 2016). Essa avaliacdo também é importante para
verificar a agdo continua das células no leito da ferida, uma vez que os
efeitos observados nos estudos podem ser provenientes dos poucos dias em
que elas permaneceram no local (tendo posteriormente morrido ou
migrado)(KANAZAWA et al., 2018) ou de seu efeito sustentado durante todo
o periodo de avaliacdo. E dificil avaliar se houve influéncia da membrana na
adesado das células, pois a maioria dos estudos nao realizou a detecgédo da
sobrevivéncia das MSCs na ferida. Mas devido aos dados que os trabalhos
sugerem de diferenciacdo das MSCs aplicadas em células tanto endoteliais
quanto epiteliais no novo tecido formado, acredita-se que essas membranas
tiveram participacdo na adesao a atuagéo das MSCs no leito da ferida.

Ao avaliar os estudos incluidos na revisdo é evidente que nao existe
uma padronizagdo da metodologia de realizagdo e andlise dos dados. A
comecar pelos variados tamanhos de feridas experimentais que podem ser
encontrados. Nao existe também padronizacdo na quantidade de MSCs
aplicadas por mm? de ferida, assim como no nimero amostral (n) e tempo
de avaliacdo do tratamento, que variaram muito dentre os trabalhos. Outra
caracteristica importante e que nao pode deixar de ser observada sao as
avaliagdes que os estudos usaram para determinar a eficacia de cada
tratamento proposto. Alguns trabalhos realizaram apenas avaliagcao
macroscopica e histolégica das feridas, enquanto outros trabalhos foram
além fornecendo importante informagdes como: (i) analise histomorfométrica
para avaliar a presencga, quantificagcdo e organizagao das fibras de colageno,
(ijavaliagdo da sobrevivéncia das MSCs no novo tecido formado, (iii)
mensuracao ou avaliacdo da expressao génica dos fatores de crescimento e
outras citocinas relacionadas as fases de reparacgao tecidual.

Com estudos muito heterogéneos, nao foi possivel realizar meta-
analise nessa revisao, dificultanto a comparacdo entre tratamentos
propostos. Sendo assim, propde-se que seja elaborado um consenso sobre
caracteristicas e critérios de avaliagdo para realizagdo de pesquisas no
tratamento de feridas cutaneas, objetivando a padronizagado e consequente

possibilidade de melhor comparacéao entre tratamentos.
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CONCLUSAO

Observou-se que a associacdo da terapia celular com as matrizes
autdlogas, nas suas diferentes formas de produgao, teve agao ou influéncia
nos parametros envolvidos no reparo tecidual: organizagdo do tecido,
reepitelizacdo, deposicdo de colageno e angiogénese. Essa terapia
combinada proporcionou a regeneragao da pele devido aos achados de
formacao epitelial com a presengca de anexos cutdneos como pélos e
glandulas sudoriparas. Sem duvida a neovascularizagdo foi o fator com
dados mais consistentes entre os trabalhos e com maior efeito do tratamento
utilizando as MSCs associadas a membranas autélogas. Mesmo nao
havendo diferenga entre a porcentagem de colageno depositado, ficou

evidente que essa terapia associada aumentou a organizacao dessas fibras.



36

CAPIiTULOII

Matriz autéloga de PRF e terapia celular na reparagao de feridas de pele:
Estudo experimental

Aline Silvestrini et al.



37

Artigo preparado para publicagdo na revista Organogenesis

Matriz autéloga de PRF e terapia celular na reparagao de feridas de pele
RESUMO

As complicagdes existentes na reparacdo de feridas cutdneas geram
importantes limitacbes para os pacientes acometidos, o que leva
pesquisadores a buscar novas propostas de tratamentos, principalmente na
area de medicina regenerativa e engenharia de tecidos. As MSCs, devido as
suas caracteristicas apresentam potencial terapéutico para a reparagao de
feridas. Esse trabalho buscou investigar a influéncia das células estromais
derivadas de tecido adiposo (ASCs) em associagdo com a membrana de
fibrina rica em plaquetas (PRF) na reparagao de feridas de pele. Para este
fim, defeitos cutaneos de espessura total de 8mm de didametro foram criados
no dorso de coelhos saudaveis. Em seguida, os defeitos foram tratados de
acordo com trés grupos: controle (solugdo salina), PRF autdlogo e PRF
autdlogo associado as ASC alogénicas. Foi realizada avaliagao
macroscopica nos dias 0, 7 e 14. As biopsias foram realizadas nos dias 7 e
14 apos a aplicagdo de cada tratamento. Foi realizada microscopia confocal
para analise da adesao e sobrevivéncia celular, analise histopatologica e
histomorfométrica das amostras obtidas. Os resultados mostraram que as
ASCs associadas com PRF permaneceram na ferida até o dia 14, e foi
observado vascularizagdo mais abundante neste grupo, além de maior
proporcao entre as fibras de colageno tipo | e tipo Ill, embora ndo tenham
influenciado no tempo de fechamento das feridas em comparagao aos
demais grupos. A membrana de PRF foi capaz de aumentar angiogénese e

maturacgao do colageno na transicao da fase inflamatéria para a proliferativa

Palavras-chave: ASCs, fibrina, plaquetas, fatores de crescimento, reparo

tecidual.
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INTRODUGAO

Uma ferida cutadnea pode ser definida como uma descontinuidade do
tecido epitelial onde as fungdes basicas de protecdo conferidas pela pele
sdo comprometidas. As causas dessa ferida podem ser geradas por fatores
extrinsecos, como traumas mecanicos e calor, assim como por fatores
intrinsecos, como aquelas originadas de um processo infeccioso (SANTOS
et al., 2011). A reparagao de feridas cutdaneas é um processo fisiolégico
essencial, no qual ocorre a coordenacdao de muitos tipos celulares e seus
produtos, como citocinas e fatores de crescimento (SHAW; MARTIN, 2009).
No mesmo tecido podem ocorrer regeneracao e cicatrizagdo, dependendo
dos tipos celulares comprometidos na lesédo (GONZALEZ et al., 2016).

Nesse sentido, as MSCs tém sido estudadas na regeneragao da pele
com estudos demonstrando que sua utilizagdo acelera o fechamento da
ferida, por meio do aumento da angiogénese, favorecimento da formacéao de
tecido de granulagao, da regulagcdo do remodelamento da matriz extracelular
e 0 aumento da reepitelizacdo (LEE et al., 2012). Contudo, diversos fatores
podem influenciar o sucesso do tratamento, como a escolha certa do tipo de
célula, os procedimentos para aplicacdo das células, seu veiculo carreador e
numero de aplicagdes, dentre outros (OJEH et al., 2015). Dentre esses
fatores, sabe-se que as MSCs precisam de um agente carreador que facilite
sua adeséao ao leito receptor de uma ferida, isso porque a injecédo direta ou
administracado topica de MSCs por meio de matrizes de gel pode ser
prejudicial para a sobrevivéncia das células. A utilizacdo de matrizes de
fibrina como carreadoras das MSCs pode fornecer um microambiente mais
adequado para adesao, proliferacéao e diferenciagao celular (HU et al., 2018;
TARTARINI; MELE, 2016). Assim, pesquisadores tém desenvolvido matrizes
para manter as células no leito da ferida e proporcior o meio adequado para
sua atuacdo (ZEBARDAST; LICKORISH; DAVIES, 2010).

O processo de reparagcao de feridas €& complexo e se inicia
imediatamente apds a lesdo. A primeira fase desse processo envolve a
agregacao plaquetaria e formagao de coagulos de fibrina (GROEBER et al.,
2012). Devido ao envolvimento das plaquetas e das fibrinas na reparacao
tecidual, deve-se dar atengao a fibrina rica em plaquetas (PRF).
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A PRF é uma matriz autdloga descrita pela primeira vez por
(CHOUKROUN et al., 2001). A PRF é uma matriz de reparacéo totalmente
autdloga de concentrados de plaquetas sem a adi¢do de trombina bovina ou
anticoagulante para sua obtengdo. Ela pode ser definida como um
biomaterial concentrado de plaquetas sobre uma membrana de fibrina com
alto potencial regenerativo (CHOUKROUN et al.,, 2001). Na PRF, as
plaquetas e fatores de crescimento ficam aprisionados em um coagulo de
fibrina. Esses fatores de crescimento se encontram em concentragdes
significativamente superiores aos niveis séricos e estimulam a regeneragéo
autologa de tecidos (CIVININI et al., 2011). (DOHAN et al., 2006c¢) afirmou
que a PRF possui propriedades imunoldgicas e antibacterianas, devido a
degranulagao de leucdcitos e a presenga de alguns fatores de crescimento,
como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento semelhante a insluina (IGF) que podem induzir angiogénese e
reagdes pro- e anti-inflamatdrias). Além disso, a propria atividade bioldgica
da molécula de fibrina é suficiente para explicar sua capacidade de
reparacdao. O modo de polimerizacédo lenta confere a membrana PRF uma
arquitetura particularmente favoravel para suportar o processo de reparagao
através da orientacdo da migracao das células epiteliais para a sua
superficie e desenvolvimento da microvascularizagdo (DOHAN et al., 2006a;
Ll etal., 2013).

Neste estudo, o objetivo foi avaliar o efeito da associagao das MSCs a
membrana autéloga de PRF em feridas de pele. A PRF foi utilizada para
melhorar a adesdo e sobrevivéncia das ASCs no leito da ferida além da
liberacao de fatores de crescimento, assim, proporcionando um ambiente
propicio para favorecer o processo de reparagao tecidual. Objetivou-se
caracterizar o processo e identificar a(s) fase (s) em que se pode observar
acao do tratamento proposto, comparando ao processo natural de reparagao
sem qualquer tratamento.

Esse estudo € o primeiro a utilizar essa associacao diretamente no leito
da ferida e objetiva embasar estudos futuros para uma avaliagdo mais
aprofundada do tratamento de feridas cutdneas com complicacdes locais e

sistémicas.
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MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela & Comisséo de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da UFV com o protocolo de numero 05/2018.

Coleta de tecido adiposo

Uma coelha da raga Nova Zelandia (com trés meses de idade, cerca
de 3,5kg de peso) foi usada para coleta de tecido adiposo. Apds a
medicacdo pré-anestésica com aplicagdo por via intramuscular da
associagao de midazolam (1 mg/kg) e quetamina (12,5 mg/kg), indugao e
anestesia geral com isoflurano diluido em oxigénio a 100%, foi realizada a
preparagao asséptica da regido cranial do dorso. Em seguida, realizou-se
uma incisdo cutanea linear na regido inter-escapular onde se localiza uma
bolsa de tecido adiposo que foi coletado e acondicionado em 50 ml de
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril. O fechamento
subcutaneo foi feito com poliglactina 3-0 e a ferida foi suturada com nailon 3-
0. A analgesia foi realizada com cloridrato de tramadol (6 mg/kg/IM/BID) por

dois dias.

Isolamento das células tronco derivadas de tecido adiposo (ASCs)

Em capela de fluxo laminar usando técnica estéril, a bolsa foi
fragmentada e os fragmentos de tecido adiposo foram secos usando papel
de filtro (figura 2A) e entdo cortados com um bisturi em uma placa de Petri
(figura 2B). Em seguida, o tecido foi digerido com colagenase tipo | (2 mg /
mL, Sigma-Aldrich) em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Gibco, Invitrogen) durante 3 horas a 37° C, adaptado de Semyari et al. (2015)
(figuras 2C e 2D). Apds a digestdo, os frascos foram centrifugados e o
sedimento transferido para frasco T25 contendo 5 ml de meio de cultura
(74,2% de DMEM com alta concentragdo de glicose + 15% de soro fetal
bovino + 10% de solucao antibidtica + 0,4% de aminoacidos essenciais + 0,4%
de L-glutamina) 37° C, 5% de CO2 até atingir 80-90% de confluéncia. O
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meio de cultura foi trocado a cada dois ou trés dias. Uma vez atingida a
confluéncia, as células foram tripsinizadas utilizando 0,25% de tripsina-EDTA
tratada termicamente e foram plaqueadas em frascos de 75 cm?. As células
foram cultivadas até a quarta passagem para sua aplicagdo in vivo. Uma
quantidade suficiente de células para preencher seis defeitos foram coradas
com o corante de membrana PKH26 (MINI26-1KT, Sigma-Aldrich) de acordo

com as instrugdes do fabricante. Antes do transplante, a viabilidade das

células foi avaliada utilizando um ViCell (BeckmanCoulter).

A . |
Figura 2: Processo de isolamento. A. Tecido adiposo interescapular secando em papel filtro. B. Tecido

adiposo apos o corte. C. Tecido adiposo em suspenséao de colagenase. D. Aparéncia do tecido adiposo
apos a digestao. Laboratdrio de Biotecnologia Animal. DZO - UFV.

Método de preparagao da PRF

A metodologia para obtencdo da matriz de PRF foi adaptada de
(CHOUKROUN et al., 2001). 10 ml de sangue foram coletados de cada
animal utilizando seringa acoplada ao scalp, em tubos de vidro sem
anticoagulante. Imediatamente apds a coleta, o sangue foi submetido a
centrifugagdo a 2700 rpm durante 12 minutos. Apds a centrifugagao foi
possivel observar trés camadas distintas (figura 3A), sendo a PRF a do meio,
no fundo uma base de hemacias e o sobrenadante constituindo um plasma.
O coagulo de fibrina foi separado de forma estéril (figura 3B) e comprimido

em gaze até adquirir o formato de uma membrana resistente (figura 3C).
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Figura 3: obtengdo da membrana autéloga de PRF. A. aparéncia do sangue apds centrifugagdo. B. O
coagulo de PRF. C. Aparéncia da membrana apds compressao digital com gaze .

Modelo experimental de feridas cutaneas

Foram utilizados 18 coelhos da raca Nova Zelandia, fémeas e machos
com oito meses de idade, pesando aproximadamente 4kg, mantidos em
gaiolas individuais com alimentagao e ingestao hidrica ad libitum. A indugao
anestésica foi realizada com midazolan (1 mg/kg/IM) e quetamina (12
mg/Kg/IM) e manutencdo com isofluorano diluido em oxigénio a 100% por
via inalatéria. Sob técnica asséptica, foram realizados quatro defeitos
cutaneos equidistantes no dorso com bisturi circular de 8 mm de diametro,
de modo que cada defeito recebeu o mesmo tratamento. Estes foram
divididos aleatoriamente em trés grupos: (1) controle com solugao salina, (2)
matriz autéloga de PRF (PRF) e (3) matriz autéloga de PRF associada as
ASCs (PRF+ASCs). O tratamento foi aplicado imediatamente apds a
realizacdo das feridas, ainda sob anestesia geral. No grupo 1, foi aplicado
somente solugao salina. No grupo 2, foi aplicado a matriz autéloga de PRF
diretamente no leito da ferida (figura 4A). No grupo 3a suspenséo celular foi
aplicada diretamente sobre o leito da ferida seguida da aplicagédo da matriz
autdloga por cima (figura 4B). Em seguida, foi colocado curativo filme
transparente Curatec ® (figura 4C) que permaneceu durante 7 dias. Nos
dois primeiros dias foi administrado o analgésico tramadol para controle da
dor (6mg/kg/IM/BID) por 2 dias.
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Figura 4: Aplicagdo dos tratamentos e confecgdo do curativo. A. Observa-se a presenga da
membrana de PRF no leito da ferida indicada pela seta. B. Aplicagdo da suspensido de ASCs no
leito da ferida. C. Aparéncia do curativo apds aplicagdo dos tratamentos. Bloco cirlrgico
experimental do hospital veterinario de pequenos animais - UFV.

Avaliagao macroscopica das feridas

O curativo foi mantido até o dia 7 para que ndo houvesse interferéncia
na liberagéo dos fatores de crescimento da PRF. Depois, a ferida foi deixada
sem curativo. A evolugdo das feridas foi documentada com fotografias
digitais, utilizando uma régua para referéncia de medida, posicionada
préoximo a ferida (figura 5). Foi utilizando o software ImagedJ para o calculo do
percentual de contracédo da ferida de acordo com as férmulas de (KAZEMI
MEHRJERDI et al., 2006), descrito a seguir, nos dias 7 e 14. Para isso, o dia
da criacao da ferida foi considerado dia zero.

1. Tamanho da ferida ao dia (x) mm? / tamanho da ferida ao dia (0)
mm2 x 100 = porcentagem do tamanho da ferida ao dia (x)

2. 100 — Porcentagem do tamanho da ferida ao dia (x) = percentagem
de contracao da ferida.

A inspecéao das feridas foi realizada diariamente, seguindo as seguintes
variaveis clinicas: edema, presenca de tecido necroético, crostas, tecido de

granulacao e fluido.
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Flgura 5: fotografia das feridas com a régua para mensuragao da area nos dias zero (A) 7(B)e 14
(C) no grupo PRF+ASCs. Bloco cirtirgico experimental do hospital veterinario de pequenos animais -
UFV.

—

Obtencao das amostras

Apos 7 e 14 dias de tratamento, foram realizadas bidpsias de
espessura total da pele, contendo toda area da ferida e pele normal
adjacente e fixadas em solugdo de formol 10%. Para tal, foi realizado o

mesmo protocolo anestésico descrito nos outros procedimentos.

Analise histopatoldgica e histomorfométrica

As amostras foram processadas de forma padrao (TIMM, 2005) para
obtencdo dos cortes histologicos incluidos em parafina e posteriormente
corados com Hematoxilina-Eosina (H&E) e Picrosirius red. A presenca de
infiltrado inflamatério, proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e presenca
de colageno foram classificados em ausente, discreta, moderada e intensa
em cada amostra, em avaliagdo cega por dois médicos veterinarios
patologistas, experientes na avaliagdo de amostras de pele de coelhos.

Para analise de colageno, todas as secgdes foram examinadas com
um microscopio optico de luz polarizada (Olympus BX-53 ®, Japao). Com
uma camera digital acoplada (5,0m), foram selecionados seis campos
histolégicos para cada aumento de 20x do slide . As imagens foram
analisadas utilizando o software Imaged, com o plug-in Threshold Color,
obtendo-se o percentual de colageno por meio de analise de particulas
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automatizadas de acordo com a selecdo e mensuracéo das areas com base

na coloracao.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA para dois fatores,
considerando tratamento e tempo como variaveis independentes. Em caso
de significancia, procedeu-se o teste de Tukey. Para todos os testes,

considerou-se nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Analise macroscoépica da ferida

Nao foram observados a presenca de tecido necrotico ou fluido
indicando infecgao das feridas. Todas as feridas apresentaram crostas apos
a retirada do curativo.

A porcentagem de contracdo da ferida nédo foi diferente entre os
grupos, embora tenha apresentado uma discreta tendéncia a ser maior nos
grupos PRF e PRF+ASCs no dia 7 (figura 6 e tabela 3).

Dia0 Dia7 Dia 14

Controle

I
la s

PRF

PRF+ASCs
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Figura 6: Medidas para avaliagdo das caracteristicas macroscopicas das feridas nos grupos controle,
fibrina rica em plaquetas (PRF) e associagdo entre PRF e células-tronco derivadas do tecido adiposo nos
dias 0, 7 e 14.

Dia 7 Dia 14
Controle 26,399 + 14,402 98,199 + 2,218*
PRF 38,005 + 18,344" 97,597 + 2,474*
PRF+ASCs 46,214 + 12,038 94,273 + 4,960

Tabela 3: Porcentagem da contragdo das feridas em cada grupo tratado.
* Nao houve diferencga significativa entre os grupos.

Analise histopatolégica e histomorfométrica

Na andlise histologica referente ao dia 7, foi observado infiltrado
inflamatdrio misto em todos os grupos sendo moderado nos grupos controle
e PRF e intenso no grupo PRF+ASCs. A proliferagdo de colageno e
fibroblastos foi semelhante em todos os grupos. Foi observado proliferagéo
vascular moderada a intensa nos grupos controle e PRF, mas no grupo
PRF+ ASCs a proliferagcao foi considerada mais intensa devido ao maior
calibre dos vasos e arranjo mais organizado (figura 7). A hiperplasia da
epiderme variou muito entre os grupos entre discreto a moderado e houve
area ulcerada em todos os grupos, uma vez que a ferida ainda néo havia se
fechado por completo. J& no dia 14, foi observado que o infiltrado
inflamatorio diminuiu nos grupos controle e PRF, mas permaneceu intenso
no grupo PRF+ASCs. A proliferagao de colageno e fibroblastos se manteve
semelhante ao dia 7. Ja no dia 14, a vascularizacdo foi moderada nos
grupos controle e PRF porém, com arranjo mais organizado dos vasos, no
grupo PRF+ASCs a vascularizacdo se manteve intensa, em relagao aos
outros grupos. A epiderme foi pouco hiperplasica em todos os grupos e em
raros casos foi observado pequena ulceracao central.

Na histomorfometria ndao houve diferenca significativa entre a
porcentagem de fibras de colageno tipo | (vermelho) e tipo Ill (verde) em
nenhum dos grupos nos dias 7 e 14. Quanto a proporgao entre colageno tipo
| e colageno tipo Ill, ndo foi observada diferenga entre os grupos no dia 7,
mas no dia 14 foi observada diferencga significativa entre o grupo PRF+ASCs
e ambos os grupos PRF e controle. Nao houve diferenga significativa entre o
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grupo PRF e controle na propor¢ao de colageno tipo l/colageno tipo Il
(Figura 8)

Controle

Figura 7: Imagens de microscopia 6ptica (20x) das amostras de pele coradas com H&E dos grupos
tratados nos dias 7 e 14. Setas vermelhas indicando vasos sanguineos.
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Figura 8: Relagéo entre a porcentagem de colageno tipo | e tipo Il nos grupos (A). Imagem obtida no
microscopio de luz polarizada na avaliagdo histomorfométrica de amostra de ferida do grupo
PRF+ASCs no dia 14 (B).

* Teve diferenga estatistica em relagdo aos outros grupos.

Identificagcao das ASC no leito da ferida

A analise tecidual por microscopia confocal mostrou presenca
marcada de ASCs no leito da ferida 14 dias apés a marcacao e aplicagao
(figura 9), que pela anadlise das fibras adjacentes, percebe-se que estédo

localizadas predominantemente na derme.

Figura 9: Imagens obtidas através de microscopia confocal de campo escuro com fluorescéncia e
campo claro 14 dias ap6s aplicagdo das ASCs ao leito da ferida. Aglomerados de ASCs indicados
pela seta amarela (A); Fibra de colageno observadas no campo claro indicadas pela seta branca (B);
sobreposigao das imagens para verificar a exata localizagédo das células no tecido (C).

DISCUSSAO

A reparacao de feridas consiste em trés fases que se sobrepde:
inflamacao, proliferacdo e remodelacdao. Existem muitos fatores que podem
alterar a reparagédo das feridas e interferir em uma ou mais fases desse

processo, causando, assim reparo inadequado (GOSAIN; DIPIETRO, 2004;
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GUO; DIPIETRO, 2010). Os esfogos no desenvolvimento de novas formas
de tratamento tém como objetivo essas feridas que apresentam reparo
inadequado. Na medicina veterinaria elas s&o principalmente representadas
por feridas traumaticas com grande perda tecidual ou com comprometimento
sistémico em pacientes de pequeno porte (FERREIRA et al., 2006; LOPES,
2016). Contudo, no processo de desenvolvimento de novas terapias,
inicialmente é necessario entender o processo de reparagao da pele, o que
deve ser realizado em feridas que nao apresentam tais desafios
(KARAYANNOPOULOU et al., 2015; MENDONCA et al., 2009), como no
presente trabalho. (KARAYANNOPOULOU et al., 2015) também observaram
que nao houve diferenga significante no tempo de reparagéo das feridas ao
avaliar a reparacéo da pele em feridas de coelhos higidos.

Avaliando as caracteristicas histolégicas e histomorfométricas,
observou-se que o0s processos de reparacdo tecidual foram muito
semelhantes. Diferencas foram observadas apenas quanto vascularizagao e
proporg¢ao entre os tipos de colageno.

A capacidade angiogénica € um efeito reconhecido das MSCs
(KUSUMA et al.,, 2017; ZEBARDAST; LICKORISH; DAVIES, 2010). Nos
ultimos anos tem sido amplamente avaliada no tratamento de feridas agudas
e crénicas (HU et al., 2018). Um estudo demonstrou que os perfis de
expressao paracrina das MSCs variam de acordo com sua fonte, o que pode
afetar diferencialmente sua influéncia na regeneragao dos diferentes tecidos.
Além disso, as ASCs avaliadas no mesmo estudo produziram maiores
quantidades de fatores pré-angiogénicos, o que pode torna-las a populagao
de MSC de eleicido para a reparacao de feridas de pele (HSIAO et al., 2012).
Esses fatos corroboram com os achados encontrados na avaliagao
histolégica das amostras de pele, onde ficou demonstrado que as feridas
que receberam a associacdo PRF+ASCs tiveram uma angiogénese de
forma intensa, tanto aos 7 quanto aos 14 dias de tratamento.

E preciso ainda considerar que as feridas que receberam a membrana
de PRF de forma isolada apresentou uma moderada a intensa
neoangiogénese. A membrana de PRF € um concentrado de plaquetas que
proporciona o enriquecimento do coagulo sanguineo natural, que se forma

em feridas, de forma a iniciar o processo de reparagao de forma mais rapida
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(DESAI et al., 2013). As plaquetas desempenham um papel fundamental na
reparagdo de feridas devido a liberagdo de citocinas e fatores de
crescimento (BLANTON et al., 2009; EPPLEY; PIETRZAK; BLANTON, 2006).
Embora as citocinas plaquetarias sejam importantes na biologia desse
biomaterial, acredita-se que a matriz de fibrina que as sustenta, constitui o
elemento determinante responsavel pelo real potencial terapéutico da PRF,
pois suportam o desenvolvimento de pontos chave para a cura e maturagao
dos tecidos moles: angiogénese e reepitelizacdo. Essa membrana protege
feridas abertas, acelera a reparacdo, favorece o desenvolvimento da
microvascularizagdo e também orienta a migragcao das células epiteliais para
sua superficie (CHOUKROUN et al., 2006). Mesmo assim, é preciso
ressaltar que, no presente estudo a neovascularizagao foi mais intensa nas
feridas tratadas com a associagcdo das ASCs a matriz autéloga de PRF
nesse grupo ja no dia 7. Corrobora com esses achados o estudo realizado
por (BLANTON et al., 2009), que demonstrou que a associagdo das ASCs a
matriz autéloga rica em plaquetas, aumentou o potencial de reparagéao das
feridas cutaneas, fato atribuido a um aumento na vascularizagao.

A diferenca entre os grupos foi além da vascularizagédo, encontrada
também na proporgéo entre os tipos de colageno tipo | e Ill no dia 14. O
colageno é o principal constituinte da matriz extracelular na derme (KIM;
TURNBULL; GUIMOND, 2011; TANZER, 2006) e existem quase 30 tipos de
colageno identificados (HEINO, 2007). Os tipos mais encontrados na pele
séo o tipo | e o tipo Ill, sendo que sua proporgao € mantida fixa em relagao
ao outro na pele normal (CHENG et al., 2011). O colageno tipo | predomina
na matriz extracelular da pele normal, enquanto que o tipo lll, esta presente
em menor quantidade. No processo de reparagao de feridas, o colageno tipo
[l aumenta, especialmente na fase inicial do reparo tecidual (HUNT, 2006).
Sendo assim, percebe-se que a formacdo da derme estava discretamente
mais avang¢ada ou organizada no grupo tratado com a associacao das MSCs
a PRF. E interessante ressaltar que essa diferenca nao foi observada no dia
7, apenas no dia 14. O estudo de (LIAN et al., 2014) demonstrou resultados
semelhantes, os pesquisadores observaram que a associagao de terapia
celular com matriz autdloga de PRP revelou uma maior expressdo da

proteina de colageno com melhor organizacao dos feixes de fibras em
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relacdo ao uso do PRP isolado. Ja o estudo de (OZPUR et al., 2016)
identificou aumento de colageno nos grupos que receberam apenas uma
malha de fibrina e a associacdo de ASCs com a malha de fibrina.

Um estudo feito por (SAMBERG et al., 2019) refere que ndo houve
diferenca em relagdo a remodelagéo do colageno frente ao tratamento com
ASCs isoladas ou associadas ao PRP ou PPP. Os autores fizeram a
avaliacdo 12 dias apds a aplicagdo do tratamento, e sugerem que o dia 12
pode ser muito cedo para observar diferengas na maturacédo do colageno.
Dessa forma, no presente estudo o dia 7 pode ser muito cedo para observar
diferencas em relagdo a deposi¢ao de fibras de colageno uma vez que as
feridas podem ainda ndo ter atingido em sua maior parte a fase de
proliferacdo. Porém, no dia 14, j4 é possivel observar a diferenga entre a
propor¢gdo de colageno tipo | em relacdo ao tipo Ill nas feridas que
receberam a associacdo PRF+ASCs.

Contudo, a associacdo das ASCs com a membrana de PRF
aumentou a vascularizacdo e a fibroplasia da ferida na transicdo da fase
inflamatdria para a proliferativa, e aumentou a proporg¢ao entre as fibras de
colageno maduras em relagao as imaturas, mesmo nessas feridas singelas.
Os resultados deste estudo servirdo de base para a avaliagao da associagao
das ASCs a membrana de PRF em feridas extensas ou em pacientes com
co-morbidades, uma vez que a reparagao ocorre de forma organizada e sem
intercorréncias, semelhante a reparagdo normal da pele sem tratamento
(grupo controle). Analises moleculares da expressao génica de fatores de
crescimento e citocinas também poderiam esclarecer os mecanismos pelos

quais as ASCs influenciam o reparo das feridas.

CONCLUSAO

A associagdo PRF+ASCs melhoraram angiogénese, fibroplasia e
maturacao do colageno na transicao da fase inflamatdria para a proliferativa.
A membrana de PRF foi bem sucedida para facilitar o estabelecimento das
ASCs no leito da ferida.



52

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer a FAPEMIG e a CAPES pelo
apoio financeiro; ao Laboratério de Biotecnologia Animal e a professora
Simone Eliza Facioni Guimardes pelo apoio no cultivo de células; ao
Laboratério Imunoquimica e Glicobiologia e ao professor Leandro Licursi de
Oliveira pelo apoio da extracdo de RNA; ao Nucleo de Microscopia
Microandlise pelo apoio na microscopia confocal; ao Laboratério de
Imunobioldgicos e Virologia Animal e ao professor Ricardo Seiti Yamatogi
pelo apoio na realizagdgo do PCR em tempo real; ao Laboratério de
Ultraestrutura Celular e ao professor José Eduardo Serrdo pelo apoio no
processamento das laminas histolégicas, e ao Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia e ao professor Fabricio Luciani Valente e a Fabricia Hallack

Loures pelo pelo apoio nas analises histologicas.

CONCLUSOES GERAIS

As MSCs sao capazes de influenciar o resultado do processo de
reparagao tecidual nas feridas de pele, devido a capacidade de
diferenciacdo em outros tipos celulares e ao seu efeito paracrino, atuando
por meio da secrecdo de diversos fatores de crescimento e citocinas que
podem modular a resposta inflamatdria, recrutar outros tipos celulares e
influenciar na composi¢cdo da matriz extracelular. Os eventos moleculares na
cicatrizagdo de feridas, por influéncia dos MSCs, precisam de elucidagao,
para que possamos entender exatamente por quais mecanismos essas

células agem.

No presente estudo, mostramos que as ASCs associada a membrana
de PRF permaneceram nas feridas e melhoraram vascularizagdo e
maturacdo do colageno. Também aumentou o infiltrado celular e a
fibroplasia. Acreditamos que as ASC sem acao conjunta com a PRF foram
capazes de recrutar outros tipos celulares devido a agao dos fatores de
crescimento e permitir um meio para a migragcao celular, desempenhando
dois papéis diferentes na reparacdo de feridas. Mais estudos sao
necessarios para elucidar este comportamento e a analise molecular
também deve ajudar a esclarecer. Esses resultados nos permitem analisar

com seguranca a terapia usando PRF+ASCs em feridas complexas, nas
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quais esperamos que seu efeito notavel melhore os aspectos envolvidos no

processo de reparagdo.
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