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RESUMO

Enxertos cutaneos de espessura completa possuem a caracteristica inicial de
nutricdo sem um aporte sanguineo autdbnomo, predispondo a altas taxas de necrose.
Células mesenquimais adipoderivadas (ADSC) auxiliam no desenvolvimento da
angiogénese e cicatrizacdo cutanea, contudo, 0s mecanismos envolvidos ainda ndo séo
completamente compreendidos. Esse trabalho teve como objetivo investigar a influéncia
de ADSCs no desenvolvimento de novos vasos sanguineos, seu efeito anti-inflamatorio
e 0 tempo de sobrevida das células apds sua aplicagdo em um modelo de enxerto
cutaneo de espessura completa. As ADSCs foram isoladas de ratos Wistar positivos
para a proteina fluorescente verde (GFP). Os demais animais experimentais foram
submetidos aos enxertos e posteriormente atribuidos de forma aleatéria aos grupos
ADSC, solucdo salina ou SHAM. Animais pertencentes ao grupo ADSC receberam 1 x
108 células ressuspendidas em 200 uL de solugéo salina, o grupo SS recebeu apenas 200
ug de solucdo salina e o grupo SHAM ndo recebeu nenhum tratamento. Dezoito animais
foram eutanasiados aos trés dias, os demais aos cinco dias. A avaliagdo macroscépica
analisou a taxa de contragéo, presenca de sangramento ou exsudato. Os enxertos foram
coletados para avaliacdo molecular e histopatoldgica, e aqueles pertencentes ao grupo
ADSC foram corados com anticorpo anti-GFP para avaliar a presenca e localizacao das
células. O grupo ADSCs demonstrou menor taxa de contracdo e aumento da expressao
de enzimas, fatores de crescimento e marcadores de superficie prd-angiogénicos.
Marcadores de hipoxia, inflamacéo e estresse oxidativo tiveram expressdo reduzida no
grupo tratado com ADSCs. As células marcadas foram localizadas em ambos os dias de
avaliacdo. Em concluséo, baseado nos dados obtidos, as células marcadas permanecem
no local de aplicagdo ao terceiro e quinto dias de avaliagdo e podem promover a
angiogénese precoce em enxertos cutaneos de espessura completa, reduzindo o tempo

de exposicdo a hipdxia e podem aumentar as taxas de sucesso do enxerto.

Palavras-chave: Angiogénese, enxerto cutaneo de espessura completa, células

mesenquimais adipoderivadas, medicina regenerativa



ABSTRACT

Full-thickness skin grafts have the initial characteristic of graft nutrition without
an autonomous blood supply, predicting to high necrosis rates. Adipose-derived stem
cells supports angiogenesis development and wound healing, however, the mechanisms
involved still not completely understood. In this study, we aimed to investigate ADSC
influence in blood vessels growth, its anti-inflammatory effect and the remaining cell
survival time on skin graft in full-thickness skin graft rat model. ADSCs were isolated
from green-fluorescent protein positive Wistar rats. All the remaining experimental
animals were submitted to skin graft and randomly assigned to ADSC, saline solution or
SHAM groups. ADSC animals received 1x10° ADSCs GFP-positives resuspended in
200 pg of saline solution. SS group only received 200 pg of saline solution and SHAM
group did not receive any treatment. Eighteen animals were euthanized at three days,
the remaining at five days. Macroscopic evaluation was based on FTSG contraction
rates, bleeding and exudate presence. Skin grafts were collected for molecular and
histopathological assessment, and the ADSC group grafts were also immunostained
with anti-GFP antibody for presence and location of cells. ADSC group have showed
lower contraction rates and significant enhanced expression of proangiogenic enzymes,
growth factors, surface markers. Expression of hypoxia, proinflammatory cell types and
oxidative stress markers was decreased on ADSC treated group. The labeled ADSCs
could be found on grafted tissue at both evaluation times. In conclusion, based on the
obtained data, labeled ADSC remain on injected site at third and fifth evaluation days
and can promote early angiogenesis development of FTSG, reducing hypoxia exposure

and may increase the graft survival rates.

Key words: Angiogenesis, full-thickness skin graft, adipose-derived stromal cells,

regenerative medicine
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1 INTRODUCAO

Enxertos cutaneos sdo caracterizados como porcles de tecido de espessura
varidvel completamente desprendidas de seu leito doador para cobertura de um leito
receptor (ANDREASSI et al., 2005; MACFARLANE, 2006). Sdo divididos como
enxertos de espessura completa ou parcial, sendo que os de espessura completa sdo
rotineiramente usados em feridas cronicas, lesdes extensas decorrentes de queimaduras,
traumas ou feridas distais em membros (DARRACH et al., 2019; GAO et al., 2019;
RICCIO et al., 2019). Possuem como caracteristica inicial de cicatrizacdo uma fase de
embebicdo, em que séo nutridos exclusivamente pelo leito receptor do enxerto, sem a
presenca de aporte sanguineo autbnomo (ANDREASSI et al., 2005; PAZZINI et al.,
2017). Apos a fase de embebicdo seguem-se mais duas, de inosculacdo, onde ocorre a
ligacdo entre os vasos sanguineos neoformados e aqueles existentes no leito receptor,
seguida da fase de revascularizagdo, onde ocorre o remodelamento vascular (CAPLA et
al., 2006). A embebicéo no leito receptor pode levar a altas taxas de insucesso devido ao
periodo prolongado de exposicéo a hipdxia, podendo haver necrose do tecido enxertado
(TAKAHASHI et al., 2018).

As células mesenquimais, especialmente adipoderivadas, demonstram efeito
benéfico na cicatrizacdo cuténea, em todas as fases de cicatrizacdo, compreendidas por
inflamacdo, proliferagdo e remodelamento. Enxertos cutdneos possuem fases similares
de cicatrizacdo, onde a fase de embebicdo compara-se a fase inflamatoria, a de
inosculacdo a proliferativa e de revascularizacdo, similar a de remodelamento
(ANDREASSI et al., 2005).

A utilizacdo de células mesenquimais na promocéo da angiogénese pode resultar
em aumento das taxas de sucesso de enxertos cutaneos (VIDOR et al., 2018). No
entanto, ainda se observam lacunas no que se refere a compreensdo de seu tempo de
permanéncia no tecido enxertado e sua capacidade de estimulo a angiogénese precoce e
efeito no tempo de exposicao a hipoxia, assim como inflamacdo e estresse oxidativo.

Desafiando tal hipotese, esse trabalho permitiu a investigacdo do real impacto da
utilizacdo de células mesenquimais adipoderivadas em enxertos cutdneos de espessura
completa nas fases iniciais de cicatrizacdo (embebicdo e inosculacdo) e sua influéncia
na angiogénese precoce do tecido, regulacdo dos componentes do sistema plasmina-
plasminogénio, efeito anti-inflamatoério e expressdo de fatores relacionados ao estresse

tecidual, assim como a defini¢do de seu tempo de permanéncia no local.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da associacdo de células mesenquimais adipoderivadas a
enxertos cutaneos de espessura completa no estimulo a angiogénese durante a fase

inflamatoria de cicatrizag&o.

2.2 Objetivos Especificos

- Localizar as células mesenquimais adipoderivadas apds aplicacdo no tecido enxertado
- Avaliar a influéncia de ADSCs na revascularizacdo precoce de enxertos cutaneos de
espessura completa através da expressao de fatores de crescimento pré-angiogénicos

- Avaliar a taxa de contracdo dos enxertos nos diferentes grupos de tratamento

- Avaliar macroscopicamente a presenca de necrose, sangramento e exsudato nos
diferentes grupos

- Avaliar macro e histologicamente a presenca de infiltrado inflamatério nos diferentes
grupos de tratamento

- Analisar a expressdo de o6xido nitrico e componentes do sistema plasmina-
plasminogénio e sua relacdo com inflamacéo e estimulo a angiogénese

- Avaliar a influéncia de ADSCs na regulacdo de fatores relacionados ao dano tecidual

ocasionado por estresse oxidativo.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1  Anatomia da pele e cicatrizagédo

3.1.1 Anatomia e fisiologia cutaneas

A pele é composta de epitélio escamoso cornificado estratificado, exceto nas
jungdes mucocutdneas, onde apresenta o epitélio escamoso ndo cornificado
(SUNDBERG et al., 2017). Classifica-se em quatro camadas principais, denominadas a
partir da estrutura mais superficial em direcdo a mais profunda: epiderme, derme,
paniculo carnoso — presente na maior parte dos mamiferos ndo-humanos, e tecido
subcutaneo ou hipoderme (HARRISSON; MACNEIL, 2008; MIKESH et al., 2013;
SOM et al., 2017; SUNDBERG et al., 2018).

Histologicamente, na epiderme, observa-se estruturacdo das células do epitélio
escamoso cornificado estratificado em quatro camadas, iniciando-se pelo estrato corneo,
mais superficial, sendo seguido pelo estrato granuloso, espinoso e basal (de BEM et al.,
2010; SOM et al., 2017; KABASHIMA et al., 2018; SUNDBERG et al., 2018). Devido
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a sua ativa capacidade de regeneracdo e renovacgdo, tais camadas sdo definidas a partir
da diferenciacéo celular, principalmente de queratindcitos imaturos, presentes no estrato
basal (KOLARSICK et al., 2009; SOM et al., 2017). Sua diferenciacdo progride até a
senescéncia celular, promovendo assim a camada cOrnea a presenca de células planas e
anucleares e permitindo a formagéo de uma estrutura de consisténcia firme, espessa e
indiferenciada, capaz de promover protecdo as estruturas subjacentes (de BEM et al.,
2010; KABASHIMA et al., 2018; SUNDBERG et al, 2018). As células
majoritariamente encontradas na epiderme sdo queratindcitos e células dendriticas,
contudo, também s&o observados melandcitos, células de Langerhans e de Merkel
(KOLARSICK et al., 2009; MIKESH et al., 2013).

Entre a epiderme e a proxima camada observa-se a juncdo derme-epidermal ou
membrana basal (KOLARSICK et al., 2009). Tal juncdo, formada principalmente por
colageno do tipo IV atua como uma barreira semipermeavel entre as camadas
(KOLARSICK et al., 2009; MIKESH et al., 2013). Imediatamente subjacente a jungédo
localiza-se a derme, composta por fibroblastos, mastdcitos, macrofagos, linfocitos,
células plasmaticas e leucdcitos (KOLARSICK et al., 2009). Tais tipos celulares
promovem a producdo de coldgeno, majoritariamente dos tipos | e 1V, e fibras elasticas
(WONG et al., 2016). Nesta camada sdo observados foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas, vasos sanguineos e grande concentracdo de terminacfes nervosas, atuando
como barreira para manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico, térmico, protecdo contra
traumas mecanicos e promocdo de sensibilidade nervosa (KOLARSICK et al., 2009;
SOM et al., 2017; SUNDBERG et al., 2018). A derme é considerada uma das principais
camadas responsaveis pela cicatrizacdo cutanea, devido a disponibilidade celular e
grande densidade de vasos sanguineos (SOM et al., 2017).

O paniculo carnoso, presente em grande parte das espécies de mamiferos,
corresponde a uma por¢do de musculatura estriada limitando as camadas derme e
hipoderme e permite maior movimento da pele e, devido ao aporte sanguineo, € uma
regido altamente irrigada, auxiliando na contracdo de feridas e promogdo da
revascularizacdo (RITTIE, 2016; NALDAIZ-GATESI et al., 2018; SUNDBERG et al.,
2018). Tal musculo é majoritariamente ausente em humanos e primatas n&do-humanos
(HARRISON; MACNEIL, 2008). A hipoderme ou tecido subcutaneo, observada abaixo
da derme, é composta por tecidos adiposo e conjuntivo frouxo, apresentando grande

aporte nervoso e vascular as camadas mais superficiais da pele (SUNDBERG et al.,
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2018). —Além disso, devido a sua composicdo adiposa, a hipoderme auxilia no
fornecimento de energia ao individuo (KOLARSICK et al., 2009).

A vascularizacdo cutanea se da através de trés formas, sendo estas o sistema
cutaneo per se e as regides musculocutanea e fasciocutanea (SOM et al., 2017). O
aporte sanguineo pelo sistema cutaneo se da por dois plexos intercomunicantes, sendo
estes o0 plexo superficial, localizado na regido da jungdo derme-epidermal e plexo
profundo, encontrado na regido da juncdo derme-subcutaneo (KOLARSICK et al.,
2009; SOM et al., 2017). Em humanos e roedores tais plexos, derivados de fontes
arteriais e venosas profundas, percorrem a pele em sentido paralelo, onde a
vascularizagdo provém de duas redes horizontais, a primeira entre o paniculo carnoso e
a hipoderme, a segunda ao redor de foliculos pilosos encontrados na derme (RITTIE,
2016). As regides musculocutanea e fasciocutanea sdo caracterizadas pela nutricdo
proveniente de angiossomas advindos da vascularizagdo muscular e fascial e s&o
comuns a maior parte das espécies de mamiferos (WONG et al., 2016; SOM et al.,
2017).

3.1.2 Anexos cutaneos

A pele possui estruturas anexas responsaveis pela manutencdo da hidratacéo,
protecdo e podem permitir re-epitelizacdo precoce diante de algumas lesdes
(KOLARSICK et al., 2009). Segundo Sundberg e colaboradores (2018), devido a sua
anatomia Unica, desenvolvimento independente, regulacdo e acdo altamente
especializada, 0s anexos cutaneos podem ser considerados como 6rgdos independentes
da pele.

Os tipos de anexo dividem-se em foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
glandulas sudoriparas écrinas e apdcrinas (SUNDBERG, 2018). Os foliculos pilosos se
localizam na porcdo mais profunda da derme, assim como no paniculo carnoso, em
roedores, e no tecido subcutaneo (PAVLETIC, 2018). As glandulas sebaceas sdo
desenvolvidas juntamente aos foliculos, sendo encontradas proximas a estes no
individuo adulto (SOM et al., 2017; PAVLETIC, 2018).

3.1.3 Fisiologia do processo de cicatrizacdo
A cicatrizacdo cutanea € um processo complexo e continuo, resultando em

formacdo cicatricial, e se d& a partir de trés fases com periodos de sobreposicao entre si,
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sendo estas: fase de inflamagdo, fase de proliferacdo e fase de maturagdo ou
remodelamento (GANTWERKER; HOM, 2012; RITTIE, 2016) (Figura 1). A definicio
e progresso das fases se da a partir da liberacdo de citocinas, fatores de crescimento e
proteases envolvidos no processo como um todo (KONDO; ISHIDA, 2010).

Figura 1. Escala das trés fases sobrepostas de cicatrizacdo e seus periodos médios de
ocorréncia. Adaptado de Swezey, L. Wound Educators. Disponivel em:

https://woundeducators.com/phases-of-wound-healing/
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(4 - 24 dias) (21 dias - 2 anos)

A fase inflamatéria € crucial para a cicatrizacdo de feridas e se baseia na
hemostasia inicial, seguida da secrecdo de fatores de crescimento e células
inflamatorias, caracterizada principalmente pelo processo de remocdo de debris
celulares (HARPER; YOUNG; McNAUGHT, 2014; RITTIE, 2016; McCARTHY et
al., 2018). A fase proliferativa propicia o desenvolvimento de uma matriz extracelular
provisoria pela migracdo de queratindcitos, promovendo o inicio de re-epitelizacdo da
ferida (KONDO; ISHIDA, 2010; RITTIE, 2016). A (ltima fase, de maturacdo ou
remodelamento, ocorre a partir da substituicdo do tecido de granulacdo por fibras de
colageno e elastina, gerando a cicatriz (GANTWERKER; HOM, 2012; YOUNG;
McNAUGHT, 2011; PORTOU et al., 2015).

O processo inicial da fase inflamatdria ocorre de segundos a minutos apos a
ruptura da epiderme e resulta na formacdo de um coadgulo que induz hemostasia e,
através de moléculas reguladoras da permeabilidade vascular como o éxido nitrico
(nitric oxide — NO), promove a chegada de células inflamatorias (GANTWERKER,;
HOM, 2012; KRAUSZ; FRIEDMAN, 2015). A fase inflamatoria possui duragdo

aproximada de quatro a cinco dias apos a leséo, no entanto, diante do estresse oxidativo
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permanente ou incontrolado, decorrente da liberacdo de espécies reativas a oxigénio
(ROS) pode ser observada a formagéo de feridas cronicas, com permanéncia do estado
inflamat6rio (YOUNG; McNAUGHT, 2011; KANJI; DAS, 2017; PAVLETIC, 2018;
BILGEN et al., 2019).

As principais células encontradas nessa fase sdo neutrofilos, linfocitos e
mondcitos, convertidos em macréfagos no local da lesdo tecidual, visando eliminar
possiveis patdgenos e prevenir infeccbes (HARPER; YOUNG; McNAUGHT, 2014).
Os macrofagos passam a liberar quantidades maiores de NO, principalmente na forma
de dxido nitrico-sintase induzivel (iNOS), responsiva apenas apos ativacao celular, com
pico ocorrendo entre um a cinco dias apds a lesdo (ISENBERG et al., 2005; KRAUSZ;
FRIEDMAN, 2015; MINUTTI et al., 2017). As funcbes ja descritas do NO como
capacidades antimicrobianas, vasodilatadoras, angiogénicas e estimuladoras de
colageno, agem também no estimulo a fatores de crescimento indutores de angiogénese,
como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (KRAUSZ; FRIEDMAN, 2015).
Além disso, macrdfagos sdo os maiores responsaveis pela producdo de VEGF durante a
fase inicial de cicatrizacdo, assim como de outros fatores de crescimento como
transformador beta (TGF-B) e de crescimento epidermal (EGF) relevantes aos processos
simultdneos de angiogénese, formacdo de fibroblastos e deposicdo de matriz
extracelular (HARPER; YOUNG; McNAUGHT, 2014; KRAUSZ; FRIEDMAN, 2015;
MINUTTI et al., 2017).

O processo de angiogénese faz-se necessario para a restauracdo do fluxo
sanguineo e oxigenagdo dos tecidos danificados e inicia-se a partir da liberacdo de
fatores de crescimento pelas plaquetas responsaveis pela formacgédo do plug plaquetario-,
assim como por neutrofilos, macréfagos, células endoteliais, quininas e plasmina,
compreendendo todo o sistema plasmina-plasminogénio na liberacdo e regulacdo dos
fatores de crescimento (ROTH et al.,, 2006; GREAVES et al., 2013; HARPER,;
YOUNG; McNAUGHT, 2014). A liberacdo de fatores como TGF-B, fator de
crescimento basico de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e VEGF levam a formacéo de capilares
e reparo de vasos danificados, iniciando o processo de neovascularizagdo (HARPER;
YOUNG; McNAUGHT, 2014). A presenca de um ambiente pobre em oxigénio também
pode provocar a producdo e liberacdo de fatores de crescimento pro-angiogénicos,

fazendo-se parte importante do processo (ZHU et al., 2019).
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3.2 Enxertos cutaneos no reparo de feridas

3.2.1 Tipos e indicacdes de enxertos

A descricdo de enxertos cutaneos data-se de 1597, com a publicacdo do livro
“De curtorum chirurgia per Insitionem” pelo médico italiano Gaspare Tagliacozzi,
responsavel pelo desenvolvimento e descricdo de técnicas de reconstrucdo de feridas
extensas e de extremidades com o uso de retalhos e enxertos cutaneos (TOMBA et al.,
2014). Na rotina de cirurgia plastica e reconstrutiva, tanto humana quanto veterinaria, a
utilizacdo de retalhos e enxertos livres demonstra-se bem consolidada (ANDREASSI et
al., 2005; PAVLETIC, 2018).

Enxertos cutaneos livres demonstram maior aplicabilidade principalmente em
feridas de dificil cicatrizagio como queimaduras, feridas cronicas, lesdes em
extremidades distais ou em &reas extensas, além de regiGes de alta tensdo a sutura
(SUN; SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014; DARRACH et al., 2019). Ainda, seu uso
vem sendo relatado na reconstrucdo de defeitos extensos de parede abdominal ou em
seu reforco apds herniorrafias, podendo ser uma alternativa ao uso de malhas sintéticas
(CLAY et al.,, 2018). Enxertos livres cutaneos sdo caracterizados pelo completo
desprendimento do leito doador e classificados como autoenxertos, quando provenientes
de um leito doador do proprio individuo; aloenxertos, quando provenientes de um
doador da mesma espécie e xenoenxertos, quando provenientes de doador de espécie
diferente (PAVLETIC, 2018). Por sua facil aquisicdo e reducdo na possibilidade de
rejeicdo ao tecido transplantado, preconiza-se a utilizagdo de autoenxertos, que se
subdividem em enxertos epidermais, de espessura parcial ou completa (SUN;
SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014; GUOGIENE et al., 2018; JALLER et al., 2018).

Enxertos de espessura completa constituem-se de epiderme, derme e podem
manter uma porc¢do de tecido subcutaneo, geralmente com espessura maior que 0,6 mm
(SERRA et al., 2017; GUOGIENE et al., 2018). S&o capazes de uma melhor adesdo ao
leito da ferida, maior forca ténsil do tecido, menor taxa de contragdo e melhor aspecto
estético final (WANG et al., 2016; JALLER et al., 2018). Devido a seu aspecto mais
robusto e maior espessura, sdo mais utilizados em medicina veterinaria (STANLEY et
al., 2013). Os de espessura parcial, compostos de epiderme e algumas camadas da
derme, com espessura variando de 0,15 a 0,6 mm assim como 0s enxertos epidermais,
compostos apenas de epiderme, possuem maior habilidade de contracdo, podem sofrer
ruptura devido a sua espessura e podem tornar-se hipo ou hiperpigmentados,

provocando resultados menos estéticos apds a cicatrizacdo completa (SERRA et al.,
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2016; GUOGIENE et al., 2018; JALLER et al., 2018). Em pequenos animais, contém
menor quantidade de foliculos pilosos, também demonstrando resultados menos
estéticos se comparados aos enxertos de espessura completa (PAVLETIC, 2018).

Devido ao completo desprendimento do leito doador, enxertos cutaneos nao
possuem aporte sanguineo préprio, e, dessa forma, a influéncia direta da vascularizagéo
do leito receptor pode significar o sucesso ou fracasso da técnica (UYSAL et al., 2010;
SUN; SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014). Faz-se necessaria a completa auséncia de
materiais acumulados como sangue, pus, corpos estranhos ou tecidos isquémicos,
incapazes de prover nutricdo adequada ao enxerto e que possam reduzir a aderéncia do
tecido ao leito receptor e a viabilidade dos capilares em formagcdo (ANDREASSI et al.,
2005; PAVLETIC, 2018). Além disso, o posicionamento do enxerto diretamente em
tecido de granulacdo tende a facilitar a contracao tecidual, podendo prejudicar a adesdo
do enxerto (HARRISON; MACNEIL, 2008). Devido a sua espessura 0S enxertos
parciais necessitam de menor aporte sanguineo inicial, justificando sua indicacdo
principal para Ulceras venosas ou regifes distais, enquanto que os de espessura total
necessitam de vascularizacdo adequada no leito receptor para permitir a
neovascularizagdo no interior do enxerto, permitindo a cicatrizacdo e adesdo adequada
do tecido (SERRA et al., 2016; GUOGIENE et al., 2018).

3.2.2 Fases de cicatrizacao de enxertos cutaneos

A cicatrizacdo de enxertos cutaneos passa por trés fases, sendo estas a de
embebicdo, revascularizacdo ou inosculacdo e maturacao, podendo ser comparaveis as
fases da cicatrizacdo de feridas em geral (ANDREASSI et al., 2005; ERWIN et al.,
2017). A etapa de revascularizagdo tende a se iniciar a partir de trés dias, mantendo-se
assim o enxerto por periodo prolongado em hipdxia e promovendo lesdes do tipo
isquemia/reperfusdo, podendo levar a necrose (KERN; SUCHER, 2013; ERWIN et al.,
2017).

Devido a auséncia de vascularizacao e nutricdo adequada ao tecido enxertado, as
fases de cicatrizacdo de um enxerto cutaneo se baseiam em uma fase inicial de
embebicgéo, correspondente a fase inflamatoria de cicatrizagdo, onde o tecido se nutre
apenas pela absorcdo de fluidos do leito receptor, durante até 48 horas. Em seguida, na
fase de inosculacdo, equivalente a fase proliferativa, inicia-se o processo de aderéncia
vascular entre os vasos do leito receptor e os capilares expostos do tecido enxertado. A

terceira fase, de remodelamento vascular, analoga a fase de remodelamento cicatricial,



22

age através da formacdo de novos vasos e capilares sanguineos. Apds a conclusao desta
fase, a “pega” do enxerto € tida como adequada (STANLEY et al., 2013; PAVLETIC,
2018) (Figura 2). A coloracao inicial do enxerto € palida, mas o desenvolvimento de
uma coloracdo rosea e a visualizacdo de que esta firmemente aderido ao leito receptor
sdo bons indicios de uma cicatrizacdo adequada (ANDREASSI et al., 2005).

Figura 2. Curva das fases de revascularizagdo de enxertos cutaneos. Baseado nos dados
de MacFarlane (2006).

T 1
1 2 3 4 5 6 Dias
Fase de embebicio  Fase de inosculacio Fase de remodelamento vascular
(0 - 2 dias) (1 - 3 dias) (4 - 7 dias)

Um dos principais aspectos observados diante da confeccdo de enxertos
cutaneos é a contracdo do tecido, um fendmeno fisioldgico destinado a reduzir o
didametro da leséo inicial, mas capaz de prejudicar a adesdo do enxerto e promover a
formacdo de cicatrizes ndo estéticas (HARRISON; MACNEIL, 2008). A contracdo do
enxerto se da a partir de duas fases, primaria e secundaria. Apos a excisdo do tecido de
seu leito doador ha a contracdo priméria, com reducdo imediata no didmetro do tecido
excisado. Tal fendmeno é observado de forma crescente de acordo com a espessura do
enxerto (HARRISON; MACNEIL, 2008). A contracdo secundaria, por outro lado, é
observada apds o posicionamento do tecido no leito receptor, com o alargamento do
leito receptor e o efeito se d& de forma mais acentuada em enxertos de menor espessura
(TUNCALI et al., 2005; HARRISON; MACNEIL, 2008; KAMRAN et al., 2012).

3.2.3 ComplicagOes

Faz-se necessaria a imobilizagdo da ferida por até cinco dias, visando a reducédo
da taxa de contracgdo, principalmente em enxertos de espessura parcial (SERRA et al.,
2016). Alem disso, a imobilizacdo do tecido enxertado também permite melhor

aderéncia entre o tecido e o leito receptor, assim como a manutencédo e viabilidade de
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vasos sanguineos neoformados (ANDREASSI et al., 2005). A imobilizacdo geralmente
é realizada com uma primeira camada ndo aderente, composta de gaze e vaselina e a
segunda, composta de compressas ou gazes visando restringir a movimentacdo local,
usualmente com um curativo do tipo tie-over (STANLEY et al., 2013). Esse tipo de
curativo, composto de dois componentes principais, objetiva imobilizar a ferida de
forma eficiente e reduzir o espaco morto, evitando assim a formacdo de seromas e
hematomas. A primeira camada, ndo aderente, geralmente é compreendida por gaze ou
algoddo umidos ou vaselina sélida, visando manter o ambiente Umido para favorecer a
re-epitelizacdo. A segunda camada geralmente é composta de compressa de gaze e
suturas interrompidas com fio de néilon ou seda, exercendo pressao uniforme no tecido
enxertado (BULLER et al., 2017; KIM et al., 2018).

As principais complicacdes compreendem a formacao de seromas, hematomas,
infeccOes, deiscéncia de sutura, necrose ou a propria falha de adesdo do tecido a ferida,
e os fatores capazes de levar a tais complicacbes podem ser tanto intrinsecos ao
paciente, como a presenca de comorbidades ou o desenvolvimento de infecgdes pds-
operatorias, relacionadas a confeccdo do enxerto ou preparo do leito receptor
(ANDREASSI et al., 2005; STANLEY et al., 2013; SERRA et al., 2016).

Como complicacdo pds-operatdria tardia, um dos principais aspectos a serem
levados em conta é a contracdo secundaria do enxerto, capaz de gerar defeitos na
mobilidade e até induzir a formac&o de cicatrizes hipertréficas ou queloides, observado
principalmente em regides articulares ou com alta flexibilidade (HARRISON;
MACNEIL, 2008). Tendo em vista a promoc¢do de cicatrizacdo adequada e menores
taxas de complicacdo pds-operatorias, cabe a avaliacdo de novas técnicas capazes de
promover a cicatriza¢do e melhorar assim a qualidade de vida do paciente submetido a
técnica de enxertia cutdnea. Uma das opcdes mais promissoras refere-se a terapia

celular.

3.3 Terapia celular e cicatrizagdo cutanea
3.3.1 Origem de células tronco e suas capacidades

As células tronco sdo definidas como células capazes de autorrenovacdo e
diferenciacéo em diversos tipos celulares com funcées especificas (UYSAL et al., 2010;
KING et al., 2014). S&o divididas em dois grandes grupos, as ceélulas tronco

embrionarias (ESC — Embryonic stem cells) e células tronco mesenguimais (MSC —
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Mesenchymal stem cells), provenientes do préprio individuo ap6s o nascimento (ZUK et
al., 2001).

As ESCs sdo tidas como as unicas células pluripotentes, capazes de se
diferenciar em qualquer uma das trés camadas germinativas, resultando em
diferenciagdo em qualquer tipo celular, contudo, sua utilizacdo tornou-se limitada
devido a vieses éticos, legais e a sua imprevisibilidade de diferenciagdo (ZUK et al.,
2001; UYSAL et al., 2010; KING et al., 2014).

As MSCs sdo células estromais multipotentes, encontradas em diversos tecidos
de individuos ap6s o nascimento (KING et al., 2014). Inicialmente foram isoladas a
partir da medula d6ssea (BMSC — Bone marrow stem cells) por Freidenstein e
colaboradores (1966), porém, em seguida foram isoladas em outros tipos de tecidos,
como membrana amniética, polpa dentaria, corddo umbilical e, finalmente, tecido
adiposo (ADSCs — Adipose derived stromal cells), por Zuk e colaboradores (2001), com
multipoténcia similar & obtida nas células isoladas de medula 6ssea.

Em 2006 iniciou-se a pesquisa basica com células tronco pluripotentes induzidas
(iPS — Induced pluripotent stromal cells), abrindo espaco para a possibilidade de
reprogramacao celular, induzindo células adultas j& definidas ao retorno de seu estado
de pluripoténcia (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Tal estratégia demonstra
excelente potencial terapéutico, ja que as iPSs podem se diferenciar em qualquer tipo
celular, contudo, a manipulacdo das células e a técnica exigida para seu
desenvolvimento inviabiliza sua capacidade translacional (KING et al., 2014). Além
disso, ainda € visto como um procedimento oneroso, tornando sua utilizacdo
injustificavel.

As ADSCs surgiram como uma opcao viavel devido a sua possibilidade de
abundante extracdo, facilidade de obtencdo e baixa morbidade, sendo que em humanos
geralmente provém de lipoaspirados (McCARTHY et al., 2018). A densidade celular
obtida ao final do processo de isolamento de ADSCs é maior que a de BMSCs, sendo
descrito por de Ugarte e colaboradores (2003) com 3,5x10° a 1x10° células obtidas por
grama de tecido adiposo versus 5x10* células por grama de aspirado de medula dssea.

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), os critérios para
sua caracterizacdo envolvem capacidade de aderéncia ao plastico, diferenciacdo em
osteoblastos, condroblastos e adipdcitos. Além disso, devem manifestar expressdo

positiva aos marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90 e expressdo negativa para
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CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79« ou CD 19 e HLA-DR (DOMINICI et al.,
2006).

3.3.3 Indicagdes de terapia celular em cirurgia reconstrutiva

As células mesenquimais, apesar de descritas e pesquisadas ha décadas,
encontram-se em fase de ensaio clinico em diversos ambitos da medicina, tanto humana
quanto veterinaria. Seu potencial terapéutico se baseia na plasticidade, capacidade de
diferenciacdo em diferentes tipos células e efeito paracrino (TSUJI et al., 2014; FENG
etal., 2019).

ADSCs sdo associadas a cicatrizacao de feridas com efeito local na reducéo da
resposta inflamatoria e liberacdo de fatores de crescimento envolvidos na cicatrizacéo,
angiogénese e re-epitelizacdo, além da reducdo da expressao leucocitaria tanto no tecido
lesado quanto a nivel sistémico, em 6rgdos alvo (TSUJI et al., 2014; FENG et al.,
2019).

3.3.4 Uso de terapia celular na cicatrizagdo cutanea

O uso de células mesenquimais na cicatrizacdo de enxertos cutaneos se da,
principalmente, devido a sua plasticidade e efeito paracrino, propiciando a adaptacdo e
promocao da regeneracéo tecidual pos-injuria (KING et al., 2014; RITTIE, 2016). Além
disso, sua acdo imunomoduladora permite a supressdo ou reducdo na expressao de
citocinas pro-inflamatorias e estimulo de citocinas anti-inflamatérias (TSUJI, 2014).
Contudo, a aplicabilidade da terapia celular em feridas cutaneas ainda € restrita ja que
demanda técnicas apuradas para seu processamento, falta de consenso quanto aos
métodos de aplicacdo adequados e sua imprevisibilidade diante do microambiente em
que serdo implantadas (RITTIE, 2016).

Células mesenquimais adultas encontradas na epiderme habitam principalmente
as regibes de foliculos pilosos e glandulas sebaceas, promovendo crescimento e
manutencdo de pelos (BLANPAIN et al., 2014). ADSCs, por outro lado, quando
aplicadas no tecido lesado apresentam capacidades anti-inflamatoria, angiogénica e
promotora de cicatrizagdo. As ADSCs podem agir de acordo com sua diferenciacdo em
células endoteliais e/ou progenitoras de vasos sanguineos, permitindo ou auxiliando na
secrecdo de fatores de crescimento responsaveis pelo desencadeamento da cascata de
cicatrizacdo, como VEGF, bFGF, HGF, PDGF, TGF, EGF e angiopoietina-1. Também

é capaz de regular o sistema plasmina-plasminogénio, responsavel pela liberacdo de
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fatores de crescimento pro-angiogénicos, citocinas e quimiocinas responsaveis pelo
processo cicatricial e reducdo na inflamacéao e estresse tecidual (UYSAL et al., 2010;
KING et al., 2014; TSUJI, 2014; DENU; HEMATTI, 2016; McCARTHY et al., 2018).

A influéncia das MSCs no processo cicatricial pode ser observada em todas as
suas fases, promovendo a reducdo do processo inflamatdrio inicial, promogdo da
angiogénese, auxilio no processo de re-epitelizacdo durante a fase proliferativa e a
promocdo de cicatrizes mais estéticas ao final da fase de remodelamento (McCARTHY
et al., 2018). As respostas positivas frente a utilizacdo de MSCs sdo descritas tanto
diante de feridas agudas quanto cronicas, e possuem notavel reconhecimento também no
ambito da cirurgia reconstrutiva, permitindo uma melhor qualidade e desfecho em
retalhos e enxertos cutaneos (BARTHOLOMEW et al., 2002; UYSAL et al., 2010;
KIM et al., 2011; JIANG et al., 2013; PLOCK et al., 2015; PLOCK et al., 2017;
VIDOR et al., 2018).

Tendo em vista o potencial j& descrito da utilizacdo de ADSCs na cicatrizacdo de
enxertos cutaneos, com o presente trabalho objetiva-se avaliar o efeito da aplicacdo de
ADSCs em enxertos cutaneos de espessura completa em ratos Wistar. Com isso,
avaliou-se a capacidade de auxiliar na neoformacdo de vasos sanguineos, efeito anti-

inflamatorio e reducdo no estresse oxidativo nas primeiras fases de cicatrizacao.

4 CONCLUSOES
Com a analise dos dados obtidos a partir desse trabalho, foi possivel concluir
que:

1. A localizacdo de ADSCs marcadas nos dois dias de avaliagdo demonstra que,
apos a liberacdo e regulacdo de fatores de crescimento, imunomodulacdo e
mobilizacdo até o tecido lesado, as células demonstram uma maior preferéncia
por tecidos em constante regeneracdo como foliculos pilosos e epiderme

2. A utilizagdo de ADSCs na fase inicial de cicatrizacdo de enxertos cutaneos de
espessura completa promove a neovascularizagdo precoce, com dados obtidos a
partir da analise molecular quanto ao aumento de expressdo de VEGF, bFGF,
FGFR, EGF, CD34, a-SMA e reducdo do fator de hipoxia HIF-1a

3. Animais tratados com ADSC demonstraram menor taxa de contracdo dos
enxertos cutaneos, fator capaz de reduzir a morbidade e necessidade de

reintervencao cirdrgica de pacientes apds a enxertia
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4. A utilizagdo de ADSCs ndo diminuiu significativamente as taxas de necrose,
sangramento ou exsudato no grupo tratado quando comparado aos demais

5. Apesar de ndo demonstrar diferenca significativa na avaliacdo histopatoldgica,
através da analise molecular foi possivel perceber reducdo da infiltracdo
inflamatoria no grupo tratado com ADSCs

6. Animais tratados com ADSCs demonstraram menor expressdo de éxido nitrico,
com dados obtidos a partir da atividade de Oxido nitrico sintase induzivel
(iNOS) e seus metabolitos finais, nitrito e nitrato (NOX)

7. O grupo ADSC apresentou maior expressdo dos componentes do sistema
plasmina-plasminogénio, envolvido na liberagdo e regulacdo de fatores de
crescimento pro-angiogénicos e reducdo na expressao de seu principal inibidor,
PAI-1

8. Animais tratados com ADSCs demonstraram menor presenca de marcadores
relacionados ao stress e consequente dano oxidativo que os demais grupos.

Dessa forma, conclui-se que a aplicacdo de ADSCs em enxertos cutaneos de

espessura completa demonstra revascularizacdo precoce, se comparada aos demais
grupos, possibilitando assim a reducdo das taxas de necrose e possibilitando uma
melhor e mais rapida adesdo do tecido enxertado ao seu leito receptor. A reducdo na
inflamacéo e estresse oxidativo podem auxiliar no processo, promovendo uma menor
fase inflamatdria e progredindo as fases de revascularizacdo do enxerto cutaneo.

Novos estudos sdo indicados, visando avaliar o aspecto final do enxerto e sua

contragdo em periodos mais longos, compreendendo as demais fases de cicatrizagéo.
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