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RESUMO

Presente na terapia celular, as células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células
indiferenciadas, definidas por sua grande capacidade de proliferacao,
autorrenovacao e regeneracdo ap6s uma injuria. Podendo ser classificadas de
diferentes formas, de acordo com seu tecido de origem como embrionarias, adultas
e células-tronco pluripotentes induzidas e por sua capacidade de diferenciacdo
celular, como células totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. Inicialmente
pensava-se que as CTMs exerciam seu efeito terapéutico migrando para o local da
leséo, inserindo-se e, posteriormente, diferenciando-se em células desejadas para
regeneracao tecidual. No entanto, estudos indicaram que o beneficio terapéutico
das CTMs é atribuido ndo apenas a sua diferenciacdo, mas também aos fatores
qgue elas secretam, como fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas, além
liberar numerosas vesiculas extracelulares que participam da regeneracéo tecidual
por meio da transferéncia de informacdes para células ou tecidos danificados. O
presente trabalho tem como objetivo, avaliar o efeito da cicatrizagdo de feridas
cutaneas, produzidas no dorso de trés suinos higidos, obtidas em concentracdes
diferentes de vesiculas extracelulares isoladas, cultivar e caracterizadas atraves de
CTMs de tecido adiposo de suino, durante vinte e oito dias. Sendo realizadas
dezesseis feridas cutaneas no dorso de cada suino, em forma de duplicata,
utilizamos, duas concentracdes distintas de vesiculas extracelulares, uma de base
cicatrizante, uma de meio condicionado, controle positivo que foi utilizado uma
pomada comercial e o controle negativo, utilizando solucdo salina. Os dados
quantitativos foram mensurados através de retracdo das feridas e os dados
qualitativos foram realizados através de laminas histolégicas. Concluindo efeito

terapéutico significativo no reparo tecidual das vesiculas extracelulares.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia celular; células-tronco mesenquimais; vesiculas

extracelulares; feridas cutdneas em suinos; porco como modelo experimental.



ABSTRACT

Present in cell therapy, mesenchymal stem cells (MSCs) are undifferentiated cells,
defined by their great capacity for proliferation, self-renewal and regeneration after
injury. They can be classified in different ways, according to their tissue of origin,
such as embryonic, adult, and induced pluripotent stem cells, and their capacity for
cell differentiation, such as totipotent, pluripotent, or multipotent cells. Initially, it was
thought that MSCs exerted their therapeutic effect by migrating to the site of injury,
inserting themselves and subsequently differentiating into cells desired for tissue
regeneration. However, studies have indicated that the therapeutic benefit of MSCs
is attributed not only to their differentiation, but also to the factors they secrete, such
as growth factors, chemokines and cytokines, in addition to releasing numerous
extracellular vesicles that participate in tissue regeneration through transfer
information to damaged cells or tissues. The present work aims to evaluate the
healing effect of cutaneous wounds, produced on the back of three healthy pigs,
obtained in different concentrations of isolated extracellular vesicles, cultivated and
characterized through MSCs of swine adipose tissue, during twenty-eight days .
Sixteen cutaneous wounds were made on the back of each pig, in duplicate, we
used two different concentrations of extracellular vesicles, one of healing base, one
of conditioned medium, positive control that was used a commercial ointment and
negative control, using solution saline. Quantitative data were measured through
wound retraction and qualitative data were performed through histological slides.
Concluding significant therapeutic effect on tissue repair of extracellular vesicles.

KEY WORDS: Cell therapy; mesenchymal stem cells; extracellular vesicles; skin

wounds in pigs; pig as an experimental model.
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1. INTRODUCAO

Ao longo de nossas vidas, 6rgaos e tecidos vao perdendo sua funcao, seja por
consequéncia de alguma doenca ou pelo processo natural de envelhecimento, e
com o passar dos anos 0s mesmos sofrem perdas irreversiveis. Com o avango da
tecnologia e 0 aumento de estudos cientificos sobre o emprego de células tronco
(CT), é possivel reverter ou reparar estes danos que sofremos ao longo dos anos,
seja eles causados por envelhecimento ou por lesbes no tecido. As CT, sao
caracterizadas por serem células indiferenciadas que apresentam como
caracteristicas a alta capacidade de proliferacdo, autorrenovacéo, diferenciacdo em
linhagens celulares especializadas, além de regeneracédo dos tecidos. Podem ser
classificadas de diferentes formas, como de acordo com seu tecido de origem e
capacidade de diferenciacéo celular, conseguindo ser isoladas e caracterizadas a
partir de tecidos embrionarios, fetais ou adultos (SILVA, 2017; ALVES et al., 2019;
MORAES et al., 2021).

Dentre os tipos celulares de CT, existem as células-tronco mesenquimais
(CTMs), que sédo células multipotentes isoladas a partir de tecido adulto, e podem
ter a capacidade de originar tecidos semelhantes aos das células tronco
embrionarias. (ALVES et al., 2019). As células tronco adultas podem ser
desenvolvidas a partir de células especializadas do ectoderma (células epidérmicas
da pele, neurbnios e células pigmentadas), mesoderma (células do musculo
cardiaco, musculo estriado, musculo liso, tubulares do rim, sanguineas, tecido
adiposo) e endoderma (células pancreaticas, da tireoide, alveolares) e células
germinativas (6vulo e espermatozoide). Com base nisso células do tecido adiposo
e da pele se tornaram fontes de obtencéo e diferenciacdo de CT, fornecendo
perspectivas novas de tratamento em inumeras especialidades. Devido sua
capacidade de expanséo e diferenciacédo, o tecido adiposo € uma fonte promissora
de CT com aplicacdo satisfatoria na terapia regenerativa. Além do mais, esta fonte
de tecido é de facil obtencéo através de procedimento cirtrgico simples. Ainda pode
ser obtido continuamente em grandes quantidades sob anestesia local promovendo
desconforto minimo ao paciente (QUEIROZ, 2017; MORAES et al., 2021).

As CTMs atuam predominantemente através de mecanismos paracrinos, como
secrecdo de vesiculas extracelulares (VEs) e fatores solaveis. As VEs

compreendem 0S e€xX0SSOMOS e as microvesiculas que possuem potencial para
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mediar comunicacdo entre células, envolvendo-se em processos como
angiogénese, proliferacdo celular, diferenciagdo celular, resposta ao estresse e
resposta imunoldgica, além de serem conhecidas por carregar um repertorio de
MRNAs, miR NAs, DNA, proteinas e lipidios que podem ser transferidos para
células vizinhas, modificando seu fenétipo, bem como o microambiente (NAWAZ et
al., 2016; QUEIROZ, 2017).

Modelos animais sdo Uteis para ajudar a entender a evolucdo de doenca, além
de descobrir, avaliar e validar drogas terapéuticas, sua farmacodinamica e seus
efeitos colaterais toxicos. Deve-se considerar varios aspectos nesse contexto como
a padronizagéao, reprodutibilidade, validade entre estudos e traduc&o bidirecional
entre espécies e entre diferentes niveis de pesquisa para chegar a conclusées
eficientes e pertinentes. O porco, além de ter tamanho e homologia semelhantes
aos humanos, é um modelo médico adequado em muitas areas de pesquisa por
diversos motivos, como, por exemplo, espessura epidérmica e dérmica, tempo de
renovacdo epidérmica, padrdo e estrutura dos foliculos pilosos, contetudo e
estrutura do colageno e elastina dérmicos, metabolismo dérmico, tipos de células
imunes presente e resposta biolégica aos fatores de crescimento. Além disso, na
pele de suinos e humanos, o processo de cicatrizacdo ocorre por reepitelizacao,
diferentemente de mamiferos menores, onde ocorre por contracdo (BASSOLS et
al., 2014; GRADA et al., 2018; BRASILEIRO et al., 2020).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo isolar, cultivar e
caracterizar as CTMs de tecido adiposo suino, obter vesiculas extracelulares (VES),
base cicatrizante (BC) e meio condicionado (MC) do cultivo celular. Com a
finalidade de avaliar seu potencial terapéutico na cicatrizacdo de feridas cutaneas
produzidas na pele de suinos higidos. Existindo pouco trabalhos publicados que
discorrem sobre a utilizacdo de VE na cicatrizagdo de feridas cutaneas e sendo
este, o primeiro trabalho que produziu VE derivadas de CTMs e as utiliza de forma

topica em cicatrizacéo de feridas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- ANATOMIA DA PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo um 6rgdo externo é
considerado uma barreira, pela sua natureza de interface entre o organismo e o
meio ambiente. Possui como principal funcdo isolar as estruturas internas do
ambiente externo, além de desempenhar fungbes, como regulacdo térmica,
controle do fluxo sanguineo, continuadamente encontra desafios mecénicos,
biologicos, quimicos e fisicos requerendo uma barreira eficaz que seja
mecanicamente resistente, mas ainda flexivel, um escudo contra os efeitos nocivos
da radiacéo ultravioleta emitida pelo sol e fun¢des sensoriais (calor, frio, pressao,
dor e tato). Além de possuir varios tipos de células imunes que residem ou séo
recrutadas na pele para manter a homeostase da pele em desafios inflamatorios
(SOUTO et al., 2005; BERNARDO et al., 2019; KABASHIMA et al., 2019; SALES,
2019). Responsavel por cerca de 16% do peso corporal com dimensdes que
variam, no adulto, de 1,5 a 2,0 m2 e peso que oscila entre 8,0 e 10,0 Kg (SOUTO
et al., 2005; BERNARDO et al., 2019).

A pele é constituida por trés camadas distintas: a tela subcutanea, a derme
e a epiderme, sendo as duas ultimas consideradas camadas principais. Constituida
por uma porcao epitelial de origem ectodérmica, a epiderme € uma por¢ao
conjuntiva de origem mesodérmica (derme), na derme encontra-se a hipoderme
gue serve de contato com 0s 0rgaos subjacentes. Cada camada da pele apresenta
uma funcéo especifica para renovacao e manutencédo da sua vitalidade (SOUTO et
al., 2005; BERNARDO et al., 2019; SALES, 2019; SIVIERI et al., 2021). A camada
externa da pele é a epiderme, avascular com espessura de 75 a 150 um, sendo de
0,4 a 0,6mm de espessura na palma das maos e planta dos pés, tendo como funcao
principal, protecdo contra agentes externos devido a sua localizagdo. Constituida
de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, com escassa matriz
extracelular, a qual consiste, principalmente, de uma camada relativamente fina e
resistente, denominada lamina basal, que se situa subjacente ao epitélio. Sendo a
diferenciacéo terminal e a reticulacdo dos queratinécitos epidérmicos externos os
principais responsaveis pela criagdo da barreira real (BERNARDO et al., 2019;
SALES, 2019; SIVIERI et al., 2021).
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Sao vérios os tipos de células que compbem a epiderme: 0s queratinocitos
(ceratindcitos) sendo as células mais abundantes nesse epitélio e constitui a
camada mais inferior, com funcdo de sintetizar queratina e a medida com que
migram para a superficie origina-se a camada cérnea, a queratina que € uma
proteina fibrosa filamentosa que da firmeza a epiderme, garantindo protecao,
impermeabilizacao da pele, além de protegé-la da desidratacdo (BERNARDO et al.,
2019; SALES, 2019; SIVIERI et al., 2021). No entanto, a epiderme apresenta ainda
trés tipos celulares distintos — os melanocitos formada por células responsaveis
pela sintese de melanina, um contribuinte para a cor da pele, com funcdo de filtra
a radiacdo ultravioleta da luz solar, que pode danificar o DNA, as células de
Langherans sédo as células responsaveis pela ativacdo do sistema imunoldgico
atuando como macréfagos contra particulas estranhas e microrganismos,
reconhecendo antigenos e os apresentando aos linfocitos T e as células ou discos
de Merkel, dispostas entre a epiderme e derme, ligando-se as terminacdes
nervosas sensitivas atuando como receptores de tato ou pressao (SOUTO et al.,
2005; BERNARDO et al., 2019; SALES, 2019).

A derme é a segunda camada da pele, tendo como principal célula os
fibroblastos que sdo responsaveis pela sintese de fibras de elastina, colageno,
reticulares e contetdo da matriz extracelular, cujas caracteristicas e distribuicdo
garantem-lhe a consisténcia fisica (SOUTO et al., 2005; SALES, 2019; SIVIERI et
al., 2021). E capaz de promover a sustentacdo da epiderme e tem participacdo nos
processos fisioldgicos e patolégicos do érgao cutaneo. Sua espessura pode variar
de 0,6 mm (regibes mais finas) até 3 mm, localizada logo abaixo da epiderme, é
constituida por trés regides distintas: regido superficial ou papilar, que mantém
contato com a epiderme, composta por tecido conjuntivo frouxo, com
predominéncia de feixes de fibras colagenosas mais espessas onduladas e em
disposicao horizontal, guarda pequenos vasos linfaticos e sanguineos, terminacdes
nervosas, coldgeno e elastina, corpusculo de Meissner, com funcdo de favorecer
nutrientes; a segunda camada € a profunda ou reticular, composta por tecido
conjuntivo denso ndo modelado, com fibras de colagenosas mais espessas em
disposicbes horizontais, onde estdo presentes 0S anexos cutaneos, vasos
sanguineos e linfaticos, receptores sensoriais, glandulas, masculos lisos e foliculos

pilosos, essa camada fornece oxigénio e nutrientes para a pele; e a terceira regiao
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€ a adventricial, circundada por foliculos pilossebaceos, glandulas e vasos que tem
a funcdo de recrutar constantemente células imunes, sendo formada por feixes
finos de colageno, e na derme estao presentes 0s anexos cutaneos como glandulas
sebaceas e sudoriparas, pelos e unhas (BERNARDO et al., 2019; KABASHIMA et
al., 2019; SALES, 2019; SIVIERI et al., 2021). Além de existir varios tipos de células
imunes inatas, incluindo células dendriticas dérmicas, macrofagos, mastocitos,
células T com fungbBes imunoldgicas. Os mastocitos reagem a estimulos
inflamatorios e participam da cicatrizacdo de feridas. Os vasos sanguineos
dérmicos, além de fornecerem nutrientes para a pele, estdo envolvidos na
termorregulacdo, funcdo que é compartiihada com as glandulas sudoriparas.
Pequenos e grandes plexos nervosos participam da inervacéo de diferentes 6rgaos
cutdneos que sao responsaveis pela deteccdo de dor, pressao e variacdes de
temperatura (SOUTO et al., 2005; KABASHIMA et al., 2019).

Logo abaixo da derme, existe ainda um tecido adiposo, denominado
hipoderme ou tela subcutanea, considerada um érgéo enddocrino é a por¢cao mais
profunda da pele, que tem origem mesodérmica, cujas funcdes sdo armazenar
energia, protegdo contra choques mecanicos, tem a funcdo de permitir mobilidade
sobre estruturas profundas e atuando como isolante térmico. Composta por feixes
de tecido conjuntivo que envolvem células gordurosas (adipécitos) e formam tubos
de gordura (BERNARDO et al., 2019; SALES, 2019; SIVIERI et al., 2021).

E entre a epiderme e a derme, esta presente a lamina dermo-epidérmica, a
qual permite que essas duas camadas estejam ancoradas, € sintetizada pela
camada basal e tendo como funcéo, barreira e filtro de nutrientes entre as camadas
(BERNARDO et al., 2019).

Quando lesada, a pele se repara através da proliferacdo e crescimento das
células da derme (fibroblastos e outras células estromatosas) e/ou epiderme
(queratindcitos e melandcitos) remanescentes. Podendo ocorrer em caso de lesdes
extensas e profundas da pele e mucosas, uma destruicdo da derme e dos
elementos epidérmicos, tendo como resultado um processo de reparo lento e
complexo (SOUTO et al., 2005).

Desde o inicio da historia da civilizacdo ha relatos de tentativas para se curar
feridas abertas na pele. O homem de Neanderthal da regido do Iraque ja tratava de

gueimaduras com extratos de plantas, cerca de 60.000 anos a.C.
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(SCARBOROUGH, 1983). Os egipcios fizeram uso de uma mistura de latex, leite
de cabra e leite humano. Nos papiros Smith, que datam de 1.500 anos a.C., ha
relatos de misturas de varios tipos de cascas de limdo molhadas em preparacdes
oleosas. Entre 0 sexto e quinto séculos a.C., os chineses usaram tinturas e extratos
feitos de folhas de chd (SOUTO et al., 2005).

2.2- FASES DA CICATRIZACAO

2.2.1 FASES DA CICATRIZACAO DE FERIDAS AGUDA

A manutencdo da homeostase € fundamental para a sobrevivéncia do
organismo; por isso, a pele necessita e possui um mecanismo de reparac¢éo robusto
e eficaz. A cicatrizacdo de feridas cutaneas € o processo pelo qual a pele se repara
apos lesdo causada por cirurgia, trauma e queimaduras. E um dos processos mais
complexos do corpo humano, dividido em fases, de limites ndo muito distintos, mas
sobrepostas no tempo, envolvendo inUmeras fases ativadas por vias bioquimicas
intra e intercelulares e coordenadas de forma harmoniosa para restaurar a
integridade e a homeostase dos tecidos. Também fazem parte desse processo,
elementos celulares como a cascata de coagulacédo e as vias inflamatérias, além
de varias células imunes como fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais,
neutroéfilos, mondcitos, macréfagos, linfocitos e células dendriticas* que orquestram
as fases da cicatrizacdo (OLIVEIRA & DIAS, 2012; SHEDOEVA et al., 2019;
TOTTOLI et al., 2020; RAZIYEVA et al., 2021).

Apbs uma lesdo, um conjunto de eventos bioquimicos se estabelece para
reparar o dano e promover a cicatrizacdo. Todos esses eventos ocorrem para evitar
uma perda excessiva de sangue, fluidos e o desenvolvimento de infec¢des, além
de facilitar a remocdo de tecidos mortos ou desvitalizados. Qualquer fator que
cause interrupc¢ao, alteracdo, ou acréscimo no processo podem levar a cicatrizacdo
atrasada ou a uma ferida crénica que nao cicatriza (GUO & DIPIETRO, 2010;
OLIVEIRA & DIAS, 2012; LEAL & CARVALHO, 2014; TOTTOLI et al., 2020).

A cicatrizagdo ideal de feridas é tradicionalmente dividida em quatro estagios
sequenciais: hemostasia, que dura de minutos a horas apdés o dano a pele,
inflamacéo aguda, que leva de 1 a 3 dias, diferenciagéo, proliferacdo e migracao

de CTMs para o local da ferida, que geralmente dura de alguns dias a um més e,
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finalmente, remodelacéo da pele ou formacéo de cicatriz, também conhecida como
maturacdo (Gréfico 1) (GUO & DIPIETRO, 2010; SHEDOEVA et al., 2019;

RAZIYEVA et al., 2021).

GRAFICO 1. Representacdo esquematica das fases da cicatrizagdo e presenca de células

imunes.
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2.2.2 FASE INFLAMATORIA

Apos um dano tecidual, as alteracfes nas células endoteliais, a ruptura de
vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes, compostos vasoativos
sao estimulados a promoverem uma vasoconstricdo imediata, com o objetivo de
diminuir a perda sanguinea para o espaco extravascular e preenchendo a area
lesada com plasma e elementos celulares, principalmente plaguetas. A agregacao
plaguetéria e a coagulacdo sanguinea geram um tampao, rico em fibrina, que irdo
estabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a invasdo de
microrganismos, além de organiza matriz proviséria necessaria para a migracao
celular. Essa matriz servirhd também, como reservatoério de citocinas e fatores de
crescimento que serao liberados durante as fases seguintes do processo cicatricial
(MENDONCA & COUTINHO-NETTO; OLIVEIRA & DIAS, 20120).

Visando a hemostasia, ocorre a ativacdo da cascata de coagulacdo e do

complemento, juntamente com a liberacdo de granulos das plaquetas, esses
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granulos é composto por fator de crescimento de transformacéo beta (TGF-), fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos
fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), além de ocorrer
liberacdo de glicoproteinas adesivas como a fibronectina, trombospondina,
prostaglandinas e tromboxanas, importantes constituintes da matriz extracelular
provisoria (CAMPOS et al., 2007). Transcorre também a producdo de numerosos
mediadores vasoativos e fatores quimiotaticos que atraem as células inflamatorias
para o local da ferida como neutrdfilos, leucocitos polimorfonucleares, macréfagos
e linfécitos. O processo inflamatério caracteriza-se por migracdo celular
intensificada através das vénulas e extravasamento de moléculas séricas,
anticorpos, complemento e proteinas pelos capilares. O aumento do suprimento
sanguineo e da permeabilidade capilar controlam esses eventos, além de
vasodilatacao presente (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009; OLIVEIRA &
DIAS, 2012).

As primeiras células a chegar a ferida sdo os neutrdfilos, com maior
concentracdo 24 horas apos a lesédo. Sendo atraidos por substancias quimiotaticas
liberadas por plaquetas. Os neutréfilos aderem a parede do endotélio mediante
ligacdo com as selectinas (receptores de membrana). Além de produzir radicais
livres que auxiliam na destruicdo bacteriana e sado gradativamente substituidos por
macrofagos (CAMPOS et al., 2007).

Tanto inicialmente quanto durante o transcorrer do processo cicatricial, 0s
mondcitos do sangue periférico, continuam a infiltrar-se no local da ferida em
resposta a agentes quimiotaticos para mondcitos, como o PDGF, por exemplo. A
liberacdo dos fatores provenientes das plaguetas, assim como a fagocitose dos
componentes celulares, como fibronectina ou colageno, auxiliam também para a
ativacdo dos mondcitos, transformando-os em macréfagos que sdo as principais
células envolvidas no controle do processo de reparo, migrando para a ferida apés
48 - 96 horas da lesédo. Os macréfagos liberam citocinas que promovem a resposta
inflamatoria recrutando e ativando leucdécitos adicionais. Sendo responsaveis
também por induzir e eliminar células apoptéticas (incluindo neutrofilos), abrindo
caminho para a resolugdo da inflamacdo. A medida que os macréfagos eliminam
essas células apoptoticas, eles passam por uma transicdo fenotipica para um

estado reparador que estimula queratindcitos, fibroblastos e angiogénese para
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promover a regeneracdo tecidual. Desta forma, os macrofagos promovem a
transicdo para a fase proliferativa da cicatrizagcdo (MENDONCA & COUTINHO-
NETTO, 2009; GUO & DIPIETRO, 2010).

Os linfécitos T migram para o local das feridas com as células inflamatérias
e macrofagos, e essa migracdo é maxima durante a fase final proliferativa ou fase
inicial de remodelacéo. O papel dos linfécitos na cicatrizagdo nédo esta bem definido
e permanece controverso. Porém, sabe-se que, com suas linfocinas, tem
importante influéncia sobre os macrofagos. Aproximadamente, entre seis a sete
dias apoés a lesdo inicial, a quantidade de linfécitos que aparece na ferida é menor
que na circulagéo. Com fungdo de secretar fator de inibigdo da migragédo (MIF),
interleucina-2 (IL-2), fator de ativacao de macréfago (MAF) e fatores quimiotéticos,
aumentando o estagio inicial da cicatrizacdo através da estimulacdo de
macréfagos, células endoteliais e fibroblastos. Porém, sugere-se que os linfocitos
T possam equilibrar a atividade fibroblastica exuberante a qual poderia, caso esta
regulacdo ndo existisse, ocorrer tardiamente na reparacao cicatricial (Neto, 2003;
OLIVEIRA & DIAS, 2012; LEAL & CARVALHO, 2014).

2.2.3 FASE PROLIFERATIVA

A fase proliferativa normalmente segue e sobrepde-se parcialmente a fase
inflamatéria, e é caracterizada pela proliferacéao epitelial e migracao sobre a matriz
proviséria do interior da ferida (reepitelizacdo), ou seja, é responsavel pelo
fechamento do tecido lesado propriamente dito. Esta fase tem inicio ao redor do 4°
dia ap0s a leséo e se estende aproximadamente até o término da segunda semana.
Sendo constituida por quatro etapas fundamentais: reepitelizagdo, que se inicia
horas apos a lesdo, com a movimentacao das células epiteliais oriundas tanto da
margem como de apéndices epidérmicos localizados no centro da leséo;
angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno
(CAMPOS et al.,, 2007; MENDONGCA & COUTINHO-NETTO, 2009; GUO &
DIPIETRO, 2010; LEAL & CARVALHO, 2014; SHEDOEVA et al., 2019).

Se a membrana basal estiver intacta, as células epiteliais migram em direcao
superior, e as camadas normais da epiderme séo reconstituidas em trés dias. Se a
membrana basal for lesada, as células epiteliais das bordas da ferida comecam a

proliferar na tentativa de restabelecer a barreira protetora (CAMPOS et al., 2007).
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O fibrinogénio do exsudato inflamatdrio é transformado em fibrina, formando
uma rede, onde os fibroblastos irdo depositar-se e iniciar sua multiplicagéo além de
realizar a secrecao de componentes proteicos do tecido cicatricial, iniciando entéo
sintese e secrecdo de componentes da matriz extracelular, como
glicosaminoglicanos e fibras coldgenas tipo | e Ill, associadas a proliferacéo e ao
crescimento interno de novos vasos sanguineos que irdo carrear oxigénio e
nutrientes necessarios ao metabolismo celular local (angiogénese). Como
consequéncia da angiogénese, o tecido conjuntivo € formado, recebendo a
denominacéo de tecido de granulacdo, devido a sua aparéncia granular, pela
presenca de inumeros capilares (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009; GUO
& DIPIETRO, 2010; OLIVEIRA & DIAS, 2012). Os fibroblastos e as células
endoteliais sdo as principais células da fase proliferativa. Ocorrendo entdo a
migracao dos fibroblastos dos tecidos vizinhos para a ferida, porém precisam ser
ativados para sair de seu estado de quiescéncia, onde irdo ser ativados pelo PDGF
gue é o fator de crescimento mais importante na proliferacdo. Em seguida € liberado
o TGF-B, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno tipo | e a
transformarem-se em miofibroblastos, os miofibroblastos é uma célula presente no
tecido de granulacao, que contém fibras intracelulares de actina e miosina e forma
conexdes especializadas, conferindo contragdo da ferida, reduzindo a area de
sangramento e facilitando a reepitelizacéo, realizando também a aproximacéao das
margens da ferida, forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se
entrelacarem, sua atividade contrétil € responsavel pelo fechamento das feridas
apos as lesbes. Uma vez restabelecidos o fluxo sanguineo e a oxigenacao, o
principal fator desencadeador da angiogénese é a reducéo dos vasos neoformados
(CAMPOS et al., 2007; OLIVEIRA & DIAS, 2012).

A proliferacdo e migracdo de queratinocitos em direcdo a parte central da
lesé@o, correspondente ao processo de reepitelizagdo, tem origem nessa fase, pois
a area entre o fundo e as bordas da ferida é preenchida com tecido de granulacao.
Isso caracteriza a matriz na qual os queratinécitos, que se encontram nas bordas
das lesbes, migram e proliferam. A regeneracdo da camada basal leva os
queratindcitos a proliferarem e se diferenciarem verticalmente, restaurando as

caracteristicas fisiol6gicas do tecido epitelial multicamadas (TOTTOLI et al., 2020).
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2.2.4 FASE DE MATURACAO OU REMODELAMENTO

Apbés a proliferagdo robusta e sintese dos componentes da matriz
extracelular (MEC), a cicatrizacdo de feridas entra na fase de remodelacao final,
gue comeca cerca de trés semanas apos lesao inicial e pode durar meses e até
anos. Nesta fase, ocorre a regressdo de muitos dos capilares recém-formados de
modo que a densidade vascular da ferida e a recuperacdo da estrutura tecidual
tendem a volta ao normal, além de ser responsavel pelo aumento da forca de tensil
e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. Durante esta fase, todos os
processos ativados nas fases anteriores sdo silenciados, macréfagos, ceélulas
endoteliais isoladas e miofibroblastos entram em apoptose ou sao realocados da
ferida, deixando uma regido rica em colageno e outras proteinas de deposicéo de
MEC (OLIVEIRA & DIAS, 2012; LEAL & CARVALHO, 2014; TOTTOLI et al., 2020).
A caracteristica mais importante desta fase € a deposi¢ao de colageno de maneira
organizada. O colageno produzido inicialmente é mais fino do que o colageno
presente na pele normal, e tem orientacdo paralela a pele (CAMPOS et al., 2007).
As fibras de colageno, dispostas paralelamente as linhas de tensdo, formam feixes
de vérias unidades intercruzadas, enquanto as fibras orientadas aleatoriamente sao
digeridas pela colagenase. Aos poucos os feixes de fibras colagenas tornam-se
mais espessos, resultando em uma configuracdo mais regular, que esta
diretamente relacionada as for¢cas mecéanicas as quais o tecido esta sujeito durante
a atividade normal. Consequentemente a lesédo ira se tornar mais resistente apos o
colageno ter sofrido maturacdo (OLIVEIRA & DIAS, 2012).

Fibroblastos e leucdcitos irdo secretar colagenases e promover lise da matriz
antiga. O éxito da cicatrizacdo ocorre quando ha estabilidade entre a sintese da
nova matriz e a lise da matriz antiga, mesmo apds um ano a ferida apresentara um
coldgeno menos organizado do que o da pele sa, e a for¢a ténsil jamais retornara
a 100%, atingindo em torno de 80% apés trés meses (CAMPOS et al., 2007).

A reepitelizagdo, que é o recobrimento da ferida por novo epitélio também
consiste tanto na migracdo quanto na proliferacdo dos queratinécitos a partir da
periferia da lesdo, assim como ocorre durante a fase proliferativa. Esses eventos
sdo regulados por trés principais agentes: fatores de crescimento, integrinas e

metaloproteases. As interacdes entre a epiderme e a derme, juntamente com
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feedback adicional, permitem a regulagédo continua da integridade e homeostase
da pele (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009; TOTTOLI et al., 2020).

Varios tipos de células estdo envolvidos no processo de cicatrizacdo de
feridas e, como descrito acima, as atividades celulares de qualquer tipo de célula
em particular também podem variar durante os diferentes estagios de reparo. A
complexidade e a coordenac¢do do processo de cura sdo o0s principais obstaculos
para as abordagens terapéuticas, uma vez que qualquer terapéutica deve ser
efetivamente sequenciada para o estagio apropriado (GUO & DIPIETRO, 2010;
LEAL & CARVALHO, 2014).

2.2.5 FASES DA CICATRIZACAO DE FERIDAS CRONICAS

A cicatrizacdo de feridas € um processo fisiolégico complexo a ruptura da
estrutura fisioldgica da barreira protetora da pele. A maioria das feridas cicatrizam
sem complicacbes e restabelece a homeostase, funcdo de barreira da pele,
flexibilidade e a integridade anatomica e funcional em um intervalo de tempo
fisiolégico de 6 semanas. Sendo definidas como feridas crbnicas, as feridas que
NAo passam por esse processo organizado e uma maneira ordenada, a cicatrizacao
do tecido da pele se atrasa, e isso acaba resultando em feridas crénicas, muitas
vezes, parando na fase de inflamagdo da cicatrizagdo (LAUREANO &
RODRIGUES, 2011; FRYKBERG & BANKS, 2015; GORECKA et al.,, 2019;
SHEDOEVA et al., 2019; RAZIYEVA et al., 2021).

Sado varias as razbes que podem tornar uma ferida com cicatrizacdo
dificultosa, incluindo condi¢cdes subjacentes, como Ulceras venosas de perna,
Ulceras arteriais, Ulceras do pé diabético, Ulceras de pressao, doenca vascular,
hiperglicemia, isquemia e neuropatia, imobilidade prolongada, neoplasias e
alteracdes nutricionais. Essas condicfes possuem algumas caracteristicas comuns
compartilhadas, incluindo inflamagdo prolongada ou excessiva, infeccOes
persistentes, formagdo de biofilmes microbianos, exsudacdo, necrose tecidual,
reepitelizacdo defeituosa, angiogénese prejudicada, superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), proteases, células senescentes, bem como a
deficiéncia de CT que sdo muitas vezes também disfuncionais (FRYKBERG &
BANKS, 2015; OLIVEIRA et al., 2019; SHEDOEVA et al., 2019; LAS HERAS et al.,
2020; RAZIYEVA et al., 2021). Além de niveis desregulados de citocinas/fatores de
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crescimento, e pela presenca prolongada de populacbes de células mieloides,
como macroéfagos, neutréfilos e mondcitos na fase tardia da inflamagéo. Sendo
essa cronicidade nas feridas merecedoras de uma atencao especial, uma vez que
sao mais frequentes e tendem a estar associadas a doencas comuns na populacao
idosa, que sofrem de condi¢cdes patoldgicas, como diabetes mellitus, doenca
vascular e obesidade, sendo a Diabetes mellitus responsavel por afeta todas as
quatro etapas no reparo da lesdo da pele, fatores esses responsaveis por
obstaculos que tem se mostrado habitual na saude publica do Brasil (VIEIRA &
ARAUJO, 2018; LAS HERAS et al., 2020; RAZIYEVA et al., 2021).

As proteases sao fortemente reguladas por seus inibidores em feridas
agudas. Ja nas feridas crbnicas, os niveis de protease ultrapassam o0s de seus
respectivos inibidores, levando a destruicdo da MEC e degradacao dos fatores de
crescimento e seus receptores. A destruicdo proteolitica da MEC além de impedir
que a ferida avance para a fase proliferativa, também atrai mais células
inflamatorias, acarretando assim o ciclo inflamatério (FRYKBERG & BANKS, 2015).

Os neutrofilos apresentam alteracdes fenotipicas, diminuicao da infiltracdo e
migracdo celular transendotelial e maior permanéncia na ferida. Além disso, ir4
ocorrer uma inducédo diminuida do perfil de macréfagos nas feridas crénicas, menor
atividade antibacteriana e uma falha na comunicacao entre os macréfagos e outros
fatores importantes, incluindo células endoteliais, células epiteliais, fibroblastos e
CT ou progenitoras do tecido (LAS HERAS et al., 2020).

Além, disso, as células imunes produzem ROS, que ira fornecer defesa
contra microrganismos, em baixas concentra¢cdes. Em feridas cronicas, no entanto,
a prevaléncia de um ambiente hipoxico e inflamatério aumenta a producao de ROS,
gue danifica as proteinas da MEC e causa danos celulares. Essa sequéncia de
eventos leva a uma maior excitacdo de proteases e citocinas inflamatérias
(FRYKBERG & BANKS, 2015).

Finalmente, os fibroblastos que sdo as células incapazes de responder a
mediadores inflamatérios e fatores de crescimento, resultando em uma capacidade
proliferativa reduzida. Essas anormalidades moleculares e celulares impedem a
deposicdo de MEC e a formacdo de tecido de granulagdo, tendo como

consequéncia a formagéo de feridas crénicas (LAS HERAS et al., 2020).
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O tratamento dessas feridas pode ser longo, requer competéncias médicas
especificas e constitui um grande desafio para a medicina moderna. O problema
afeta cerca de vinte a 40 milhGes de pessoas em todo o mundo, somente nos
Estados Unidos, essas feridas afetam cerca de 2,4 a 4,5 milhGes de pessoas,
atingindo proporgdes epidémicas, causando um enorme impacto econdmico nos
sistemas de salude e, em ultima andlise, na economia do pais e do mundo
(FRYKBERG & BANKS, 2015; KUCHARZEWSKI et al., 2019; LAS HERAS et al.,
2020). Esse numero pode aumentar significativamente devido ao envelhecimento
da populacdo e a crescente incidéncia de doencas da populacdo desenvolvida,
como obesidade e diabetes. No Brasil, estudos apontam alta prevaléncia e
incidéncia de feridas em pessoas idosas. Sendo um fato que preocupa profissionais
dos sistemas de atencao a saude, uma vez que “o envelhecimento da populagao é
acompanhado pelo aumento na prevaléncia de doengas e agravos crénicos”. Além
da cicatrizacdo de feridas prejudicada aumentar o numero de procedimentos
cirdrgicos, prolonga o tempo de internacdo e aumenta a suscetibilidade do paciente
a infeccdo, se torna mais prevalentes e mais dificeis de tratar e estdo associadas a
altos custos de tratamento (FRYKBERG & BANKS, 2015; VIEIRA & ARAUJO,
2018; KUCHARZEWSKI et al., 2019).

De fato, tem sido descrito que feridas cronicas podem impactar a qualidade
de vida tdo profundamente quanto doencas cardiacas e renais. Enfrentando
alteracdes na imagem corporal, prejuizos na mobilidade, caréncia no autocuidado,
exercicio de atividades diarias limitantes, presenca de dor e de desconforto, mau
cheiro e restricdo de vida social. Além disso, a mortalidade de alguns pacientes
com feridas crénicas hoje rivaliza com a de pacientes com cancer (SILVA et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2019; SHEDOEVA et al., 2019; LAS HERAS et al., 2020).

Assim, ndo é de surpreender que, nas Ultimas décadas, um manejo correto
e elaborado de feridas cronicas tenha se tornado importante tanto pelo aumento da
expectativa de vida quanto pela melhoria da qualidade de vida do ser humano (LAS
HERAS et al., 2020).

O modelo de manejo de feridas cronicas envolve diagnostico cuidadoso da
etiologia, controle da infeccdo, otimizacdo do influxo vascular para reduzir a
isquemia, desbridamento de tecido inviavel e alivio da pressdo. No entanto, 0s

procedimentos tradicionais de tratamento de feridas com desbridamento, controle
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de infeccdo e curativos topicos tém uma limitada eficacia, principalmente para o
tratamento de feridas cronicas, o que ainda € uma tarefa trabalhosa para
profissionais da saude (GORECKA et al., 2019; KUCHARZEWSKI et al., 2019).

A terapia com CT surgiu como um excitante potencial para a cicatrizacdo de
feridas. As CT quando recrutadas em uma ferida, atuam de maneira direta
promovendo a mobilizagéo celular, imunomodulagéo, remodelacdo da matriz
extracelular e angiogénese por secrecdo de citocinas e fatores de crescimento,
além de melhorar a suprimento sanguineo para o tecido em desenvolvimento, o
gue acelera o crescimento da epiderme (GORECKA et al., 2019; KUCHARZEWSKI
et al., 2019).

Logo torna-se um desafio o tratamento de feridas, principalmente feridas
consideradas crbnicas, ja que estas, ndo avancam através de um processo
alinhado e propicio para promover a integridade anatdomica e funcional, perdurando
por muitos meses e até anos, possuindo reincidivas frequentes (SILVA et al., 2014).

2.3- O PORCO COMO MODELO DE CICATRIZACAO

Modelos animais sdo de grande importancia para auxiliar no conhecimento
da progressao de doencas, além de descobrir e validar drogas terapéuticas, bem
como avaliar a farmacodindmica e seus efeitos colaterais téxicos. Varias
perspectivas devem ser consideradas nesse contexto, como por exemplo,
padronizacao, reprodutibilidade, validade entre estudos e interpretacao bidirecional
entre espécies e entre diferentes niveis de pesquisa para chegar a conclusfes
eficientes e importantes. Os modelos animais devem imitar com precisao a funcao
e/ou doenca pretendida, ter progénies maiores e sobreviver tempo suficiente para
reproduzir o efeito desejado, além de ser relevante ter um acesso facilitado para
diferentes grupos de pesquisa. A utilizagdo de animais em um experimento é
principalmente para observar a eficacia de uma terapia ou determinar novas opgoes
terapéuticas que possam acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas em
pacientes humanos (BASSOLS et al., 2014; SESWANDHANA et al., 2021).

Os processos criticos subjacentes a cicatrizacdo de feridas foram
inicialmente descritos usando modelos animais (EMING et al., 2014). Embora o

surgimento das feridas crbnicas que o0s humanos desenvolvem ndo sejam
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semelhantes as feridas cronicas dos animais, os modelos animais forneceram
informacdes importantes sobre os principios do manejo de feridas. Como por
exemplo, a nocdo agora aceita de que as feridas que forem mantidas Umidas
cicatrizam em um menor espaco de tempo, sendo essa informacdo apresentada
em experimentos de pesquisa com porcos domeésticos (HELFMAN et al., 1994;
GRADA et al., 2018).

Peqguenos mamiferos, como ratos, coelhos, cobaias e camundongos, sao
frequentemente usados em estudos de cicatrizacdo de feridas devido ao custo,
tamanho pequeno e relativa facilidade de cuidado e manuseio. No entanto, a
anatomia e a fisiologia dos pequenos mamiferos diferem dos humanos de muitas
maneiras (WANG et al.,, 2001) A resposta de cicatrizacdo dos roedores é
semelhante a dos humanos, com a deposi¢ao de colageno levando a formacao de
cicatrizes. No entanto, o fato de queloides, formacao de cicatrizes hipertréficas e
aderéncias intra-abdominais ndo se desenvolvem, indica que a cicatrizagdo em tais
animais ndo € idéntica a cicatrizacdo de feridas humanas, além de terem
caracteristicas fisioldgicas e expressao génica diferentes. Assim, os modelos de
camundongos ndo podem imitar suficientemente as doencas humanas em alguns
casos. Embora também os primatas sejam filogeneticamente proximos dos
humanos, eles diferem pelo fato de que a exuberante formacao de cicatrizes nao é
caracteristica de sua resposta de cura, pelo fato de terem muito menos deposicéo
de colageno do que os humanos (WANG et al., 2001; VELANDER et al., 2008; FAN
et al., 2013; GRADA et al., 2018).

No século passado, os suinos tornaram-se altamente relevantes para a
pesquisa devido as suas inumeras semelhancas fisiolégicas com os humanos.
Reconhece-se que os modelos animais devem ndo apenas ser fisiologicamente
relevantes, mas que as feridas criadas também representam com precisdo a
condigdo clinica humana que estd sendo examinada. Semelhancas entre pele de
porco e humana, modelos de feridas, tamanhos de feridas, bem como métodos de
analise empregados sdo variaveis importantes que influenciam a cicatrizacao
(WANG et al., 2001; SHEU et al., 2014; HAMILTON et al., 2022).

A pele de porco é considerada o melhor modelo experimental para
comparacdes com a pele humana por ter tamanho e homologia semelhantes aos

humanos, com espessura da epiderme humana variando de 50 a 120 ym, em
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comparacdo com o porco em 30-140 ym. E um modelo médico adequado em
muitas areas de pesquisa por diversos motivos, devido as suas grandes
semelhancas significativas histolégicas e funcionais. Esses dois tipos de pele tém
espessura semelhante, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas, tecido celular
subcutaneo e estrutura, além de densidade dos foliculos pilosos, conteudo e
estrutura do coldgeno e elastina dérmicos, semelhanca em algumas células imunes
presente e resposta biologica aos fatores de crescimento. Seu tempo de
regeneracao € de cerca de trinta dias. Talvez o mais importante, na pele de suinos
e humanos € que o processo de cicatrizagdo ocorre por reepitelizacao,
diferentemente de mamiferos menores, onde ocorre por contracdo (FAN et al.,
2013; BASSOLS et al., 2014; GRADA et al., 2018; BRASILEIRO et al., 2020;
HAMILTON et al., 2022).

Os porcos domeésticos mais jovens sdo geralmente usados pelo fato de
serem menores em tamanho, tornando-os relativamente faceis de manusear e
abrigar. Embora as feridas em um animal jovem tende a ter um processo de a
cicatrizar mais rapido, o processo de cicatrizacdo prossegue ao longo de algumas
semanas, o que € suficiente para avaliar aspectos temporais da biologia molecular
e celular do processo de cicatrizagdo (WANG et al., 2001).

O modelo de porco é usado para estudar uma variedade de feridas cuténeas,
incluindo feridas excisionais de espessura parcial e total, feridas incisionais, feridas
induzidas por laser, feridas isquémicas e queimaduras de segundo grau (GRADA
et al., 2018).

O acesso facil a populacbes de suinos comerciais, oferece uma
oportunidade de usar diferentes fenétipos (e gendtipos associados) para finalidade
em pesquisas especificas. Diferentes racas de producdo comercial (como Large
White, Landrace, Iberian e Duroc) podem ser usadas para estudos gerais pela sua
facilidade de reproducéo, e pelo fato de ter uma maior disponibilidade no mercado
de grande variedade de linhagens de suinos naturalmente selecionadas ou
transgénicas (BASSOLS et al., 2014).

Sullivan et al. 2001 avaliaram 25 terapias de feridas diferentes e mostraram
que, em estudos que podem ser comparados com estudos humanos, os resultados

em modelos suinos concordaram com os de estudos humanos em 78% das vezes,
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enquanto os resultados de modelos de pequenos mamiferos mostraram apenas 53
e 57% para estudos in vitro.

Ja Tsai et al. 2019, usaram um modelo de mini porco para avaliar a eficacia
do adesivo plaquetario (PP) feito em laboratério na cicatrizacdo de feridas de
espessura total induzida. Tendo resultados suficientes na aplicagcdo de um pedaco
de PP para obter eficacia comparavel versus utilizagdo geral de plasma rico em
plaguetas (PRP) ou fibrina rica em plaquetas (PRF) para tratamento de feridas. O
desenvolvemos do primeiro modelo de cicatrizacdo de feridas com deficiéncia
diabética para estudos em animais de grande porte foi descrito por (VELANDER et
al 2008).

Brasileiro et al. 2020, descobriram que a Nifedipina (NFD) tépica pode ter
impacto nos mecanismos de cicatrizacdo de feridas cutaneas, uma vez que o
estudo em questdo mostrou que as células polimorfonucleares e a proliferacéo
vascular aumentaram e a a formacéao de colageno diminuiu. Concluindo no trabalho
gue o NFD tépico pode ter um impacto positivo na cicatrizacao de feridas cutaneas.

Estudo recente apresenta sucesso no desenvolvimento de um adesivo de
hidrogel GelMA impresso em 3D com fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) incorporado para ser usado como curativo, mostrando uma aceleragao na
cicatrizacao de feridas, promovendo a deposicdo de colageno e a angiogénese no
local da ferida (JANG et al., 2021). Outro estudo recente discorre que a pomada de
extrato de Chlorella vulgaris contendo 15% de extrato da os melhores resultados
na aceleracao do processo de cicatrizacéo de feridas na orelha do porco por ter um
aumento no numero de células fibroblasticas (MACHMUD et al 2020).

Essas e outras descobertas mostram que o porco é mais adequado do que
0s modelos de pequenos animais para simular a cicatrizacéo de feridas humanas
(VELANDER et al., 2008).

2.4- TERAPIA CELULAR COM CELULAS-TRONCO

Centenas de células compde o organismo do ser humano, desde o processo
de fecundacdo onde existe uma intensa producdo celular, até as células que dao
origem a tecidos que formam os o6rgdos do individuo. Essas células séo
denominadas de CT que séo definidas como células indiferenciadas que tem a

capacidade de se proliferar, produzir células funcionais diferenciadas e se
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regenerar apds uma lesdo. Além disso sdo capazes de autorrenovacgao prolongada
através de consecutivas segmentacdes mitéticas do tipo assimétrica, sendo
suscetivel de criar pelo menos uma variedade celular em fase mais avancada de
diferenciacéo. Essa capacidade € dependente da origem e potencialidade das CT,
podendo ser isoladas e caracterizadas por sua origem como embrionarias, adultas
e CT pluripotentes induzidas (SILVA, 2017; ALVES et al., 2019; VOGA et al., 2020;
MORAES et al., 2021). As primeiras derivam da massa celular de um embriéo,
possuem a habilidade de se especializar em diferentes tipos celulares. Séo
encontradas nos primeiros dias de vida de um embrido, extraidas de blastocistos,
embrides pré-implantacdo compostos de dois tipos de células: aguelas que vao dar
origem a placenta, e as que dardo origem a todos os tecidos do individuo adulto.
As CT adultas que ndo apenas tém potencial semelhante a outras CT, mas também
sdo as responsaveis pela renovacao, reparo e remodelagem dos tecidos (SILVA,
2017; ALVES et al., 2019). A capacidade destas células de regular suas taxas de
proliferacéo e diferenciacdo conforme a necessidade dos tecidos nos quais residem
€ um ponto central para a manutencdo da homeostase dos 6rgaos, encontram-se
em locais especificos no organismo adulto, como gordura, pele, medula Gssea,
sangue, figado, polpa dentaria, pele ou musculo esquelético, podendo gerar
subtipos celulares de tecidos dos quais derivam. Considerando sua fase de
desenvolvimento e diferenciacdo, sao ainda classificadas como células
totipotentes, pluripotentes ou multipotentes (SILVA, 2017; ALVES et al., 2019;
MAZINI et al., 2019; VOGA et al., 2020).

As CT totipotentes apenas estdo presentes em um embrido muito precoce
durante o estagio de morula antes do inicio da gastrulacédo. Eles sdo capazes de
originar um organismo totalmente funcional e possuem a capacidade de originar
todos os tecidos do organismo incluindo anexos embrionérios, além do sistema
nervoso central e periférico. As divisbes subsequentes de células durante o
desenvolvimento embrionario inicial levam ao surgimento do blastocisto com
células tronco embrionarias (ESC) pluripotente presente na massa celular interna
que sao capazes de originar qualquer tipo de tecido, porém nao originam um
organismo completo, ja que ndo sao capazes de gerar tecidos embrionarios (SILVA,
2017; VOGA et al., 2020; MORAES et al., 2021). Com o desenvolvimento da célula,

as ESC pluripotentes perdem gradualmente sua pluripoténcia e se tornam
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multipotentes. O estagio multipotente € caracterizado pela capacidade das células
de se diferenciarem em células especificas limitadas. Estas sdo caracterizadas de
acordo com o 6rgdo do qual provém e podem criar apenas células deste 6rgao,
possibilitando a regeneracéao tecidual local. Essas células multipotentes podem se
diferenciar em diferentes células do sistema imunoldgico, eritrocitos e plaquetas
(VOGA et al., 2020; MORAES et al., 2021).

2.4.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTMs)

Dentre os tipos celulares de CT, existem as CTMs, que sdo CT adultas
caracterizadas por apresentar morfologia fusiforme, aderéncia ao pléstico, alta taxa
proliferativa e pela habilidade de se diferenciar em tipos celulares especializados,
como osteoblastos, adipécitos, condrécitos e mioblastos. Além disso, as CTMs
apresentam perfil de marcadores positivos para CD29+, CD44+, CD71+, CD73+,
CD105+, CD90+, CD166+ e negativos para marcadores hematopoiéticos CD45-,
CD14-, CD34-, CD133- e HLA-DR- (SILVA, 2017; ALVES et al., 2019). S&o células
multipotentes e podem ter a capacidade de originar tecidos semelhantes aos das
ESC. Também possui funcdo de modulacdo imunoldgica; as CTMs sdo grandes
secretoras hormonais e sdo muito importante no processo inflamatério por secretar
substancias de carater anti-inflamatorio (ALVES et al., 2019).

A capacidade das CTMs de atingir o local da lesao, vai depender do efeito
terapéutico, o que é possivel devido a sua capacidade de migrar, aderir e enxertar
em um tecido-alvo. Vérios fatores prejudicam a eficacia terapéutica do transporte
das CTMs. Entre eles, as condi¢cfes da cultura, o nUmero de passagens, a idade
do doador, o método de entrega e a receptividade do hospedeiro sdo fatores que
exercem papéis importantes. Tem sido evidenciado que células recém-isoladas em
comparacao com células cultivadas in vitro tém maior eficiéncia de enxerto, fato
que pode ser resultado do processo de envelhecimento/diferenciacdo que as
células sofrem em situagdes de cultura in vitro. As condi¢cdes de cultivo também
tém um impacto significativo na capacidade de transporte, podendo modificar a
expressao dos marcadores de superficie envolvidos nesse processo (MUSIAL-
WYSOCKA et al., 2019).

Para evitar a confusdo no campo da pesquisa com CT adultas, em 2006, o

Comité de Células-Tronco Mesenquimais e de Tecidos da Sociedade Internacional
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de Terapia Celular (ISCT) propés critérios basicos para a definicdo de células
estromais mesenquimais humanas multipotentes, cujo nome evoluiu para CTMs,
estabelecendo varios critérios de definicdo para a identificacdo de MSCs: (1) devem
ser aderentes ao plastico em condi¢cdes de cultura padrdo, (2) expressar a
superficie marcadores CD105, CD90 e CD73; (3) ndo expressam outros
marcadores de linhagem CD45 (panleucdcito), CD34 (hematopoiético e endotelial),
CD14/CD11b (monocitico), CD79a/CD19 (célula B) ou antigeno leucocitario
humano (HLA) classe IlI; e (4) mostram a classica diferenciacéo da trilinhagem em
osteoblastos, adipdcitos e condroblastos (MUSIAL-WYSOCKA et al., 2019; ULLAH
et al., 2019; VOGA et al., 2020).

A presenca de CTMs nos tecidos adultos € suportada pelos microambientes
especializados, denominados nichos. Sendo esses, compostos por células
vizinhas, matriz extracelular e fatores de sinalizagdo derivados desses
compartimentos, entretanto, a complexidade e inclusdo destes elementos nao
estdo ainda bem estabelecidas. O nicho ajusta o comportamento das CTMs as
necessidades do organismo, ocorrendo a reprogramacao de CT e progenitores
comprometidos, para restringir a expansdo excessiva das ceélulas no tecido
circundante evitando sua deplecgéo (SILVA, 2017).

A proposito as CTMs secretam diferentes quimiocinas e citocinas e proteinas
da MEC envolvidas em varios processos bioldgicos, incluindo hematopoiese,
angiogénese, trafico de leucdcitos, respostas imunes e inflamatorias. Sendo muito
promissoras as evidencias na terapia baseada em CTMs, proporcionando o
transplante alogénico sem a necessidade de imunossupressao (MAZINI et al.,
2019).

As CTMs podem ser extraidas de diferentes tipos de tecidos principalmente
osso, cartilagem e tecido adiposo (ULLAH et al., 2019). Sendo isoladas pela
primeira vez em cobaias (Cavia porcellus) por Friedenstein et al. (1974). Eles
depositaram medula éssea em placas de cultivo e apés algumas horas removeram
as células ndo aderentes, descartando, portanto, a maioria das células
hematopoiéticas. Observando que as ceélulas possuiam alta clonicidade e
morfologia fibroblastéide e aderéncia ao plastico (QUEIROS, 2017). Desde entéo,
as CTMs foram isoladas de uma variedade de outros tecidos, como em tecido

perivasculatura (Crisan et al., 2008), polpa dentaria (Gronthos et al., 2000),
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musculo, derme (Young et al., 2001), tecido fetal (Campagnoli et al., 2001),
incluindo a geléia de Wharton de corddes umbilicais (Wang et al., 2004) e tecido
adiposo (Zuk et al., 2002). Tendo em vista o isolamento em CTMs, dessa variedade
de tecidos, sugere-se que esse tipo celular esteja presente em todos os tecidos e
orgaos poés-natais (SILVA, 2017).

O fato das CTMs manterem a capacidade de se diferenciar em linhagens
celulares especializadas in vitro, apresentarem relativa facilidade de obtencéo,
podendo ser isoladas de varias fontes, seu alto rendimento de células na coleta e
suas propriedades imunoldgicas especiais tornam as CTMs uma ferramenta
promissora para terapia celular e regeneracdo tecidual. Foram conduzidos até
agora muitos estudos para investigar a seguranca das terapias baseadas em
CTMs. Sendo observado em ensaios clinicos com CTMs humanas, cultivadas in
vitro, que essas Sao mMenos suscetiveis a alteracdes adversas (SILVA, 2017;
MUSIAL-WYSOCKA et al., 2019; VOGA et al., 2020).

LALU et al., 2012 analisaram ensaios clinicos em que foram utilizadas CTMs
derivadas de medula 6ssea (MO), apds uma revisao sistematica de 36 estudos,
eles descobriram que nao havia relacdo entre o uso de CTMs e o potencial
tumorigénico, ndo sendo relatado nenhum efeito colateral grave da terapia. Em um
outro estudo com duracdo de 25 meses, foram examinados 34 pacientes, com 0
objetivo de avaliar a viabilidade, seguranca e efeitos imunoldgicos da administracao
intratecal e intravenosa de CTMs autélogas afirmando néo ter sido observados
efeitos adversos graves resultantes da terapia utilizada (KARUSSIS et al., 2011,
MUSIAL-WYSOCKA et al., 2019)

As CTMs sao originadas de diferentes lugares do corpo e sdo formadas em
diferentes momentos de nossas vidas, sendo apresentada seus principais meios
de obtencdo: medula déssea, corddo umbilical e tecido adiposo (MAZINI et al.,
2019).

2.4.2 MEDULA OSSEA (MO)

A MO é uma das principais fontes de isolamento de CTMs, além de ser o
tecido no qual essas células foram identificadas pela primeira vez, no entanto as
CTMs derivadas da MO tém menor potencial de diferenciacdo e tempo de vida

maximo, que diminui com o passar dos anos do individuo. A coleta de medula 6ssea
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€ um procedimento altamente invasivo e doloroso que implica anestesia geral ou
bloqueio regional. As CTMs derivadas da MO constituem uma populagéo rara, com
apenas 0,002% da populacao total de CT, e seu isolamento depende do estado do
paciente e do volume de aspirados. Essas células foram relatadas como CT
multipotentes sendo capazes de se diferenciar em adipogénicas, condrogénicas e
sdo mais provaveis de progenitores osteogénicos (MAZINI et al., 2019; MUSIAL -
WYSOCKA et al., 2019; MORAES et al., 2021).

2.4.3 CORDAO UMBILICAL (UC)

Curiosamente, fontes ricas de CTMs incluem tecidos associados ao
nascimento que sao tratados como lixo médico, como placenta, corddo umbilical,
liqguido amnibtico e membrana amniotica. Acredita-se que entre esses tecidos, o
sangue do corddo umbilical contenha CTMs, porém o uso dessa fonte é
questionado por alguns pesquisadores devido a presenca de um isolamento de
baixa eficiéncia (MUSIAL-WYSOCKA et al., 2019). O UC é uma grande fonte de
CT, no entanto, pode ser obtido apenas em um Unico momento da vida e possui
caracteristicas semelhantes as células da MO. A obtencéo do UC é uma alternativa
mais segura, livre de risco e que ndo oferece dor para mée ou para o neonato
(MORAES et al., 2021). Essas células podem ser isoladas de diferentes partes da
UC, incluindo geléia de Wharton, revestimento do corddo e regido perivascular. Em
comparagcdo com o MO, a frequéncia das CTMs foi limitada, no sangue do UC,
enquanto foi mantida sua multipoténcia por periodos mais longos. Sendo as CT
derivadas do UC conhecidas por secretar fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas, aperfeicoando diferentes mecanismos de reparo celular (MAZINI et
al., 2019).

2.4.4 TECIDO ADIPOSO (TA)

O TA subcutaneo corresponde a uma fonte de obtencéo expressiva de CTMs
devido a grande quantidade destas no mesmo, se originam das camadas
mesodérmicas, sdo CT adultas que ndo apenas tém potencial semelhante a outras
CT, mas também se diferenciam em células das outras duas camadas

germinativas. Possuindo alta variedade celular, esses tecidos sdo formados por
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adipdcitos maduros em sua maior parte, pré-adipocitos, fibroblastos, células de
musculo liso da fragdo vascular, células endoteliais, mondcitos, macrofagos e
linfécitos. Deste modo, exibe um alto potencial de uso na terapia celular, uma vez
que apresenta alta capacidade de autorrenovacdo e grande habilidade de se
diferenciar em variados tipos celulares (LI & GUO, 2018; MORAES et al., 2021).

O TA corresponde em um numero 100 a 500 vezes maior de CT em
comparacao com a MO, o que torna as CT derivadas do tecido adiposo (ASCs)
uma fonte atraente para a utilizacdo em humano. As ASCs mostram impactos
terapéuticos na angiogénese, cicatrizacao de feridas e no sistema imunoldgico. Os
estudos sobre testes em humanos utilizando ASCs vém aumentando
gradativamente, desde de seu primeiro isolamento e classificagdo no ano de 2001.
Comumente, as ASCs podem ser isoladas do TA coletado em pacientes e injetadas
diretamente nas feridas, na corrente sanguinea ou encapsuladas em biomateriais
e introduzidas nas feridas. Muitos trabalhos mostraram que as ASCs podem
aumentar a taxa de cicatrizagdo e diminuir o tempo de cicatriza¢ao in vitro e in vivo
(HASSAN et al., 2014; CHU et al., 2019; Sl et al., 2019). Atualmente essas células
sao isoladas do TA subcutaneo, o que permite que sejam rapidamente obtidas em
grande numero e com alta atividade celular. Sua frequéncia abriga cerca de 2% em
sua fracdo vascular estromal (SVF), e é considerada a maior em todos os tecidos,
as vezes chegando a 30%. A Federacdo Internacional de Terapéutica Adiposa
(IFATS) junto com o Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) concordam
com o menor nivel de expressao dos marcadores associados ao estroma CD13,
CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 e CD106 na SVF, ao contrario das ASCs
cultivadas (MAZINI et al., 2019).

ASCs de doadores mais jovens exibiram maior taxa de proliferacdo quando
comparados a idosos, mas a capacidade de diferenciacdo foi mantida com o
envelhecimento, tendo vantagens sobre as CTMs derivadas da MO. Também foi
mantido das ASCs o seu potencial de diferenciacdo em células de origem
mesodérmica, comumente conhecidas por sua baixa imunogenicidade e efeitos
moduladores. A qualidade das ASCs depende do método de purificacdo e das
condi¢cdes de armazenamento. As células devem ser avaliadas cuidadosamente
com base na estabilidade, toxicidade, contaminacdes e senescéncia em cultura
(CHU et al., 2019; MAZINI et al., 2019).
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2.45 IMPORTANCIA DAS CTMs NA CICATRIZACAO DE FERIDAS

Sendo a cicatrizacao de feridas um processo complexo e multicelular onde
fibroblastos e queratindcitos desempenham um papel fundamental na regeneragéo
de feridas, remodelagéo de tecidos e deposicdo de matriz extracelular. Além das
CTMs conseguirem se diferenciarem em fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais, elas secretar algumas citocinas que podem promover sua proliferacéo
e migracdo, podendo também inibir a proliferacdo e migracdo excessiva de
fibroblastos da cicatriz hipertréfica e reduzir a expresséo de citocinas relacionadas
(LI & GUO, 2018).

Alcancando o tecido alvo, as CTMs secretam uma variedade de fatores com
importantes efeitos imunomoduladores, angiogénicos e antiapoptéticos. Quando os
tecidos sao lesionados, sédo liberadas naturalmente na circulacdo, CTMs que iréo
migram para o local da lesédo e liberar moléculas para criar um microambiente que
possibilita a regeneracdo. Deste modo, o conceito por tras de seu potencial
terapéutico é que as CTMs transplantadas alogénicamente podem alojar tecidos
danificados e atuar como uma “drogaria” para auxiliar na regeneragéo ou servir
como um efetor para a recuperacéo de tecidos (ULLAH et al., 2019).

A cicatrizacdo retardada de feridas € muitas vezes recorrente de uma
variedade de mecanismos celulares e moleculares inapropriados. Muitas vezes
leva a presenca de feridas crénicas, acompanhada de desconforto para o paciente.
Devido ao seu potencial anti-inflamatério e regenerativo, as CTMs podem ser
potencialmente uma opcéo de tratamento vidvel, para o tratamento de feridas
cronicas com inflamacdo grave e resposta hiperplastica. Diversos estudos
utilizando modelos animais demonstram beneficios no tratamento com CTMs na
cicatrizacdo de feridas em cabras (PRATHEESH et al., 2017), ovelhas
(MARTINELLO et al., 2018), cavalos (TEXTOR et al., 2018) e caes (JOHNSON et
al., 2017). A melhora significativa de feridas foi documentada em varios estudos
usando terapia com CT (VOGA et al., 2020).

Com envelhecimento natural, nossas células e 6rgédos vao perdendo suas
funcdes, sofrendo perdas irreversiveis com o passar dos anos. Com 0 progresso
da tecnologia e os crescentes estudos cientificos sobre o emprego de CT, é

possivel reverter ou reparar estes danos que sofremos ao longo dos anos, sendo
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estes causados por envelhecimento ou por injdria no tecido. O uso de CTMs de
diferentes fontes surgiu como uma alternativa Unica para estratégias de tratamento
de feridas para varios disturbios relacionados a pele para ter uma pele quase
natural em termos de aparéncia, textura, cor e propriedades metabdlicas (ALVES
et al., 2019; MAZINI et al., 2019).

2.5- COMPONENTES DO SOBRENADANTE DE CELULAS TRONCO

Inicialmente, considerava-se que os efeitos terapéuticos das CTMs eram
exercidos através de migracdo para locais de injuria tecidual, e em seguida,
diferenciava-se em células desejadas para regeneracao tecidual, agora é aceito
gue as CTMs transplantadas ndo sobrevivem por muito tempo e que os efeitos das
terapias baseadas em CTMs sdo devido a um conjunto extenso de fatores bioativos
secretados, denominados coletivamente como secretoma. O reconhecimento de
gue os fatores secretados pelas CTMs sao responsaveis pelos efeitos favoraveis
das CTMs no reparo tecidual € significativo, pois estimula a configuracdo de
terapias baseadas em CTMs que ndo requerem a administracdo das proprias
células, evitando assim crescimento tumoral indesejado ou reacfes imunes
negativas (KESHTKAR et al., 2018; HARMAN et al., 2021).

Varios estudos investigaram os efeitos terapéuticos positivos atribuidos aos
fatores paracrinos derivados de CTMs em diferentes distirbios, como
neuroprotecao, neurogénese, protecao miocardica, inflamacéao, regeneracdo 6ssea
e cartilaginosa em doencas imunoldgicas, doencas neuroldgicas, lesédo hepatica,
insuficiéncia renal aguda e doencas cardiovasculares. Desta forma, através da
secrecdo paracrina ou diretamente, as CTMs induzem a regeneracao para resgatar
células lesadas, diminuindo a lesédo tecidual e, finalmente, acelerando o reparo de
orgaos (KESHTKAR et al., 2018; GOWEN et al., 2020).

2.5.1 SECRETOMAS

O secretoma ¢é definido como o conjunto de moléculas e fatores biolégicos
gue sao secretados por praticamente todos os tipos de células, incluindo as CT,

para o espaco extracelular, em geral € uma mistura de fatores sollveis e moléculas
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associadas a vesiculas extracelulares VEs, sdo particulas delimitadas por
bicamadas lipidicas de véarios tamanhos e complexidades que sdo compostas por
proteinas e acidos nucléicos. Fatores sollveis, como acidos nucleicos, proteinas e
lipidios, podem ser identificados no secretoma celular, em varias concentracdes e
niveis de atividade, estabelecidos pelo tipo de célula e ambiente. Além disso, ainda
sdo compostos por fatores de crescimento, fatores angiogénicos, hormonios,
citocinas, proteinas da MEC e proteases, mediadores lipidicos e material genético,
sendo os dois ultimos observados em baixa abundancia (FERREIRA & GOMES,
2018; DANESHMANDI et al., 2020; HARMAN et al., 2021).

E altamente funcional a composi¢cdo do secretoma, de acordo com o tipo
celular e dos estimulos microambientais. Entretanto, na maioria das vezes, 0
secretoma de CT é conhecido por ter beneficios terapéuticos para o reparo tecidual,
abrangendo efeitos pro-angiogénicos, antiapoptéticos, antifibréticos, anti-
inflamatoérios e imunomoduladores (DANESHMANDI et al., 2020).

Primeiramente, é importante ressaltar que as CTMs isoladas de diferentes
origens teciduais apresentam variacbes em seu perfil secretor que podem ser
utilizadas com vantagem para suas aplicacdes. Tal como, o secretoma das ASC
consiste em um conjunto extenso de fatores angiogénicos, consequentemente,
pode ser favorito sobre o secretoma de CTMs da MO para a regeneracgéao de tecidos
mediada pela angiogénese. Também o secretoma das ASC pode ser escolhido
para aplicacdes neurorregenerativas devido as suas maiores capacidades na
melhoria do crescimento axonal neuronal. O secretoma de CTMs da geléia de
Wharton € considerado mais apropriado para neurogénese e angiogénese em
relacdo ao uso de CTMs da MO. Ja o secretoma de CTMs isoladas tanto da MO
guanto da placenta tem efeitos divergentes nas propriedades funcionais das células
progenitoras endoteliais (EPCs); uma das populacdes celulares essenciais na
neovascularizacdo (DANESHMANDI et al., 2020).

Embora as classes de moléculas existente especificamente no secretoma
das CTMs sejam similares as encontradas em outros tipos celulares, seu potencial
terapéutico € unico. Sendo as VEs a parte mais bem estudada e dinamica do
crescente campo dos secretomas (FERREIRA & GOMES, 2018).
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2.5.2 VESICULAS EXTRACELULARES (VEs)

VEs séo vesiculas de membrana secretadas por varios tipos de células em
véarios fluidos fisiolégicos, como urina normal, sangue, liquido de lavagem
brénquica, leite materno, saliva, liquido cefalorraquidiano, liquido amniotico, liquido
sinovial e ascite maligna, e podem ser isoladas por meio de varias tecnologias
convencionais e de alto rendimento. Elas sdo conhecidas por carregar uma
variedade de tipos de RNA, incluindo mRNA e miRNA, proteinas soluveis e
proteinas transmembrana que podem ser transferidos para células vizinhas,
modificando seu fenétipo e o microambiente. As assinaturas moleculares dos VEs
sao seletivas para cada tipo de célula/tecido, transformando-as em uma fonte ideal
para aplicagdes clinicas (NAWAZ et al., 2016; QUEIROZ, 2017; KESHTKAR et al.,
2018).

Essas VEs séo secretadas por diversos tipos de células, incluindo células T,
células B, células dendriticas, plaguetas, mastocitos, células epiteliais, células
endoteliais, células neuronais, células cancerosas, oligodendrdcitos, células de
Schwann, células embrionérias, e também por CTMs. Elas executam suas fun¢des
em muitos processos incluindo comunicacéo intercelular, reciclagem de proteinas
de membrana e lipidios, imunomodulacéo, senescéncia, angiogénese, proliferacao
celular e diferenciacdo, além de melhorar a vascularizacdo, a regeneracdo do
sistema nervoso central e cardiaco, também foi descrito seu potencial no auxilio
das terapias contra o cancer. Em algumas situagdes, como coagulacdo ou
inflamacéo, as VEs ndo sdo apenas mensageiras, mas necessarias para coordenar
o desenvolvimento de processos de sinalizacdo (QUEIROZ, 2017; FERREIRA &
GOMES, 2018; KESHTKAR et al., 2018).

Apesar de terem sido atribuidas muitas funcdes as VESs, especialmente o
envolvimento na comunicacdo celular, ainda sdo pouco compreendidas suas
funcdes in vivo. Provavelmente ainda existem funcdes e efeitos relevantes que
permanecem andnimos, ainda sendo pouco estudados os efeitos imunoldgicos das
VEs liberadas por diferentes células em estados patolégicos. Em contrapartida,
como se sabe que a classificagdo de moléculas para essas vesiculas e os padrdes

de liberacdo de VEs refletem seu tipo de célula de origem e estado fisioldgico, a
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parte das VEs dos fluidos extracelulares pode ser muito esclarecedora (PARK et
al., 2019).

As CTMs também sao muito flexiveis a mudancas ambientais, apresentando
diferentes caracteristicas de secrecao e fendétipos diante de diferentes estimulos in
vitro, 0 que pode estar relacionado ao seu grande desempenho em responder a
diferentes ambientes inflamatérios ou lesados, in vivo. Estudos mostram que
vesiculas extracelulares de célula tronco mesenquimais (CTMs-VES) tém
propriedades regenerativas e antiinflamatorias em modelos animais de cicatrizacao
de feridas. Além disso, VEs liberadas de osteoblastos ajuda no mecanismo de
informacgéo entre osteoblastos e osteoclastos por meio de interacées receptor-
ligante para favorecer a formacdo de osteoclastos, representando um novo
mecanismo de remodelacdo 6ssea (NAWAZ et al.,, 2016; PARK et al., 2019;
GOWEN et al., 2020).

Sao liberados no microambiente extracelular das células, inclusive nos
fluidos corpédreos, varios tipos de vesiculas com propriedades fisiol6gicas, conteudo
e funcbes diferentes. Dentre elas estdo os exossomos (Exos), microvesiculas
(MVs) e corpos apoptéticos (CA) (Fig. 1). Estas vesiculas tém sido estudadas com
0 auxilio de uma variedade de processos de isolamento e foram categorizadas de
acordo com suas propriedades estruturais e bioquimicas distintas. O mecanismo
pelo qual a vesicula é liberada da célula consiste no primeiro passo para
padronizacdo de nomenclatura, que consiste em ser por fusdo e exocitose dos
corpos multivesiculares, por protrusdo da membrana plasmatica ou se for por
liberacdo vesicular apés morte ou apoptose da célula (QUEIROZ, 2017).

Infelizmente, € bastante aceito que nenhum dos métodos atuais para
isolamento de VEs pode seguramente purificar uma classe da outra. Além de que,
a busca por biomarcadores exclusivos definitivos para cada subtipo é desafiadora.
Com isso, recentemente, a Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
recomenda o uso do termo VEs de forma abrangente, apesar disso, ainda é comum
observar na literatura uma desorganizagdo sobre os termos Exos e MVs. No
entanto, como essa area de pesquisa ainda € precoce, essas definicbes sao
flexiveis, pois é provavel que a comunidade cientifica esteja trabalhando com
misturas de subtipos. Particularmente, o termo microvesiculas tem sido

frequentemente usado largamente para vesiculas de membrana,
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independentemente de sua origem intracelular, incluindo Exos e vesiculas de
desprendimento. Apesar dos Exos serem menores e homogéneos em tamanho,
engquanto que as MVs e CA possuem tamanhos heterogéneos (KATSUDA et al.,
2013; QUEIROZ, 2017; FERREIRA & GOMES, 2018).

2.5.3 EXOSSOMOS (Exos)

Os Exos sdo nanovesiculas com 30 a 150nm de tamanho e se formam a
partir de corpos multivesiculares (CMV). Estes CMV sé&o oriundos do endossomo
tardio da célula e se fundem com a membrana plasmatica liberando seu conteudo.
Enquanto pesquisadores cultivavam reticulocitos, eles foram observados e
descritos pela primeira vez. Os Exos estao envolvidos na comunicacao intercelular
possibilitando troca de proteinas e lipidios entre as células produtoras e alvo
(QUEIROZ, 2017).

Durante sua biogénese os Exos sdo preenchidos com proteinas, RNA e
lipidios derivados da célula hospedeira, sendo realizado pela via endocitose-
exocitose quando as células absorvem pequenas quantidades de fluido intracelular
em uma regido especifica da membrana e compoem endosSsomos precoces.
Inicialmente o endossoma inicial amadurece e se expande em um endossoma
tardio; entdo sdo formados por brotamento interno da membrana endossomal,
vesiculas intraluminais ou MVBs. Posteriormente os MVBs se fundem a membrana
celular e sdo liberados no ambiente extracelular. Sendo as vesiculas entédo
denominadas de Exos, A comunicacéo intercelular mediada por Exos é atingida por
fusado direta da membrana, endocitose mediada por receptor, fagocitose, cavéolas
e micropinocitose (QUEIROZ, 2017; KESHTKAR et al., 2018; KOU et al., 2022).

Em condi¢cdes normais e patoldgicas, diversos tipos de células em véarios
fluidos corporais e sobrenadantes celulares podem secretar Exos. Essas
minusculas vesiculas contém proteinas, lipidios e acidos nucléicos especificos que
podem ser transmitidos e servem como moléculas de sinalizagéo para modificar a
funcao de outras células (KOU et al., 2022).

Como nao ha nenhum marcador especifico de Exos, as proteinas presentes
em grande quantidade séo usadas para sua deteccgéo, e liberadas por exocitose

regulada por p53 e sob o controle da via de ativacdo do citoesqueleto, ndo sendo
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afetada pelo calcio. Os Exos contém grandes quantidades de anexinas,
tetraspaninas, como CD63, CD81 e CD9, e proteinas de choque térmico, incluindo
Hsp60, Hsp70 e Hsp90. Expressando também, Alix, gene de suscetibilidade
tumoral 101 (Tsgl01) e clatrina. S&do encapsulados em uma membrana de dupla
camada que protege seu conteudo, permitindo assim que eles se movimentem por
longas distancias nos tecidos. Essa membrana possui por¢des pequenas de
fosfatidilserina, mas grandes porcfes de colesterol, ceramida e esfingolipidios.
Também sendo responsavel por carrear mMRNAs e miRNAs funcionais que podem
ser transportados entre as células. Exos liberados por tumores contém DNA
gendmico de DNA de fita simples, cDNA e um elemento transponivel (QUEIROZ,
2017; KESHTKAR et al., 2018; KOU et al., 2022).

Quando os Exos sédo liberados no ambiente extracelular, os possiveis
mecanismos pelos quais 0s Exos se comunicam com as células alvo incluem, entrar
nas células por captagdo endocitica ou por fusdo direta das vesiculas com a
membrana celular. Podendo também transmitir seu conteudo através da adeséo a
superficie celular mediada pela interacdo de um receptor lipidico-ligante. Sendo
essas interagfes indicacdo de que os Exos possuem papéis fundamentais na
comunicacao célula a célula e na modulacdo imunolégica em diferentes condi¢cdes
fisiolégicas e patolégicas (QUEIROZ, 2017; KESHTKAR et al., 2018).

2.5.4 MICROVESICULAS (MVs)

As MVs ou vesiculas de descamacéo, sao formadas por brotamento externo
da membrana celular em diferentes tipos de células que envolve a reorganizacao
do citoesqueleto além de também ser dependente da concentracdo de calcio
intracelular. S&o grandes vesiculas membranosas com mais de 100 nm (100 —
1000nm) de didmetro que apos a protrusao da membrana plasmatica, ocasionando
o seu desprendimento que ira resultar na formacdo das MVs (QUEIROZ, 2017;
KESHTKAR et al., 2018). A diferenca da biogénese das MVs daquela dos Exos, é
gue uma vez que sao liberadas do brotamento externo e da fissdo da membrana
plasmatica, a célula é estimulada ou apoptética. Porém, eles compartilham

caracteristicas de alta biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e
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direcionamento, além de poderem ser usadas como carreadores de drogas (KOU
et al., 2022).

Notavelmente, as MVs contém grandes quantidades de proteinas contendo
fosfatidilserina e s&o ricas no marcador de superficie CD40, bem como em
colesterol, esfingomielina e ceramida. Eles carregam uma carga de proteinas,
lipidios, mMRNAs e microRNAs e se comunicam com as células receptoras por
interacOes receptor-ligante especificas. Consequentemente, as VEs de CTMs
transmitem informacbes e se comunicam com as células-alvo por meio de
substancias internas, alterando assim a atividade e a funcdo das células-alvo
(KESHTKAR et al., 2018; KOU et al., 2022).

Ja foi comprovada através de estudos, a presenca de proteinas especificas
nas MVs, além das proteinas presentes na membrana plasmatica e citosol. Células
em repouso podem liberar MVs, apesar da taxa de liberacdo aumentar
dramaticamente apoés estimulo. Além disso, o célcio induz grade resposta de
liberacdo de MVs (QUEIROZ, 2017).

As MVs podem alterar as células-alvo funcionais ao fornecer proteinas
intracelulares; por exemplo, as MVs liberadas das células endoteliais podem
propiciar a angiogénese por meio da transferéncia de moléculas pré-angiogénicas,
como fatores de crescimento e seu ativador. Podendo também transferir

informacdes genéticas horizontalmente para células-alvo (KESHTKAR et al., 2018).

2.5.5 CELULAS APOPTOTICAS

Células apoptéticas ou em processo de morte liberam vesiculas que sao
condensados remanescentes das células abordados como CA. Os CA sdo um
produto da apoptose e contém o biomaterial da célula que estd morrendo. Seu
tamanho varia de 50 a 5000 nm. O termo CA surgiu em 1972 e sao definidos por
externalizacdo de fosfatidilserina, podendo conter fragmentos de DNA.
Transferéncia horizontal de oncogenes transferéncia horizontal de DNA e
apresentacao de epitopos de células T para células fagociticas sédo exemplos de
funcbes dos CA (QUEIROZ, 2017; FERREIRA & GOMES, 2018).



FIGURA 1. Representacédo da biogénese de diferentes classes de vesiculas extracelulares.
APOPTOSE TARDIA

FONTE: Imagem cedida gentilmente por BRAVO et al., (2022).
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3. OBJETIVO

3.1- OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o envolvimento das vesiculas
extracelulares extraidas de CT do tecido adiposo, na cicatrizacdo de lesbes

cutaneas excisionais produzidas cirurgicamente no dorso de suinos higidos.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Esse trabalho busca elucidar a importancia da utilizagcdo das vesiculas
extracelulares na cicatrizacdo de feridas, em lesdes realizadas na pele de suinos
higidos. Analisando a taxa de cicatrizacdo por reducdo da area de lesdo em
diferentes concentracdes do principio ativo, além de avaliacdo histologica do tecido

cicatricial.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1- RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Este experimento seguiu 0s principios éticos e legais de conduta de
experimentacdo animal da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV)
da UnB, sendo aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), desta
Instituicdo pelo SEI n. °© 23106.104828/2021-96 (Anexo 1), encontrando-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009.

4.2- COLETA DE MATERIAL PARA PRODUCAO DE CT

Foi realizado coleta de tecido adiposo em suino de aproximadamente 5
meses, higido, escolhido de forma aleatoria, ndo sendo os animais do experimento.
Devidamente sedados com uso de acepromazina 0,05 mg/kg, cloridrato de
midazolam (0,2 mg/kg) e anestesiados com cetamina (10,0 mg/kg), a regido de
retirada de tecido foi bloqueada com o uso de anestésico local (lidocaina 2% com

vasoconstritor). Em seguida realizou-se a tricotomia, antissepsia e incisdo de
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aproximadamente 4 cm de pele na regido da base da cauda do suino, dois
fragmentos de aproximadamente 20g de tecido adiposo foram excisados, lavados
em trés solucdes de Tampéao Fosfato Salino Modificado por Dulbecco (DMPBS),
onde permaneceram por 4 horas, na ultima solucéo de lavagem, sob refrigeracao
até serem transportados para o laboratério Bio Cell Terapia Celular, localizado em
Brasilia — DF, sendo o Unico laboratério do Brasil com registro no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) autorizados a realizar o tratamento

com CT em caes, gatos e equinos.

4.3- PROCESSAMENTO, ISOLAMENTO E CULTIVO DAS VEs

No laboratério, o tecido adiposo foi lavado em solucédo tampao de fosfato
padréao (PBS) para retirada dos debris celulares e excesso de sangue. Em seguida,
foi fragmentado em particulas pequenas e colocado em contato com a solugéo de
colagenase e hialuronidase para digestdo enziméatica. Esta mistura foi centrifugada
e o pellet celular, ressuspendido. Apds a obtencéo das células mononucleares, as
mesmas foram colocadas em garrafas de cultivo contendo meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), acondicionadas em estufas a temperatura de
37,5 °C e 5% de gés carbbnico (CO?) para a obtencdo de maior nimero de células.
Esse meio de cultivo repleto de proteinas liberadas pelas células foi coletado e
passado pelo processo de ultracentrifugacdo para isolamento das vesiculas
extracelulares, sendo a proteina presente nesse meio quantificada pelo método de
Bradford. A partir dai, feito a definicdo das duas concentracdes para tratamento dos

animais (Fig. 2).
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FIGURA 2. Etapas da purificacdo das vesiculas extracelulares dos meios de cultivo das

células-tronco mesenquimais.

Combinacdo de dois métodos de purificagado: ultrafiltracdo e cromatografia por exclusao de tamanho
(SEC). 1) Os meios de cultivo sdo centrifugados para remogao de debris e filtrados com filtro de 0,45
pm. 2) Cada 15 mL de meio é ultrafiltrado e o conteido concentrado é restituido em microtubo,
acrescidos de cerca de mesmo volume de PBS, totalizando 500 pyL de amostra. 3) Os 500 pL sdo
colocados na coluna de Sepharose para a realizagdo da cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC).
4) E realizada a quantificagédo proteica das fragdes por BCA; 5) A faixa de fragdes correspondentes as
vesiculas extracelulares sdo reconcentradas, obtendo-se a amostra de vesiculas extracelulares
suspensas em PBS 1x. CTMs = células-tronco mesenquimais do tecido adiposo; BCA = &cido
bicinconinico; VEs = vesiculas extracelulares.
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FONTE: BRAVO et al. (2022).

4.4- ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

De forma aleatéria foram utilizados 3 suinos machos, idade aproximada de

trés meses, raca Large White, higidos, castrados, desverminados, com peso

aproximado de 35kg. Os animais passaram por adaptacdo ambiental e alimentar

antes do procedimento cirtrgico por dez dias e quarenta dias de pos cirlrgicos,

durante o periodo de cicatrizacao das feridas. Alimentacéo servida em cocho, duas

vezes ao dia, ndo ultrapassando o limite de 1,5% do peso vivo, sendo utilizada

racdo de manutencdo com 25% de proteina, padronizada na quantidade adequada

e recebendo agua ad libitum em bebedouro tipo chupeta. Os suinos foram

acondicionados individualmente em 3 baias de 9 m2, devidamente identificadas

(Fig.3).
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FIGURA 3. Suino experimental em sua baia individual, devidamente identificada.
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FONTE: O autor

4.5- PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apés o periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos a jejum de 8
horas antes do procedimento cirdrgico. No dia do procedimento cirdrgico, 0s
animais foram pesados, realizado a coleta de sangue para dados de hematologia
e bioguimica sérica, posteriormente foram canulados com cateter 22G, sedados
com acepromazina (0,05 mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) e cetamina (5 mg/kg),
medicacdo pré-anestésica. A inducdo foi realizada com propofol (5 mg/kg) e
manutencdo com isoflurano. Os pacientes foram monitorados no trans cirdrgico por
eletrocardiograma, oximetria de pulso, pressdo arterial invasiva e capnografia.
Seguindo o cronograma, 0s animais foram posicionados em decubito ventral, sendo
realizada tricotomia dos pelos com a maquina Oster® e lamina de 50 mm. A
antissepsia foi realizada em duas etapas de cinco minutos com Clorexidine
Riohex® 2% e escova de degermacdo, finalizando com alcool 70%. Um gabarito
de aco cirurgico foi utilizado contendo 4 circulos de 20mm com espagcamento de
40mm entre eles (Fig. 4), para padronizar as feridas no dorso dos animais, com a
demarcacao dos circulos sendo realizadas com caneta cirtrgica (Fig. 5). As
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incisdes de espessura total dérmica (remocdo da epiderme e derme expondo a
fascia muscular) foram realizadas com punch circular de bidpsia de 20mm de
diametro por 5 mm de profundidade total (Fig. 5), sendo produzidos com
movimentos circulares até seccionar totalmente as trés camadas de pele e com o
auxilio de uma lamina de bisturi n° 10, cabo de bisturi n°3 e uma pinca dente de
rato (Fig. 5) a amostra foi retirada por divulsdo com todo o cuidado para nao afetar
a musculatura. Para cada animal foram realizadas 16 feridas de espessura total.
Sendo os procedimentos cirargicos realizados no mesmo dia, porém em momentos

distintos, cada paciente recebendo atencéo individual.

FIGURA 4. Medida do gabarito de aco cirlrgico para demarcagdo dos discos excisionais

cutaneos, contendo 4 circulos de 20mm com espagamento de 40mm.
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FONTE: O autor
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FIGURA 5. Procedimento cirGrgico de retirada de discos excisionais cutaneos de suino.
(A) Delimitacdo com gabarito de aco cirdrgico, (B) demarcacao dos circulos com caneta cirdrgica,
(C) remogéo da epiderme e derme expondo a fascia muscular (disco cutaneo) (D) les6es cutaneas

em formato circular, no dorso de suino.

FONTE: O autor

Imediatamente apos a retirada dos discos excisionais cutaneos, foi realizada
a hemostasia em cada ferida (Fig. 6) e posteriormente feito o curativo oclusivo com
gaze e fita microporosa (Fig. 6), finalizando com roupa cirdrgica para protecao das
lesbes (Fig. 6). Na recuperacdo anestésica 0s suinos foram posicionados em
decubito lateral e monitorados até a reabilitacdo completa. No pdés-cirdrgico
imediato foi estabelecido protocolo de controle de dor e inflamac¢do com o uso de
anti-inflamatério ndo esteroidal, a base de flunixina meglumina (1,1 mg/kg), a cada
24 horas, por 3 dias consecutivos e analgésico a base de dipirona (25 mg/kg), a

cada 12 horas, por 3 dias consecutivos, ambos por via intramuscular.
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FIGURA 6. Hemostasia das feridas cirargicas e curativo final.
(A e B) hemostasia individual das feridas, utilizando gaze estéril, (C) feridas sendo protegidas com

fita microporosa, (D) roupa cirlrgica para protecéo das les6es dos suinos.

FONTE: O autor

4.6- DISTRIBUICAO DOS TRATAMENTOS

Apbs o procedimento cirdrgico para producao das 16 feridas cutaneas no dorso
de cada suino, os tratamentos foram identificados (Quadro 1) e distribuidos
aleatoriamente em duplicata conforme demonstra a imagem esquematizada na
figura 7. As vesiculas extracelulares foram obtidas a partir do meio condicionado
das células, sendo que cada frasco de tratamento continha vesiculas extracelulares
que foram concentradas a partir do meio condicionado de 1,5 milhdes ou 750
milhdes de células cultivadas e concentracdo proteica de 2,5 ou 5 microgramas,
dependendo do tratamento escolhido. A composicao da base cicatrizante utilizada
foi Trealose, Hialuronato de sddio, Vitamina A e E. Esse material foi processado e
fornecido pelo laboratério Bio Cell Terapia Celular, em frascos de vidro de
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administragao em spray, condicionados em caixa de isopor (Fig. 8), sendo mantidos
sob refrigeragcdo. Como controle positivo utilizamos pomada comercial a base de
Cloreto de lauril dimetil benzil aménio a 35% - 1g e como controle negativo, soro

fisiolégico, Cloreto de sodio 0,9%.

QUADRO 1. Identificacdo e concentragdes das vesiculas, base cicatrizante e meio

condicionado, pomada comercial e soro fisiolégico.

IDENTIFICACAO DOS TRATAMENTOS UTILIZADOS

Tratamento 1 (T1)
Tratamento 1 (T1)
Tratamento 2 (T2)
Tratamento 2 (T2)
Tratamento 3 (T3)
Tratamento 3 (T3)
Tratamento 4 (T4)
Tratamento 4 (T4)
Tratamento 5 (T5)
Tratamento 5 (T5)
Tratamento 6 (T6)
Tratamento 6 (T6)

Tratamento 7 (PC1)
Tratamento 7 (PC2)

Vesiculas extracelulares (1,5 milhdes)
Vesiculas extracelulares (1,5 milhdes)
Vesiculas extracelulares (750 milhdes)
Vesiculas extracelulares (750 milhdes)
Vesiculas extracelulares (1,5 milhdes)
Vesiculas extracelulares (1,5 milhdes)
Vesiculas extracelulares (750 milhdes)
Vesiculas extracelulares (750 milhdes)
Base cicatrizante

Base cicatrizante

Meio condicionado

Meio condicionado

Controle positivo = Pomada comercial

Controle positivo = Pomada comercial

Tratamento 8 (SAL1) Controle negativo = Soro fisiol6gico

Tratamento 8 (SAL2) Controle negativo = Soro fisiologico
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FIGURA 7. Suinos distribuidos aleatoriamente em duplicata dos tratamentos propostos no
estudo. (P1) primeiro, (P2) segundo e (P3) terceiro.

FONTE: O autor
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FIGURA 8. Material processado e armazenados em frascos de vidro para administracdo em
spray, acondicionados em caixa de isopor.

FONTE: O autor

4.7- CURATIVO E MANEJO DAS FERIDAS

A realizacdo do curativo iniciou-se 24 horas apés a producdo das feridas,
sendo executados diariamente, por 28 dias ou até o fechamento total das feridas,
sempre realizados no mesmo horario. Primeiro os animais eram devidamente
sedados com uso de acepromazina (0,05 mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) e
cetamina (7,0 mg/ kg). Logo apéds o efeito sedativo, retirava-se a roupa cirargica e
0S animais eram posicionados em uma mesa de curativo, com quatro aberturas
ventrais para introducao dos membros (Fig. 9). A primeira etapa do cronograma de
curativo foi a retirada cuidadosa de todo o curativo do dia anterior, afericdo de
temperatura individual de cada ferida, com termometro digital infravermelho,
posteriormente era feita a limpeza delicada individual de cada ferida com soro
fisiol6gico (cloreto de sddio 0,9%) e gaze estéril para retirada de debris celulares,
secrecoes e resto de produtos do dia anterior. Em seguida era feita a administragcéo
dos tratamentos designados individualmente no leito de cada ferida, limpeza da
pele com solucao de éter alcoolizado, apenas ao redor das feridas, ndo havendo

nenhum contato com as lesdes, com o intuido de diminuir a oleosidade da pele e
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melhorar a aderéncia do curativo. Entdo as feridas eram isoladas primeiramente
com curativo filme transparente (Fig. 10), apds ocluséo, as feridas eram novamente
protegidas, dessa vez com fita microporosa, finalizando com a roupa cirargica.
Nos dias de registro fotografico das feridas, dia da cirurgia (DO), sétimo (D7),
decimo quarto (D14), vigésimo primeiro (D21) e no vigésimo oitavo (D28) dias,
usava-se o gabarito adesivo para analises de retracéo de ferida e as lesdes eram
fotografadas individualmente, logo apdés a limpeza das feridas, seguindo
posteriormente o0 cronograma normal do curativo das feridas, com a administracao
dos tratamentos e demais etapas. Nos dias de bidpsia que foram realizadas nos
dias D14 e D21, coincidindo com os dias dos registros fotograficos, essas biépsias
eram realizadas logo apds registro fotografico, seguindo posteriormente o
cronograma normal do curativo das feridas com a administracdo dos tratamentos e

demais etapas.

FIGURA 9. Mesa de curativo utilizada durante os 28 dias experimentais.

FONTE: O autor
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FIGURA 10. Feridas cirargicas antes e depois do curativo e aplicagdo do curativo filme
transparente.

FONTE: O autor

4.8- COLETA DE DADOS

4.8.1 DISCOS EXCISIONAIS CUTANEOS RETIRDOS DURANTE
PROCEDIMENTO CIRURGICO

No dia do procedimento cirargico foi feito a retirada dos discos excisionais
cutaneos, e essas amostras foram pesadas, com o uso de balanga de preciséo (Fig.
11) e mensuradas com o uso de paquimetro mecéanico universal (Fig. 11), na
tentativa de padronizar a producéo de cada ferida e de ter dados fidedignos para
comparacao da cicatrizacdo individual das feridas, sendo exposto desvio-padréo,
média e coeficiente de variacdo de todos os dados coletados (Quadro 2).

FIGURA 11. Pesagem e mensurac¢ao dos discos excisionais cutaneos.

(A) Pesagem, (B) diametro, e (C) espessura.

FONTE: O autor
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4.8.2 IMAGENS FOTOGRAFICAS

As feridas foram fotografadas nos dias DO, D7, D14, D21 e D28, utilizando

um gabarito circular adesivo de area conhecida (Diametro = 20mm, Area =
314.16mm2). Esses adesivos eram colados na regido periférica dorsal de cada
ferida (Fig. 12) com a finalidade de mensurar a retracdo de bordas com auxilio do
software Image J® (NIH — National Institute of Health — USA). No software as
medidas do gabarito foram utilizadas para calibrar o programa, seguida da leitura
da imagem, estabelecendo assim a planimetria digital da ferida por comparacao
(Fig. 12). As imagens coletadas no DO indicaram a area inicial e os valores obtidos

nas coletas de D7, D14, D21 e D28 foram subtraidas indicando a retracdo semanal.

FIGURA 12. Gabarito circular adesivo de cor verde durante mensuracgao de retracéo de ferida,
delimitando o gabarito e a ferida.

(A) Painel de tarefas do programa ImageJ, (B) mensuragéo do gabarito, (C) mensuracao da ferida.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

O Offl o| /| <[5\ |A|o|¢[ 4] x| 4]0~ | |
“More Tools" menu (switch toolsets or add tools) ’ sl S ESE S

FONTE: O autor
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4.8.3 BIOPSIAS

As biopsias ocorreram no D14 e D21, sendo os animais devidamente
sedados com uso de acepromazina (0,05 mg/kg), cloridrato de midazolam (0,2
mg/kg) e anestesiados com cetamina (10,0 mg/kg), sendo cada regido biopsiada
bloqueada com o uso de anestésico local (lidocaina 2% com vasoconstritor). Uma
amostra de cada ferida, foi produzida com movimentos circulares, utilizando um
punch circular de 5 mm na regido limitrofe da area de cicatrizacdo de cada regiao
excisada (Fig. 13), logo ap0s a extracdo, as amostras foram individualmente
condicionadas em frascos contendo formalina tamponada a 10% (Fig. 13) e
encaminhadas para analises histoldgicas junto ao Laboratério de Patologia
Veterindria da FAV — UnB. Apdés a retirada da amostra os animais receberam
analgesia a base de dipirona (25 mg/kg), a cada 12 horas, por 3 dias consecutivos,

por via intramuscular.

FIGURA 13. Bi6psia cutanea destinada a processamento histolégico.
(A) Delimitacdo de area a ser biopsiada, (B) Retirada de material biol6gico, (C) Delimitacdo de

campo biopsiado, (D) Material acondicionado em formalina tamponada a 10%.

FONTE: O autor
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4.8.4 PROCESSO HISTOLOGICO

Para o processamento das analises histopatoldgicas, as amostras de pele
foram fixadas em formaldeido tamponado 10%. Ja no processo de preparo das
laminas, inicialmente as amostras foram acondicionadas em cassetes histolégicos
identificados e entdo desidratadas em solu¢cdes de alcool com concentracbes
crescentes de 70%, 80%, 90% por 50 minutos e 3x de 100% por uma hora cada,
em seguida foram diafanizados duas vezes, uma hora cada, em xilol, também em
concentragcbes crescentes. Em seguida, impregnadas trés vezes em parafina a
60°C. Posteriormente as mostras foram incluidas em parafina e seccionadas
integralmente no micrétomo em secgdes de 5um de espessura. As secgdes foram
coletadas em laminas de microscopia e identificadas de acordo com cada
tratamento realizado na amostra e identificagdo do préprio laboratério. Para a
coloracdo das amostras, foi produzida as etapas de coloracdo padrdao com a
desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo de Hematoxilina e Eosina (H&E),
desidratacéo, clarificagdo e montagem das laminas para leitura. A leitura das

laminas foi realizada de forma cega, sob microscopia de luz.

4.8.5 TEMPERATURA AMBIENTAL

A temperatura e umidade ambientais foram coletadas sempre no mesmo
horério dos curativos, através do termo-higrémetro Tomate PD-003, com finalidade
de controle desses parametros (Gréfico 1 e 2), sendo exposto desvio-padrao, média
e coeficiente de variacédo de todos os dados coletados (tabela 1).

4.8.6  TEMPERATURA DOS SUINOS

Foram realizadas a afericdo de temperatura dos animais, de forma sistémica,
(Quadro 3), através de termémetro retal digital G-tech®, além da temperatura local,
no proprio dorso do animal, sendo realizada a coleta abaixo do ponto médio
perpendicular das orelhas cinco centimetros e na zona lombar caudal cinco
centimetros acima do inicio do rabo, ou seja, borda inferior e superior do plano de
feridas, para mensurar a temperatura de perimetro (Quadro 3). E por ultimo foram
mensuradas as temperaturas individuais das feridas com termOmetro digital

infravermelho Dikang® a 4 cm de distancia do centro da ferida, apresentando o
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desvio-padrdao, média e coeficiente de variacdo dos dados ANEXO Il, com
finalidade de avaliar e modular o processo inflamatério individual de cada ferida,
sendo essas temperaturas coletadas logo apés a sedacéao e retirada dos curativos

do dia anterior.

4.8.7 PESAGEM

Os animais foram pesados semanalmente (Quadro 4) utilizando balanca
Filizola® digital de plataforma. Sendo realizado alteracbes nas doses das
medicacOes que eram administradas diariamente e da racdo de manutencgao que

0S animais recebiam.

4.8.8 ANALISES CLINICAS

Foram coletadas amostras sanguineas em tubo com e sem anticoagulante
para analises hematologicas e de bioquimica sérica, dos trés animais a cada sete
dias, DO, D7, D14, D21 (Quadro 5). Tendo em vista que 0s animais precisaram ser
sedados diariamente para se ter um manejo correto das feridas e dos dados

coletados, uma vez que 0s suinos sao animais muito estressados.

4.8.9 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo dos tratamentos em cada ferida foi realizada de forma
aleatdria, através de sorteio. Os dados sdo a média de duplicatas + desvio padréo.
Diferenca na area da ferida da linha de base entre os tratamentos foram testados
com One Way Anova, (P<0,05). E as diferencas na reducdo percentual do
tamanho da ferida foram analisadas com One WayAnova, (P<0,05) e Bonfferoni's
Test (Quadro 6) apdés transformar os dados percentuais pelo seu valor arco sin.



5. RESULTADOS

5.1- PESAGEM E MENSURACAO DOS DISCOS EXCISIONAIS
CUTANEOS.
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QUADRO 2. Desvio-padrédo (DP), média e coeficiente de variagdo (CV) dos discos excisionais

cutaneos, retirados no momento da cirurgia.

DESVIO-PADRAO, MEDIA E COEFICIENTE DE VARIACAO DAS MEDIDAS E PESO DOS DISCOS EXCISIONAIS CUTANEOS
DP Média CV (%)

Identificacdo Diametro

O O OV W0 W NNNOODOOODOOOUUUuDDSDWWWNNNIERLPRPR

R R PR RRRRRRPRRRRRRRRPRERRR
O 00U u b DdDDWWWNNNIERRRPRLROOO

P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3

1,45
1,48
1,5
1,5
1,4
1,6
1,6
1,54
1,6
1,55
1,55
1,51
1,6
1,6
1,56
1,45
1,4
1,5
1,52
1,58
1,6
1,53
1,57
1,6
1,51
1,49
1,5
1,55
1,5
1,5
1,5
1,46
1,5
1,5
1,5
1,5
1,55
1,55
1,55
1,4
1,46
1,63
1,6
1,5
1,7
1,5
1,6
1,6

DP Média CV (%) Espessura

0,025 1,477

0,100 1,500

0,035 1,580

0,023 1,537

0,023 1,587

0,050 1,450

0,042 1,567

0,035 1,567

0,010 1,500

0,029 1,517
v r
0,023 1,487
r r
0,000 1,500
v r
0,000 1,550
v r
0,119 1,497
r r
0,100 1,600
v r

0,058 1,567

1,704

6,667

2,192

1,503

1,456

3,448

2,657

2,242

0,667

1,903

1,553

0,000

0,000

7,971

6,250

3,685

0,3
0,28
0,21
0,2
0,11
0,2
0,27
0,1
0,2
0,2
0,1
0,16
0,2
0,05
0,16
0,38
0,21
0,35
0,2
0,04
0,1
0,21
0,12
0,26
0,19
0,05
0,15
0,14
0,04
0,1
0,2
0,03
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,06
0,1
0,12
0,09
0,16
0,15
0,1
0,1
0,09
0,09
0,1

0,047 0,263

0,052 0,170

0,085 0,190

0,050 0,153

0,078 0,137

0,091 0,313

0,081 0,113

0,071 0,197

0,072 0,130

0,050 0,093
- -
0,085 0,110
v v
0,000 0,100
v v
0,023 0,087
- -
0,035 0,123
v r
0,029 0,117
v v

0,006 0,093

17,946

30,566

44,968

32,825

56,835

28,959

71,320

36,074

55,470

53,927

77,673

0,000

26,647

28,475

24,744

6,186

Peso
1,85
1,77
1,51
1,58
1,27
1,37
1,7
1,2
1,53
1,4
1,23
1,28
1,49
1,06
1,36
1,77
1,6
1,93
1,4
1,15
1,2
1,41
1,35
1,75
1,34
1,1
1,35
1,38
1,27
1,21
1,77
0,93
1,11
1,28
1,26
1,13
1,33
1,04
1,18
1,3
1,06
1,35
1,44
1,27
1,21
1,28
1,05
1,22

DP

0,178

0,158

0,254

0,087

0,221

0,165

0,132

0,216

0,142

0,086

0,442

0,081

r

0,145

0,155

0,119

0,119

Média CV (%)

1,710

1,407

1,477

1,303

1,303

1,767

1,250

1,503

1,263

1,287

1,270

1,223

1,183

1,237

1,307

1,183

10,396

11,248

17,217

6,703

16,920

9,341

10,583

14,349

11,204

6,701

34,824

6,658

12,256

12,536

9,130

10,082



5.2 - TEMPERATURA E UMIDADE LOCAL
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TABELA 1. Desvio-padrdo (DP), média e coeficiente de variacdo (CV) da temperatura e

umidade local, durante os 28 dias de experimento.

Temperatura ( °C)

Umidade (%)

DP

Média
CV (%)

Méaximo

Minimo

2,27
27,82
8,15
32,30
24,10

7,75
20,06
38,64
35,00
10,00

GRAFICO 2. Temperatura local retirada diariamente durante 28 dias de experimento.
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GRAFICO 3. Umidade local retirada diariamente durante 28 dias de experimento.
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5.3 - TEMPERATURA RETAL, LOMBO E DORSO DOS SUINOS
EXPERIMENTAIS
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QUADRO 3. Desvio-padrao (DP), média e coeficiente de variagao (CV) das temperaturas,
retal, regido de dorso e lombo dos suinos experimentais.

DATA

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

D9

D10

D11

D12

D13

D14

D15

TEMPERATURAS - SISTEMICA, DORSO E LOMBO E FERIDA INDIVIDUAL

ID
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3

RETAL DP Média

39
38,6
38,7
38,4
39,1
39,4

38
38,7
38,4
37,2
37,5
38,3
39,4
38,8
39,1
38,9
38,7
38,4
38,3

38
38,4
38,6
38,6
38,4
37,6

38
37,7
38,9
38,7
39,2
39,1
39,5

39

39
38,7
39,1
38,6
39,1

39
39,2
38,3
38,8
39,2
39,1
39,6

4

4

4

4

v

4

v

0,208

0,513

0,351

0,569

0,300

0,252

0,208

0,115

0,208

0,252

0,265

0,208

0,265

0,451

0,265

4

4

4

v

v

v

4

v

v

v

v

v

v

4

38,767

38,967

38,367

37,667

39,100

38,667

38,233

38,533

37,767

38,933

39,200

38,933

38,900

38,767

39,300

CVv LOMBO DP

0,537

1,317

0,915

1,510

0,767

0,651

0,544

0,300

0,551

0,646

0,675

0,535

0,680

1,163

0,673

39,1
38,1
39,5
38,5
38,5
39,3
38,5
38,2
37,8
38,1
38,2
37,4
39,2
39,4
39,4
38,7
38,8
38,7
38,6
38,2
37,9
38,6
38,9
37,3
38,6
38,3
36,5
38,7
38,8
38,4

v

v

v

4

4

39,4

40,4
39,5
38
38
39,3
38,9
39,3
38,1
39,3
39,5
39,6
38,7
38,2
38,1

r

Média

CV DORSO DP Média

0,721 38,900 1,854

0,462

0,351

0,436

0,115

0,058

0,351

0,850

1,136

0,208

0,551

0,751

0,611

0,153

0,321

v

38,767

v

38,167

v

37,900

v

39,333

v

38,733

v

38,233

v

38,267

v

37,800

v

38,633

v

39,767

v

38,433

v

38,767

v

39,467

v

38,333

1,191

0,920

1,150

0,294

0,149

0,919

2,223

3,005

0,539

1,385

1,953

1,576

0,387

0,839

38
38,1
39,1
38,1
38,7
38,2
38,3

38
37,7

38
38,3
37,4
38,8
39,7
38,5
38,5
38,4
38,6
38,6
38,2
37,6
37,8

38
36,8
37,8
38,6
36,9
38,2
38,6
37,7

39
40,8
39,2
38,8
39,1
38,3
38,8
38,8
38,5
39,3
39,1
38,9
38,7
38,3
38,3

v

v

v

4

4

4

r

0,608

0,321

0,300

0,458

0,624

0,100

0,503

0,643

0,850

0,451

0,987

0,404

0,173

0,200

0,231

v

v

v

v

v

v

v

v

38,400

38,333

38,000

37,900

39,000

38,500

38,133

37,533

37,767

38,167

39,667

38,733

38,700

39,100

38,433

cv

1,584

0,839

0,789

1,209

1,601

0,260

1,320

1,713

2,252

1,181

2,487

1,043

0,448

0,512

0,601



D16

D17

D18

D19

D20

D21

D22

D23

D24

D25

D26

D27

D28

P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3
P1
P2
P3

39,1
39,1
39,5
38,5
38,6
39
38,2
37,9
38,1
38,9
39
39,4
37,8
39,2
39
38,5
38,6
39,6
38,9
38,7
38,4
39,1
39
38,8
39,4
39,8
40,4
39,4
39,2
38,7
38,8
38,4
39,4
38,7
38,7
39,2
39
38,7
39,1

v

v

4

0,231

0,265

0,153

0,265

0,757

0,608

0,252

0,153

0,503

0,361

0,503

0,289

0,208

39,233

38,700

38,067

39,100

38,667

38,900

38,667

38,967

39,867

39,100

38,867

38,867

38,933

0,589

0,684

0,401

0,677

1,958

1,564

0,651

0,392

1,263

0,922

1,295

0,743

0,535

38,6
39,5
40,2
37,4
38,3
37,5
37,9
38,2
38,8
39
38,6
38,6
38,1
39,6
38,9
38,6
39,1
39,1
38,7
38,8
38,7
39,6
38,7
38,6
39,2
39
39,6
37,6
38,6
37,9
39,2
38,4
39,4
38,3
38,5
37,6
38,3
39,3
38,8

4

4

r

4

0,802

0,493

0,458

0,231

0,751

0,289

0,058

0,551

0,306

0,513

0,529

0,473

0,500

39,433

37,733

38,300

38,733

38,867

38,933

38,733

38,967

39,267

38,033

39,000

38,133

38,800

2,034

1,307

1,196

0,596

1,931

0,741

0,149

1,413

0,778

1,349

1,357

1,239

1,289

39,1
39,7
39,9
38,1
38,6
37,9
37,6
38,7
38,2
38,9
38,7
38,8
38,8
39,3
39,3
38,3
38,4
38,7
38,5
38,4
38,6
39,8
38,9
38,1
38,6
38,7
39,5
37,5
38,1
37,8
39,1
39,4
39,4
38,4
38,4
38
38,7
39,3
38,9

0,416

0,361

0,551

0,100

0,289

0,208

0,100

0,850

0,493

0,300

0,173

0,231

0,306

39,567

38,200

38,167

38,800

39,133

38,467

38,500

38,933

38,933

37,800

39,300

38,267

38,967

72

1,052

0,944

1,443

0,258

0,738

0,541

0,260

2,184

1,267

0,794

0,441

0,604

0,784
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5.4- PESAGEM SEMANAL DOS SUINOS EXPERIMENTAIS
QUADRO 4. Peso semanal dos suinos experimentais.

PESO DOS ANIMAIS

IDENTIFICACAO P1 P2 P3
DO 34.3kg 32.0kg 34.0kg
D7 38.0kg 35.3kg 37.8kg
D14 42.2kg 38.6kg 41.8kg
D21 46.5kg 43.0kg 455kg

5.5- ANALISES CLINICAS

QUADRO 5. Resultados de hematologia e bioquimica sérica dos animais de experimento.

RESULTADOS DE HEMATOLOGIA E BIOQUIMICA SERICA DE TRES SUINOS EXPERIMETAIS

IDENTIFICACAO e DATA VG (%) Leucdcitos (x 103 /ul) PPT (g/dl) Uréia (mg/dl) Creatinina (mg/dl) AST (UI/L) GGT (UI/L) Proteina total (g/dl) Albumina (g/dl)

P1-DO 37 29,02 6,4 25 1,4 32 40 6,5 3,1
P2-DO 30 31,7 6 20 1 38 45 6,3 3,2
P3-DO 35 26,49 6,4 18 1,2 37 32 6,6 2,9
P1-D7 32 20,15 6 22 1,4 34 36 5,2 3,5
P2-D7 31 26,27 6 33 1,3 46 48 6 4,5
P3-D7 35 22 6,8 19 1,5 44 39 6,4 34
P1-D14 32 24,15 6 29 1,6 36 38 5,2 1,6
P2-D14 35 219 6,4 24 19 89 68 5,7 2,51
P3-D14 35 19,35 6,6 25 2 83 45 5,8 2
P1-D21 33 27,55 6,2 49 1,8 20 38 5,2 1,92
P2-D21 33 24,9 6 29 1,8 31 45 5,6 2,35
P3-D21 33 19,3 6,2 29 2,1 36 30 6,1 2,08

REFERENCIAS 32-50 11,0-22,0 6,0-8,0 21,4-64,2 1,0-2,7 32-84 10-60. 7,90 - 8,90 1,80-3,30

5.6- ANALISE VISUAL

Para interpretacéo de andlises visuais, foram utilizados parametros de forma
padrao para todas as feridas, como hemorragia, eritrema, secre¢éo, granulacao,
crosta e edema. Vinte e quatro horas apos a cirurgia de retirada dos discos
excisionais cutaneos e hemostasia, todas as feridas se encontravam limpas, sem
sinais de hemorragia, infec¢des, edema ou eritema (Fig. 14 a 21). Com 7 dias pos
cirdrgicos, todas as feridas apresentaram no seu leito, secrecao e crostas, sendo
exibida pelas feridas do controle positivo, uma intensidade maior de crostas
impregnadas além da presenca de tecido desvitalizado (Fig. 20). Com 14 dias as
feridas dos tratamentos T1 a T6 apresentaram boa retracdo de ferida, com

presenca de tecido de epitelizacdo nas bordas da lesdo, uma ferida de controle
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negativo SAL apresentou uma crosta enegrecida de dificil remocdo e todas as
feridas de PC apresentaram do D7 até o D14 crostas enegrecidas de dificil remocao
(Fig. 20 e 21). Com 21 dias de curativo algumas feridas ja estavam quase
totalmente cicatrizadas, de todos os tratamentos, porém observamos feridas,
também em todos os tratamentos ainda com tecido de granulacdo e bordas de
epitelizacé@o presentes (Fig. 14 a 21). No ultimo dia do experimento, totalizando 28
dias pOs-operatorios, obtivemos feridas que estavam totalmente fechadas e feridas
que ndo tinham completado ainda o total fechamento, isso em todos os

tratamentos. Sendo o fechamento total de todas as feridas com 33 dias.

5.7- AREA DA FERIDA

Os dados expostos no trabalho mostraram que ndo houve diferenca
significativa (ANOVA One Way, P>0,05) entre as areas basais das les6es. Sendo
expressado durante todo o tratamento, nos dias de registros fotograficos com o
auxilio do gabarito, que ndo houve diferenca significativa da area da lesdo em
qualquer um dos tratamentos em comparagcdo com o SAL, como demonstra no
(Quadro 6).

E observado no gréfico exposto, as médias da retracdo de todas as feridas
durante os 28 dias de tratamento (Gréfico 4), sendo comparados com o controle
positivo, representados pelas linhas tracejadas em vermelho, exibindo uma
diferenca significativa com uma média maior no controle positivo, no D14 em
relacéo o SAL.

Também é evidenciado no grafico o percentual (%) de cicatrizacdo da area
das feridas dos diferentes tratamentos e controle negativo ao longo do periodo dos
28 dias (Grafico 5). Exibindo uma uniformidade na reducgéo de &rea de ferida de
todos os tratamentos e do controle negativo.

Junto com a imagem de cada ferida, expde-se uma tabela apresentando a
média, desvio padrdo e porcentagem de reducdo, em relacdo a meédia, da

contracdo das feridas de todos os tratamentos individualmente (Tabela 2 a 9).
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QUADRO 6. Teste de Bonfferoni's comparando o controle negativo com todos os outros

tratamentos.
DO
POST-HOC Bonfferoni's Test Alpha
Groups P-value (T-Test) Significant? Test Alpha
Salv Tl 0,137738858 NO ANOVA 0,05
SalvT2 0,637250948 NO Post-Hoc Test Bonferroni Correction 0,008333333
SalvT3 0,720356097 NO
Salv T4 0,515197134 NO
Sal v T5 0,659630702 NO
SalvT6 0,131821096 NO
Sal V PC 0,817494961 NO
D7
POST-HOC Bonfferoni's Test Alpha
Groups P-value (T-Test) Significant? Test Alpha
SalvTl 0,919930731 NO ANOVA 0,05
SalvT2 0,754356347 NO Post-Hoc Test Bonferroni Correction 0,008333333
SalvT3 0,56004259 NO
SalvT4 0,986425442 NO
SalvT5 0,848325165 NO
SalvT6 0,932601591 NO
Sal V PC 0,034072586 NO
D14
POST-HOC  Bonfferoni's Test Alpha
Groups P-value (T-Test) Significant? Test Alpha
SalvTl 0,746828829 NO ANOVA 0,05
SalvT2 0,563942964 NO Post-Hoc Test Bonferroni Correction 0,008333333
SalvT3 0,841045555 NO
SalvT4 0,905540082 NO
SalvT5 0,49722277 NO
SalvTé6 0,228307658 NO
Sal V PC 0,279567922 NO
D21
POST-HOC Bonfferoni's Test Alpha
Groups P-value (T-Test) Significant? Test Alpha
SalvTl 0,774537658 NO ANOVA 0,05
SalvT2 0,748323137 NO Post-Hoc Test Bonferroni Correction 0,008333333
Salv T3 0,771465151 NO
SalvT4 0,323157452 NO
Sal v TS5 0,336923449 NO
SalvTe 0,625252064 NO
Sal V PC 0,104269963 NO
D28
POST-HOC Bonfferoni's Test Alpha
Groups P-value (T-Test) Significant? Test Alpha
SalvTl 0,268662235 NO ANOVA 0,05
SalvT2 0,40455371 NO Post-Hoc Test Bonferroni Correction 0,008333333
SalvT3 0,386324343 NO
SalvT4 0,778037345 NO
Sal v T5 0,159990652 NO
SalvTe 0,911688957 NO
Sal V PC 0,492333998 NO
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GRAFICO 4. Média das retracbes de feridas excisionais em dorso de suinos em todos os

tratamentos.
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GRAFICO 5. Porcentagem das retracdes de feridas de todos os tratamentos de feridas

excicionais em dorso de suino higido.
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FIGURA 14. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T1. Avaliacdo macroscépica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAMENTO 1

FONTE: O autor

TABELA 2. Média, desvio padréo e porcentagem de reducéo, em relagcdo a média, das feridas

do T1.
T1 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 405,30 247,20 54,98 20,39 18,66
DESVIO PADRAO 64,57 34,78 36,01 14,54 27,86
% REDU(;AO 0% 39,0 86,4 95,0 95,4
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FIGURA 15. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T2. Avaliagdo macroscoOpica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAMENTO 2

FONTE: O autor

TABELA 3. Média, desvio padrao e porcentagem de reducdo, em relacdo a média, das feridas
do T2.

T2 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 353,36 252,89 49,64 16,83 10,16
DEVIO PADRAO 29,06 43,07 38,42 11,28 12,93

% REDUCAO 0% 28,4 86,0 95,2 97,1
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FIGURA 16. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T3. Avaliacdo macroscépica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAMENTO 3

FONTE: O autor

TABELA 4. Média, desvio padrao e porcentagem de reducédo, em relacdo a média, das feridas

do T3.
T3 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 365,8 229,9 56,2 17,0 10,4
DESVIO PADRAO 27,78 42,41 51,25 11,07 12,84
% REDUCAO 0% 37,1 84,6 95,3 97,2
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FIGURA 17. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T4. Avaliacdo macroscépica da

evolucédo da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéao.

TRATAMENTO 4

FONTE: O autor

TABELA 5. Média, desvio padrao e porcentagem de reducédo, em relagdo a média, das feridas

do T4.
T4 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 374,1 245,2 58,6 25,2 6,4
DESVIO PADRAO 44,55 21,31 42,68 14,71 10,39
% REDUCAO 0% 34,5 84,3 93,3 98,3
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FIGURA 18. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T5. Avaliagdo macroscépica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAMENTO 5

FONTE: O autor

TABELA 6. Média, desvio padrao e porcentagem de reducédo, em relacdo a média, das feridas

do T5.
T5 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 365,8 240,6 92,0 50,6 34,4
DESVIO PADRAO 19,08 30,56 104,19 77,70 47,04
% REDUCAO 0% 34,2 74,8 86,2 90,6
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FIGURA 19. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T6. Avaliagdo macroscoépica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAMENTO 6

FONTE: O autor

TABELA 7. Média, desvio padrao e porcentagem de reducédo, em relacdo a média, das feridas

do T6.
T6 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 383,2 247,0 42,3 16,2 5,4
DESVIO PADRAO 26,27 42,67 23,49 9,81 7,24
% REDUCAO 0% 35,5 88,9 95,8 98,6
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FIGURA 20. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T7. Avaliacdo macroscépica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAMENTO 7

FONTE: O autor

TABELA 8. Média, desvio padrao e porcentagem de reducédo, em relacdo a média, das feridas

do T7.
T7 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 363,7 297,2 80,2 29,9 8,9
DESVIO PADRAO 25,24 29,24 30,79 14,59 11,60
% REDUCAO 0% 18,3 78,0 91,8 97,6
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FIGURA 21. Feridas excicionais em pele suina tratadas com T8. Avaliagdo macroscépica da

evolucao da ferida, mensurando tamanho de area e porcentagem de reducéo.

TRATAM ENTO 8

FONTE: O autor

TABELA 9. Média, desvio padrao e porcentagem de reducédo, em relacdo a média, das feridas
do T8.

T8 DO D7 D14 D21 D28
MEDIA 360,5 2449 61,1 18,5 4,9
DESVIO PADRAO 21,31 43,33 26,93 5,51 7,23

% REDUCAO 0% 32,1 83,1 94,9 98,6
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5.8 - ANALISE HISTOLOGICA

A histologia foi realizada nos dias DO (primeira histologia) da pele integra
(Fig. 22), D14 (segunda histologia) (Fig. 23 a 25) e D21 (terceira histologia) (Fig. 26
a 29), onde foi observado na primeira leitura, caracteristicas histolégicas da pele
suina intacta, mostrando derme com tecido conjuntivo denso ndo modificado com
feixes de fibras colagenas, auséncia de infiltrado celular atipico e/ou inflamatorio.
Ja na segunda leitura das laminas, foi visto um padrao linear quanto ao processo
de reparacao da ferida entre os grupos, onde foram observados epiderme com
acantose de discreta a moderada, Ulcera focalmente extensa com infiltrado
acentuado de neutrofilos, linfécitos e necrose. Derme com tecido de granulacdo
composto por poucos capilares neoformados, discreta inflacdo, proliferacdo de
tecido conjuntivo fibroso e infiltrado multifocal discreto de linfocitos, plasmécitos,
macrofagos. Foi evidenciado crosta serocelular em uma das laminas do tratamento
de controle positivo, o que condiz com as observacfes macroscopicas vistas nas
feridas desse tratamento.

A terceira andlise histolégica, também ocorreu uma padronizacdo nos
achados esperados de uma ferida em processo de cicatrizagcdo com 21 dias,
apresentando epiderme com acantose de discreta a moderada, auséncia de Ulcera
sendo substituida por um tecido de reepitelizacdo (camada de hiperqueratose) e
espessura ja se assemelhando ao tecido normal, antes de ser lesionado. Derme
com tecido de granulacdo composto por capilares que se alternaram de menos
alongados a mais alongados e inflamacé&o discreta.

Na replicadas do T5, do P2 onde ocorreu um processo inflamatorio intenso
e distinto das demais feridas de todos os porcos, tendo essa replicata apresentado
deposicdo de colageno de forma acentuada unicamente na lamina desse
tratamento no P2 (fig. 30 e 31).
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FIGURA 22. Pele hirsuta sem altera¢fes histoldégicas, com epiderme normal e derme com
tecido conjuntivo denso ndo modificado com feixes de fibras de coldgeno maduro, auséncia

de infiltrado celular atipico e/ou inflamatério. HE, 4x.

=
| OBJETIVA 4x

FONTE: O autor

FIGURA 23. Espessamento moderado da camada espinhosa da epiderme (acantose) e
derme com infiltrado multifocal moderado de linfécitos, plasmécitos, neutréfilos e

macrofagos. HE, 20x.

OBJETIVA 20x

FONTE: O autor
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FIGURA 24. Perda da epiderme (Ulcera) com derme apresentando necrose e infiltrado

multifocal acentuado de linfécitos, plasmaocitos, neutréfilos e macréfagos. HE, 20x.

FONTE: O autor

FIGURA 25. Perda da epiderme (Ulcera) com derme apresentando necrose e infiltrado

multifocal acentuado de linfécitos, plasmécitos, neutréfilos e macréfagos. HE, 20x.

OBJETIVA 20x

FONTE: O autor
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FIGURA 26. Espessamento moderado da camada espinhosa (acantose) e coérnea
(hiperqueratose) da epiderme e derme com infiltrado multifocal discreto de linfocitos,

plasmadcitos, neutréfilos e macréfagos. HE, 20x.

FONTE: O autor

FIGURA 27. Epiderme com presenca de acantose, hiperqueratose e derme com tecido de

granulacéo e células inflamatérias. HE, 20x.

FONTE: O autor
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FIGURA 28. Derme com tecido de granulagdo, caracterizado por proliferacdo de vasos
sanguineos, fibroblastos dispostos de forma perpendicular aos vasos, tecido conjuntivo

fibroso e células inflamatoérias. HE, 20x.

i OBJETIVA 20x

FIGURA 29. Espessamento moderado da camada espinhosa (acantose) e coérnea
(hiperqueratose) da epiderme e derme com infiltrado multifocal moderado de linfécitos,

plasmocitos, macréfagos e formacdo de novos vasos (angiogénese). HE, 10x.

OBJETIVA 10x

FONTE: O autor



FIGURA 30. Derme com presenca de colageno maduro. HE, 20x.

FONTE: O autor

FIGURA 31. Derme com presenca de colageno maduro. HE, 40x.

FONTE: O autor

OBJETIVA 20x

OBJETIVA 40x

90
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6. DISCUSSAO

Até o nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que utiliza, de forma
topica, vesiculas extracelulares, base cicatrizante e meio condicionado
provenientes de CTMs de tecido adiposo de suino, com o objetivo de auxiliar a
resposta cicatricial de lesdes cutaneas. MUSIAL-WYSOCKA et al. (2019) e VOGA
et al. (2020) descrevem sobre a capacidade das CT de se proliferar, produzir
células funcionais diferenciadas e se regenerar apés uma lesdo. Sendo as terapias
com CT utilizadas para superar a incapacidade do corpo de regenerar tecidos
danificados e processos metabdlicos ap0s injuria tecidual. Entre os diferentes tipos
de CT, as CTMs representam atualmente as mais adequadas para fins
terapéuticos, pelo fato de poderem ser isoladas de varias fontes, sua relativa
facilidade de cultura in vitro, sua capacidade de se diferenciar em varios tipos de
células diferentes e suas propriedades imunologicas especiais, tornando-as
ferramenta promissora para terapia celular e regeneracgao tecidual.

Artigos como o de VOGA et al. (2020) discorre sobre a utilizacdo de CT em
medicina veterinaria, representando uma possivel opcao terapéutica para muitas
doencas animais, como doencas ortopédicas, orodentais e do trato digestivo,
doencas hepaticas, renais, cardiacas, respiratorias, neuromusculares, dérmicas,
olfativas e do sistema reprodutor. ALVES et al., (2019) observa através das
pesquisas, a eficacia no tratamento de varias doencas utilizando CT, como infarto
agudo do miocardio, diabetes melittus, cirrose hepatica, ataxia cerebelar e mal de
Parkinson.

A utilizacdo de VEs demonstrou ser uma ferramenta promissora para a
cicatrizacdo de feridas e que os dias de analises histolégicas foram importantes
para avaliacdo de células inflamatérias, queratindcitos e fibroblastos. Feridas
excisionais de espessura total e modelos de cicatrizacdo de feridas com
imobilizacdo excisional sdo frequentemente usados para a verificagdo do
fechamento da area da ferida cutanea apos a administracdo de VEs de CT
(FERREIRA & GOMES, 2018). FERREIRA et al., (2017) realizaram avaliacdo
histolégica nos dias 7, 14 e 21, revelando que a administracdo topica de VEs
acelerou o fechamento da ferida cutanea e que queratinécitos e fibroblastos

expostos a VEs exibiram niveis mais elevados de proliferacdo e migracao.
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A utilizacdo do suino como modelo experimental fez com que fosse
validadado o uso seguro das vesiculas extracelulares de CT processadas de tecido
adiposo proveniente de suino, para a cicatrizacao de feridas excisionais cutaneas
utilizadas no nosso experimento. EIRIN et al., (2014) procuraram identificar os
fatores que contribuisse para os efeitos terapéuticos das VEs derivadas de CTMs
suinas, caracterizando sua carga proteica usando proteémica. As CTMs suinas
foram cultivadas a partir de gordura abdominal e as VEs caracterizadas quanto a
expressdo de marcadores tipicos de CTMs e VEs. Concluindo entdo que as VEs
derivadas de CT de tecido adiposo suino, tém uma carga proteica seletivamente
enriqguecida com uma assinatura biolégica especifica que as CTMs podem
empregar para comunicacao intercelular para facilitar o reparo tecidual.

Roedores e logomorfos, foram utilizados em varios estudos, como modelo
de cicatrizacao, porém a cicatriza¢do desses animais ocorre de forma diferenciada.
A anatomia, fisiologia e histologia sé&o diferentes, sendo que a retragéo da ferida se
da pela retracdo do paniculo carnosus (ZUO et al., 2016). Por isso, no trabalho
exposto, 0 modelo experimental utilizado foram os suinos, pelo fato de serem
modelos de doencas muito eficientes na pesquisa biomédica, particularmente para
interpretar as descobertas que posteriormente serdo utilizadas para os seres
humanos. O modelo suino se assemelha em varias caracteristicas da fisiologia
humana, permitindo uma visdo mais profunda dos mecanismos patogénicos
clinicamente relevantes e obtendo avanco nas estratégias regenerativas para
melhorar a progresséo da doenca (EIRIN et al., 2014). A utilizagéo de animais com
a mesma idade, sendo adquiridos de um mesmo lugar, teve como objetivo
minimizar a variabilidade genética individual entre os animais reduzindo assim o
efeito da genética na resposta individual. Além disso, pode se eliminar possiveis
variacdes, pelo fato de que comparacdes de varios tratamentos possam ser
realizadas no mesmo individuo utilizando o modelo suino (THEUNISSEN et al.,
2016).

A primeira histologia realizada no experimento (D14), relevou uma padrao
linear quanto ao processo de reparacdo da ferida entre os grupos, onde foram
observados inflamacdo acentuada na epiderme com a presenca de neutroéfilos e
linfécitos, seguindo assim, um padrdo de cicatrizacdo normal de feridas com a

ativacdo da cascata de coagulagéo e as vias inflamatérias, além de varias células
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imunes como fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, neutrdfilos,
mondcitos, macrofagos e linfécitos (SHEDOEVA et al., 2019; RAZIYEVA et al.,
2021). Sendo também observado na segunda andlise histologica, uma
padronizacdo nos achados esperados de uma ferida cicatrizada com 21 dias, com
tecido de granulacdo composto por capilares menos alongados e inflamacao bem
discreta. Nessa fase de maturacéo ou remodelamento ocorre a regressdo de muitos
dos capilares recém-formados, a estrutura tecidual tende ao normal, além de ser
observado todos os processos ativados nas fases anteriores diminuirem, como a
presenca de células inflamatoérias (LEAL & CARVALHO, 2014; TOTTOLI et al.,
2020).

Na terceira analise histologica (D21), foi contatado na leitura da lamina do
T5, animal P2, um depédsito acentuado de colageno, observado apenas no T5 e
somente em uma Unica lamina. Durante os 28 dias de curativo das feridas
cirargicas, um dos T5 do animal P2 obteve um processo inflamatorio acentuado, se
diferenciando das demais feridas no dorso do animal, essa ferida especifica
apresentou todas as fases de um processo inflamatério de uma forma acentuada,
0 que pode ter levado a presenca de coldgeno unicamente na lamina histolégica
dessa ferida especifica (Fig. 30 e 31), Tendo em vista que durante a reparacao do
tecido conjuntivo ocorre a formacdo do tecido de granulagdo, com proliferacao
endotelial e de fibroblastos. Os fibroblastos iniciam a sintese e secre¢do de
componentes da matriz extracelular, como glicosaminoglicanos e fibras colagenas
tipo | e lll, associadas a proliferacdo e ao crescimento interno dos capilares
(OLIVEIRA & DIAS, 2012).

O peso semanal dos animais, tendo sido observado aumento gradativo em
todos os suinos, foi um dado relevante durante os 28 dias de cicatrizacdo das
feridas, considerando que muitas falhas nas tentativas em adaptar-se ao ambiente
de restricdo de espaco implicam em reducédo do ganho de peso vivo, da taxa de
ingestdo e da eficiéncia alimentar, uma vez que ocorre a persisténcia dessa
situacdo, afeta o grau de bem-estar animal (SILVA et al., 2018). Além de que a
nutricdo tem sido reconhecida como fator muito importante que também afeta a
cicatrizacdo de feridas, como por exemplo, caréncias de vitamina C resultam na

cicatrizacdo deficiente de feridas, tendo sido associada a uma diminuicdo da
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sintese de colageno e a proliferacao de fibroblastos, além de diminuir a anfigénese
e aumentar a fragilidade capilar (LEAL & CARVALHO, 2014).

A coleta de temperaturas, tanto do ambiente, quanto de forma sistémica e
individual das feridas foram dados importantes para a observacdo de um padréo de
resultados entre os animais e entre as feridas excisionais, tendo em vista que
feridas mais contaminadas sdo encontradas em situacdo de ambientes com
temperatura e umidade alta (OLIVEIRA et al., 2012). Consequentemente, sendo 0s
dados importantes para este estudo, uma vez que a inflamacdo é um dado

significativo nesse processo de cicatrizagéo.
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7. CONCLUSOES

Apesar do estudo nédo ter demonstrado diferencga significativa no reparo tecidual,
com as andlises e resultados expostos, conclui-se que as vesiculas extracelulares
possuem efeito terapéutico na cicatrizacdo de feridas excisionais cutaneas,
apresentando intensa neovascularizagdo e uma boa retracdo de ferida, sem causa
retardo ou complicagdes na cicatrizagéo das feridas. Sendo também observado na
analise histolégica, que todos os tratamentos mantiveram um processo de
cicatrizacdo esperado de uma ferida em processo de cicatrizacdo aguda.

Conclui-se também a importancia da utilizagdo de suinos como modelo
experimental na cicatrizacdo de feridas cutaneas, além de uma padronizacéo de
espessura e diametro das feridas excecionadas. Sendo também demonstrado no
estudo que animais sedados diariamente por 28 dias, ndo obtiveram alteracfes

significativas em andlises hematoldgicas e em bioquimica sérica.

8. PESPECTIVAS FUTURAS

Novos estudos devem ser realizados para identificar concentracbes
diferentes de VE, tendo em vista que o estudo ndo observou diferencas
significativas na cicatrizacdo das feridas excisionais cutaneas, com o uso de duas
concentragbes diferentes de VE. Até mesmo a utilizagdo subdermica dessas
vesiculas, se tornam importante para novos estudos, tendo em vista a influéncia do
processo inflamatorio local das feridas, como a atividades proteoliticas, possam ter
interferido nas funcdes das VE. Sendo o tamanho dessas vesiculas também fatores

gue podem influenciar na sua migracéo durante o processo de cicatrizagcao.
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