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Resumo

A pele apresenta diversas fungdes importantes para o organismo. A manutenc¢do de sua integridade é fundamental, entre
outras, para impedir a penetracdo de microrganismos e a perda de liquidos essenciais a manutencdo da vida. Por estar
constantemente exposta ao meio ambiente, a pele é altamente susceptivel a traumas que podem acarretar solugdes de
continuidade. A cicatrizagdo da pele ferida deve ser rapida e diversas alternativas sdo buscadas, visando a redugio do tempo
de reparo a fim de garantir cicatriz funcional e esteticamente aceitavel. Uma opgao cada vez mais viavel para reparar tecidos
danificados é a terapia celular com células-tronco adultas. Os objetivos deste trabalho consistiram em avaliar o transplante da
fragdo total de células mononucleares (FTCM) da medula 6ssea (MO) e da fragdo vascular estromal (FVE) do tecido adiposo
(TA), associado ao uso da membrana celuldsica. Para realizagao deste experimento, 20 coelhos foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos com cinco animais cada. Apds a indugo da ferida cutinea experimental, o grupo A, nio recebeu nenhum
tratamento, o grupo B, recebeu apenas membrana celuldsica e os grupos C e D, além de receberem a membrana, foram
submetidos a transplante autélogo da FTCM, com valor total de células entre 6,92 x 10°a 4,91 x 10” e uma viabilidade de 82 a
97% ou da FVE, com valor total de células entre 9,6 x 10° e 6,5 x 10° e uma viabilidade de 66 a 87%, respectivamente. Ao final
do periodo de avaliagdo, os trés grupos tratados apresentaram diferenca estatistica significativa da drea da ferida em relagio ao
grupo controle e o grupo que recebeu a FVE do tecido adiposo apresentou o menor tempo de cicatrizagéo da ferida.

Palavras-chave: Fragio de células. Reparo. Ferida. Pele. Coelho.

Abstract

The skin presents various important functions to the organism. The maintenance of its integrity is fundamental, among
others, to prevent penetration of microorganisms and exit of liquids essential to life maintenance. Due to its constant
environment exposure, the skin is highly susceptible to trauma which can result solutions of continuity. The healing
of wounded skin should be fast and many alternatives are searched for, aiming to reduce repair time and to guarantee
a functional and esthetically acceptable scar. One option to repair injured tissues which is ever more viable is cellular
therapy with adult stem cells. The aims of this study consisted in evaluating the transplant of total mononuclear cell
fraction (TMCF) from bone marrow (BM) or stromal vascular fraction (SVF) from adipose tissue (AT), associated with
the use of cellulose membrane. To carry out this experiment, 20 rabbits were randomly divided in four groups with five
animals each. After induction of the experimental cutaneous wound, Group A did not receive any treatment; group
B received only cellulose membrane; and groups C and D, in addition to receiving the membrane, were submitted to
autologous transplant of TMCEF, with total cell value between 6,92 x 10°and 4,91 x 10” and a viability of 82 to 97% or SVE,
with total cell value between 9,6 x 10° and 6,5 x 10° and a viability of 66 a 87%, respectively. At the end of the evaluation
period, the three treated groups presented significant statistical difference of wound area in relation to the control
group, and the group which received SVF from adipose tissue presented the shortest wound healing time.

Keywords: Fraction of cells. Repair. Wound. Skin. Rabbit.

Correspondéncia para: E-mail: tiagoufsm@yahoo.com.br
Tiago Luis Eilers Treichel

Rua Conde de Porto Alegre, 696/203, Bonfim, Santa Maria — RS Recebido: 05/04/2010
Cep: 97.015-110 Aprovado: 09/12/2010

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 48, n. 1, p. 62-72, 2011



Introducao

A pele junto com os seus anexos ¢ caracterizada
como o maior 6rgio do corpo"?’. E formada prin-
cipalmente pela epiderme, derme e uma terceira
camada variavel, a hipoderme*®. A epiderme é com-
posta por queratinocitos, melandcitos, células de Lan-
gerhans e células de Merkel, a derme por sua vez é
composta pela camada papilar e a camada reticular"2.

Quando um trauma causa solu¢do de continuida-
de na pele, deixando expostos os tecidos subjacentes,
tem-se uma ferida®, que pode estar presente em qual-
quer regido corporal do animal e as suas causas mais
comuns podem envolver traumas térmicos, quimicos
ou mecanicos acidentais ou cirurgicos™®’. A pele, por
apresentar estruturas de varias camadas germinativas,
nao apresenta capacidade regenerativa, com excegdo
da epiderme’®. A cicatrizagdo tem como objetivo re-
parar o tecido ferido substituindo-o por coldgeno®.
Entretanto, algumas complicagdes como pouca elas-
ticidade da pele, escassez de tecidos locais ou perda
cutinea podem inviabilizar a cicatrizagdo®’.

Caracteristicas das células-tronco mesenquimais
(CTM), como auto-renovacao e diferenciagdo em
diversos tipos celulares, tém recebido aten¢ao signi-

ILIZI3I4G1516 B vista disso, a te-

ficante na atualidade
rapia celular com células-tronco mesenquimais para
reparar tecidos danificados, passa a ser considerada
alternativa viavel". Para aplicagdo clinica, estas célu-
las sao isoladas do sangue da medula éssea ou do teci-
do adiposo®. No entanto, tem sido sugerido que as cé-
lulas-tronco, quando injetadas sozinhas, ndo reparam
os tecidos de maneira satisfatéria, mas a combinacio
destas células com alguns componentes, conhecidos
como matriz ou scaffold, podem resultar em processo
bem sucedido®.

Neste trabalho avaliou-se a viabilidade clinica e a
eficacia da terapia celular, por meio de transplante
autdgeno da fracao total de células mononucleares
(FTCM) da medula éssea (MO) ou da fracio vascular
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estromal (FVE) do tecido adiposo (TA), para o tra-
tamento de feridas cutaneas induzidas experimental-
mente em coelhos. Desta maneira, os objetivos foram:
1) comparar a influéncia e a eficicia da membrana
utilizada como scaffold, com a lesdo sem o biomate-
rial, 2) comparar a reparacdo cutdnea com e sem o
transplante das fracoes celulares, avaliando o tempo

de cicatrizagdo e a qualidade cicatricial das feridas.

Material e Método

Este estudo foi submetido a aprova¢iao do Comité
de Etica e Experimentagio Animal da Universidade
Federal de Santa Maria, seguindo os principios éticos
do Conselho Nacional de Controle de Experimenta-
¢do Animal (CONCEA), julgado e aprovado no pro-
cesso nimero: 23081.011545/2009-31. Para a realiza-
¢do deste experimento, foram utilizados 20 coelhos
(Oryctolagus cuniculus) da raga Nova Zelandia Bran-
co, higidos, de ambos os sexos, com idade aproxima-
da de seis meses e massa corporal média de 4,5 kg. To-
dos os animais foram alojados em gaiolas individuais,
por periodo minimo de 15 dias para sua adaptagdo e
posteriormente distribuidos aleatoriamente em qua-
tro grupos experimentais (A, B, Ce D) com cinco ani-
mais cada, correspondendo a cada tipo de tratamento.
Durante todo o periodo do experimento os animais
receberam ragdo e agua ad libitum.

A medicagao pré-anestésica foi constituida da asso-
ciacdo de cloridrato de cetamina (Cetamina® - Uni-
vet S.A. Sao Paulo, Sao Paulo), na dose de 20 mg kg'!,
maleato de midazolam (Dormonid Injetavel® - Roche
Brasil. Jacarepagua, Rio de Janeiro), 2 mg kg e sulfa-
to de morfina (Dimorf Injetavel® - Cristalia Produtos
Farmacéuticos Ltda. Itapira, Sdo Paulo), 5 mg kg, to-
dos por via intramuscular (IM). Ap6s, administrou-se
sulfato de atropina (Hytropin Injetavel® - Hipolabor
Farmacéutica Ltda. Sabara, Minas Gerais), na dose de
0,05 mg kg e posterior indugdo anestésica com pro-

pofol (Diprivan® - AstraZeneca. Cotia, Sao Paulo), 10
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mg kg, ambos pela via intravenosa (IV). A manuten-
¢do anestésica foi realizada com isofluorano (Isoflura-
ne” - Cristalia Produtos Farmacéuticos Ltda. Itapira,
Sao Paulo) através do uso de mdscara, com sistema
inalatério sem reinalagdo, vaporizado em 100% de
oxigénio, com respiracio espontanea.

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

O sangue da MO foi colhido dos fémures dos ani-
mais. A criagdo de um tunel na fossa trocantérica em
dire¢do ao canal medular com pino intramedular,
permitiu a introdu¢ao de agulha hipodérmica 40 x 16,
para aspiracdo de 5 mL kg"' de sangue da MO com
seringa de 10 mL, previamente heparinizada (Lique-
mine® 10.000 UI - Roche Brasil. Jacarepagua, Rio de
Janeiro). A incisdo de pele foi ocluida com uma gota
de cola de secagem instantinea a base de éster de cia-
noacrilato (Super Bonder Precisao® - Loctite. Itapevi,
Sao Paulo).

O sangue da MO, assim que colhido, foi deposita-
do em uma bolsa de transfusao sanguinea, contendo
0,01 mL de heparina e 1 mL de solugdo de cloreto de
sodio a 0,9% para cada 10 mL de volume. No interior
da capela de fluxo laminar, o sangue foi filtrado (500
um) e separado em tubos Falcon de 50 mL, conten-
do solugdo de Hanks (Hanks’ Balanced Salts H1387-
1L’ - Sigma-Aldrich. Sant Louis, Estados Unidos), na
propor¢ao de 1:1, e centrifugado a 440 G, durante
cinco minutos. Apds a primeira centrifugacio, o so-
brenadante foi retirado e o sangue da MO transferido
para um novo tubo, contendo gradiente de densida-
de, Ficoll-hypaque 1.077 (Histopaque 1077° - Sigma-
Aldrich. Sant Louis, Estados Unidos), na propor¢ao
1:1 de sangue:gradiente, de acordo com a técnica de
Boyum modificada por Olsson*®.

O tubo contendo a FTCM e o gradiente foi centri-
fugado a 440 G, em temperatura ambiente, durante 25
minutos, proporcionando visualizagdo de halo con-
tendo células mononucleares (Figura 1A). O halo foi

aspirado com pipeta automatica, depositado em ou-
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tro tubo e lavado com 10 mL de Dulbeccos Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco 11885° - Invitrogen.
Sao Paulo, Sao Paulo) associado a Soro Fetal Bovino
(SEB) (F9665° - Sigma-Aldrich. Saint Louis, Estados
Unidos), para ser centrifugado a 440 G por cinco mi-
nutos, procedimento repetido duas vezes. Apds a re-
mog¢ao do sobrenadante, foi obtido na base do tubo,
como produto final, um botdo celular (pellet). Uma
aliquota de 70 pl foi colhida para quantificagio ma-
nual de células mononucleares e teste de viabilidade.
O restante do botdo foi imediatamente aplicado nos
animais do Grupo C, no local da lesao.

Fracio vascular estromal (FVE) do tecido adipo-
so (TA)

O fragmento de tecido adiposo, pesando dez gramas,
foi obtido por meio de incisdo na linha mediana dorsal
na regido interescapular. O espago morto foi reduzido
com fio absorvivel sintético 3-0 (Vicryl® - Ethicon-Jo-
hnson. Séo José dos Campos, Sao Paulo), em padrio
continuo simples e a dermorrafia realizada com fio
inabsorvivel sintético 4-0 (Mononylon® - Ethicon-Jo-
hnson. Séo José dos Campos, Sdo Paulo), com pontos
isolados de Wolff. Os pontos de pele foram removidos
sete dias apds o procedimento cirurgico.

O fragmento de TA colhido foi imediatamente de-
positado em um recipiente de vidro, estéril, contendo
150 mL de solugao de Hanks. No interior da capela de
fluxo laminar o tecido foi transferido para uma placa
de Petri e, com o auxilio de tesoura, seccionado vdarias
vezes. Os pequenos fragmentos foram lavados trés ve-
zes, com solugdo de Hanks e transferidos para tubos
Falcon de 50 mL acrescidos de solugdo de 1 mg/mL de
colagenase do tipo I (C0130® - Sigma-Aldrich. Saint
Louis, Estados Unidos) e tipo II (C6885° - Sigma-
Aldrich. Saint Louis, Estados Unidos), 0,5 mg/mL de
cada, na propor¢do 1:3 (volume:volume).

Os tubos permaneceram em banho-maria, duran-
te 25 minutos, em temperatura de 37 °C e agitados
manualmente, a cada cinco minutos. Apds o banho-

maria (Figura 1B), a colagenase foi neutralizada atra-
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Figural - A) Tubo Falcon contendo halo da fracdo de células mononucleares
(destacado) da medula 6ssea de coelho. Esse halo é formado ap6s
centrifugacdo com gradiente de densidade. No fundo coénico
observa-se a deposi¢do de hemdcias e granuldcitos. B) Tubo
Falcon contendo tecido adiposo apds a digestdo pela colagenase.
Observar aspecto leitoso indicando completa digestdo. C)
Aplicagdo da membrana celuldsica sobre a ferida cirtrgica,
imediatamente apds a criacdo do defeito, nos coelhos dos grupos
B, C e D. D) Aplicagido da fragdo vascular estromal no espaco
subcutaneo, na borda caudal da ferida cirtrgica, nos coelhos do

grupo D

vés da adi¢ao de meio completo com 10% de SFB, em
propor¢ao 1:1. Os tubos de TA com o meio completo
adicionado foram centrifugados a 600 G, em tempe-
ratura ambiente, durante cinco minutos. Realizou-se
agitacao manual vigorosa dos tubos e os mesmos fo-
ram recolocados na centrifuga, por mais cinco minu-
tos, com mesma rotagao.

O sobrenadante foi descartado e a fracao lavada
com meio completo e centrifugada, desta vez, a 440
G, em temperatura ambiente, durante cinco minutos.
O procedimento de lavagem foi repetido novamente
e ao término da nova centrifuga¢do o sobrenadante

descartado e a FVE ressuspendida em 1 mL de meio

completo. Aliquota de 70 pl foi colhida para quanti-
ficacdo manual de células mononucleares e teste de
viabilidade. O restante do botao foi imediatamente
aplicado nos animais do Grupo D, no local da lesao.
Criagao do defeito cutaneo e tratamentos
Incisou-se a pele da parede toracica direita, sobre
a regido da ultima costela, criando ferida medindo
aproximadamente 2 x 2 cm. Vasos sangrantes iden-
tificados foram pingados e a hemostasia realizada so-
mente por compressido ou por forcitor¢ao. No local
em que ocorreu a criagdo do defeito cirurgico experi-
mental, houve o tratamento da lesdo de acordo com o

grupo que o animal pertencia.
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O Grupo A, controle negativo, nao recebeu nenhum
tratamento para fechamento do defeito criado, apenas
curativo com gaze e atadura, trocados diariamente,
além de gel lubrificante a base de agua (K-Y Gel® -
Johnson & Johnson do Brasil. Sdo José dos Campos,
Sao Paulo). Nos animais do Grupo B, a membrana ce-
lulésica medindo 5 cm?* (Bioprat® - Bionext Produtos
Biotecnoldgicos Ltda. Sao Paulo, Sao Paulo), utilizada
como scaffold, foi posicionada sobre a lesao. As bor-
das da membrana foram fixadas na pele dos animais
com cola de secagem instantanea (Figura 1C).

Os animais do Grupo C e Grupo D receberam, além
da membrana utilizada no grupo B, o botdo celular
(pellet) contendo a FTCM isolada da MO oua FVE do
TA, respectivamente, imediatamente apds a colheita e
processamento. O pellet foi aspirado com uma seringa
hipodérmica de 3 mL e agulha 40 x 12 e aplicado no
espag¢o subcuténeo, nas quatro bordas do defeito cria-
do, préximo ao leito da ferida cirargica (Figura 1D).

No pés-operatério administrou-se meloxican (Ma-
xican 2%° - Ouro Fino. Ribeirdo Preto, Sdo Paulo),

na dose de 0,2 mg kg, via subcutanea, uma vez ao

dia, durante trés dias e 5 mg kg™ de sulfato de morfi-
na (Dimorf Injetavel® - Cristalia Produtos Farmacéu-
ticos Ltda. Itapira, Sao Paulo), via intramuscular IM,
quatro vezes ao dia, durante trés dias. Os animais do
grupo A foram submetidos a limpeza da ferida cirtr-
gica com solugao fisiolégica uma vez ao dia. A troca
do curativo foi realizada diariamente nos animais de
todos os grupos. Ao término do experimento e perio-
do de avaliagao pos-cirurgica, todos os animais foram

encaminhados para doagéo.

Resultados

A metodologia utilizada para o processamento da
medula dssea permitiu a obtencéo de botdes celulares,
para aplicagdo no animal, com valor total de células
entre 6,92 x 10°a 4,91 x 107 (média de 2,49 x 107) e via-
bilidade de 82 a 97% (média de 90,75%) na amostra
de quatro botdes, pois um apresentou agregacgao celu-
lar. Com relagio ao processamento do tecido adiposo,
foi possivel obter botoes celulares, com valor total de
células entre 9,6 x 10° € 6,5 x 10°(média de 2,7 x 10°) e
viabilidade de 66 a 87% (média de 79,6%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de células mononucleares totais (mL) e viabilidade celular (%) obtidos na amostra e
no botdo celular aplicado, apds o processamento do sangue da medula dssea e do fragmento
de tecido adiposo dos coelhos dos grupos C e D, respectivamente

Amostra

Botao celular aplicado

Numero de células

Total de células

Volume total do pellet

Grupo Animal mononuclgqr?s totais Viabilidade (%) (mL) mononucleares
por mililitro
C 1 2,77 x 10* 88% 0,25 mL 6,92 x 10°
C 2 2,05x10° 97% 0,15mL 3,07 x 107
C 3 1,78 x 10° Agregada 0,145 mL 2,58 x 107
C 4 5,05 x 10* 82% 0,24 mL 1,21 x 107
C 5 9,82 x 10* 96% 0,50 mL 4,91 x 107
D 1 4,1x10° 66% 0,5 mL 2,05 x 10°
D 2 6,5x10° 87% 1 mL 6,5x 10°
D 3 2,2x10° 87% 1 mL 2,2x10°
D 4 1,2x10° 76% 0,8 mL 9,6 x 10°
D 5 8,9x10% 82% 2mL 1,78 x 10°

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 48, n. 1, p. 62-72, 2011



Para avaliagdo da planimetria, os animais foram
submetidos a mensuragido de suas feridas (altura e
largura) no momento da criagdo da ferida (dia 0) e
aos sete, 14 e 21 dias de pos-operatorio, sendo que,
para o calculo da area da ferida, foi utilizada a férmula
da drea do quadrado. A bidpsia tecidual foi realizada
aos dias sete, 14 e 21 apos a criagdo do defeito, com
o auxilio de um punch de 6 mm, na interface entre o

tecido saudével e a ferida.
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Para correcdo das médias de planimetria obtidas
de cada grupo, foi utilizado Teste de Tukey, através
de software computacional estatistico SAS® (Tabela
2), comparando os quatro grupos entre si. As médias
corrigidas, no momento da criagao do defeito cirturgi-
co nao apresentaram diferenca estatistica significativa
entre os grupos. Aos sete dias de pds-operatdrio, os
animais dos grupos que receberam a membrana celu-
lésica (grupo B), FTCM (grupo C) e FVE (grupo D),

Tabela 2 - Médias obtidas dos grupos experimentais para altura, largura (cm) e area (cm?),
nos quatro tempos de avaliacdo, corrigidas estatisticamente pelo Teste de Tukey e

desvio-padrao

DIA GRUPO Altura (cm) Largura (cm) Area (cm?)
0 A 2,56° 2,12° 5,448°
0 B 2,22° 2,24° 4,088°
0 c 2,48° 2,10° 5,168°
0 D 2,28° 2,16° 4,896°
0 Desvio Padrao + 0,273404 + 0,272947 + 0,823110
7 A 2,26° 2,142 4,830°
7 B 1,80°° 1,68°° 3,130%°
7 C 2,06%° 1,82%° 3,744%°
7 D 1,46° 1,36° 2,114°
7 Desvio Padréo + 0,383732 + 0,367423 +1,096461
14 A 1,60° 1,38° 2,346°
14 B 1,02° 0,94° 1,010°
14 c 0,94° 0,76° 0,710°
14 D 0,68° 0,72° 0,536°
14 Desvio Padrdo + 0,307002 + 0,297909 +0,652238
21 A 0,96° 0,90° 0,918°
21 B 0,50° 0,50° 0,254°
21 C 0,0° 0,0° 0,0°
21 D 0,0° 0,0° 0,0°
21 Desvio Padrdo + 0,144049 + 0,150000 +0,222064

* Letras diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa

nao diferiram estatisticamente entre si, no entanto, foi
possivel perceber diferenca estatistica significante (p
< 0,0001) entre o grupo D, que recebeu a FVE do TA,
e grupo controle (A).

No 14° dia de avaliagao, os trés grupos que recebe-
ram algum tipo de tratamento (B, C e D), também
ndo diferiram entre si, porém todos diferiram sig-

nificantemente (p < 0,0001) do grupo controle (A).

No final do periodo de avaliagao, aos 21 dias de pos-
operatorio (Figura 2), os grupos tratados (B, C e D)
mantiveram-se sem diferenga estatistica significante
entre si, mas diferiram significantemente (p < 0,0001)
do grupo controle (A).

Apds a corregao das médias de cada grupo, foi reali-
zada a analise estatistica de regressao (Tabela 3). Este

teste demonstrou que o grupo controle (A) apresen-
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Figura 2 - Aspecto da ferida cutinea dos coelhos, nos quatro
grupos experimentais, aos 21 dias de pds-operatorio.
A letra em destaque corresponde o grupo ao qual
pertence o animal

Tabela 3 — Analise de regressdo da area dos grupos nos quatro tempos de avaliacdo

Periodos de Avaliagdo (Dias)

Grupo 0 7 14 21 Rsquare Nivel de Significancia
A 57966 4,189 2,581 0,974 79,64% <.0001
B 4,794 3,162 1,529 -0,103 82,07% <.0001
C 5,186 3,332 1,478 -0,375 90,33% <.0001
D 4,326 27 1,073 -0,553 83,20% <.0001

tou cicatrizagdo completa das feridas, em média, so-
mente aos 25 dias de pds-operatdrio. O grupo tratado
somente com a membrana celuldsica (B) apresentou
reducao completa das feridas no 20° dia de pos-ope-
ratério, em média. Por sua vez, os grupos tratados
com FTCM (C) e FVE (D), apresentaram cicatrizacao
completa de suas feridas, em média, nos dias 19 e 18

de pds-operatodrio, respectivamente (Figura 3).
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As bidpsias para avaliacdo histopatologica foram
realizadas nos dias sete, 14 e 21 de pos-operatorio. As
amostras de bidpsia foram avaliadas quanto a presenga
de tecido fibrovascular imaturo dérmico, tecido fibro-
vascular maduro dérmico, dermatite perivascular pro-
funda heterofilica, dermatite perivascular superficial
linfoplasmocitaria e dermatite intersticial granuloma-

tosa. Nao houve diferenca estatistica significativa para
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Figura 3 - Gréfico representativo, demonstrando a redu¢do da drea das feridas cutaneas
dos coelhos, nos quatro grupos experimentais, em relacdo aos dias de pds-
operatdrio. A letra em destaque corresponde o grupo ao qual pertence o animal

as variaveis avaliadas pela histopatologia, com exce¢ao
da dermatite intersticial granulomatosa e da calcifica-
¢d0, que nio foram observadas em nenhum dos ani-
mais que receberam FCTM ou FVE (Quadro 1).

Discussao

A membrana celuldsica utilizada como scaffold,
mostrou-se eficiente quando aplicada isoladamente.
Ela provavelmente atuou como barreira mecanica
contra a invasdo de microrganismos e controlando
a perda de fluidos, que devem ser as maiores preo-
cupagdes no tratamento de ferimentos na pele'®. Nao
houve necessidade de remo¢do da membrana ao tér-
mino da cicatrizagao, pois a mesma foi biodegradada,
liberando pequenos fragmentos a medida que ocor-
ria 0 avango da epitelizagdo, pois as células epiteliais
secretam enzimas que dissolvem a base de estruturas
de obstaculos que possam ser encontrados no leito da
ferida'®. Um problema encontrado foi a dificuldade
para fixar a membrana sobre a ferida, o que vai contra
o preconizado por Burke et al.?, que afirmaram que o

substituto cutineo ideal deve ser de facil aplicagdo e

deve aderir ao leito receptor. Por este motivo optou-se
pela utilizagdo da cola de secagem rapida para evitar a
queda do curativo biolégico.

A colheita do tecido adiposo mostrou-se mais facil
de ser executada, necessitando de menos tempo para
ser realizada e proporcionando recuperacio pds-ope-
ratdria mais rapida para o animal. Sugere-se que este
método de colheita cause menos dor para o animal,
conforme observaram Housman et al.”’. A colheita de
5 mL kg' de sangue da MO?* e dez gramas de teci-
do adiposo, valor determinado por estudos prévios,
foram suficientes e permitiram a obtengdo de botdes
celulares, para aplica¢ao no animal, com valores con-
siderados satisfatorios, superando inclusive o preco-
nizado como ideal por Gengozian* para a implanta-
¢do (“pega’) do enxerto (2 x 10°). Na avaliagdo histo-
patologica pode-se perceber que os coelhos tratados
com FTCM ou FVE nao apresentaram dermatite in-
tersticial granulomatosa (DIG), o que é benéfico para
a cicatrizagao da ferida cirurgica. Os animais tratados
também ndo apresentaram calcificago.

O processo de cicatrizagdo da pele ocorre em trés

fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelagem™.
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Ulcera | Crosta | qprp | ppvp | BProse - pppyy | ppsip DIG Calcif. | Acantose
érmica
A107d +++ +++ +++ - - + - +++ + -
Al14d - - - ++ - - + + + +++
Al121d - - - - +++ - - +++ +++ +++
A207d +++ +++ + - - - - - - -
A214d - - +++ - - + - + + +++
A221d - - - +++ - - - + + +++
A307d +++ +++ +++ - - + - - - -
A314d - - +++ - - + - + + +++
A321d - - - +++ - + - - - +++
A407d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
A414d - - ++ - - + - + - +++
A421d o+t S e+t - - +++ e+t + - -
A507d - - - - - - - B - R
A514d - - + ++ - - - + + ++
A521d - E + +++ + + - ++ ++ +++
B107d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Bl14d - + +++ - - - - - - +4+
B121d - + +++ - - + + - - ++
B207d ++ - + - - - - + - +
B214d - - +++ - - + - - - +++
B221d - - - +++ - + - - - +++
B307d + + ++ - - - - - - ++
B314d - - - +++ - - - - - 4+
B321d + + +++ - - - - - - ++
B407d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B414d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B421d - - - +++ - - - - - +++
B507d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
B514d - - - + - - - - - ++
B521d - - - ++ - - - - - ++
C107d +++ +++ ++ - - - - - - -
Cl14d + + ++ - - - - - - ++
C121d - - - ++ - - - - - ++
C207d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
C214d + +++ - ++ - ++ - - - ++
C221d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
C307d + ++ - - - +++ + - - -
C314d - ++ ++ - + - - - - ++
C321d - - + ++ - - - - - +
c407d - - - - - - - - - -
C414d - - - - +++ + ++ - - -
C421d - - + ++ +++ - - - - ++
C507d - - - - - - - - - -
C514d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
c521d - - - - - - + - - -
D107d + +++ ++ + - ++ - - - ++
D114d - - + - - - - - - ++
D121d - - - ++ - - - - - +
D207d B ] + , R R + ) , N
D214d - - ++ - - + + - - ++
D221d - - - +++ - - - - - ++
D307d } . + R ] } R } R .
D3 14d - - + - - - - - - -
D321d - - - +++ ++ - - - - +
D407d ++ +++ ++ - - - - - - ++
D414d - - ++ + + +++ + - - +++
D421d - - - ++ + - - - - +++
D507d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
D514d NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
D521d - - ++ - + - - - - +++
Quadro 1 - Agrupamento dos resultados obtidos na avalia¢do histopatoldgica. A, B, Ce D = grupos; 1, 2, 3,4 e 5 = coelhos;

07 d =7 dias; 14 d = 14 dias; 21 d = 21 dias; - = negativo; + = leve intensidade; ++ = moderada intensidade; +++
= acentuada intensidade; TFID = Tecido fibrovascular imaturo dérmico; TEMD = Tecido fibrovascular maduro
dérmico; DPPH = Dermatite perivascular profunda heterofilica; DPSL = Dermatite perivascular superficial
linfoplasmocitaria; DIG = Dermatite intersticial granulomatosa; NR = amostra ndo representativa
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Os grupos tratados com FTCM ou FVE foram eficientes
com relacdo a cicatrizagdo da pele, no entanto, os me-
canismos pelos quais as CTMs presentes nestas fragoes
poderiam contribuir para o reparo ou a regeneragio
do tecido lesado nao sio ainda totalmente esclarecidos,
conforme relataram Templin et al.**. A estimulagdo mi-
togénica e quimiotatica dos queratindcitos pelo TGF-a e
EGF promove o inicio da fase de proliferagao epitelial e a
formacéo do tecido de granulagao®. Da mesma manei-
ra, CTM como as presentes nas fragdes, também pode-
riam contribuir para a regeneragao da epiderme, se dife-
renciando em queratindcitos”. Na fase de remodelagem,
iniciada 17 a 21 dias ap6s a lesao’, ocorreu a cicatrizagao
completa das feridas. Segundo relataram Karukonda et
al.*, células-tronco adultas juntas com outros tipos celu-
lares poderiam contribuir com a produgio de fibroblas-
tos na pele, elevando a produgdo de citocinas e desta ma-
neira permitindo que o reparo cutineo apresente uma
cicatriz mais estética, em menor tempo.

A cicatrizagao completa das feridas foi considera-
da quando ocorria o encontro das margens, resultan-
do na inibigdo da contragdo pelo contato, conforme
determinado por Hosgood®. O grupo tratado com a
FVE foi o tnico a apresentar diferenca estatistica sig-
nificativa na planimetria (p < 0,0001), logo na primei-
ra semana do periodo de avaliagdo, mesmo com uma
quantidade total de células mononucleares aplicadas
e uma viabilidade mais baixa quando comparada com
a FTCM. Além disso, o grupo tratado com a FVE
apresentou cicatrizagdo completa de suas feridas aos

18 dias de pos-operatdrio, em média, enquanto que a
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cicatrizagao das feridas do grupo que recebeu FTCM
ocorreu, em média, aos 19 dias. Isto pode ser explica-
do, segundo Strem et al.* pelo fato do tecido adiposo
conter de 100 a 1000 vezes mais células pluripotentes

em um centimetro ctibico do que a medula.

Conclusoes
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que: 1) a membrana celulésica utilizada como scaffold
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sugerem-se novos estudos, especialmente com cultivo

celular, sobre o reparo da pele.
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