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CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E ELETROACUPUNTURA NA
CICATRIZACAO DE LESOES CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS

Autor: Wanessa Kriiger Beheregaray Gianotti
Orientador: Emerson Antonio Contesini
RESUMO

Durante as duas Ultimas décadas, tém ocorrido progressos substanciais a respeito do
entendimento da fisiopatologia da cicatrizagdo de feridas, e novas terapias tem sido
desenvolvidas. Contudo, acelerar o processo de reparo continua sendo um desafio no
campo da cirurgia plastica reconstrutiva. Tratamentos inovadores para melhorar a
cicatrizacao e a regeneracdo cutanea sdo necessarios e é nesse ambito que as pesquisas
com as células-troncos mesenquimais (MSCs) vém ganhando espaco na ultima década.
As MSCs foram estudadas em diversas areas no que diz respeito ao seu efeito sobre a
cicatrizacdo de lesdes e suas aplicacOes clinicas. Relatos apontam que tanto as MSCs
originarias da medula dssea influenciam beneficamente a cicatrizacdo de feridas, quanto
originarias do tecido adiposo (ADSCs). A vantagem das ADSCs esta na facilidade de
serem coletadas, baixas taxas de morbidade e pelo alto rendimento de MSCs por coleta.
Estudos demonstram que a eletroacupuntura (passagem de eletricidade através de
agulhas de acupuntura inseridas na pele) pode exercer efeito cicatrizante em feridas
cutneas experimentalmente induzidas por meio do aumento da proliferacdo e da
migracdo de células epiteliais e do tecido conjuntivo envolvidos no reparo de feridas.
Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da terapia com ADSCs no
processo da cicatrizacdo de feridas cutaneas em coelhos induzidas experimentalmente.
Além disso, avaliar se a eletroacupuntura (EA) é capaz de causar efeito sobre a terapia
com ADSCs no reparo de lesbes cutaneas experimentais. Para tanto, foram utilizados 32
coelhos divididos em quatro grupos: GCTAD (ADSCs), GCTADE (ADSCs associado a
EA), GE (EA) e GC (controle) o periodo de avaliacdo das lesdes foi de 15 dias. As
feridas induzidas cirurgicamente foram avaliadas por observagdes clinicas e analises
histoldgicas. Os animais do GCTAD apresentaram uma velocidade cicatricial superior
aos demais grupos até a quinta avaliacdo. Ja na sétima avaliacdo o GE passa a ter a
melhor taxa de contracéo cicatricial superando o GCTAD (p=0,039) e o GC (p=0,05). O
GCTAD apresentou as maiores médias nas variaveis histologicas: proliferacdo vascular
(p=0,059), proliferacdo fibroblastica (p=0,05) e Ki67. Nas variaveis reepitelizacdo e
colagenizacdo as méedias foram maiores que a dos outros grupos, mas semelhantes ao
GE e a presenca de queratina, da mesma forma, semelhante ao GCTADE. O GCTADE
se destaca pela presenca de foliculos pilosos (p=0,026) e pelas maiores médias
encontradas para as células mononucleares e polimorfonucleares, mas esses valores ndo
configuram diferenca estatistica significativa. Por meio desse experimento, demostrou-
se que o GCTAD melhora a cicatrizagdo de feridas, acelerando a fase proliferativa do
processo cicatricial. A associacdo dos tratamentos EA e ADSCs so foi considerada
superior aos outros tratamentos na avaliagdo da presenca de foliculos pilosos. Talvez, o
beneficio dessa associacdo seja mais evidente se o estudo for feito por um periodo
superior aos 15 dias, ou seja, durante a fase de remodelamento da cicatrizagdo, onde
pode ser que se verifique um aspecto cosmético mais favoravel da cicatriz.

Palavras-chaves: célula-tronco mesenquimal, eletroacupuntura, cicatrizacdo de feridas
cuténeas, coelhos.



MESENCHYMAL STEM CELLS AND ELECTROACUPUNCTURE AT
EXPERIMENTAL WOUND HEALING IN RABBITS

Author: Wanessa Kriiger Beheregaray Gianotti
Adviser: Emerson Antonio Contesini
ABSTRACT

The pathophysiology understanding of wound healing has been substantial progress
during the last two decades, and new therapies have been developed. However, to
accelerate the repair process remains a challenge in the field of reconstructive plastic
surgery. Innovative treatments to enhance wound healing and cutaneous regeneration
are necessary and in this context the research with mesenchymal stem cells (MSCs) are
getting space in the last decade. MSCs have been studied in several areas with regard
to its effect on the healing of lesions and their clinical applications. Reports indicate
that both MSCs from bone marrow beneficially influence wound healing, as originating
from adipose tissue (ADSCs). The advantage of ADSCs is because they can be easily
collected, with low rates of morbidity and the high yield of MSCs per collection. Studies
show that electro acupuncture (passing electricity through the acupuncture needles
inserted into the skin) can have a healing effect on experimentally induced skin wounds
by increasing the proliferation and migration of epithelial cells and connective tissue
involved in wound repair. Thus, this study aims to evaluate the effect of therapy with
ADSCs in the process of skin wound healing in rabbits that were experimentally
induced. Moreover, to evaluate whether electro acupuncture (EA) is capable to causing
effect on ADSCs therapy in the repair of experimental skin lesions. Therefore, it was
used 32 rabbits divided into four groups: GCTAD (ADSCs), GCTADE (ADSCs
associated with EA), GE (EA) and CG (control) the evaluation period of the lesions was
15 days. The surgically induced wounds were evaluated by clinical observations and
histological analysis. The GCTAD animals showed an accelerated wound healing than
the other groups until the fifth assessment. In the seventh evaluation GE replaced by the
best healing rate than GCTAD (p = 0.039) and CG (p = 0.05). The GCTAD had the
highest averages in the histological variables: vascular proliferation (p = 0.059),
fibroblast proliferation (p = 0.05) and Ki67. Reepithelialization and collagen variables
the averages were higher than other groups, but similar to GE and the presence of
keratin, the same way, similar to GCTADE. The GCTADE stands by the presence of
hair follicles (p = 0.026) and by the major averages found for the mononuclear and
polymorph nuclear cells, but these values are not statistically significant. Through this
experiment, we show that the GCTAD improves wound healing by accelerating the
proliferation phase of healing. The combination of EA and ADSCs treatments were not
considered superior to other treatments in assessing the presence of hair follicles.
Perhaps the benefit of this association is more evident if the study is done for a period
exceeding 15 days, during the remodeling phase of healing, it could be ascertained a
more favorable cosmetic appearance of the scar.

Key words: mesenchymal stem cells, eletroacupuncture, wound healing, rabbits.
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1 INTRODUCAO

Um ferimento é uma interrupcdo da integridade anatdmica, fisiologica e
funcional dos tecidos do corpo. A perda da integridade da pele pode resultar em um
desequilibrio fisiologico substancial e, finalmente, na incapacidade ou mesmo em morte
(AMALSADVALA & SWAIN, 2006). A cicatrizacdo comeca imediatamente apds uma
lesdo ou incisdo e corresponde a uma combinacdo de eventos fisicos, quimicos e
celulares que restaura um tecido ferido (HEDLUND, 2007). A possibilidade de acelerar
a cicatrizacdo e o fechamento de lesdGes cutdneas com recursos quimico-
medicamentosos ou fisicos, tem sido objeto de investigacdo de muitos pesquisadores
(BEHEREGARAY et al., 2009)

As células-tronco sdo células indiferenciadas e tém capacidade de
autorrenovacdo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar, mantendo seu estado
indiferenciado, proporcionando uma reposicdo ativa de sua populacdo de maneira
constante nos tecidos. Ainda, possuem capacidade de dar origem a diversos tipos de
tecidos especializados. Desta forma, acredita-se que as células-tronco presentes nos
diferentes tecidos tenham papel regenerativo, quando estes sofrem uma lesdo (SOUZA
et al., 2003; OKAMOTO, 2004; CIRNE-LIMA, 2007; BLOW, 2008).

Assim, por meio de varios trabalhos que vem sendo desenvolvidos ligados a area
da medicina regenerativa por intermédio da aplicacdo de terapia celular com células-
tronco mesenquimais (MSCs), pretende-se compreender melhor os mecanismos que
influenciam a regeneracdo tecidual e para que tdo logo se supere esta fase de
experimentacgdo, sejam disponibilizadas estas inovages da medicina em larga escala
nos hospitais (BYDLOWSKI et al., 2009).

Estudos demonstram que a eletroacupuntura (passagem de eletricidade através
de agulhas de acupuntura inseridas na pele) pode exercer efeito cicatrizante em feridas
cutaneas experimentalmente induzidas; € ainda relatado nessas pesquisas que 0s animais
tratados com eletroacupuntura apresentaram cicatrizacdo completa, acelerada, sem
contaminacdo e com tensdo superior aquela dos animais controle (ABOLAFIA et
al.,1985; SUMANO et al.,2001; BEHEREGARAY et al., 2009).

O modo com que a estimulacdo elétrica age para favorecer uma cicatrizacéo

mais rapida ou mais efetiva de feridas superficiais ndo esta claro. Existem, porém,



evidencias de que a proliferacdo e a migracdo de células epiteliais e de tecido conjuntivo
envolvidos no reparo de feridas podem ser aumentadas por um campo elétrico (LOW,
2001; ROBINSON, 2001).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da terapia com células-tronco derivadas do tecido adiposo

(ADSCs) no processo da cicatrizacdo de feridas cutaneas induzidas em coelhos. Além

disso, avaliar a a¢cdo do tratamento com eletroacupuntura (EA) associada a terapia com

ADSCs no reparo de lesBes cutaneas experimentais.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o protocolo de inducdo de lesdes circulares por meio da

utilizacdo de punch.

Avaliar e comparar a evolucdo cicatricial a cada dois dias por um periodo
de 15 dias por meio da taxa de contracdo cicatricial dos grupos tratados
com ADSCs, EA e a associacgao desses dois.

Observar se ha diferenca entre os grupos tratados com auxilio de
avaliacdes clinicas, em que se verifique: presenca de tecido necrotico;
granulacdo; sinais de infeccdo; presenca de exsudato; dor; hiperemia;

hiperpigmentacdo; edema; cianose; e crosta.

Avaliar o efeito dos tratamentos por meio do exame microscopico
realizado a partir da coleta de material para analise histologica do tecido
cicatricial utilizando as coloragdes de Hematoxilina Eosina, Tricrémio de

Massom nos dias 8 e 15.

Avaliar a proliferacdo celular na regido de cicatriz dos diferentes grupos
de tratamento por meio da expressdao do anti-Ki-67 realizado por

imunohistoquimica.

Avaliar a viabilidade de utilizacdo de coelhos como modelo experimental

para a aplicacdo da técnica de EA e a aplicagdo de ADSCs.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cicatrizacdo de ferimentos comeca imediatamente ap6s uma lesao ou incisao e
corresponde a uma combinacédo de eventos fisicos, quimicos e celulares que restaura um
tecido ferido (HEDLUND, 2007). Ela é dinamica (HEDLUND, 2007) e, por isso,
podera ser necessario proceder modificacdes durante as diferentes fases. O
entendimento desse processo € essencial para uma abordagem ponderada ao tratamento
das feridas (LIPTAK, 1997; PAVLETIC, 2010).

3.1 Cicatrizagdo

A cicatrizacdo pode ser dividida em fases baseadas nas caracteristicas
microscopicas apresentadas, sendo estas iniciadas, mediadas e sustentadas por eventos
bioquimicos complexos que tém como mediadores citocinas e fatores de crescimento. O
reconhecimento destas fases, com base nas caracteristicas macroscépicas, permite ao
clinico fazer uma associacdo entre 0s eventos microscopicos e bioguimicos; o
conhecimento desses eventos direciona ao manejo apropriado da ferida (HOSGOOD,
2006).

A cicatrizacdo, para ser melhor compreendida, pode ser dividida em trés fases
que se sobrepdem: inflamatdria; proliferativa (ou fase de reparo); e de maturacdo (ou
fase de remodelamento). A fase inflamatéria € iniciada logo apds a lesdo e as fases
subsequentes sé@o dependentes de cada fase anterior (LIPTAK, 1997; DYSON, 1997;
PAVLETIC, 2010; SCHREM I et al., 2010).

Na fase inflamatoria (de 0 a 3 dias) ocorre a vasoconstricdo reflexa e ocluséo de
pequenos vasos, com acumulo plaquetario e deposicdo de codgulos de fibrina. Essa
vasoconstricao tem duracdo de 5 a 10 minutos e é seguida por uma vasodilatacdo que
permite a passagem de células e fluido através das paredes dos vasos sanguineos para o
espaco extravascular, diluindo substancias toxicas e favorecendo a diapedese
leucocitaria (HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010). A agregacao
plaquetéria e a coagulacdo sanguinea produzem um coagulo que sela os vasos rompidos
e impede o extravasamento sanguineo adicional (DYSON, 1997). O coagulo, formado
por plaquetas, fibrina, eritrocitos e leucdcitos, também € responsavel por estabilizar as

bordas da ferida e fornecer a ela uma resisténcia minima (HOSGOOD, 2006).

Os neutréfilos possuem vida curta, fagocitam microorganismos e apos,

degeneram e morrem. Dessa forma, liberam enzimas que auxiliam mondcitos a retirar
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0s restos necroticos do local. As plaquetas sdo as primeiras células reparadoras a
aparecerem em uma ferida, e elas produzem alguns dos fatores de crescimento que
cumprem um importante papel na fase reparadora da cicatrizagdo “epidermal growth
factor” (EGF), fator plaquetario IV, “insulin-like growth factor-1” (IGF-1),
“transforming growth factor-beta” (TGF-B) (SWAIM, 1997). Os mondcitos sao
essenciais a cicatrizacdo. Privada de outros elementos celulares, a feridas continuam
cicatrizando; contudo, se privar dos mondcitos e suas fungoes, as feridas néo cicatrizam
(SWAIM, 1997; BALBINO et al., 2005). Os mondcitos atraem fibroblastos para a
ferida, estimulando estes para a maturacdo de sintese de coldgeno e tornam-se
macrofagos quando ingressam na ferida, fagocitando tecidos e fragmentos mortos
(RAISER, 1995b; ANDERSON, 1996; PAVLETIC, 2010). Quando se tornam
macrofagos, sintetizam e liberam proteases debridantes que retiram coagulos de fibrina
e colageno, restos e fragmentos de células mortas. Liberam fatores de crescimento de
células endoteliais que atraem mais fibroblastos para a ferida. A chegada dos linfocitos
coincide com a chegada dos macréfagos, e existe uma interacdo entre eles. A duragédo
desta fase depende da quantidade de fragmentos e infecgcdo, sendo entdo importante o
debridamento cirargico, hemostasia e drenagem da lesdo. Quanto mais infectada e mais
restos de tecidos mortos restarem na ferida, mais tempo durardo as fases inflamatéria e
de debridamento, levando a um retardo no processo cicatricial (ANDERSON, 1997;
SWAIM, 1997).

A fase de proliferacdo (ou fibroblastica ou de reparo de 3 a 14 dias) é composta
pelos seguintes processos: proliferacdo fibroblastica, infiltracdo capilar, e proliferacao e
migracao epitelial. Os dois primeiros processos se apresentam na forma de tecido de
granulacdo (SWAIM, 1997; BALBINO et al., 2005). Os fibroblastos migram para
dentro da ferida oriundos de bordas de pele adjacentes (ANDERSON, 1996). Apos a
remocédo de coagulos e tecidos mortos, por volta do terceiro ou quinto dia comecam a
proliferar os fibroblastos e angioblastos, migrando por meio de filamentos de fibrina
(RAISER, 1995a). Logo apos, os fibroblastos iniciam a deposicdo de fibrilas de
colageno (quatro a cinco dias pos-leséo), em associagdo com aumento na resisténcia
elastica da ferida (RAISER, 1995a; ANDERSON, 1996; PAVLETIC, 2010). Esta
deposicao é dependente de uma boa oxigenacdo do local e boa nutricio (ANDERSON,
1996).
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Em feridas suturadas, células epiteliais podem cobrir a ferida em 12 a 24 horas.
Ja em feridas abertas com espessura total, um leito de granulacdo deve formar-se antes
da epitelizacdo; sendo assim, ocorre um intervalo de quatro a cinco dias (PAVLETIC,
2010).

Os fatores mais importantes que influenciam a epitelizacdo sdo os fatores de
crescimento de macrofagos e plaquetas. Fatores de crescimento epidermal também séo
importantes para proliferacdo fibroblastica e de tecido de granulagdo. O excesso de
lactato, sintetizado por macrofagos, também estimula a deposicéo de coladgeno. Células
endoteliais seguem os fibroblastos migrando para dentro da ferida. Estes “botdes”
capilares sdo responsaveis pelo brilho vermelho no tecido de granulacdo saudavel
(SWAIN, 1997; PAVLETIC, 2010).

A migracdo epitelial € guiada pelas fibras de colageno (HEDLUND, 2007;
PAVLETIC, 2010). O teor de agua no leito da ferida aparentemente facilita a migracao
epitelial, pois feridas com tecidos adequadamente Umidos curam mais rapidamente do
que feridas ressecadas (HANKS & SPODNICK, 2005). As glicoproteinas
hidrossoluveis (caldonio) encontradas na epiderme, que normalmente atua na inibicdo da
mitose epitelial nos tecidos normais, se encontram diminuidas em ferimentos,
permitindo a multiplicacdo das células epiteliais presentes ao redor da ferida e sua
migracdo para o tecido de granulacdo adjacente. Enquanto as células epiteliais se
deslocam, ha a liberacdo de colagenase para facilitar sua migracdo abaixo da crosta, que
sera posteriormente separada da superficie da ferida devido a acdo desta enzima. O
contato entre as células epiteliais em todos os lados resulta na inibicdo de uma migragéo
celular adicional (inibicdo por contato) (HOSGOOD, 2006; HEDLUND, 2007;
PAVLETIC, 2010).

A fase de maturacdo ou remodelacdo (14 dias a um ano) é a fase final da
cicatrizacdo para uma ferida e corresponde a remodelacdo e restauracdo da estrutura
normal de tecidos (ANDERSON, 1996). A transi¢do da matriz extracelular em cicatriz
requer o remodelamento do tecido conjuntivo presente na leséo (HOSGOOD, 2006).
Ocorre entdo o remodelamento do colageno, com um equilibrio entre a deposi¢édo e o
catabolismo deste, e a substituicdo do coldgeno tipo 11, que gradualmente se reduz, pelo
colageno tipo I, que aumenta. Enzimas colagenase especificas (metaloproteinases)

produzidas pelos macrofagos, fibroblastos e células epidérmicas degradam os colagenos
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tipos I, 11, 11, X e XIII e as fibras de colageno ndo-funcionais presentes na ferida. A
deposigdo de colégeno esté diretamente relacionada a resisténcia a tragdo exercida pela
ferida (PAVLETIC, 2010). Durante esta fase, a quantidade de fibronectina e &acido
hialurdnico da matriz extracelular sdo reduzidos e a quantidade de proteoglicanos se
eleva. Os proteoglicanos sdo responsaveis pelo aumento na elasticidade da ferida
(DYSON, 1997).

Segundo Hosgood (2006) e Pavletic (2010), nas trés semanas iniciais apds a
lesdo a cicatriz apresenta 20 % da sua forca final; nas semanas seguintes, este ganho na
resisténcia a tracdo ocorre em uma velocidade muito mais lenta e a cicatriz alcancara
somente 70-80 % da resisténcia a tracdo da pele normal. Esta resisténcia esta associada
principalmente ao remodelamento do colageno, resultando em grandes feixes deste e
ligacGes intermoleculares com as fibras de colageno adjacentes.

Conforme a maturacgdo da ferida progride, a densa rede de capilares do tecido de
granulacdo saudavel declina, assim como sua celularidade, devido a apoptose das
células. O resultado é a substituicdo do tecido de granulacdo pelo tecido cicatricial,
concluindo o reparo da lesdo. Em feridas cronicas, ha o desenvolvimento de uma matriz
fibrosa marcada pela deposicdo de coldgeno e uma decadéncia na quantidade de
capilares (DYSON, 1997; HOSGOOD, 2006; PAVLETIC, 2010).

3.2 Células-tronco

O termo célula-tronco diz respeito as células precursoras que possuem a
capacidade de diferenciacdo e autorrenovacéo ilimitadas, e que dao origem a uma ampla
variedade de tipos teciduais. Sendo designadas segundo sua potencialidade como
totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Podem ser classificadas ainda em
embrionaria, fetal e adulta (SOUZA et al., 2003; OKAMOTO, 2004; CIRNE-LIMA,
2007; BLOW, 2008).

As células-tronco totipotentes correspondem as celulas do embrido recém-
formado. Elas podem dar origem tanto a um organismo totalmente funcional, como a
qualquer tipo celular do corpo e tém potencial para originar até mesmo células do
folheto extraembrionario que formardo a placenta (SOUZA et al., 2003; SCHWINDT et
al., 2005; BLOW, 2008; COSTELLO, 2008).
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Células-tronco pluripotentes s@o capazes de originar praticamente todos o0s tipos
de tecido, sem gerar um individuo completo, haja vista que ndo podem formar os
anexos embrionarios. Compdem a massa celular interna do blastocisto, e participam da
formacdo de todos os tecidos do organismo (CIRNE-LIMA, 2007; RIVEROS, 2007,
BLOW, 2008).

As células-tronco multipotentes sdo um pouco mais diferenciadas, presente no
individuo adulto e com capacidade de originar apenas um limitado nimero de tipos
celulares (CIRNE-LIMA, 2007). Entretanto, com o0 avanco das pesquisas, tem se
questionado a existéncia desta categoria, uma vez que células antes consideradas
multipotentes, a exemplo das neurais, ttém se revelado pluripotentes (RIVEROS, 2007,
BLOW, 2008).

Na manutencdo e expansdo das células-tronco fetais e adultas o cultivo ndo é
permanente; elas tendem ou a se diferenciar em linhagens especificas, que dependem do
tipo de origem, ou a morrer depois de alguns repiques (CURY, 2005; NARDI, 2007).
Estas, pelo fato de serem mais comprometidas com determinadas linhagens celulares,
requerem mecanismos de sinalizacdo celular para que ocorra a sua diferenciacdo em
outro tipo de tecido ndo relacionado a sua origem (CURY, 2005; YOSHIMOTO, 2005).
Porém, alguns tipos de células-tronco adultas, como as mesenquimais, podem ser
conservados em cultura durante longo tempo mantendo sua caracteristica indiferenciada
(CURY, 2005; BITTENCOURT et al., 2006; NARDI & MEIRELLES, 2006; NARDI,
2007).

As células-tronco mesenquimais (MSCs) correspondem a aproximadamente
<0,05 % de todas as células presentes na medula, apresentam pluripotencialidade para
celulas derivadas do mesoderma: células contrateis, células endoteliais, condrécitos
(OKAMOTO, 2004; CARVALHO et al., 2005; CHEN, 2008). Estas células foram
descritas primeiramente por Friedenstein e colaboradores em 1974; eles descobriram
que as MSCS aderem a placas de cultura, assemelham-se a fibroblastos “in vitro”, e
formam col6nias ap6s um determinado periodo de cultivo (DIETRICH, 2004;
BITTENCOURT et al.,, 2006; NARDI & MEIRELLES, 2006). Todas as celulas
terminalmente diferenciadas morrem; as aderentes que sobrevivem sdo, por definicao,
as células-tronco mesenquimais (HORWITZ, et al., 2005; SCHWINDT et al., 2005;
NARDI & MEIRELLES, 2006). In vitro, essas celulas crescem aderidas a superficie do
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frasco de cultura, possuem capacidade de diferenciacdo in vitro em osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos e expressam imunofendtipos positivos para CD105, CD73 e
CD90, e negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79alfa ou CD19 e HLA-DR
(DIETRICH, 2004; OKAMOTO, 2004; BITTENCOURT, et al., 2006; NARDI &
MEIRELLES, 2006; CHEN, 2008).

Uma fonte alternativa de células é o lipoaspirado, a partir do qual é isolada uma
fracdo que contém as células-tronco adiposo-derivadas (ADSCs), que também sdo
classificadas como MSCs e tem se mostrado muito eficiente em varios tipos de terapias
incluindo o tratamento de lesdes de pele e outras cirurgias plasticas (ZUK et al., 2001,
ZUK et al., 2002; NARDI, 2007; RIGOTTI et al., 2007; SANDOR & SUURONE,
2008). O tecido adiposo encontra vantagens incontestaveis como fonte de MSCs
indiferenciadas por causa de sua facil aquisicdo (por meio de lipoaspiracdo ou
lipectomia), baixas taxas de morbidade e pelo alto rendimento (TORRES et al., 2007,
NAMBU et al., 2009). Pela colheita de tecido adiposo pode-se obter 2 a 3x10° células-
tronco por 300 ml de material aspirado (ZUK et al., 2001), quando comparado com a
medula 6ssea, que pode produzir uma células-tronco por 10° células estromais
(TORRES et al., 2007).

As ADSCs e BMSCs foram estudadas em diversas areas no que diz respeito ao
efeito sobre a cicatrizacdo de lesdes e suas aplicacdes clinicas (ZUK et al., 2001; ZUK
et al., 2002; NARDI, 2007; RIGOTTI et al., 2007; SANDOR & SUURONE, 2008). Wu
et al. (2007) relataram que as BMSCs influenciam beneficamente a cicatrizacdo de
feridas, enquanto Lim & Yoo (2010) relataram que ADSCs também podem promover a
cicatrizacao da ferida.

Riggotti et al. (2007) utilizaram células-tronco retiradas de lipoaspirados para
tratamento de feridas causadas por efeito secundario ao tratamento radioterapico em

mulheres apds a realizagdo de mastectomia obtendo um bom resultado na cicatrizacao.

Badiavas & Falanga (2003) aplicaram MSCs em trés pacientes que possuiam
feridas cronicas, hd mais de um ano, em que o0s tratamentos convencionais ndo haviam
se mostrado eficientes. Eles observaram a cicatrizacdo completa das feridas apds o

tratamento com células-tronco.

Mc Farlin et al. (2006) utilizaram MSCs para cicatrizacdo de feridas cutaneas

criadas experimentalmente e observaram aumento da resisténcia da cicatriz devido ao
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aumento da producdo de coldgeno, mais rapida maturacdo histolégica quando
comparada ao grupo controle. Os autores testaram a aplicacdo de células tanto no local
da ferida como por via hematdgena, o que também apresentou resultados semelhantes.

Existem pelos menos duas possibilidades pelas quais as MSCs possam promover
a cicatrizacdo. Primeira, elas tém a capacidade de secretar varios fatores de crescimento
e citocinas que sdo relevantes para o reparo ou regeneracgdo tecidual. Pode ser que ap6s
a migracdo para a ferida, elas se ativem ao encontrar o meio repleto de substancias pro-
inflamatdrias. A ativacdo das MSCs poderia potencializar a acdo como pequenos
“biorreatores” no microambiente da ferida secretando fatores de crescimento e
citocinas. A segunda possibilidade estaria relacionada com a enorme plasticidade e
habilidade que essas células tém em se diferenciar em uma grande variedade de tipos
celulares e se integrar aos tecidos. Portanto, as MSCS facilitariam a cicatrizacdo de
feridas pela trans-diferenciacdo em mioblastos e queratindcitos depois de migrar para a
lesdéo (Mc FARLIN et al., 2006; SASAKI et al., 2008). De maneira semelhante, a
hipotese defendida por Wu et al. (2007) para a acdo da MSCs na cicatrizacao de feridas

é que ela ocorra por meio da diferenciacédo e da liberacao de fatores pro-angiogénicos.

Para se entender melhor o mecanismo de acdo das MSCs transplantadas no
auxilio da cicatrizacdo é necessario se lancar mao de mecanismos para monitorar as
celulas in vivo. Atualmente, os métodos incluem a marcag&o celular com nanoparticulas
ultramagnéticas, marcadores radioativos, marcador organico carreado pela célula, ou
proteinas fluorescentes expressas por estas. No entanto, degradacbes quimicas e
metabdlicas ocorrem, o0 que reduz a estabilidade desses marcadores, comprometendo a
identificacdo e o monitoramento celular (MULLER-BORER, 2007). Alternativas como
0 marcador dos cromossomas X e Y, em que se usam as MSCs provenientes de machos
para o tratamento em fémeas, torna-se uma ferramenta eficiente e capaz de localizar as
células transplantadas (WU et al., 2007).

Muitos pesquisadores tém feito estudos comparando os transplantes homologos
e autologos de MSCs e ndo encontram diferencas terapeuticas significativas; além disso,
néo se observa rejeicdo (PLANKA et al., 2008; CHEN et al., 2009). Isso se deve ao fato

de as MSCs apresentarem baixa imunogenicidade (LIU et al., 2006).

3.3 Eletroacupuntura
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A eletroacupuntura é a passagem de eletricidade através de pontos de
acupuntura. Essa técnica foi usada pela primeira vez na China, na década de 1930 e
tornou-se popular na década de 1970 sendo, atualmente, usada para tratar dor e
transtornos fisicos e para induzir analgesia em procedimentos cirdrgicos (SCHOEN,
2006; XIE & PREAST, 2010).

A eletroestimulacdo pode produzir um nivel mais elevado e mais continuo de
estimulacdo do que o produzido pela estimulacdo manual das agulhas. As alteragdes
fisiolégicas produzidas incluem mudancas transitorias dos niveis de leucocitos,
respostas imunoldgicas e atividade fagocitaria, alteracdes cardiovasculares, aumento
significativo de amonia cerebral e efeitos analgésicos. Outros efeitos incluem
vasodilatacdo, eletrotonus, eletroforese, ionizagdo do tecido e mudancas no pH do
tecido (SCHOEN, 2006; XIE & PREAST, 2010).

Nos ultimos anos, estudos controlados em humanos e animais tém produzido
evidencias de que correntes elétricas de baixa intensidade levam a uma cicatrizagdo
acelerada (LOW, 2001). O modo pelo qual a estimulacéo elétrica age para proporcionar
uma cicatrizacdo mais rapida ou mais efetiva de feridas superficiais ndo esta claro.
Existem, porém, evidencias de que a proliferacdo e a migracdo de células epiteliais e de
tecido conjuntivo envolvidos no reparo de feridas possam ser aumentadas por um
campo elétrico (LOW, 2001; ROBINSON, 2001).

As contraindicacGes da eletroacupuntura sdo: arritmias cardiacas, epilepsia,
choque, febre, fraqueza, hipotensdo e gravidez (SCHOEN, 2006). Casaubon et al.
(1991) observaram em seu estudo que 0S grupos que receberam eletroestimulacdo
aumentaram o processo inflamatério agudo inicial. Provavelmente, isso acelerou o
processo de eliminacdo de fragmentos celulares e bacterianos que deixaram de liberar
mediadores quimicos responsaveis pela quimiotaxia de neutréfilos, que, juntamente
com macrofagos e leucocitos, sdo o0s responsaveis pela fagocitose. Com isso,
comprovaram uma passagem mais rapida pela fase inflamatoria do processo de

cicatrizagdo.

Abolafia et al. (1985) demonstraram que a eletroacupuntura pode exercer efeito
cicatrizante em feridas experimentalmente induzidas na pele de ratos. Animais tratados
com eletroacupuntura apresentaram uma cicatrizagdo completa, sem contaminagédo e

com tensao superior aquela dos animais controle. Nesse experimento, 0 grupo controle,
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que recebeu tratamento com antissépticos, apresentou contaminacdo da ferida

experimental.

Sumano et al. (2001) encontraram durante o tratamento de todas as feridas com
estimulo elétrico um claro aumento na vermelhiddo devido ao aumento da irrigacdo

sanguinea (um sinal previamente observados em animais experimentais).

Beheregaray et al. (2009) relataram um caso de tratamento utilizando
eletroacupuntura na cicatrizagcdo de uma ferida de uma gata causada por deiscéncia de
sutura apds mastectomia. Nesse caso, o0 reparo da lesdo ocorreu de maneira acelerada,
com resisténcia e crescimento piloso adequado, fornecendo, assim, caracteristicas

cosméticas favoraveis.

A atividade da acupuntura sobre neovascularizacao foi estudada por Jansen et al.
(1989). Estes autores constataram um aumento no fluxo sanguineo em flap musculo-
cutaneo de ratos submetidos a eletroacupuntura. Comparando tratamentos com
eletroacupuntura e com o0s neuropeptideos SP e CGRP, verificaram que a borda
circulatéria do flap moveu-se distalmente 66 %, 31 % e 49 %, respectivamente. O
tratamento com o bloqueador simpatico reserpina ndo alterou o fluxo sanguineo do
enxerto. O mecanismo pelo qual a eletroacupuntura aumenta o fluxo sanguineo e a
sobrevivéncia do enxerto ainda é desconhecido. Entretanto, tém sido sugeridas duas
possiveis vias: (1) uma inibi¢do de fibras nervosas vasoconstrictoras simpaticas ou (2) a
liberacdo de neurotransmissores nas terminacdes nervosas periféricas de neurdnios
sensitivos primdarios de pequeno diametro (fibras C ou Ad). Estes autores sugerem que a
eletroacupuntura possui maior similaridade com os efeitos atingidos quando se injeta no
flap os neurotransmissores SP e CGRP do que o efeito obtido com o bloqueio dos

neurdnios vasoconstrictores simpaticos.

N&o existem trabalhos cientificos até o0 momento avaliando a atividade da EA
sobre as MSCs na cicatrizacdo de feridas cutaneas, porém Ding et al. (2009) utilizaram
a combinacdo desses tratamentos em ratos com lesdo medular induzida e observaram a
provavel regeneragdo axonial e a recuperacdo parcial da funcdo locomotora desses

animais.

Os filmes de poliuretano permitem a passagem da dgua em forma de vapor e do
oxigénio. Estes filmes correspondem a uma membrana fina e transparente de

poliuretano revestida com uma camada adesiva para prendé-los na superficie da pele nas
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bordas da ferida, podendo ser usados como uma membrana de protecdo das feridas com
minima producdo de exsudato ou como uma barreira protetora (por exemplo, em
incisbes fechadas) (PAVLETIC, 2010). Estes filmes de poliuretano também sdo
analgesicos (LIPTAK, 1997).

Os curativos oclusivos produzem um ambiente Umido e protegido no ferimento
capaz de otimizar o processo de cicatrizagdo. Eles rettm umidade atuam acalmando a
superficie dos ferimentos sensiveis e reduzindo o desconforto do paciente (PAVLETIC,
2010). Podem ser amplamente classificados em biologicos e sintéticos. A membrana
sintética externa dos curativos oclusivos previne ou minimiza a penetracdo de
contaminantes. Estes requerem menor frequéncia de troca, aceleram a sintese de
colageno e protegem o novo epitélio de abrasdes. Além disso, a taxa de epitelizacéo
ocorre de forma duas vezes mais rapida em comparacdo com feridas expostas ao ar. Os
curativos oclusivos sdo finos, transparentes, biodegradaveis e aderem a pele ao redor,
mas ndo a ferida (LIPTAK, 1997; HEDLUND, 2007; PAVLETIC, 2010).

Os filmes de poliuretano sdo permeaveis a gas, mas protegem a ferida de
contaminantes externos, sao considerados semi-oclusivos, permitindo ao vapor de agua
escapar de sua superficie. Ndo possuem capacidade absortiva e a umidade pode
acumular abaixo do poliuretano, promovendo a proliferacdo de organismos da pele. O
uso exclusivo do filme deve ser evitado na presenca de infeccOes, tecido necrosado ou
feridas altamente exsudativas. Os filmes de poliuretano sdo indicados para feridas com
leito de granulacdo ja formado e com exsudato em declinio. Alguns filmes de
poliuretano contém uma gaze e podem ser usados como barreiras protetoras sobre
incisbes suturadas. Estes filmes também podem ser utilizados como barreiras de
contencdo para fixar outros curativos e medicamentos topicos. Os filmes de poliuretano
devem ser substituidos a cada 2-3 dias ou quando houver acimulo de exsudato.
Exemplos deste curativo: Allevyn e OpSite (Smith & Nephew), Tegaderm (3M) e
Melolite (Smith & Nephew) (LIPTAK, 1997; SWAIN, 1997; HEDLUND, 2007;
PAVLETIC, 2010).
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4 RESULTADOS

Os resultados desse trabalho serdo apresentados em forma de artigo cientifico
que esta descrito como subtitulo desse capitulo.

4.1 Células-Tronco Mesenquimais e Eletroacupuntura na Cicatrizacéo de Lesdes

Cutaneas Experimentais em Coelhos
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4.1 Células-Tronco Mesenquimais e Eletroacupuntura na Cicatrizacdo de

Lesdes Cutéaneas Experimentais em Coelhos

4.1 Mesenchymal stem cells and electroacupuncture at experimental wound
healing in rabbits

4.1.1 Resumo

Ainda hoje, acelerar o processo de reparo continua sendo um desafio no campo da
cirurgia plastica reconstrutiva. Tratamentos inovadores para melhorar a cicatrizagdo e a
regeneracdo cutanea sao necessarios e € nesse &mbito que as pesquisas com as células-
troncos mesenquimais (MSCs) vém ganhando espaco na uUltima década. Relatos
apontam que tanto as MSCs originarias da medula éssea influenciam beneficamente a
cicatrizacao de feridas, quanto originarias do tecido adiposo (ADSCs). A vantagem das
ADSCs estd na facilidade de serem coletadas, baixas taxas de morbidade e pelo alto
rendimento de MSCs por coleta. Estudos demonstram que a eletroacupuntura pode
exercer efeito cicatrizante por meio do aumento da proliferacdo e da migracdo de
células epiteliais e do tecido conjuntivo envolvidos no reparo de feridas. Dessa forma,
este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da terapia com ADSCs no processo da
cicatrizacao de feridas cutaneas em coelhos induzidas experimentalmente. Além disso,
avaliar se a eletroacupuntura (EA) é capaz de causar efeito sobre a terapia com ADSCs
no reparo de lesdes cutaneas experimentais. Para tanto, foram utilizados 32 coelhos
divididos em quatro grupos: GCTAD (ADSCs), GCTADE (ADSCs associado a EA),
GE (EA) e GC (controle) o periodo de avaliacdo das lesdes foi de 15 dias. As feridas
induzidas cirurgicamente foram avaliadas por observagGes clinicas e anélises
histoldgicas. Os animais do GCTAD apresentaram uma velocidade cicatricial superior
aos demais grupos até a quinta avaliacdo. Ja na sétima avaliacdo o GE passa a ter a
melhor taxa de contracéo cicatricial superando o GCTAD (p=0,039) e o GC (p=0,05). O
GCTAD apresentou as maiores médias nas variaveis histologicas: proliferacdo vascular
(p=0,059), proliferacdo fibroblastica (p=0,05) e Ki67. Nas variaveis reepitelizacdo e
colagenizacdo as medias foram maiores que a dos outros grupos, mas semelhantes ao
GE e a presenca de queratina, da mesma forma, semelhante ao GCTADE. O GCTADE
se destaca pela presenca de foliculos pilosos (p=0,026). Esse experimento, evidenciou
que o GCTAD melhora a cicatrizacdo de feridas, acelerando a fase proliferativa do
processo cicatricial. A associacdo dos tratamentos EA e ADSCs s6 foi considerada
superior aos outros tratamentos na avaliacdo da presenca de foliculos pilosos. Talvez, o
beneficio dessa associacdo seja mais evidente se o estudo for feito por um periodo
superior aos 15 dias, ou seja, durante a fase de remodelamento da cicatrizacdo, onde
pode ser que se verifique um aspecto cosmético mais favoravel da cicatriz.

Palavras-chaves: célula-tronco mesenquimal, eletroacupuntura, cicatrizacdo de feridas
cuténeas, coelhos.

4.1.2 Abstract

The pathophysiology understanding of wound healing has been substantial progress
during the last two decades, and new therapies have been developed. However, to
accelerate the repair process remains a challenge in the field of reconstructive plastic
surgery. Innovative treatments to enhance wound healing and cutaneous regeneration
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are necessary and in this context the research with mesenchymal stem cells (MSCs) are
getting space in the last decade. MSCs have been studied in several areas with regard
to its effect on the healing of lesions and their clinical applications. Reports indicate
that both MSCs from bone marrow beneficially influence wound healing, as originating
from adipose tissue (ADSCs). The advantage of ADSCs is because they can be easily
collected, with low rates of morbidity and the high yield of MSCs per collection. Studies
show that electro acupuncture (passing electricity through the acupuncture needles
inserted into the skin) can have a healing effect on experimentally induced skin wounds
by increasing the proliferation and migration of epithelial cells and connective tissue
involved in wound repair. Thus, this study aims to evaluate the effect of therapy with
ADSCs in the process of skin wound healing in rabbits that were experimentally
induced. Moreover, to evaluate whether electro acupuncture (EA) is capable to causing
effect on ADSCs therapy in the repair of experimental skin lesions. Therefore, it was
used 32 rabbits divided into four groups: GCTAD (ADSCs), GCTADE (ADSCs
associated with EA), GE (EA) and CG (control) the evaluation period of the lesions was
15 days. The surgically induced wounds were evaluated by clinical observations and
histological analysis. The GCTAD animals showed an accelerated wound healing than
the other groups until the fifth assessment. In the seventh evaluation GE replaced by the
best healing rate than GCTAD (p = 0.039) and CG (p = 0.05). The GCTAD had the
highest averages in the histological variables: vascular proliferation (p = 0.059),
fibroblast proliferation (p = 0.05) and Ki67. Reepithelialization and collagen variables
the averages were higher than other groups, but similar to GE and the presence of
keratin, the same way, similar to GCTADE. The GCTADE stands by the presence of
hair follicles (p = 0.026) and by the major averages found for the mononuclear and
polymorph nuclear cells, but these values are not statistically significant. Through this
experiment, we show that the GCTAD improves wound healing by accelerating the
proliferation phase of healing. The combination of EA and ADSCs treatments were not
considered superior to other treatments in assessing the presence of hair follicles.
Perhaps the benefit of this association is more evident if the study is done for a period
exceeding 15 days, during the remodeling phase of healing, it could be ascertained a
more favorable cosmetic appearance of the scar.

Key words: mesenchymal stem cells, eletroacupuncture, wound healing, rabbits.

4.1.3 Introducéo

A cicatrizacdo de feridas cutadneas € um evento complexo que requer a
integracdo de eventos biologicos e moleculares, como a migracdo e proliferagéo celular,
deposicdo de matriz extracelular, angiogenese e remodelamento ou maturagéo.
Contudo, essa ordem na sucessdo de eventos pode ser alterada devido a doengas
cronicas como a diabetes (LIM & YOO, 2010).

Durante as duas ultimas decadas, tém ocorrido progressos substanciais a respeito
do entendimento da fisiopatologia da cicatrizagdo de feridas, e novas terapias tem sido

desenvolvidas. Contudo, acelerar o processo de reparo continua sendo um desafio no
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campo da cirurgia plastica reconstrutiva (BYDLOWSKI et al., 2009; NAMBU et al.,
2009).

A fonte mais comum de células-tronco € a medula 6ssea. No entanto, a colheita
de células da medula 6ssea € um processo doloroso para os doadores, requer anestesia
geral ou raquidiana e ainda pode resultar em baixa producédo de células (ZUK et al.,
2001). Dessa forma, as células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs) ganharam
recentemente uma atencdo especial por ser uma potencial fonte alternativa as células-
tronco mesenquimais (MSCs) derivadas da medula 6ssea (BMSCs). O tecido adiposo
encontra vantagens incontestaveis como fonte de MSCs indiferenciadas por sua facil
aquisicdo (por meio de lipoaspiracdo ou lipectomia), baixas taxas de morbidade e pelo
alto rendimento (TORRES et al., 2007; NAMBU et al., 2009). Pela colheita de tecido
adiposo pode-se obter 2 a 3x10® células-tronco por 300 ml de material aspirado (ZUK et
al., 2001), quando comparado com a medula 0ssea, que pode produzir uma células-
tronco por 10° células estromais (TORRES et al., 2007).

As ADSCs e BMSCs foram estudadas em diversas areas no que diz respeito ao
efeito sobre a cicatrizacdo de lesBes e suas aplicacdes clinicas (ZUK et al., 2001; ZUK
et al., 2002; NARDI, 2007; RIGOTT]I et al., 2007; SANDOR & SUURONE, 2008). Wu
et al. (2007) relatou que as BMSCs influenciam beneficamente a cicatrizacdo de feridas,
enquanto Lim & Yoo (2010) relataram que ADSCs também podem promover a

cicatrizacdo da ferida.

Estudos demonstraram que a eletroacupuntura (passagem de eletricidade através
de agulhas de acupuntura inseridas na pele) pode exercer efeito cicatrizante em feridas
cutaneas experimentalmente induzidas. E relatado nessas pesquisas que 0s animais
tratados com eletroacupuntura apresentaram cicatrizacdo completa, acelerada, sem
contaminacdo e com tensdo superior aquela dos animais controle (ABOLAFIA et
al.,1985; SUMANO et al.,2001; BEHEREGARAY et al., 2009).

O modo com que a estimulacéo elétrica age para favorecer uma cicatrizagédo
mais rapida ou mais efetiva de feridas superficiais ndo esta claro. Existem, porém,
evidencias de que a proliferacdo e a migracdo de células epiteliais e de tecido conjuntivo
envolvidos no reparo de feridas podem ser aumentadas por um campo elétrico (LOW et
al., 2001; ROBINSON, 2001).
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Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da terapia
com ADSCs no processo da cicatrizacdo de feridas cutdneas em coelhos induzidas
experimentalmente. Além disso, avaliar se a eletroacupuntura é capaz de causar um

efeito sobre a a terapia com MSCs no reparo de lesbes cutaneas experimentais.

4.1.4 Materiais e Métodos

Foram utilizados 32 coelhos (fémeas) da raca Chinchila, adultas com idade
variando de 150 a 240 dias, higidas. Esses animais foram alojados em gaiolas
individuais, onde receberam, como alimento, racdo comercial para coelhos e agua ad
libitum. Os animais foram distribuidos em quatro grupos contendo oito animais cada, e
o0 periodo de analise das lesdes foi de oito dias nas lesbes da esquerda, e de 15 dias nas
da direita. Esse experimento foi submetido ao comité de ética no uso de animais do

Hospital de clinicas de Porto Alegre e foi aceito sob o nimero de registro 10-0111.

Grupo Células-tronco Adiposo derivada (GCTAD): Os animais receberam
ADSCs injetadas ao redor das feridas, em quatro pontos equidistantes na concentracéo
de 7x10° diluidas em 60 pl de PBS. No leito da lesdo foram aplicadas 3x10° diluidas em
40 pl de Matrigel (Basement Membrane Matrix, BD Biosciences) diluido 1:1 em meio
de cultura DMEM.

Grupo Eletroacupuntura (GE): Esses animais foram tratados com
eletroacupuntura. Apos a inducdo das lesGes foi aplicado 60 pl de PBS em quatro
pontos equidistantes e no leito da ferida 40 pl de Matrigel. A eletroacupuntura teve
inicio 24 horas ap6s a inducdo das feridas e foi realizada a cada dois dias até o periodo
final de observacdo. Para tanto, as agulhas de acupuntura foram aplicadas em dois
pontos equidistantes da ferida, a uma distancia de 0,5 cm da borda, acopladas ao
aparelho de eletroacupuntura (Sikuro Dsc-100) a uma frequéncia de 60 Hz e uma

corrente alternada assimétrica de aproximadamente 8 WA durante 10 minutos.

Grupo Ceélulas-Tronco Adiposo derivada e Eletroacupuntura (GCTADE):
Esses animais receberam ADSCs e tratamento com eletroacupuntura. Os animais
receberam o mesmo protocolo de indugéo cirdrgica aplicado ao GCTAD e o tratamento

poOs-operatdrio igual ao do grupo GE.
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Grupo Controle (GC): Os animais controle receberam o mesmo protocolo de

inducdo cirurgica aplicado ao GE.

Ao final do experimento todos os animais foram doados, conforme regulamenta
a lei nimero 11.794, de 8 de outubro de 2008.

Cultivo e Caracterizacao de Celulas-tronco Mesenquimais

A cultura de MSCs originaria do tecido adiposo foi fornecida pela equipe do
Laboratdrio de Embriologia e Diferenciacdo Celular do HCPA. O laboratério possui
um projeto que visa isolar a caracterizar MSCs de medula 6ssea e tecido adiposo de
coelhos para aplicacdo experimental em terapia celular. O procedimento de coleta foi
realizado em um coelho macho, higido, com quatro meses de idade. Ap6s cuidados
especificos de assepsia e antissepsia, em ambiente cirdrgico, foi realizada uma incisao
longitudinal de 5 cm na linha dorsal, na regido entre as escapulas. Apos a localizacdo da
regido de maior acumulo de tecido adiposo procedeu-se a lipectomia em bloco de

aproximadamente 3x3x1 cm®. Protocolo de coleta adaptado de Torres et al. (2007).

O segmento de tecido adiposo coletado foi primeiramente fragmentado e depois
lavado com PBS 2 % estéril, e posteriormente transportado com essa mesma solucgdo até
o laboratério. Apds a lavagem do tecido em um fluxo laminar, este material passou por
processo enzimatico de digestdo celular. A solugdo de colagenase A (2 mg.ml™) em
meio DMEM (Meio de Eagle e Dulbecco Modificado), contendo BSA (20 mg.ml™),
além de penicilina e estreptomicina, utilizada por grama de tecido para digestao tecidual
durante 50 min, a 37 °C, em constante agitacdo. Apds o periodo de encubacdo
enzimatica, o processo foi interrompido com a adi¢do de FBS (Fetal Bovine Serumr). A
suspensdo de células obtida foi centrifugada por 5 min a 2000 rpm, sendo desprezado o
sobrenadante (fracdo adiposa), apds a centrifugacdo e o pellet formado (fracdo estromal)
foi ressuspendido em meio DMEM ja suplementado com 10 % de BFS. Protocolo
segundo Torres et al. (2007). As células obtidas foram semeadas em uma concentragdo
de 5 x 10° células viaveis por ml e mantidas em cultivo em estufa umidificada com 5
% de CO; no ar, a 37° C. O tempo necessario para o isolamento e purificagcdo das MSCs
foi de duas semanas. Para a caracterizacdo da cultura foram realizados os ensaios de
diferenciacdo celular in vitro para tipos celulares: ostedcitos, condrocitos e adipécitos

segundo Hui et al., 2005. Foram utilizadas somente células até a quinta passagem.

Procedimento cirargico de inducgéo da lesdo cutanea
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Os animais foram submetidos a anestesia geral, sendo utilizado como medicacéo
pré-anestésica quetamina 20 mg.kg™, midazolam 2 mg.kg™ e fentanil 0,015 mg.kg™,
todos por via intramuscular. Com os animais sedados foi realizada tricotomia ampla na
regido do dorso. A anestesia geral foi induzida e mantida com isoflurano vaporizado
em oxigénio administrados pelo uso da mascara. As lesdes eram induzidas pela remogéo
de um segmento de pele de 10 mm, mediante 0 uso de punch, no lado direito e
esquerdo, préximo a borda da escdpula. As feridas dos dois lados receberam 0 mesmo
tratamento conforme o grupo no qual o animal estava inserido. Os animais que
pertenciam aos grupos GCTAD e GCTADE receberam ADSCs injetadas ao redor das
feridas, em quatro pontos equidistantes, na concentracéo de 7x10° diluidas em 60 pl de
PBS ou receberam somente o PBS. No leito da lesdo foram aplicadas 3x10° diluidas em
40 ul de Matrigel. Nos grupos GC e GE procedeu-se da mesma maneira, porém néo
havia células diluidas no PBS e no Matrigel. Ap6s a geleificacdo do Matrigel foi
aplicado o curativo Tegaderm (3M Médico Hospitalar) sobre as lesdes (Figura 1). Como

curativo secundario foi utilizada malha tubular.
Procedimento po6s-operatorio

Os animais receberam no pés-operatério imediato de 2 mg.kg™ de cloridrato de
tramadol. As feridas ficaram cobertas com o curativo priméario Tegaderm que foi
trocado a cada sete dias até o final do periodo de observacdo, ou quando havia exsudato
moderado para que se procedesse a limpeza com solucdo de NaCl 0,9 %. Todos o0s
animais foram mantidos com um curativo secundario de malha tubular, trocado sempre

que necessario.
Avaliagdo clinica da evolucao cicatricial

As avaliacBes da evolucdo cicatricial, bem como o tratamento das lesdes
(somente daquelas que pertenciam aos grupos GE e GCTADE) foram realizados a cada
dois dias. As lesdes do lado direito foram avaliadas e tratadas sete vezes, totalizando
quinze dias de observacgédo. As do lado esquerdo foram avaliadas e tratadas quatro vezes,
totalizando oito dias de avaliagdes.

Em cada avaliagéo as feridas foram mensuradas em duas dire¢cbes, 0 maior
comprimento pela menor largura, com auxilio de paquimetro digital. A area de
contracdo da ferida (C) foi calculada subtraindo-se a area inicial (al), determinada no
dia da primeira aferi¢do da lesdo, da area da lesdo (a) nos tratamentos 2, 3, 4, 5, 6, 7
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Figural: Lesbes cutaneas induzidas
induzidas cirurgicamente com o0 uso de
punch , na regido dorsal dos animais,
logo abaixo das escapulas e a dois
centimetros da coluna vertebral. Logo
ap6és a inducdo e a aplicacdo do
tratamento conforme o grupo, as lesdes
eram cobertas com curativo Tegaderm
como mostra na figura.

para as feridas do lado direito, e nos tratamentos 2, 3, 4 para as da esquerda. Assim, C
= al — a. A taxa de contragdo cicatricial (Tc) também foi avaliada a partir desses
resultados (Tc = C x 100/al). Ainda foram feitos registros fotograficos durante as
mensuracGes e 0s aspectos macroscopicos, como presenca de tecido necrotico,
granulacdo, sinais de infeccgdo, presenca de exsudato, dor, hiperemia, hiperpigmentacao,
edema, cianose e crosta quando observados foram anotados em fichas controle.

A presenca do tecido de granulacdo foi avaliada atribuindo-se valores de zero a
trés, conforme a sua localizacdo na lesdo, de acordo com o seguinte: valor zero para
auséncia de tecido de granulacdo; valor um para tecido localizado nas margens; valor
dois para tecido localizado na regido central; e valor trés para o caso de a granulacéo

cobrir toda a lesdo.
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Biopsia

De todos os grupos foi removida cirurgicamente, para a avaliacdo histolégica, 2
mm de pele saudavel, em torno da lesdo cutanea induzida. O protocolo anestésico para
esse procedimento foi 0 mesmo utilizado no momento da inducdo cirdrgica das feridas.
As lesdes do lado esquerdo foram removidas no oitavo dia, sendo essa regido suturada
em continua simples utilizando fio nailon 4-0. Apos a bidpsia, essa lesdo ndo foi mais
utilizada para observacdo. Aos quinze dias foi realizada a bidpsia da ferida da direita
para a avaliacdo histologica e, logo em seguida, suturada de maneira semelhante a
anterior. As amostras coletadas para avaliacdo histolégica foram imediatamente

acondicionadas em formol tamponado a 10 %.
Avaliacéo Histologica

Os segmentos foram processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina.
Os cortes histoldgicos foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), para
avaliacdo da qualidade cicatricial, e pelo Tricbmico de Masson (TM), para analisar a
presenca de fibras colagenas existentes nos locais de fibrose do intersticio. Na avaliacao
das caracteristicas microscopicas da cicatrizacdo foram consideradas: a proliferacdo
vascular e fibroblastica, presenca de células mononucleares e polimorfonucleares;
colagenizacéo; reepitelizacdo; presenca de foliculos pilosos; e a queratinizacdo. Para
determinar o perfil proliferativo tanto de MSCs como das células enddgenas foi
realizada a técnica de imunohistoquimica com o anticorpo anti-Ki-67 de rato. Este
marcador de proliferacdo celular é positivo em nucleos de células que se encontram no
ciclo celular, isto é, que estdo comprometidos a entrar em mitose. As observacgdes foram
feitas em microscopio Optico, sendo considerados trés campos de grande aumento (400
vezes). Os critérios utilizados e os indices determinados pelo patologista foram
baseados nas proprias amostras, estando descritos na Tabela 1 . Ainda, vale ressaltar que
avaliacdo foi feita as cegas, ou seja, o profissional desconhecia o grupo a que pertencia

cada amostra.
Andlise Estatistica

Avaliacdo estatistica dos dados foi feita pelo programa Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS). As variaveis obtidas pelas avaliagcdes clinicas foram

analisadas mediante testes ndo-paramétricos, Métodos da diferenca minima significativa
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(LSD) e Analise de variancia (ANOVA). O nivel de significancia utilizado para rejeitar
a hipotese de nulidade foi de 5 % (p<0,05).

4.1.5 Resultados

Tabela 1.indice histologico utilizado como critério para avaliacio da cicatrizacdo de
feridas com valores variando entre 0 e 3 baseado em valores de proliferacdo
vascular, células mononucleares, células polimorfonucleares, proliferacao fi-
brobléastica, colagenizacao, reepitelizacdo, foliculos pilosos, queratina e Ki67.

INDICE HISTOLOGICO

0 1 2 3
Proliferacdo vascular 0 1-5 5-15 >15
Células Mononucleares 0 <50 50-100 >100
gglliurﬁ)srfonucleares 0 <50 50-100 >100
o @ mae w
Colagenizacéo® 0 <10 10-30 >30
Reepitelizagao® 0 <1 1-2 >2
Foliculos Pilosos* 0 <30 % 30-60 % >60 %
Queratina® 0 1x 2-3x >3x
Ki67° 0 1-12 12-24 >24

*avaliacdo feita na regido sublesional; °relacdo feita a partir da visualizacdo de um campo de 400x;
‘porcentagem estabelecida em relagdo ao tamanho do bulbo do foliculo piloso; “proporcéo feita em
relagdo ao tamanho da lamina basal do epitélio; °contagem feita na camada basal

Inducdo cirdrgica e pdés-operatorio

O protocolo de inducdo das lesdes se mostrou adequado e de féacil execucéo,
tanto para o procedimento cirlrgico como para o anestésico. Apesar de ter sido usado o
mesmo tamanho de punch, pode-se observar que houve diferenca entre os animais
quanto ao tamanho das feridas no momento subjacente a realizacdo da lesdo; contudo,

essa diferenca ndo possui significancia estatistica (p>0,05).
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Tanto a aplicacdo das células diluidas em PBS como o PBS usado isoladamente,
foi de facil execucgdo, apesar do pequeno volume a ser injetado nos quatro pontos de
cada lesdo. A aplicacdo do Matrigel, bem como o seu manuseio foi de simples
execuc¢do; o Unico cuidado tomado foi o de maté-lo sob refrigeracdo até instantes antes
da aplicacdo. O tempo esperado para geleificacdo foi de 15 minutos, sendo, logo apos,

aplicado sobre cada les&o o curativo primério Tegaderm.

No pos-operatorio imediato, os animais ndo apresentaram sinais de desconforto a
manipulacdo da ferida tampouco alteracbes comportamentais, o que poderiam ser

indicativos de dor, caso estivessem presentes.
Avaliacdo clinica

Os individuos foram avaliados pela primeira vez no dia seguinte a inducdo da
lesdo e, a partir de entdo, a cada dois dias, totalizando sete avaliacGes na lesdo da direita,
e quatro na da esquerda. Os animais se mantiveram calmos durante as avaliacdes
clinicas, bem como durante a aplicacdo da EA, tendo sido necessaria somente a
contencdo fisica.

Pelas avaliacBes podemos observar que nenhum animal apresentou necrose na
area das lesdes e que somente dois animais apresentaram sinais de dor no primeiro dia
de avaliacdo. Foi evidente a cianose nas margens da lesdo em somente uma avaliacéo de

um animal.A presenga de crostas, hiperemia e exsudato estdo descritas na tabela 2.

As lesbes que apresentaram exsudato purulento em volume acentuado, foram
coletados swabs da secrecdo e esses encaminhados para o laboratério de analises
microbioldgicas. Os resultados encontrados foram Staphylococcus sp.e Pseudomonas
sp. Os animais que receberam esse diagndéstico foram tratados com enrofloxacina 10

mg.kg™/ SID/ 5 dias como antibioticoterapia.

Em relacdo ao curativo primario Tegaderm houve a necessidade de se efetuar a
troca em 40 % das avaliagOes. Essas trocas, em 16 % dos casos, foram devido a ma
aderéncia do curativo, em 24 %, devido a necessidade de remover o curativo para
efetuar a limpeza da lesdo que estava exsudativa. Ndo houve diferenca estatistica

significativa entre 0s grupos.

Os resultados da presencga do tecido de granulagdo podem ser observados na

Tabela 3, onde se verifica a diferenca estatistica significativa do grupo GE em relagdo
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ao GCTAD e GCTADE no segundo dia de avaliacdo. Nas outras avaliacdes ndo ha
diferenca significativa entre os grupos, porém as maiores médias sdo dos grupos GE e
GCTAD.

Tabela 2. Distribuicdo entre os grupos dos seguintes aspectos encontrados na avaliacéo
clinica: Crostas, hiperemia, exsudato purulento e seroso.

GRUPQOS
GCTAD GCTADE GE GC
Crostas 17 % 34 % 28 % 21 %
Hiperemia 47 % 47 % 3% 3%
Exsudato Purulento 22,3% 38,63 % 31,81 % 31,16 %
Exsudato Seroso 14,14 %° 17,04 %° 3,40 %*° 6,5 %

GCTAD - Grupo Célula Tronco Adiposo Derivada; GCTADE - Grupo Célula Tronco Adiposo Derivada
Eletroacupuntura; GE - Grupo Eletroacupuntura; GC - Grupo Controle. ®Diferenca estatistica p<0,047 do
grupo GE em relagdo a0 GCTADE; "Diferenca estatistica p<0,011 do grupo GE em relacdo ao GCTADE;

A velocidade de cicatrizagdo foi medida pela taxa de contragéo cicatricial, e 0s
resultados estdo detalhados na Tabela 4. Por meio dessa analise podemos afirmar que
os animais do GCTAD apresentaram uma velocidade cicatricial superior a dos demais
grupos até a quinta avaliacdo, com significancia estatistica nas avaliacfes trés e cinco.
Ja na sétima avaliacdo o GE passa a ter a melhor taxa de contracdo cicatricial superando
0 GCTAD (p =0,039) e 0 GC (p = 0,05), essa variacdo pode ser visualizada na Figura
2. As imagens representativas das lesdes no 8° e 15° nos diferentes grupos podem ser

analisadas na Figura 3.
Avaliagéo histologica

As variaveis histoldgicas avaliadas segundo os critérios descritos na Tabela 1
foram proliferacdo vascular e fibroblastica, Ki67, colagenizacdo, reepitelizagdo,

presenca de foliculos pilosos e a queratinizacao.
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Tabela 3. Média dos graus avaliados nos sete momentos classificados de zero a
quatro: zero é a auséncia de tecido de granulacdo; um é tecido de
granulacdo marginal; dois é tecido de granulacdo na regido central; trés é a
granulacdo cobrindo toda a les&o.

AVALIACOES
1 2 3 4 5 6 7
GCTAD 0 0,28 144 1,67 248 253 233
GCTADE 0  025%° 119 1,25 213 225 263
gGE 0 0,69° 0,88 1,94 1,81 252 2,38
&
GC 0 043 1,14 1,86 2,14 243 229

MEDIA GERAL 0 0,53 1,14 1,84 2,31 2,47 2,42

GCTAD - Grupo Célula Tronco Adiposo Derivada; GCTADE - Grupo Ceélula Tronco Adiposo Derivada
Eletroacupuntura; GE - Grupo Eletroacupuntura; GC - Grupo Controle. *Diferenca estatistica p<0,05 do
grupo GE em relacdo ao GCTAD e GCTADE

Tabela 4. Média da taxa de contracdo cicatricial de cada grupo em cada um dos sete
momentos de avaliacOes.

AVALIACOES
1 2 3 4 5 6 7
GCTAD 0 094 16,58° -8,72 31,99° 38,74 54,04°
GCTADE 0 -805 951  -10,05 20,89 42,75 70,06
§ GE 0 -1698 -11,78° -2531 -9,17° 39,87 81,24°
&
GC 0 053 -2982° 532 0,83 @ 32,19 4917

MEDIA GERAL 0 -10,82 -3,01 -8,35 14,48 41,43 65,68

GCTAD - Grupo Célula Tronco Adiposo Derivada; GCTADE - Grupo Célula Tronco Adiposo Derivada
Eletroacupuntura; GE - Grupo Eletroacupuntura; GC - Grupo Controle. ?Diferenca estatistica p<0,035
do grupo GCTAD em relagdo ao GE e GC; Diferenca estatistica p<0,03 do grupo GCTAD em relagdo
ao GE; ®Diferenca estatistica p<0,05 do grupo GE em relagdo ao GCTAD e GC.

As imagens histologicas podem ser visualizadas na Figura 4. O GCTAD
apresentou as maiores médias nas varidveis: proliferacdo vascular (p= 0,059),

proliferacdo fibroblastica (p = 0,05) e Ki67. Nas varidveis reepitelizacdo e
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colagenizacdo as médias foram maiores que a dos outros grupos, mas semelhantes ao

GE e a presenca de queratina, da mesma forma, semelhante ao GCTADE.

O GCTADE se destaca pela presenca de foliculos pilosos (p = 0,026) e pelas
maiores meédias encontradas para as células mononucleares e polimorfonucleares, mas

esses valores nao configuram diferenca estatistica significativa.
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Figura 2: Taxa de contragdo cicatricial. Média da taxa de
contracdo cicatricial dos grupos do 2° ao 7° dia de
avaliacdes. O grupo tratado com células-tronco adiposo
derivada evidenciou uma velocidade cicatricial superior
aos outros grupos até a 5° avaliagdo e o grupo
eletroacupuntura  apresenta  velocidade cicatricial
superior na 7° avaliag&o.
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Figura 3: Efeito dos diferentes tratamentos sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas experimentais em coelhos. Fotografias representativas
das lesbes no 8° e 15° dia nos grupos: controle (GC); celulas-tronco adiposo derivada (GCTAD); células-tronco adiposo derivada e
eletroacupuntura (GCTADE) e eletroacupuntura (GE).
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RPN T B a GCTAD C GCTADE C
Figura 4: Imagens histologicas dos diferentes tratamentos sobre a cicatrizacdo de feridas cutneas experimentais em coelhos nos grupos:
controle (GC); células-tronco adiposo derivada (GCTAD); células-tronco adiposo derivada e eletroacupuntura (GCTADE) e eletroacupuntura
(GE) aos 15 dias.(A): Coloracdo de Hematoxilina e Eosina evidenciando a neoformacdo vascular (x200). (B) Coloracdo de Tricrémio de
Masson evidenciando o processo de colegenizacdo (x200). (C) Imunohistoquimica com anti-Ki67 corando de marrom escuro as células em
processo de divisdo celular (x400).
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4.1.6 Discussao

As lesOes cutdneas quando tardam a cicatrizar tornam-se cronicas, e o tratamento
passa a ser um desafio para os profissionais do campo da cirurgia plastica reconstrutiva
(BYDLOWSKI et al., 2009; NAMBU et al., 2009). O melhor tratamento disponivel
para feridas cronicas atinge apenas uma taxa de 50 % de cura e que, em muitas vezes, €
temporaria (WU et al., 2007). Tratamentos inovadores para melhorar a cicatrizacdo e a
regeneracdo cutanea sdo necessarios. A partir desse experimento, pode ser evidenciado
que o GCTAD melhora a cicatrizacdo de feridas, acelerando a fase proliferativa da

cicatrizacao.

A diferenca encontrada quanto ao tamanho das feridas entre 0s animais no
momento imediato a realizacdo da lesdo deve-se a influencia que a elasticidade da pele
promove, sendo essa, inerente a cada animal. Galiano et al. (2004) propem um modelo
de “tala” para ser colocada ao redor da lesdo que impede a contracdo da pele e permite
que os ferimentos cicatrizem por meio de granulacéo e reepitelizagéo, resultando em um
fechamento mais uniforme, devido a minimizacdo das variacbes causadas pela
contracdo da pele. Apesar de néo ter sido usado esse modelo proposto por tais autores,
optou-se pela realizacdo de lesdes circulares, que segundo Pavletic (2010), tém a forca

de contracdo diminuida e por isso tende a cicatrizar por reepitelizag&o.

O protocolo de aplicacdo local das células foi baseado em trabalhos semelhantes
que avaliaram o potencial das MSCs no reparo de lesbes cutaneas (WU et al., 2007,
CHEN et al., 2009) e em trabalhos anteriores, como o realizado por Mc Farlin et al.
(2006), que haviam testado a aplicagdo de células tanto no local da ferida como por via
hematogena e obtiveram resultados semelhantes entre as duas vias de aplicagao.

A medicacdo de escolha para o p6s-operatério, pertencente a classe dos opioides,
foi eficiente em promover analgesia, sem, contudo, apresentar caracteristicas como acao
antiinflamatdria, o que poderia alterar os resultados do experimento, haja visto que a
inflamacao constitui parte do processo de cicatrizacdo (CASAUBON & LOPEZ 1991;
SUMANO & CLIFFORD 2002; BALBINO et al., 2005).

O Tegaderm costuma ser o curativo de escolha para cobrir as lesdes cutaneas
induzidas experimentalmente por ser inerte, permitir a visualizacdo do processo
cicatricial e por ter boa aderéncia (WU et al., 2007; CHEN et al, 2009; LIM & YOO,

2010). Porém, esse curativo ndo € indicado para feridas que exsudam, como ocorreu
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neste experimento, em que houve a necessidade de se efetuarem trocas frequentes desse
curativo, ja que em 42 % das avaliacGes foi observada a presenca de exsudato. Os
trabalhos publicados nessa &rea ndo costumam fornecer dados clinicos sobre a avaliagdo
da cicatrizacdo, restringindo-se normalmente a avaliacdo da area cicatricial por
medicdes ou registros fotograficos e pelas caracteristicas microscopicas (WU et al.,
2007; CHEN et al., 2009; NAMBU et al., 2009; LIM & YOO, 2010). Tendo em vista
que itens avaliados neste experimento, como a presenca de exsudato, a hiperemia, a
presenca de crostas, 0 aspecto e a localizacdo do tecido de granulacdo ndo aparecem
avaliados por outros autores, ndo ha subsidios para se fazer tal comparacdo até este
momento. Os valores encontrados para exsudacdo podem representar uma caracteristica
da espécie utilizada, ja que ndo foram encontradas diferencas significativas, a ndo ser na
presenca de exsudato seroso, em que o grupo GE apresentou diferenca estatistica
significativa em relacéo aos grupos GCTAD e GCTADE. Como ndo ha estudos prévios
de outros autores, talvez neste caso, seja possivel levantar a hipdtese de que 0s grupos
tratados com ADSCs aumentam a producéo de exsudato seroso.

Varios estudos tém demonstrado o efeito benéfico do tratamento com MSCs
sobre a velocidade cicatricial que elas promovem, tanto em experimentos utilizando
BMSCs quanto ADSCs (NAMBU et al., 2009; LIM & YOO, 2010). Nesse
experimento, pela analise da taxa de contracdo cicatricial pode-se afirmar que os
animais do GCTAD apresentaram uma velocidade cicatricial superior a dos demais
grupos até a quinta avaliacdo, com significancia estatistica nas avaliacdes trés e cinco.
Ja na sétima avaliacdo o GE passa a ter a melhor taxa de contracdo cicatricial,
superando o0 GCTAD (p= 0,039) e o GC (p= 0,05). Pode-se sugerir que as ADSCs
promoveram uma aceleracdo do processo inflamatério inicial, o que explicaria ai
também a presenca de exsudato de seroso, e um incremento da fase proliferativa,
confirmada pela analise histologica da proliferacéo fibroblastica (p= 0,05). A hipotese
para que a taxa de contragdo cicatricial da sétima avaliacdo seja de que as ADSCs que
foram aplicadas somente no momento da inducéo ja tenham se exaurido e talvez fosse
necessaria uma nova aplicagdo de células entre a 5% e a 6 avaliagdo (entre 0 10° e 0 12°
dia ap6s a primeira aplicacdo). Nos casos clinicos apresentados por Badiavas & Falanga
(2003), eles fizeram multiplas aplicagdes de BMSCs em pacientes que possuiam feridas
cronicas que ndo respondiam a tratamentos convencionais. Nesses casos, foi observada

cicatrizagcdo completa das feridas ap06s o tratamento com células-tronco. Mc Farlin et al.
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(2006) compararam a eficiéncia de uma unica aplicacdo local de BMSCs com a
sistémica pela aplicacdo venosa em 4 dias consecutivos. Nesse trabalho eles concluiram
que os dois tratamentos sdo efetivos, porém eles ndo discutem a diferenga no numero de
aplicacdes. Mesmo trabalhos mais recentes tém utilizado como tratamento uma Unica
aplicacdo local de MSCs e tem obtido resultados favoraveis a essa terapia (CHEN et al,
2009; NAMBU et al., 2009; LIM & YOO, 2010).

O efeito da eletroacupuntura sobre as ADSCs parece sé ocorrer na formacéo de
foliculos pilosos onde houve diferenca significativa (p= 0,026) sobre os demais grupos.
Ainda, o GCTADE se destaca pelas maiores medias de células mono e
polimorfonucleares e queratina, porém esses valores ndo apresentam diferenca
estatistica significativa. O aumento das células mono e polimorfonucleares podem estar
correlacionados com a quantidade de exsudato purulento e seroso observados nos
animais pertencentes a esse grupo durante as avaliag¢fes clinicas (Mc Farlin, 2006). A
partir desses resultados, pode-se propor que o GCTADE tenha apresentado uma
cicatrizacdo com a fase inflamatoria exacerbada. Talvez a associacdo desses tratamentos
por eletroacupuntura e ADSCs seja mais evidente se a avaliacdo for feita por um
periodo superior aos 15 dias, incluindo ou ndo uma nova aplicacdo de células, haja vista
0 aumento significativo na formacdo de foliculos pilosos, podendo indicar que a futura
cicatriz possa ter um aspecto cosmético mais favoravel, com a presenca de pelos no
local. Ndo existem trabalhos cientificos até o momento avaliando a atividade da EA
sobre as MSCs na cicatrizacdo de feridas cutaneas, porém Ding et al. (2009) utilizaram
a combinacdo desses tratamentos em ratos com lesdo medular induzida e observaram a
provavel regeneracdo axonial e a recuperacdo parcial da funcdo locomotora desses

animais.

A neovasculariza¢do é um passo crucial no processo de cicatrizacdo de feridas,
uma vez que é necessaria para sustentar o tecido de granulacdo recem-formado e
garantir a sobrevivéncia dos queratindcitos. Wu et al. (2007) demonstraram que as
feridas tratadas com BMSC tém maior densidade capilar, e sugeriram que as BMSCs
promovem a angiogénese. No presente estudo, as feridas tratados com ADSCs tiveram
aumento da densidade capilar quando comparadas com 0s outros grupos, porém a
diferenca ndo foi estatisticamente significativa; contudo, o valor foi muito préximo ao

significativo.
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Em estudos recentes, foram relatados transplante de BMSCs ou ADSCs para
ativar o processo de cura devido a sua capacidade em diferenciar em epiderme anexos
cutaneos, mediando, assim, a regeneracdo dermica (LIM & YOO, 2010). Nesse
experimento, 0 GCTAD mostrou taxas significativamente mais rapidas de cicatrizacdo
da ferida e tiveram, na média, maiores indices histologicos do que os outros grupos. Por
outro lado, as avaliacGes clinicas e histologicas utilizadas neste estudo podem ndo ser
suficientemente sensiveis para detectar efeitos pequenos, e talvez por isso ndo se tenha
encontrado maiores diferencas significativas, como no caso da avaliacdo da proliferacdo

vascular.

A cicatrizacdo de feridas € um processo que requer a interagdo de varias células
da derme e epiderme e da liberacdo de substancias quimicas mediadores das células
inflamatdrias, fibroblastos e queratindcitos. A proliferacdo de células mesenquimais e
capilares, bem como o influxo de macrofagos no tecido de granulacdo, servem para
substituir o defeito cutaneo e para fornecer substratos e indutores de reepitelizagéo (LIM
& YOO, 2010). Pelos resultados deste experimento pode-se considerar que o tratamento
com ADSCs promoveu essa proliferacdo celular necessaria para a cicatrizacdo. O
mecanismo pelo qual isso ocorreu ndo foi avaliado neste experimento; contudo, outros
pesquisadores da area relatam existir pelo menos duas possibilidades pelas quais as
MSCs possam promover a cicatrizagdo. Primeira, elas teriam a capacidade de secretar
varios fatores de crescimento e citocinas que sdo relevantes para 0 reparo ou
regeneracdo tecidual. A segunda possibilidade estaria relacionada com a enorme
plasticidade e habilidade das MSCs em se diferenciarem em uma grande variedade de
tipos celulares e se integrar aos tecidos. Portanto, elas facilitariam a cicatrizagdo de
feridas pela trans-diferenciacdo em mioblastos e queratindcitos depois de migrar para a
lesdo (Mc FARLIN et al., 2006; SASAKI et al., 2008). De maneira semelhante, a
hipdtese defendida por Wu et al. (2007) para a acdo das MSCs na cicatrizacdo de feridas
é que ela ocorra por meio da diferenciacéo e da liberacéo de fatores pro-angeiogénicos.

4.1.7 Conclusao

Pelos resultados deste experimento, pode-se constatar que 0 GCTAD melhora a

cicatrizacdo de feridas, acelerando a fase proliferativa do processo cicatricial.

A associagdo dos tratamentos EA e ADSCs sO foi considerada superior aos

outros tratamentos na avaliacdo da presenca de foliculos pilosos. Talvez, o beneficio
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dessa associacao seja mais evidente se o estudo for feito por um periodo superior aos 15
dias, ou seja, durante a fase de remodelamento da cicatrizacdo, em que se pode supor a

verificacdo de um aspecto cosmético mais favoravel da cicatriz.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O uso de GCTAD melhora a cicatrizacdo de feridas, acelerando a fase

proliferativa do processo cicatricial.

A associagdo dos tratamentos EA e ADSCs s6 foi considerada superior aos

outros tratamentos na avaliacdo da presenca de foliculos pilosos.

O protocolo de inducédo das lesdes foi considerado adequado para a avaliacéo, ja
que se pbde observar que todas as lesbes apresentaram formacdo de tecido de

granulacdo, seguida por reepitelizacao.

As avaliagdes clinicas realizadas foram de grande valia e trouxeram resultados
instigantes, como a possibilidade de as ADSCs promoverem um aumento na

exsudacéo das lesoes.

As avaliacbes microscépicas foram ferramentas fundamentais para a avaliagcdo
da evolucédo cicatricial nos diferentes grupos, determinando as diferengas na
proliferacdo celular, obtidas pela imunohistoquimica utilizando o anti- Ki67.
Além disso, permitiu a avaliacdo da presenca de foliculos pilosos, variavel essa

que permitiu visualizar o efeito da EA sobre as ADSCs.

A espécie escolhida para este experimento foi adequada, permitindo as
avaliacOes e tratamentos apenas com a contencdo fisica e minimo estresse dos
animais. Ainda, ndo houve a necessidade de se realizar eutanasia nos animais,

que foram todos doados ao final do experimento.

Como perspectiva pode-se indicar que o estudo deva ser feito por um periodo
superior aos 15 dias, ou seja, durante a fase de remodelamento da cicatrizacao,
em que talvez possam ser melhor verificadas diferencas entre os grupos no

aspecto cosmeético da cicatriz.

A utilizagdo de outras ferramentas diagnosticas como a analise molecular
poderdo dar subsidios aos resultados encontrados. Alem de possibilitarem a

avaliagcdo da enxertia das células.

Talvez com uma nova aplicacdo de ADSCs entre 0 10° e 0 12° dia ap0s a

primeira possa-se determinar se as células-tronco tém um efeito benéfico
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somente na fase inicial da cicatrizacdo, ou se elas também poderdo apresentar

um efeito positivo na remodelacéo cicatricial se forem aplicadas novamente.
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