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AUTO-ENXERTOS CUTANEOS EM LEITO RECEPTOR DESPROVIDO DE
TECIDO DE GRANULAGAO ASSOCIADO OU NAO DO USO DE CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS XENOGENAS EM COELHOS (Oryctolagus cuniculus)

RESUMO - Tradicionalmente um enxerto € realizado em um leito receptor
coberto por tecido de granulagdo saudavel, e na atualidade, as células tronco
mesenquimais representam uma excelente alternativa para estimular a cicatrizagao
de feridas agudas e crbnicas. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar os
efeitos de células tronco mesenquimais xendgenas na cicatrizagdo de auto-enxertos
cutaneos em leito receptor sem tecido de granulagcdo de coelhos. Foram utilizados
60 coelhos, divididos em trés grupos de 20 pacientes. O primeiro grupo (GIL) e o
segundo (GIV) receberam tratamento de 2 x10° células tronco , por vias intralesional
e intravenosa respetivamente, enquanto o grupo controle (GC) recebeu apenas o
auto-enxerto cutédneo. Na avaliagdo macroscopica, enxertos dos grupos GIL e GIV
apresentaram melhor coloragdo comparado com o grupo controle, no entanto, na
avaliacdo microscépica as variaveis inflamacédo, reepitelizacdo, necrose e
neovascularizagdo nao mostraram diferencia significativa entre os trés grupos
(p>0,05). Concluséo: a reepitelizacado dos auto-enxertos cutaneos em malha em leito
receptor desprovido de tecido de granulacdo em coelhos (Oryctolagus cuniculus )
provavelmente ndo precisam de técnica adjuvante para estimular a cicatrizacdo. A
versatilidade da malha permite uma aderéncia estavel ao leito receptor, e atraves
das fendas criadas permite a eliminacéo da secreg¢ao inflamatéria, evitando assim a
presenca de seroma e garantindo a nutricio e revascularizagcdo do enxerto.

Palavras-chave: células tronco, cirurgia reconstrutiva, pele
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SKIN AUTOGRAFT IN THE RECEPTOR DEVOID OF GRANULATION TISSUE
ASSOCIATED OR NOT THE USE OF MESENCHYMAL STEM CELLS
XEROGENOUS IN RABBITS (Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT - Traditionally, a graft is performed in a healthy granulation tissue
bed, although nowadays, the mesenchymal stem cells represent an excellent
alternative to stimulate wound healing in a recipient bed without a healthy granulation
tissue bed. Thus, this study aimed to evaluate the effects of mesenchymal stem cells
xenogeneic at the healing of skin autografts in a recipient bed without granulation
tissue in rabbits. A total of 60 rabbits were divided into three groups of 20 patients.
The first (GIL) and the second group (GIV) were treated with 2x10” intralesional and
intravenous stem cells respectively; meanwhile the control group (CG) received only
skin autograft. At the macroscopic examination, the grafts GIL and GIV groups
showed better color than the control group, however, microscopic evaluation of the
variables: inflammation, re-epithelization, necrosis and angiogenese showed no
significant difference among the three groups (p>0,05).

Conclusion: reepithelialization of meshed skin autografts from recipient bed without
granulation tissue in rabbits (Oryctolagus cuniculus) probably does not need an
adjuvant technique to stimulate wound healing. The versatility of the mesh allows a
stable adherence to the recipient bed, and through the created slits allows the
evacuation of inflammatory secretion, avoiding the presence of seroma and providing
nutrition and graft revascularization.

Keywords — stem cell, reconstructive surgery, skin
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introdugao

O enxerto cutdneo € um segmento de pele separado por completo a partir de
uma area do corpo e utilizado novamente para cobrir outra area desprovida de
superficie epitelial (PAVLETIC, 2010; YOU; HAN, 2014). Os enxertos sao
recomendados em areas onde a ferida € ampla e ndo € possivel aproximar as
bordas da pele circundante ou realizar retalhos, como em pacientes com extensas
queimaduras e, nas areas em que a cicatrizagao por segunda intengéo resultaria em
contragdes que alterariam a funcionalidade ou o retorno venoso, além disso, os
enxertos em malha sdo uma excelente alternativa para cobrir feridas de tumores em
superficies flexoras e irregulares de dificil imobilizagdo (BOHLING; SWAIM, 2012;
MACPHAIL, 2013; YOU; HAN, 2014).

Embora os enxertos cutédneos exijam para sobreviver um leito receptor
vascularizado, o tecido de granulagdo ndo é necessario antes da aplicacdo de um
enxerto (PAVLETIC, 2010), eles também podem ser aplicados sobre superficie
“fresca” isenta de infegcdo e debris, ou em feridas limpas causadas por abrasao ou
avulsdo (SWAIM, 2007); no entanto, poucos sdo os relatos utilizando enxertos
cutaneos para cobrir feridas cirurgicas recém feitas especialmente em areas tais
como tenddes e retinaculo na regido distal das extremidades (TONG; SIMPSON,
2012).

Na atualidade, as células tronco mesenquimais (MSCs) sao excelente
alternativa para estimular a cicatrizagao de feridas agudas e cronicas, mediante uma
complexa variedade de fungdes de suporte trofico, anti-inflamatoria e
imunomoduladora, revascularizagado, atividade anti-apoptética, capacidade de
diferenciagdo e quimiotaxia (REHMAN et al., 2004; HARMAM 2013; KIM et al.,
2013). MSCs podem ser autdgenas (do proprio paciente), alégenas (de um doador
da mesma espécie) ou xenogenas (de outra espécie) (FOSSUM; SCHULZ, 2013).
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A eficiéncia das células tronco na cicatrizacdo de feridas é amplamente
reportada, estimulando a sinteses de colageno; ativagdo, proliferagdo e migracéo de
fibroblastos (KIM et al., 2007, LIM; YOO 2010). As MSCs de uma espécie pode
diferenciar-se e promover a recuperagao de tecidos quando transplantadas em
outras espécies, MSCs retém a capacidade multipotencial, e tém caracteristicas
imunologicas unicas que permite persisténcia no meio ambiente xenogénico (LI et
al., 2012).

Sendo assim, este trabalho de investigagdo tem por objetivo geral avaliar a
epitelizacdo e cicatrizagcao de auto-enxertos cutaneos em leito receptor desprovido
de tecido de granulagédo associado ou ndo do uso de células tronco mesenquimais
xenogenas. Os objetivos especificos sdo: avaliar a inflamagéo, re-epitelizagéo e
angiogénese no terceiro, sétimo,14 e 30 dias do pds-operatdrio nos grupos tratados
com células tronco em relagdo ao grupo controle, e determinar diferencias na
inflamacgéo, re-epitelizagdo e angiogénese entre as vias de administragdo

endovenosa e tdpica para as células tronco mesenquimais xendégenas.

2. Revisao de Literatura

2.1 Anatomia e fisiologia do sistema tegumentar

A pele é o maior e mais visivel 6rgao do corpo, além disto € uma barreira
anatbmica e fisiologica entre o animal e o meio ambiente. A pele, pelo e tecido
subcutaneo representam 24% do peso corporal de um animal filhote, e 12% em
adultos (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Como um érgao sensitivo, a pele é
o receptor para percepcao do tato, pressao, vibragado, estimulos nocivos, calor, frio,
dor, além de impedir trauma, proteger o corpo contra micro-organismos invasores e
produtos quimicos nocivos, e regula a mudanga de temperatura (AL-BAGDADI,
2013). A func&do mais importante da pele & fazer possivel um ambiente interno para
todos os outros o6rgaos pela manutencdo de uma barreira eficaz contra a perda de
agua, eletrolitos e macromoléculas (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Outras
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funcdes da pele sdo a produgdo de vitamina D, imunorregulagdo, movimento e
forma, elasticidade e resisténcia, pigmentacdo, e reservatério de eletrdlitos, agua,
lipidios, carboidratos e proteinas (PAVLETIC, 2010; AL-BAGDADI, 2013).

A pele é composta pela epiderme, derme e anexos associados. A epiderme
deriva-se do ectoderma embrionario, enquanto a derme tem origem
mesenquimatosa. A interface entre a epiderme e derme é formada por uma
membrana basal funcional composta de proteinas da matriz. A pele é sustentada por
tecido subcuténeo, que Ihe permite deslizar sobre tecidos subjacentes, mas ele n&o
faz parte da pele (PAVLETIC, 2010; AL-BAGDADI, 2013).

A epiderme é fina, porém protetora; ela é particularmente delgada em areas
com muitos pelos e ligeiramente mais grossa em areas com pouco pelos. A
epiderme é avascular, recebendo sua nutrigdo do fluido que penetra nas camadas
mais profundas e dos capilares dérmicos (MACPHAIL, 2013). A derme €& mais
grossa e vascular e fica abaixo da epiderme, que nutre e suporta a epiderme. A
derme e composta de fibras colagenas reticulares e elasticas cercadas por uma
substancia basica de mucopolissacarideos. Os fibroblastos, macrofagos, células de
plasma e mastocitos s&do encontrados em toda esta camada. (AL-BAGDADI, 2013;
MACPHAIL, 2013).

Os vasos musculocutaneos sdo os principais vasos que nutrem a pele em
seres humanos, macacos e suinos; no entanto, estdo ausentes nos caes e em
outros animais de pele solta (PAVLETIC, 2010; MACPHAIL, 2013;). Em caes, a pele
tem um suporte arterial segmentar de 16 artérias cutaneas simples e 23 artérias
cutédneas mistas (AL-BAGDADI, 2013) que correm entre ou através dos musculos,
respectivamente, para ramificar em trés plexos (HUNT, 2012). Os trés niveis
interligados para formar o sistema vascular cutédneo s&o: (1) o plexo profundo
subdérmico ou subcutdneo, (2) plexo intermediario ou cutaneo, e (3) plexo
superficial ou subpapilar. Essa disposigao vascular geralmente esta presente na pele
provida de pelos, mas pode apresentar variagdes neste arranjo vascular no ouvido
externo, coxins plantares, mamilos, e jungdes mucocutédneas da narina, dos labios,

da palpebra, do prepucio, da vulva e do anus (PAVLETIC, 2010).
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O plexo subdérmico é a rede vascular primaria, os vasos deste plexo
geralmente estendem-se no tecido adiposo e subcutaneo na face profunda das
partes média e distal dos membros, onde inexiste o musculo panicular. Em locais
onde existe uma camada de musculo cutdneo, o plexo subdérmico permanece

superficial e profundo em relagdo ao musculo cutaneo (PAVLETIC, 2010).

O plexo subcutaneo fornece bulbos e foliculos capilares, glandulas tubulares,
a por¢cao mais profunda dos ductos de glandulas e musculo eretor dos pelos
(PAVLETIC, 2010; MACPHAIL, 2013). O plexo intermediario ou cutaneo fornece as
glandulas sebaceas e reforga as redes capilares ao redor dos foliculos, ductos de
gléandulas tubulares e musculos levantadores dos pelos (AL-BAGDADI, 2013;
MACPHAIL, 2013). O plexo subpapilar fica na camada externa da derme, e as algcas
capilares projetam-se a partir deste plexo para a epiderme (PAVLETIC, 2010;
MACPHAIL, 2013).

2.2 Cicatrizacao da pele

Imediatamente apds ocorrer uma lesdo, varias vias intracelulares e
intercelulares s&o ativadas para restaurar a integridade e homeostase dos tecidos.
Componentes celulares do sistema imunitario, a cascata de coagulagdo sanguinea e
vias inflamatérias sdo ativadas. Varios tipos de células, incluindo células imunes
(neutrofilos, mondcitos, linfocitos e células dendriticas), ceélulas endoteliais,
ceratindcitos e fibroblastos, sofrem alteragbes marcantes na expressao dos genes e
fendtipo, que conduzem a proliferagao celular, diferenciagado e migragdo (GURTNER
et al., 2008).

O processo de cicatrizacdo de uma ferida divide-se em trés fases continuas e
sobrepostas: uma reacdo inflamatéria, um processo proliferativo que conduz a
restauracdo do tecido, e uma fase de maturacdo e remodelamento da ferida
cutanea. Estes processos sdo estritamente regulados por varios fatores de
crescimento e citocinas liberadas no local da ferida (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A fase inflamatoria, inicia logo apos a lesdo, subdivide-se em fase inflamatoria
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precoce e tardia. A primeira € uma resposta imediata, correspondendo a dinamica
do tonus vascular e hemostasia pela formagado de tampao composto principalmente
por fibrina, que se torna um andaime para as células infiltrantes. Enquanto que a
fase tardia € caracterizada por respostas vasculares e recrutamento e ativagao de
células inflamatérias (AMALSADVALA; SWAIM, 2011).

A vasoconstricao inicial ocorre devido a produgao de endotelina e a liberagao
de epinefrina, norepinefrina, prostaglandinas, serotonina, bradicinina e histamina. No
entanto, dentro de 5 a 10 minutos, ha aumento da permeabilidade vascular que
provoca os sinais classicos de inflamacdo. Este aumento da permeabilidade
vascular facilita a quimiotaxia de células circulatérias e liberacdo de citocinas e
fatores de crescimento a partir de plaquetas ativadas (HOSGOOD, 2012; BALSA;
CULP, 2015).

Os neutrdéfilos sao recrutados para a ferida em resposta a ativacdo do
complemento, a degranulacdo de plaquetas e a degradagdo de produtos
bacterianos. Apds dois a trés dias, os mondcitos aparecem na ferida e diferenciam-
se em macréfagos (GURTNER et al., 2008). Os macréfagos sao considerados como
a célula regulamentar mais importante na reagao inflamatoria pela capacidade de
produzir muitas citocinas incluindo o fator do crescimento do endotélio vascular, fator
de crescimento de fibroblastos. Estas citocinas sao importantes para inducdo de
migragéo celular, assim como proliferacdo e produgcdo de matriz extracelular. Os
macrofagos, desempenham um papel essencial na transicdo entre a inflamacao e
reparagao (PAVLETIC 2010; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A fase proliferativa, € a segunda fase de reparagao de feridas, ocorre 2-10
dias apds a lesdo e caracteriza-se pela migragao e proliferagéo celular de diferentes
tipos de células (GURTNER et al., 2008). Segundo Pavletic (2010) a fase
proliferativa ocorre cinco a 20 dias apdés a lesdo, e envolve quatro processos
fundamentais: neovascularizagdo/angiogénese; fibroplasia e deposi¢céo de colageno;
epitelizagéo; e contragdo da ferida (HOSGOOD, 2012; LI; CHEN; KIRSNER, 2007;
AMALSADVALA; SWAIM, 2011; BALSA; CULP, 2015).

A angiogénese corresponde ao crescimento de novos vasos sanguineos
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capilares a partir dos vasos pré-existentes nas areas que antes ndo eram ocupadas
por tecido vascular. Este processo depende da interagdo da matriz extracelular com
citocinas que estimulam a migragdo e proliferacdo de células endoteliais.
(HOSGOOD, 2007; MACPHAIL, 2013). Os novos capilares, fibroblastos, tecido
fibroso, e uma matriz extracelular ativa formam o tecido de granulacdo que esta
normalmente presente quatro a cinco dias apds ocorréncia da lesdo. A formacao de
tecido de granulacdo desempenha um papel na contragcdo da ferida e fornece
condigao para epitelizagdo (PAVLETIC, 2010; BALSA; CULP, 2015).

A fibroplasia € componente de tecido de granulagéo, incluem fibroblastos e
matriz extracelular associada (PAVLETIC, 2010) e produgdo de novo colageno e
outras proteinas da matriz (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Os fibroblastos originam-se
a partir de células mesenquimais indiferenciadas presentes no tecido conjuntivo
circunjacente a ferida, e migram para os ferimentos ao longo de filamentos de fibrina
no coagulo de fibrina que invadem os ferimentos para sintetizar e depositar
colageno, elastina e proteoglicanos que amadurecem o tecido fibroso (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007; MACPHAIL, 2013). A proliferagdo de fibroblastos é estimulada por
macréfagos, moléculas da matriz extracelular e citocinas como o fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de transformacado de crescimento - B e
fator de crescimento endotelial (BALSA; CULP, 2015).

A medida que o ferimento amadurece, existe aumento notavel na proporcéo
entre o colageno do tipo | (maduro) e tipo Ill (imaturo). A quantidade de colageno
atinge o maximo de deposicdo dentro de duas ou trés semanas apds a lesdo. A
medida que o conteudo de colageno do ferimento aumenta, o numero de fibroblastos
e o ritmo da sintese de colageno diminuem, marcando o final da fase de proliferagcao
(PAVLETIC, 2010; MACPHAIL, 2013).

A epitelizagdo ocorre independentemente da contragdo e, em feridas abertas,
acontece depois do tecido de granulagéo; ja em feridas fechadas, no entanto,
comega quase imediatamente e € completada em dois dias. As células epiteliais
comegam a proliferar na zona basal e sobre a camada de células espinhosas ao
longo da borda viavel do defeito cutédneo, a migragao epitelial € guiada por fibras

colagenas. A epitelizagdo ocorre mais rapidamente em ambiente umido do que em
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ambiente seco e n&o ocorre sobre tecido inviavel. A epitelizagdo protege os tecidos
subjacentes da infeccdo externa e perda de fluidos (PAVLETIC, 2010;
AMALSADVALA; SWAIM, 2011).

A contracdo refere-se a diminuicdo do tamanho da ferida, acontece de forma
centripeta e comega logo apos os fibroblastos presentes, na matriz extracelular
assumirem o fendtipo de miofibroblastos, em resposta a FTC-1. A medida que o
reparo progride, o numero de miofibroblastos na ferida diminui, correspondendo a
diminuicdo na velocidade de contragdo da ferida (HOSGOOD, 2007; PAVLETIC,
2010; CORNELL, 2012).

Experimentalmente, a contragdo da ferida decorre a uma taxa de 0,6-0,75 mm
por dia, apods 42 dias, a contracado da ferida parece diminuir em coelhos. Portanto,
seis semanas € uma diretriz geral sobre o que esperar para feridas no qual
contracdo da ferida € considerada a melhor opg¢ao para fechar uma ferida
problematica (PAVLETIC, 2010).

A terceira fase da reparacao de feridas, comeca duas a trés semanas apos a
lesdo, e dura mais de um ano. Esta fase caracteriza-se pela mudanga da
composi¢ao da matriz extracelular em presenga de metaloproteinases da matriz que
sdo secretadas pelos fibroblastos, pelos macréfagos, pelas células epiteliais e
endoteliais. Ao longo do tempo, as fibras de colageno, principalmente do tipo Il
diminuem de forma gradual a medida que aumenta o colageno tipo |, mais espessas
e progressivamente mais reticuladas e assumem orientagdo especifica ao longo das
linhas de tensdo do corpo. A deposi¢cado de colageno esta diretamente relacionada
com a resisténcia a tracdo de uma ferida. A fase de maturacido pode continuar
durante meses, eventualmente, deixando cicatriz que € 80% da forga do tecido
original antes do ferimento (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; HOSGOOD, 2007,
GURTNER et al., 2008; PAVLETIC, 2010; CORNELL, 2012).

2.3 Enxertos cutaneos

O enxerto cutdneo € um segmento de pele separado por completo a partir de
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uma area do corpo e utilizado novamente para cobrir outra area desprovida de
superficie epitelial (PAVLETIC, 2010; YOU; HAN, 2014). A sobrevida nesse local
depende da absorg¢ao de liquidos teciduais e do desenvolvimento de nova irrigagao
sanguinea (SWAIM, 2007).

Os enxertos podem ser de espessura total ou de espessura parcial. Enxertos
cutaneos de espessura total ou dermo-epidérmico, estdo indicados para cobrir
grandes defeitos em superficies flexoras e defeitos em extremidades distais. As
técnicas de enxerto de espessura total incluem malhas, tampdes, faixas e camadas
de pele. Os enxertos cutaneos de espessura parcial ou laminares sdo compostos de
epiderme e por espessuras variaveis da derme, podem ser delgados, de espessura
intermediaria ou espessos, dependendo da quantidade de derme incluida (SWAIM,
2007; BOHLING; SWAIM, 2012; MACPHAIL, 2013).

Enxertos em malha, podem ser de espessura total ou parcial, sdo enxertos
nos quais sao realizadas incisbes em fileiras paralelas de fendas alternadas
(MACPHAIL, 2013). Este tipo de enxertos e recomendado para revestir feridas com
sangue ou soro; para revestimento de amplo defeito cutdneo, como em pacientes
com extensas queimaduras; e para reconstrugdo de superficies irregulares
(cdbncavas ou convexas) de dificil imobilizagdo (SWAIM, 2007). Quando os enxertos
em malhas sao aplicados sobre leitos de granulagdo saudaveis e adequadamente
tratados, a sobrevivéncia é de 90% a 100% (SWAIM, 2007; BOHLING; SWAIM,
2012; MACPHAIL, 2013). A possivel desvantagem é a possibilidade de crescimento
excessivo do tecido de granulagdo através das fendas e sobre o apice do enxerto
(SWAIM, 2007; BOHLING; SWAIM, 2012).

Geralmente, os enxertos cutdneos s&o recomendados em areas onde a
ferida € ampla e ndo € possivel aproximar as bordas da pele circundante ou realizar
retalhos, e nas areas em que a cicatrizagdo por segunda intengcédo resultaria em
contragdes que alterariam a funcionalidade ou o retorno venoso (OROZCO;
SANCHEZ DE LA MUELA, 2009; PAVLETIC, 2010; YOU; HAN, 2014). Além disso, o
enxerto cutdneo é uma excelente alternativa para cobrir feridas pos-operatorias de
tumores nas regides distais das extremidades (TONG; SIMPSON, 2012).
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Os enxertos cutaneos exigem para sobreviver um leito receptor vascularizado
afim de estabelecer conexdes arteriais e adequada drenagem para garantir a
sobrevida e cicatrizagdo bem sucedida (PAVLETIC, 2010). Poucos sao os relatos
de casos utilizando  enxertos para cobrir feridas cirdrgicas recém feitas
especialmente em areas tais como tendbes e retinaculo na regido distal das
extremidades (TONG; SIMPSON, 2012).

A sobrevida do enxerto e cicatrizacdo bem sucedida requerem o
estabelecimento de conexdes arteriais e drenagem adequada (BOHLING; SWAIM,
2012; MACPHAIL, 2013). Este processo depende da aderéncia, da embebicao
plasmatica e da inosculagdo ou revascularizacdo (OROZCO; SANCHEZ DE LA
MUELA, 2009; BOHLING; SWAIM, 2012; LIPTAK, 2012, MACPHAIL, 2013).

A aderéncia é o processo pelo qual o enxerto cutdneo adere-se ao leito
receptor através do desenvolvimento de uma rede de fibrina, esta primeira fase
ocorre durante as primeiras oito horas subsequentes a aplicacdo do enxerto.
Posteriormente, a fibrina é invadida por leucdcitos, fagocitos e fibroblastos, eles
comegam produzir colageno, criando aderéncia fibrosa, esta segunda fase comeca
72 horas apds a aplicagdo do enxerto. A aderéncia de fibrina ndo serve so para
ancorar o enxerto, mas também para facilitar o crescimento de novos vasos
capilares a partir do tecido do leito receptor (OROZCO; SANCHEZ DE LA MUELA,
2009; BOHLING; SWAIM, 2012).

Até a vascularizagao ser estabelecida, a nutricdo do enxerto cutdneo depende
da difusdo de liquidos a partir do leito da ferida. Apds aplicar o enxerto os vasos
dilatam-se e um liquido semelhante ao soro, isento de fibrinogénio, bem como as
células sédo absorvidos pelo enxerto. A acéo capilar traciona as células e o soro para
os vasos dilatados do enxerto, mantendo esses vasos dilatados até a
revascularizagao do enxerto e proporcionando a nutricdo para os tecidos do enxerto.
Esse fenbmeno tem sido denominado de embebicéo plasmatica e ocorre durante os
primeiros dois a trés dias apos a enxertia. A absor¢do de produtos da hemoglobina
confere ao enxerto uma coloragdo enegrecido azulada. (OROZCO; SANCHEZ DE
LA MUELA, 2009; BOHLING; SWAIM, 2012; MACPHAIL, 2013).
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Inosculacéao, refere-se a anastomose dos vasos seccionados preexistentes no
enxerto com os vasos do leito receptor de, aproximadamente, o0 mesmo diametro.
Este processo pode ter inicio até 22 horas apds a colocagdo do enxerto, mas isso
acontece com mais frequéncia entre 48 e 72 horas apos da aplicagdo do enxerto.
Inicialmente, o fluxo de sangue é lento e desorganizado, mas melhora e aproxima-se
do normal no quinto ou sexto dia (BOHLING; SWAIM, 2012; MACPHAIL, 2013).

Os enxertos também apresentam revascularizagcdo que ocorre pelo
crescimento interno de novos vasos do leito para o interior do enxerto (LIPTAK,
2012, MACPHAIL, 2013). O novo crescimento interno capilar ocorre em
aproximadamente 0,5 mm/dia. Os vasos que recebem a maior parte do suprimento
de sangue passam por aumento no diametro e perdem sua tortuosidade, formando
arteriolas. O processo de maturagao (dentro de 48 horas) e diferenciacdo continuam
até o desenvolvimento de novo sistema de arteriolas, vénulas e capilares (SWAIM,
2007; BOHLING; SWAIM, 2012). Além dos vasos sanguineos, também formam-se
novos vasos linfaticos por volta do quarto ou quinto dia. A vascularizagao do enxerto
esta sob controle de algumas citocinas, particularmente do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) que apresenta maior atividade de crescimento vascular
nos dias cinco a sete apos aplicagdo do enxerto cutaneo (BOHLING; SWAIM, 2012).

Pela avaliagdo macroscépica, no inicio, os enxertos sao palidos, durante as
48 horas seguintes parecem enegrecidos e azuis. As cores escuras esmaecem e em
72 — 96 horas surge tonalidade avermelhada-clara. No sétimo ou oitavo dia de pos-
operatorio, o enxerto devera estar totalmente vermelho, e a coloragdo normal
retorna, gradualmente, no dia 14. As areas persistentemente palidas séao
avasculares e sofrerdo necrose. Coloragdo preta indica necrose isquémica seca
(MACPHAIL, 2013).

O fracasso da cicatrizagao e epitelizagao de enxertos cutaneos surgem pela
separacao do enxerto do leito, infecgdo e movimentagdo, além disso, a formacéao
concomitante de hematoma ou seroma embaixo do enxerto prejudicam a nutricdo e
revascularizagdo do enxerto (BOHLING; SWAIM, 2012; MACPHAIL, 2013). A
técnica do enxerto também pode ter influéncia sobre a sobrevivéncia do enxerto
cutaneo (LIPTAK, 2012).
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A aplicagdo de bandagens e talas imobilizam a area enxertada e facilitam a
absorcao de liquido facilitando a adesao do enxerto. A frequéncia de trocas variam
para cada tipo de enxerto, mas recomenda-se trocar entre 48 horas ou trés a cinco
dias apds a cirurgia. A aplicagado da bandagem habitualmente é feita por duas a trés
semanas. No entanto, a imobilizagdo inadequada pode provocar necrose do enxerto
(BOHLING, M.; SWAIM, 2012; MACPHAIL, 2013).

2.4 Células tronco

As células tronco séo definidas como células indiferenciadas com capacidade
de dividir-se na cultura por periodos indefinidos ou prolongados e podem resultar em
células altamente especializadas com caracteristicas de cada camada germinativa,
embrionaria: mesoderma, ectoderma, endoderma (ZUK et al.,, 2002; FORTIER,;
TUAN, 2012).

De acordo com a origem, as células tronco sdo classificadas como células
tronco embrionarias (ESCs), células tronco germinativa, células tronco fetais ou
perinatais, células tronco adultas (ASCs) e células tronco pluripotentes induzidas
(iPSCs) (FORTIER; TUAN, 2012; RANERA, 2012; VOLK; THEORET, 2013;
NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2009).

As células tronco adultas (ASCs) sao células indiferenciadas encontradas
entre células diferenciadas em um tecido ou 6rgao. Elas permanecem em repouso
por longos periodos de tempo numa area especifica de cada tecido chamado "nicho
de células tronco. Estes nichos foram identificados em muitos 6rgaos e tecidos,
incluindo o cérebro, medula 6ssea, sangue periférico, vasos sanguineos, musculo
esquelético, pele, dentes, coragdo, intestino, figado e 6rgaos reprodutivos. As
células tronco servem como uma espécie de sistema de reparacao interno para a
reconstituicdo de outras células (FORTIER; TUAN, 2012; RANERA, 2012
HARMAM, 2013; NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2009).

As células tronco mesenquimais (MSCs) sao células tronco adultas (ASCs) ou

somaticas provenientes da camada embrionaria do mesoderme, capazes de
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diferenciarem em osso, cartilagem, musculo, estroma da medula, tendao, ligamento,
gordura e outros tecidos conjuntivos. Elas também tem capacidade de diferenciar-se
em ceélulas de outras camadas, tais como tecidos neurogénico, células pancreaticas
ou células hepaticas (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007; RANERA, 2012; TAKEMITSU
et al., 2012; HARMAM, 2013; VOLK; THEORET, 2013).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, as células tronco
mesenquimais (MSCs) isoladas de humanos devem cumprir com trés diretrizes:1)
ter a propriedade de aderir-se ao plastico quando mantidas em frascos de cultura; 2)
expressar marcadores de superficie celular em mais de 90% das células (CD105,
CD73 e CD90) e expressdo menos que 2% ou auséncia de CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD79, HLA-DR e CD19 e demonstrar capacidade de diferenciagao in vitro,
em osteoblastos, adipécitos e condroblastos (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007;
RANERA, 2012; TAKEMITSU et al., 2012; BOURIN et al., 2013; HARMAM, 2013;
KIM et al. 2013).

As células tronco mesenquimais (MSCs) podem ser autdégenas (do proprio
paciente), alégenas (de um doador da mesma espécie) ou xendégenas (de outra
espécie) (FOSSUM; SCHULZ, 2013). O uso de MSCs alégenas sé&o, amplamente
testadas em ensaios clinicos humanos e em animais envolvendo doencas
cardiovasculares, neurologicas e imunolégicas com resultados promissores
(REHMAN et al., 2004; PARK et al., 2009; FOSSUM; SCHULZ, 2013; PARK et al.,
2013). Na cirurgia reconstrutiva humana tiveram sucesso modelos pré-clinicos de
regeneracao de tecidos, incluindo a cicatrizagdo de feridas diabéticas usando células
de tecido adiposo autélogo recentemente isolados (CIANFARANI et al., 2013).
Experimentalmente, em modelos de cicatrizagao de feridas in vitro, as células tronco
cultivadas de tecido adiposo mostrou efeito estimulante sobre a migragdo de
fibroblastos. Em adicdo, também foi verificada num estudo em animais in vivo que
ADSCs reduziu significativamente o tamanho da ferida e acelerou a re-epitelizagéo
das bordas (KIM et al., 2007; LIM; YOO, 2010).

As MSCs representam um tipo celular vantajoso para transplante alégeno,
pesquisas sugerem que MSCs s&o células privilegiadas imunologicamente com

baixa expressdo de MHC | e auséncia de MHC Il, e dessa forma, ha menor risco de



13

rejeicdo e de complicagdes secundarias ao transplante (FOSSUM; SCHULZ, 2013;
MARX; SILVEIRA; SELBACH, 2014). Estas vantagens permitiram a utilizagdo de
células tronco alogénicas crio-preservadas, evitando a necessidade de coleta de
tecido adiposo a partir do paciente. Quando as células autdlogas cultivadas s&o
utilizados, o tecido adiposo é coletado duas a trés semanas antes do tratamento o
que é uma desvantagem (MARX; SILVEIRA; SELBACH, 2014). A criopreservagao
das MSCs ndo afeta a morfologia original, imunofenotipagem, e o potencial de
diferenciagdo das células tronco, apesar de induzir uma ligeira diminuigdo na
atividade da telomerase e da relagdo de proliferagao (MANSILLA et al., 2005;
MARX; SILVEIRA; SELBACH, 2014).

Com respeito ao uso das células tronco mesenquimais xenogenas, Li,
Ezzelarab e Cooper (2012) identificaram 94 relatérios de administracdo de MSCs
entre diferentes espécies, a maioria envolvem a utilizagdo de MSCs humanas em
varias outras espécies, com estudos ocasionais usando MSCs de porco, rato ou
cobaia. As vias de administracdo variam, embora quase metade dos estudos
utilizaram a via intravenosa, mas nenhum estudo incluiu comparagao rigorosa entre
os resultados da administracdo da MSCs alogénica e xenogénica (LI; EZZELARAB;
COOPER, 2012).

No entanto, MSCs de uma espécie pode diferenciar-se claramente e
promover a recuperacgao de tecidos quando transplantadas em outras espécies. Em
hospedeiros ndo modificados, as CTMs retém a capacidade multipotencial, e tém
caracteristicas imunoldgicas unica que permite persisténcia no meio ambiente
xenogénico (MANSILLA et al., 2005; STOFF et al.,, 2008; LI; EZZELARAB;
COOPER, 2012; TSAl et al., 2014).

As células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea (BM-MSCs)
foram as mais estudadas em modelos animais (ratos, equino, canino) em busca
aplicagdes clinicas para regenerar a cartilagem, tenddes, ossos, musculos do
coragao, feridas (FORTIER; TUAN, 2012; RANERA, 2012; HARMAM, 2013; KIM et
al., 2013). No entanto, atualmente o tecido adiposo € uma fonte alternativa de
células tronco mesenquimais (ADSCs) porque os adipdcitos também sdo capazes

de diferenciar-se em células de origem ectodérmica e endodérmica (ZUK;ZHU et al.,
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2002; SCHAFFLER; BUCHLER, 2007; JURGENS et al., 2008; AUXENFANS et al.,
2012) apresentando fatores de crescimento que estimulam a angiogénese,
remodelagao de tecidos, diferenciagcado e eventos anti-apoptoéticos (KIM et al., 2007;
TAKEMITSU et al., 2012; HARMAM, 2013; KIM et al., 2013).

A quantidade (numero) e a fungado das células tronco podem-se alterar pelos
seguintes fatores: a idade, a condic&o fisica do doador, a fonte do tecido (isto é,
gordura, medula éssea), o método de colheita, manuseio e armazenamento da
amostra (ASTOR et al., 2013; FOSSUM; SCHULZ, 2013). Um estudo realizado em
1265 caes mostrou que a condigcido corporal € a ragca nao afetou as células viaveis
(SVF) por grama de tecido adiposo, no entanto a idade sim €& importante. Com
relagdo a localizagdo anatbmica, o tecido adiposo proveniente do ligamento
falciforme tem significativamente menos células viaveis por grama de tecido em
relagdo ao tecido adiposo da parede toracica e da regido inguinal (ASTOR et al.,
2013).

Os mecanismos de acgdo das células-tronco mesenquimais (MSCs) para
reparo tecidual ocorrem através de complexa variedade de fungdes, incluindo
fungdes de suporte tréfico, anti-inflamatoérios e imunomoduladores, revascularizagéo,
atividade anti-apoptotica, capacidade de diferenciagcdo e quimiotaxia (REHMAN et
al., 2004; HARMAM, 2013; KIM et al., 2013).

Os efeitos troficos sao caracterizados pela liberagédo de citocinas e fatores de
crescimento que diminuem os danos do tecido, promovem a neovascularizagao,
recruta e induz proliferacdo de células tronco nos tecidos locais, e inibe a fibrose
(FORTIER; TUAN, 2012; KIM et al., 2013). As citocinas associadas com a
angiogénese sdo o VEGF, fator de crescimento de hepatodcitos (HGF), o fator de
crescimento basico de fibroblastos (bFGF), o fator de estimulagdo de col6nias de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e o fator de crescimento transformante-f3
(TGF -8 ) (HARMAM, 2013; KIM ET AL., 2013).

Com respeito as fungdes anti-inflamatorias e imunomoduladoras, as células
tronco mesenquimais (MSCs) ndo expressam antigenos MHC de classe Il, ou

moléculas co-estimuladoras e, suprimem a proliferagao de células T induzida por um
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terceiro tipo de células ou por fatores mitogénicos (HARMAM, 2013) por estas
razbes, as ceélulas tronco mesenquimais sdo aplicadas em ensaios clinicos em
humanos para tratamento de doencas auto-imunes tais como a doenca de enxerto
versus hospedeiro (GVHD) ou doenga Crohn (FORTIER; TUAN, 2012; RANERA,
2012; FOSSUM; SCHULZ, 2013).
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CAPITULO 2 — Auto-enxertos cutineos em leito receptor desprovido de tecido de
granulacao associado ou nao do uso de células tronco mesenquimais
xenogenas em coelhos (Oryctolagus cuniculus)

Jorge L. Alvarez Gc’)mezz*, Michele Andrade De Barros®, Bruna Morais® , Bruna Fernanda
Firmo?, Ana L.C.R. Pascoli?, Paloma Silva®, Alfredo Calpa?, Eduarda Moutinho?, Wilson
Manrique“, Andrigo Barboza De Nardi?

ABSTRACT .- Alvarez-Gomez J.L., De Barros M.A., Morais B., Firmo B.F., Pascoli A.L.C.R.,
Silva P., Calpa A., Moutinho E., Manrique W., De Nardi A.B. 2016. [Skin autograft in the
receptor devoid of granulation tissue associated or not the use of mesenchymal stem
cells xerogenous in rabbits (Oryctolagus cuniculus)]. Efeitos das células tronco
mesenquimais de tecido adiposo xend6genas na neovascularizagdo e cicatrizacdo em auto-
enxertos cutaneos em coelhos.Pesquisa Veterinadria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de
Clinica e CirurgiaVeterinaria, Universidade Estadual Paulista “Julio de MesquitaFilho”, Via de
AcessoProf.Paulo Donato Castellane s/n 14884-900 - Jaboticabal, SP, Brazil. E-mail:
jorgeluisalgo@hotmail.com

Traditionally, a graft is performed in a healthy granulation tissue bed, although
nowadays, the mesenchymal stem cells represent an excellent alternative to stimulate wound
healing in a recipient bed without a healthy granulation tissue bed. Thus, this study aimed to
evaluate the effects of mesenchymal stem cells xenogeneic at healing of skin autografts in a
recipient bed without granulation tissue in rabbits. A total of 60 rabbits were divided into three
groups of 20 patients. The first (GIL) and the second group (GIV) were treated with 2 x10°
intralesional and intravenous stem cells respectively; meanwhile the control group (CG)
received only skin autograft. At the macroscopic examination, the grafts GIL and GIV groups
showed better color than the control group, however, microscopic evaluation of variables
inflammation, re-epithelization, necrosis and angiogenese showed no significant difference
among the three groups (p > 0,05). Conclusion: reepithelialization of meshed skin autografts
from recipient bed without granulation tissue in rabbits (Oryctolagus cuniculus) probably does
not need an adjuvant technique to stimulate wound healing. The versatility of the mesh
allows a stable adherence to the recipient bed, and through the created slits allows the
evacuation of inflammatory secretion, avoiding the presence of seroma and providing
nutrition and graft revascularization.

INDEX TERMS — stem cell, reconstructive surgery, skin

RESUMO.- Tradicionalmente o enxerto cutaneo é depositado em um leito receptor
coberto por tecido de granulacédo saudavel, e na atualidade, as células tronco mesenquimais
representam uma excelente alternativa para estimular a cicatrizacdo de feridas agudas e
crbnicas. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de células tronco
mesenquimais xenbégenas na cicatrizacdo de auto-enxertos cutdneos em leito receptor sem
tecido de granulagdo em coelhos. Foram utilizados 60 coelhos, divididos em trés grupos de
20 pacientes. O primeiro grupo (GIL) e o segundo (GIV) receberam tratamento de 2 x10°
células tronco, por vias intralesional e intravenosa, respetivamente, enquanto o grupo
controle (GC) recebeu apenas o0 auto-enxerto cutdneo. Na avaliagdo macroscopica, enxertos
dos grupos GIL e GIV apresentaram melhor coloracdo do que o grupo controle, no entanto,
na avaliacdo microscopica as varidveis inflamacdo, reepitelizacdo, necrose e
neovascularizagcao nao apresentaram diferenca significativa entre os trés grupos (p > 0,05).
Conclusdo, a reepitelizacdo dos auto-enxertos cutdneos em malha em leito receptor
desprovido de tecido de granulagdao em coelhos (Oryctolagus cuniculus ) provavelmente nao
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precisam de técnica adjuvante para estimular a cicatrizacdo. A versatilidade da malha
permite uma aderéncia estavel ao leito receptor, e através das fendas criadas permite a
eliminacdo da secrecao inflamatoria, evitando assim a presenga de seroma e garantindo a
nutricdo e revascularizac&o do enxerto.
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TERMOS DE INDEXAQAO: células tronco, cirurgia reconstrutiva, pele

INTRODUCAO

O enxerto cutdneo € um segmento de pele separado por completo a partir de uma
area do corpo e utilizado novamente para cobrir outra area desprovida de superficie epitelial
(Pavletic 2010, You & Han 2014). Embora seja verdade que os enxertos cutdneos exigem
para sobreviver um leito receptor vascularizado para estabelecer conexdes arteriais e
adequada drenagem garantindo a sobrevida e cicatrizacdo bem sucedida (Shahar et al.
1999, Swaim 2007, Pavletic 2010) eles também podem sobreviver em superficies
anatdmicas capazes de produzir tecido de granulacdo, tais como subcutdneo, musculo,
peridsteo e pericdndrio (Andreassi et al. 2005, Miraliakbari & Mackay 2006). Além disso, os
enxertos em malha sédo excelente alternativa para cobrir feridas resultantes de remocgdes de
tumores (Tong & Simpson 2012, You & Han 2014) em superficies flexoras e em superficies
irregulares de dificil imobilizagéo (Bohling & Swaim 2012, Macphail 2013), além de também
puderem ser aplicados em feridas causadas por abrasdo ou avulsédo (Swaim, 2007).

Na atualidade, as células tronco mesenquimais (MSCs) sao excelente alternativa
para estimular a cicatrizacdo de feridas agudas e crbnicas mediante uma complexa
variedade de fungbes de suporte trofico, anti-inflamatéria e imunomoduladora,
revascularizacdo, atividade anti-apoptética, capacidade de diferenciacdo e quimiotaxia
(Rehman et al. 2007, Harmam 2013, Kim et al. 2013). A eficiéncia das células tronco na
cicatrizacdo de feridas € amplamente reportada, estimulando a sinteses de colageno;
ativacéo, proliferacédo e migracéo de fibroblastos (Kim et al. 2007, Lim & Yoo 2010). MSCs
podem ser autdgenas, aldbgenas ou xenégenas (Fossum & Schulz, 2013). As MSCs de uma
espécie podem diferenciar-se e promover a recuperacdo de tecidos quando transplantadas
em outras espécies. As MSCs retém a capacidade multipotencial e tém caracteristicas
imunolégicas Unicas que permite sua persisténcia no meio ambiente xenogénico (Li et al.
2012).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a epitelizacdo e cicatrizacao de
auto-enxertos cutaneos em leito receptor desprovido de tecido de granulagdo associado ou
ndo ao uso de células tronco mesenquimais xendgenas em coelhos Oryctolagus cuniculus.
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste experimento seguirem segundo o0s
Principios Eticos de Experimentagdo Animal e foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA/FCAV) protocolo numero 173466/15, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo.

Origem das células tronco mesenquimais (MSCs). As células tronco
mesenquimais foram obtidas a partir do banco Regenera células-tronco. Resumidamente, o
tecido adiposo de cées colhido a partir de doadores saudaveis e jovens foi triturado, lavado
e incubado durante 1 h em solugao salina tamponada com fosfato de Dulbecco (DPBS) com
0,1% de colagenase de tipo | e centrifugado. Os grupos de células foram ressuspensos com
meio de cultura (meio de alta concentracido de glicose de Eagle modificado [LGC
Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil], soro bovino fetal a 15% (Hyclone Inc., Logan, UT, EUA) e
1% de penicilina / estreptomicina [LGC Biotecnologia]) e incubou-se a 37°C e 5% de CO2.
Quando chegou a aproximadamente 70% de confluéncia as células, estas foram totalmente
caracterizadas e criopreservadas para utilizagao posterior.

Modelo animal experimental. 60 coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus, raca
Nova Zelandia Branco, fémeas, com peso médio 2,8 kg, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu, foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos de 20 coelhos (Tabela 1) e mantidos durante
todo o experimento em gaiolas individuais nas instalacbes do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel”.

Procedimento anestésico. Os animais foram pré-medicados com 0,07 mg/kg de
acepromazina (Acepran® Vetnil, Sao Paulo, Brasil) e 0,5 mg/kg de morfina (Dimorf®,
Cristalia, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular. Apés 15 minutos os animais foram pré
oxigenados durante um minuto por meio de mascara facial acoplada a um sistema semi
aberto ("Baraka”) ligado ao aparelho de anestesia. Entdo foi fornecido isofluorano
(Isoforine®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) 5V% até que o animal apresentasse tdbnus muscular
e reflexos protetores reduzidos e permitisse instilar, por via oral, Lidocaina Spray
(Xylestesin®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, os coelhos foram colocados em
decubito lateral com a cabeca estendida e procedeu-se a intubagédo orotraqueal com sonda
de Magil numero 3,0. A concentracdo de isofluorano era entdo ajustada a fim de manter
plano anestésico adequado para o procedimento. A veia auricular foi cateterizada (Cateter
22G BD Insyte, Minas Gerais, Brasil) para fornecimento de NaCl 0,9%, 5mL/kg/h, e a artéria
do pavilhdo auricular contralateral também foi cateterizada (Cateter 22G BD Insyte, Minas
Gerais, Brasil) para monitoracdo da pressao arterial invasiva durante todo o procedimento.
Todos os animais receberam uma Unica dose profilatica de 5 mg/kg de enrofloxacina
(Chemitril injetdvel 2.5%, Chemitec, Brasil) por via subcutdnea. Nao foi administrado
nenhum tipo de anti-inflamatério.

Procedimento cirurgico. Imediatamente apés os pacientes serem anestesiados, foi
realizado tricotomia e antissepsia prévia e definitiva com clorexidine (degermante 2%) tanto
da parede lateral direita do térax (local doador) e do membro toracico direito (local receptor).
Em cada coelho dos trés grupos, com o auxilio de uma régua e caneta dermatogréfica foi
demarcado na pele a area que foi excisada, em formato quadrado 2 cm x 2 cm. A primeira
ferida cutanea foi realizada no local receptor, na regido crénio lateral, no terco médio e distal
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de radio e ulna direita (Figura. 1A). A segunda ferida foi realizada na pele da regiao dorso
ventral, entre o quarto e quinto espaco intercostal direito (local doador) para coletar o
fragmento de pele e confeccionar 0 auto enxerto. A ferida da regido toracica foi fechada por
primeira intencdo, com fio de nailon 3-0, em padrao simples interrompido, de forma
centripeta.

Sk F

h b il 53 S 4 L
Figura 1. Fotografias representando (A) leito receptor, na regido cranio lateral com
exposicao de tenddes do musculo extensor carpo radial, extensor digital comum e extensor
digital lateral. (B) Administragdo marginal subcutinea de 2 x 10° células MSCs,
ressuspendidas em 0,5 mL de solugao ringer com lactato. (C) Infusdo intravenosa lenta pela
veia auricular marginal de 2 x 10° células MSCs ressuspendidas em 2,0 mL de solugdo
ringer com lactato.

Apds a colheita do enxerto (local doador), o tecido subcutdneo foi removido com
tesouras de Metzenbaum, sendo na sequéncia preparado a malha dermo-epidérmica, com
auxilio de bisturi de lamina 11. Foram realizadas nove incisbes de espessura total e
distribuidas por todo o enxerto, seguindo o sentido do crescimento do pelo do enxerto. O
enxerto dermo-epidérmico em malha foi posicionado na ferida do leito receptor e fixado na
pele adjacente através das bordas com fio de nailon 4-0, com ponto simples separado.

Em cada paciente do grupo GIL, antes do posicionamento do enxerto na ferida do
leito receptor e imediatamente apds descongelar as células tronco e ressuspender as MSCs
em um volume de 0,5 mL de solucéo ringer com lactado, foi injetado pela via subcutanea 0,1
mL da solugdo em cada canto da ferida (Figural. B) e 0,1 mL no meio da ferida, na fascia
antebraquial, usando seringa de 3ml e agulha 21 G (25 x 0,8 mm). A eleicdo da espessura
da agulha foi para evitar lise das células tronco. Este procedimento foi repetido do mesmo
modo no dia sete e 14 do pds-operatério, mas através das fendas da malha. Nos pacientes
do grupo GIV, apés ressuspender as células tronco em volume de 1,0 mL de solugao ringer
com lactato, a administracdo das células tronco foi lenta (um minuto) pela via intravenosa,
através da veia auricular marginal (Figura 1. C), empregando um cateter 22 G. Nos
pacientes do grupo GC foram realizado apenas o auto-enxerto cutdneo dermo-epidérmico
(Tabela 1).

Ao finalizar cada procedimento cirirgico, tanto na ferida do local doador como do
local receptor foram realizados curativos com bandagem, composto por gaze estéril e
atadura de algodao, fixada com esparadrapo.

Pés-operatério. Apds a recuperagao anestésica os animais foram recolocados
em suas respectivas gaiolas, receberam analgesia com cloridrato de tramadol (Tramal®
ampola 50mg/ml) na dose de 3 mg/kg, por via subcutdnea, a cada 12 horas durante dois
dias. Os curativos foram trocados a cada trés dias, sem realizar limpeza das crostas.
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No dia sete, os pacientes do grupo GIL e do grupo GIV receberam por via
intralesional subcutanea e intravenosa, respectivamente, a segunda dose de células tronco,
e no dia 14 receberam do mesmo modo, a terceira dose. As avaliagcbes macroscopicas da
lesdo, foram realizadas por um avaliador Unico, a cegas, no dia trés, sete, 14 e 30 do pos-
operatério. As observacbes sobre a evolucdo da ferida foram anotadas em uma ficha
individual para cada paciente contendo as seguintes pardmetros: edema, rubor, exsudato e
coloracao do enxerto. Além dos pardmetros citados, o avaliador podia anotar outras
observagbes como presenca de tecido desvitalizado, crostas, aspecto da secrecéo e
deiscéncia de sutura. Todas as observacbes foram transformadas em dados numéricos:
auséncia de exsudato 0, discreta 1, moderada 2, intensa 3. Coloracdo do enxerto: pele de
cor normal 0, résea 1, azulada 2, enegrecida 3, palida 4. Para avaliacdo do edema:
auséncia de edema 0, discreto 1, moderado 2 e intenso 3. O rubor da pele foi graduado em
ausente 0 e presente 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos trés grupos de experimentagdo. Foram realizadas avaliagbes
macroscopicas e coleta de amostras no terceiro, sétimo, 14 e 30 dias do pos-
operatério

Grupo controle
(GC)
(n=20)

Dia avaliacao

Grupo intravenoso
(GIV)
(n=20)

Grupo intralesional
(GIL)
(n=20)

Transoperatoério nao tratado

2 x10° células MSCs

2 x10° células MSCs

DIA 03
DIA 07 n&o tratado 2 x10%células MSCs 2 x10° células MSCs
DIA 14 néo tratado 2 x10°células MSCs 2 x10°células MSCs
DIA 30

Eutanasia e colheita de material. No terceiro, sétimo, 14 e 30 dias do pés
operatério cinco coelhos de cada grupo foram submetidos eutanasia para colheita de
material para avaliagcdo microscopica. A eutanasia foi realizada com propofol, dose-efeito,
administrado por via intravenosa, a fim de aprofundar o plano anestésico, ato continuo
realizou-se a infusdo de cloreto de potassio, obedecendo-se 0s principios éticos em
experimentacdo animal preconizados pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Em seguida, os enxertos foram excisados com margem extra de 0,5 cm de pele
integra em torno da lesdo de 2 cm x 2 cm, e em relagado a profundidade a fascia muscular foi
o limite. Identificou-se os fragmentos individualmente e imediatamente foram imersos
durante 36 horas em formol tamponado 10%. Apbs este periodo foram transferidos para
solucdo de alcool 70% (alcool etilico 70%) até o0 momento do processamento de inclusédo
em parafina e realizacbes de cortes transversais de 41 em micrétomo. Apbs o preparo das
IAminas, estas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).

Avaliacao microscopica. A avaliacao microscopica dos enxertos, das laminas
coradas com HE, foi feita em microscopio de luz Olympus BX51, utilizando objetivas de 4x,
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10x, 20x, 40x e 100x. Para realizar as fotomicrografias foi utilizado a camara DP72 e
software Olympus cellSens, versao 1.5. Os dados obtidos durante a avaliagdo microscépica
foram classificados de acordo com a intensidade em que eram encontrados e transformados
em variaveis quantitativas mediante atribuicao de indice para o achado histoldgico, conforme
preconizado por Garros et al. (2006).

A inflamacgao foi classificada como ausente (0) quando as células inflamatérias,
polimorfonucleares e linfécitos ndo eram visibilizadas no campo 6ptico; inflamacgao discreta
(1) quando as células inflamatérias eram evidenciadas de forma isolada, possibilitando
distinguir areas livres de infiltrado inflamatério; inflamagéao moderada (2) quando as células
inflamatérias apareciam com maior frequéncia, constituindo agregados densos, mas
possibilitando observar areas livres de infiltrado; e acentuada (3) quando as células foram
evidenciadas com grande frequéncia, constituindo agregados densos e justapostos, sem
areas livres de infiltrados.

A reepitelizacdo do enxerto foi classificada como ausente (0), quando nao havia
epitélio no campo 6éptico; discreta (1) quando a epitelizacdo aparecia de forma incompleta,
entretanto a area néo reepitelizada era predominante; moderada (2) quando a epitelizacédo
aparecia de forma incompleta, entretanto a area reepitelizada era predominante; acentuada
(3), quando a re-epitelizacao era visibilizada de forma completa sobre o tecido conjuntivo. A
presenca de necrose no tecido enxertado foi classificada como ausente (0) quando as
células do enxerto em sua totalidade ndo apresentavam sinais como picnose nuclear,
cariolise e eosinofilia do citoplasma; discreta (1) quando os sinais de necrose das células do
enxerto estavam presentes de forma isolada; moderada (2) quando estes sinais ocorriam de
forma multifocal; e acentuada quando em toda a extensdo do enxerto era possivel visibilizar
sinais de necrose celular.

A proliferagdo vascular foi considerada ausente (0), quando nao se evidenciou vasos
no corte histol6gico. Discreta (1), quando foram visibilizados poucos vasos esparsamente
situados, de forma isolada. Moderada (2), quando os vasos apareceram com maior
frequéncia e dispersos no campo 6ptico; e acentuada (3) quando foi possivel evidenciar com
grande frequéncia a presenca de vasos, dispostos em todo o campo 6ptico.

Analise estatistica. A comparacgao entre os grupos (GlV, GIL, GC), nos dias 3, 7, 14
e 30, entre os dias dentro do grupo e entre os grupos dentro do dia em relagcao as variaveis
categéricas (edema, rubor, coloracdo, secrecao, inflamacgao, reepitelizacdo, necrose e
neovascularizacao) foi efetuada pelo teste Friedman, com posterior utilizacdo do teste de
comparacao multipla de Dunn, para os casos em que houve diferenca significativa entre as
medianas. Em todos os testes, valores de p iguais ou inferiores a 0,05 (p < 0,05) foram
considerados significativos. Para as analises foi utilizado o Software R Project.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo macroscopica

O processo de epitelizagdo dos enxertos cutdaneos em coelhos foi idéntico nos trés
grupos avaliados. No dia sete do pds-operatério os enxertos apresentaram discreta
presenca de crostas, localizadas nas margens com o tecido intato, ou entre as fendas da
malha. Na avaliacao do dia 14, as fendas da malha no enxerto apresentavam reepitelizacao,
mas o0 grupo GIL apresentou maior quantidade de crostas e descamacgao epitelial
generalizada na epiderme do enxerto. O crescimento de pelos comecou no dia 21, e ja no
dia 30 foi mais evidente em todos os pacientes dos trés grupos.
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A secregao (exsudato) nao foi estatisticamente significativa entre os grupos GIV, GIL
e GC (p > 0,05), porém, a secrecao foi maior no dia trés e sete em relacdo ao dia 14
enquanto que, no dia 30 ndo foi observada (p=0,0261). Na maioria dos pacientes a secrecao
foi de aspecto serosa e sanguinolenta, de volume discreto e moderado, mas alguns animais
do grupo GIL e GC apresentaram secrecao serosa intensa na primeira semana do pés-
operatério. Apds o dia 14, a secrecao foi discreta (Tabela 2). Nao houve secre¢des purulenta
em nenhum paciente dos trés grupos. Segundo Amalsadvala & Swaim (2011) na fase
inflamatéria das feridas, o mecanismo para controlar a hemorragia € através da
vasoconstriccdo inicial, seguida imediatamente por vasodilatacdo reflexa e aumento da
permeabilidade vascular, causando exsudacdo de plasma e fuga de mediadores
inflamatérios.

GRUPO GIV GRUPO GC GRUPO GI
4 ’ |
DIA 3
DIA7
DIA 14
AN

Figura 2. Fotografias apresentando a evolugdo macroscépica da cicatrizacdo de auto-
enxertos cutdneos em coelhos. GIV grupo tratamento com células tronco mesenquimais
xendbgenas pela via intravenosa, GC grupo controle e GIL grupo tratamento com células
tronco mesenquimais xendgenas intralesional. Nestas fotos os membros toracicos direitos
estdo em posicao cranio — caudal.

Em relacdo ao edema, também nao houve diferenca significativa (p= 0,369) entre os
trés grupos; porém, o edema foi discreto no terceiro dia do pds-operatoério (p=0,0174) e foi
diminuindo com a passagem do tempo (Figura 2). O rubor foi significativo no grupo controle
(p=0,0324) em relagdao aos grupos que receberam tratamento por via intravenosa (GlIV) e
via intralesional (GIL). O rubor foi mais evidente no terceiro dia do poés-operatédrio e foi
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diminuindo gradativamente. O edema e rubor respondem a evolugcdo normal da cicatrizacao
de feridas. O edema e a inflamacao localizada s&o resultado da oclusédo dos vasos linfaticos
pela presenca de coagulos que reduzem a hemorragia, e mais tarde a fibrindlise dissolve os
coagulos de fibrina nos vasos linfaticos e retomam a sua funcao de drenagem (Amalsadvala
& Swaim 2011).

Tabela 2. Percentagem de secrecdo em pacientes do grupo controle (GC), grupo com
tratamento de células tronco mesenquimais xenégenas pela via intravenosa (GIV)
e do grupo tratado com células tronco mesenquimais xendgenas por via
intralesional (GIL) na avaliagdo macroscédpica nos dias trés, sete, 21 e 30 dias do
pbs-operatério em coelhos (Oryctolagus cuniculus)

SECRECAO DIA 3 DIA 7 DIA 14 DIA 30

GC GIV GIL GC GIV GIL GC GIV GIL GC GIV GIL
AUSENTE - - - 40 27 5 9 90 30 100 100 100
DISCRETO 15 35 45 47 53 40 10 10 50  --- --- ---
MODERADO 70 55 35 13 20 50 - -- 20 - --- ---
INTENSO 15 10 20 - - 15 -- -- - --- - -

PERCENTAGEM DE COLORAGAO DOS ENXERTOS CUTANEOS
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Figura 3. Média percentual da cor dos enxertos em coelhos do grupo tratado com células
tronco pela via intravenosa (GIV). Avaliagbes macroscopicas nos dias 3, 7, 14 e 30 do pos-
operatoério.

A evolucao da cor dos enxertos apresentou no dia 14 diferenca significativa entre os
grupos (p=0,013), nesse dia, a maioria dos enxertos do grupo GIV tinham cor branca ou
normal (Figura 3); enquanto no grupo GC predominou a cor rosa (Figura 4). No terceiro dia
do pos-operatério a cor rosea foi maior nos grupo GIL (Figura 5) e GC, mas no grupo GIV
foi a cor azulada. Poucos foram os casos que apresentaram cor palida (isquémica). Ja no
sétimo dia do poés-operatério, a cor rosa foi dominante entre os enxertos, e foi
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progressivamente mudando até o dia 30, evoluindo para a cor branca, semelhante a pele
intata. Segundo Andreassi et al. (2005), do ponto de vista clinico, o enxerto € inicialmente
palido, mas o aparecimento posterior de uma coloracdo rosa confirma “pega” ao leito
receptor. As cores escuras esmaecem e em 72 — 96 horas surge uma tonalidade
avermelhada-clara. A coloragdo normal retorna, gradualmente, no dia 14. As areas
persistentemente pélidas sdo avasculares e sofrerdo necrose (Macphail 2013).

PERCENTAGEM DE COLORAQAO DOS ENXERTOS CUTANEOS DO
GRUPO CONTROLE
100
90
80
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40
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10
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DIA 3 DIA7 DIA 14 DIA 30

Figura 4. Média percentual da cor dos enxertos em coelhos do grupo controle (GC),
avaliado nos dias 3, 7, 14 e 30 do p6s-operatoério.

PERCENTAGEM DE COLORAQAO DOS ENXERTOS CUTANEOS DO
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Figura 5. Média percentual da cor dos enxertos em coelhos do grupo tratado com células
tronco pela via intralesional (GIL). Avaliacbes macroscépicas nos dias 3, 7, 14 e 30 do pos-
operatério.
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Nesta pesquisa, a enxertia em malha de espessura dermo-epidérmica tanto no grupo
controle, como nos grupos GIV e GIL foi bem sucedida no leito receptor desprovido de tecido
de granulacéo na regido cranio lateral do radio e ulna direita (Figura 1. A). A aplicacéo de
bandagens e talas, e a troca a cada trés dias foi fundamental para imobilizar a area
enxertada e facilitar a absorcdo das secrec¢bes, evitando assim hematoma ou formacgao de
seroma abaixo do enxerto, 0s quais, causam prejuizo na nutricdo e revascularizacao,
levando a falha da enxertia (Bohling & Swaim 2012, Macphail 2013). No entanto, a
imobilizacdo inadequada pode provocar necrose do enxerto (Bohling & Swaim 2012).

Embora seja verdade que o leito receptor coberto de tecido de granulacdo saudavel
garante a sobrevivéncia do enxerto e o sucesso da técnica (Shahar et al. 1999, Swaim 2007,
Pavletic 2010), neste trabalho observamos que o tecido de granulacdo n&o & necessario
antes da aplicacdo de um enxerto (Pavletic 2010). Os enxertos podem ser aplicados sobre
superficie “fresca” isenta de infeccdo e debris, ou em feridas limpas causadas por abrasao
ou avulsao (Swaim 2007). Mas poucos sdo os relatos clinicos sobre a utilizacdo de auto-
enxertos cutaneos em feridas cirargicas recém feitas, na regido distal dos membros (Tong &
Simpson 2012).

Avaliacao microscoépica

A avaliacdo microscépica de inflamacéao, re-epitelizacdo, necrose e formacdo de
novos vasos sanguineos em amostras de enxertos cutaneos de coelhos pertencentes aos
grupos tratados com células tronco mesenquimais xendgenas administradas pela via
intravenosa (GIV) e pela via intralesional (GIL) em relacdo ao grupo controle (GC), néao
apresentaram diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre os trés grupos.

Na avaliagdo de células inflamatérias em amostras de enxertos no terceiro dia do
pbs-operatdério, no grupo controle as células predominantes foram neutréfilos e raros
macréfagos, enquanto que, no grupo GIV e GIL houveram mais macréfagos do que
neutrofilos. Em amostras do dia sete, tanto no grupo controle quanto no grupo GIL houve
equilibrio entre neutrofilos e macréfagos, mas no grupo GIV as células predominantes foram
macréfagos e poucos linfocitos. No dia 14, as amostras dos trés grupos avaliados
demostraram predominéncia de células mononucleares, a maioria macréfagos e poucos
linfécitos. No dia 30, ainda houve presenca discreta de macréfagos e neutréfilos nos grupos
GC e GIV, mas no grupo GIL houve moderada presenca de macrofagos e poucos
neutréfilos. Normalmente a presenca de células inflamatorias na fase inflamatéria da
cicatrizacdo de feridas cumpre a funcdo de desbridamento e caracteriza-se pela migracao
de neutréfilos e monocitos para dentro da ferida (Amalsadvala & Swaim 2011, Balsa & Culp
2015) em aproximadamente seis € 12 horas depois da lesado, respectivamente. O niumero
de neutréfilos aumenta em 2 — 3 dias e os monécitos tornam-se macréfagos em 24 a 48
horas (Macphail 2013). Os macrofagos sdo numericamente predominantes no quinto dia em
feridas ndo complicadas e reduzem a medida que a fase inflamatéria diminui (Pavletic 2010).

Segundo Gurtner et al. (2008) a importancia de neutrofilos e macrdéfagos na
cicatrizacdo de feridas nao é inteiramente compreendida, porém, a funcéo principal dos
neutrofilos no leito da ferida é destruir bactérias pela liberagdo de enzimas e radicais livres
de oxigénio (Balsa & Culp 2015). Normalmente, os neutréfilos no interior do tecido sofrem
apoptose dentro de alguns dias (Pavletic 2010), mas a presenca de bactérias, detritos
celulares, tecido necrosado e outros organismos contaminantes prolongam sua permanéncia
na ferida (Li et al. 2007, Pavletic 2010). Os macrdfagos sao células inflamatérias
fundamentais na transicdo entre a fase inflamatoria e a fase de reparacdo das feridas
(Pavletic 2010, Amalsadvala & Swaim 2011). Os macrofagos tem capacidade de fagocitar,
digerir e matar organismos patogénicos; limpar os restos de tecido e destruir qualquer
remanescente de neutréfilos. Além disso, os macrofagos estimulam a angiogénese,
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recrutam células mesenquimais e modulam a producéo de matriz em feridas (Li et al. 2007).

A re-epitelizacdo dos enxertos tanto no grupo GC, GIV e GIL foi progressiva com o
passar dos dias, sendo acentuada no dia 30 (p < 0,01) mas poucas amostras apresentaram
todas as camadas da epiderme. No terceiro dia, quando presente, o epitélio era descontinuo
e fino (Figura 6. A) com presenca de crostas infiltradas por células inflamatorias. No sétimo
e 14 dias do pds-operatério a re-epitelizagcdo foi moderada na maioria das amostras de
enxertos cutdneos (Figura 7). Segundo Li et al. 2007, Pavletic 2010, Amalsadvala & Swaim
2011, Macphail 2013, a epitelizacdo € uma barreira importante que protege a ferida das
infeccdes externas e da perda do fluido interno. O processo de re-epitelizacdo comeca a
partir da migracao e proliferacdo de queratinGcitos basais adjacentes a incisdo. A mitose das
células basais nas bordas da ferida é induzida por fatores de crescimento provenientes de
células epidérmicas, de macrdfagos e de células do parénquima dérmico. As células
epiteliais além de sofrer uma alteracdo fenotipica, produzem proteases para dissecar o
tecido viavel do tecido nao viavel, migram e proliferam para cobrir a ferida e restabelecer a
membrana basal. Em feridas fechadas pela primeira intencédo, a epitelizacdo comeca
imediatamente em 24 a 48 horas; no entanto, em feridas abertas ocorre quando um bom
leito de granulacéo foi formado, e acontece normalmente 4 a 5 dias apés a lesdo (Pavletic
2010, Amalsadvala & Swaim 2011, Macphail 2013).

Nas amostras de enxerto dos trés grupos observou-se necrose moderada no terceiro
dia do p6s-operatério, ja no dia sete foi discreta na maioria delas e no dia 14 ainda esteve
presente em dois pacientes do grupo controle e do grupo intralesional, ou seja, a necrose
diminuiu gradativamente. Além das variaveis inflamacao, re-epitelizacdo e necrose, também
foi avaliada presenca de novos vasos sanguineos (Figura 6. B) mas nado houve diferenca
entre as amostras dos trés grupos (p= 0,84). No sétimo dia e no 14 dia (p < 0,01) houve
crescimento vascular, porém no dia 30 ainda tinha discreta presenca de vasos no grupo GIL.
Em relacédo aos fibroblastos, no sétimo dia do pés-operatério 0 grupo controle apresentou
mais fibroblastos em relacdo aos grupos tratados com células tronco, mas no dia 14
aconteceu o contrario. De modo geral, segundo Pavletic (2010) a angiogénese € um
acontecimento chave no processo de cicatrizagdo, porque sem circulagdo adequada, os
fibroblastos ndo podem sobreviver no ambiente da ferida. Os novos capilares, fibroblastos,
tecido fibroso, e uma matriz extracelular ativa vao formar o tecido de granulacdo que esta
normalmente presente no quarto ou quinto dia e € um ponto de referéncia na cicatrizacao de
feridas, porque é resistente a infeccdo, desempenha um papel na contracdo da ferida e
fornece um andaime para epitelizacao (Li et al. 2007).

Segundo Andressi et al 2005, o processo de cicatrizacdo do enxerto é idéntica a
cicatrizacdo das feridas. Ha& uma fase de embebicdo inicial de 24 a 48 horas
correspondentes a inflamacdo, uma fase de revascularizacdo de 5 a 7 dias, semelhante ao
da fibroplasia e, finalmente, o0 ajuste e a retracdo, seguido pela distensdo. A
revascularizacdo ocorre pelo crescimento interno de novos vasos do leito para o interior do
enxerto (Swaim 2007, Bohling & Swaim 2012, Liptak 2012, Macphail 2013) no entanto, a
inosculagcao acontece com mais frequéncia entre 48 a 72 horas ap6s a aplicacao do enxerto
no leito receptor e refere-se a anastomose dos vasos seccionados preexistentes no enxerto
com 0s vasos do leito receptor do mesmo didmetro aproximadamente (Swaim 2007, Bohling
& Swaim 2012, Macphail, 2013). Observou-se também edema discreto na epiderme
superficial em trés amostras do grupo GIV e edema moderado em trés amostras do grupo
GIL, no sétimo dia do pds-operatorio. No dia 14 o edema foi discreto em trés amostras dos
grupo GIL e em uma amostra do grupo GIV e GC, respectivamente.
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DIA 03

crosta

DIA 07

poOs-operatério. Observar a re-epitelizacédo discreta embaixo do enxerto cutédneo (seta preta)
integro no leito receptor (seta azul) e presenca de focos de hemorragia local (estrela). B)
Fotomicrografia de auto-enxerto de coelho (GIL) no sétimo dia do pds-operatério. Observar
neovascularizacdo na derme superficial e moderada proliferacdo epitelial e presenca de
crosta acima da linea de reepitelizacdo (seta vermelha). Objetiva de 20x, coloragao
hematoxilina e eosina. Jaboticabal, 2016.

Possivelmente, o edema no grupo GIL pode ter relacdo com a administracdo
intralesional das células tronco (tamanho da agulha) ou pela presenca de bactérias (Hargis
& Ginn 2007). Segundo Pope (1990) os enxertos cutdneos de espessura total podem
desenvolver infeccdo superficial, especialmente se houver retardo da revascularizagdo. A



33

infeccdo geralmente é o resultado do supercrescimento da microbiota cutdnea normal em
uma pele anormal e ndo afeta acentuadamente o sucesso do enxerto, mas em certos casos
provavelmente os pacientes precisaram de antibiético durante varios dias do p6s-operatério
(Tong & Simpson 2012).
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Figura 7. A) Fotomicrografia de um auto-enxerto cutaneo de coelho (G1V) no dia 14 do p6s-
operatério. Observar a reepitelizacao integra do leito receptor (seta preta) e a liberacdo da
crosta pertencente ao enxerto desintegrado (seta azul). B) Fotomicrografia de auto-enxerto
de coelho (GIV) no dia 30 do p6s-operatério. Observar os quatro estratos da epiderme (seta
preta), fibroblastos reativos e tecido conjuntivo denso, homogéneo (setas de duas pontas)
Objetiva (A) 10x e (B) 40X, coloragdao hematoxilina e eosina. Jaboticabal, 2016.
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No presente estudo, todos 0s pacientes tiveram as ataduras trocadas cada trés dias,
mas em relacdo aos enxertos nao foram realizadas limpezas com solugdes antissépticas ou
com solugdo fisiologica, além disso, as suturas ndo foram removidas até o dia 30 do poés-
operatério; porém, no pré-operatério, todos os pacientes receberam uma Unica dose
profilatica de 5mg/kg de enrofloxacina. Considerando que as células tronco sdo atraidas por
quimiotaxia para o local da lesdao nenhum paciente foi administrado anti-inflamatérios.
Segundo Bohling & Swaim (2012), a frequéncia de trocas de bandagens variam para cada
tipo de enxerto, mas recomendam trocar entre 48 horas ou trés a cinco dias apés a cirurgia.
Além disso, segundo Shahar (1999) o uso de antibiéticos ndo é necessario no pés-
operatério se o leito receptor € constituido por tecido de granulacdo saudavel e quando
estrita técnica asséptica é praticada durante todo o procedimento, ou quando ap6s a
enxertia é empregada a pressao negativa (Stanley, 2013) na estimulagao da cicatrizacao de
enxertos cutaneos.

Nossa hip6tese foi que o transplante xenogénico de células tronco mesenquimais de
caes tanto pela via intravenosa e via intralesional diminui a inflamacdo e acelera a
epitelizacdo e cicatrizacdo de auto-enxertos cutdneos em malha em coelhos, porém néao
houveram vantagens no controle da inflamagcdo e necrose, nem na estimulacdo da
reepitelizacdo e na formacao de novos vasos. Nesta pesquisa 0 processo de reepitelizacao
foi equilibrado entre os trés grupos e aconteceu gradualmente no transcorrer do tempo
(Figuras 6 e 7), demostrando que neste modelo de transplante de células xenbdgenas nao
apresentaram vantagens em relacdo ao grupo controle, em concordancia com Stoff et al.
(2008) os quais avaliaram o efeito de células tronco mesenquimais humanas (hMSCs) na
cicatrizacdo de feridas cutdneas em coelhos fechadas por primeira intencdo e também nao
observaram diferencas no processo de epitelizacdo e na presenca de tecido de granulagao
entres os grupos controle e o tratado com hMSCs nos dias trés e sete do p6s-operatério;
mas no dia 14 e no dia 21 apds a cirurgia, observaram maior quantidade de tecido de
granulacdo em feridas ndo tratadas do que feridas tratadas com hMSC; no entanto, em
nenhum grupo foi observado sinais de inflamac&o. A dose administrada pela via subdérmica
foi 1,5 x10° hMSCs.

Os mecanismos de acado das células tronco mesenquimais para o reparo tecidual
ocorrem através de complexas funcbes tais como, anti-inflamatéria e imunomoduladora,
antifibrética, anti-apoptética, angiogénica e quimiotaxia (Kim et al. 2007, Lim & Yoo 2010,
Harman 2013) mas todas estas acdes sdao demonstradas em modelos autégeno e
alogénico, porém séo poucas as pesquisas desenvolvidas em modelos xenbégeno. Li et al.
(2012) identificaram que 88 de 94 pesquisas (93,6%), apresentaram evidéncias de que o
MSC xendbgenas funcionou e em apenas seis projetos (6,4%) ndao houve provas da funcéo
ou de um efeito prejudicial de MSCs xendgenas. A maioria das pesquisas envolveram a
utilizacdo de MSCs humanas em varias outras espécies e as vias de administragdo foram
variadas; segundo eles, as células tronco mesenquimais de uma espécie podem diferenciar-
se claramente e promover a recuperacdo de tecidos quando transplantadas em outras
espécies, porque as células tronco mesenquimais nao expressam MHC Il, e dessa forma, ha
menor risco de rejeicao e de complicacdes secundarias ao transplante.

Nesta pesquisa pode surgir a duvida se as células tronco mesenquimais ficaram no
leito receptor apbés administracdo pelas vias intravenosa e intralesional, mas existem varios
estudos que demonstraram a capacidade das células de migrar para o tecido danificado
ap6s a sua administracdo sistémica. McFarlin et al. (2006) observaram a presenca de
células tronco mesenquimais em feridas de pele na regido abdominal no sexto dia apés a
administragdo intravenosa de 1x10° células tronco mesenquimais marcadas com ferro Dil e
administradas pela veia caudal em ratos. Em relagcdo a administracdo de células tronco
mesenquimais intralesional e seu efeito local, Stoff et al. (2008) demostraram em amostras
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de feridas de coelhos a presenca de células tronco mesenquimais humanas no dia trés e
sete, apresentando um padrao de dispersao difusa na area imediata da ferida, e no dia 14,
as células tronco mesenquimais marcadas ficavam concentradas na juncdo da interface
dermo-epidérmica.

Considerando que as células tronco sao xendgenas, procedentes do tecido adiposo
de cao e foram administradas em coelhos tanto pela via intravenosa e intralesional, nao
foram observados sinais clinicos de reacdes de hipersensibilidade, o qual sugere que as
células tronco mesenquimais sdo células privilegiadas imunoldégicamente com baixa
expressao de MHC | e além disso elas ndo expressam marcadores para as moléculas de
histocompatibilidade de classe Il (MHC II), dessa forma, ha menor risco de rejeicdo e de
complicacbes secundéarias ao transplante neste caso xenogénico (Fortier & Tuan, 2012;
Harmam, 2013; Kim et al. 2013).

Provavelmente, a administracdo de células tronco autdgenas ou alégenas em relacao
as células tronco xenbégenas apresentam vantagens na cicatrizacdo de auto-enxertos
cutdneos, estimulando a re-epitelizacdo, angiogénese e controle da inflamacédo e
estimulando a sintese de colageno, independentemente da via de administracéo.

CONCLUSAO
A reepitelizacdo dos auto-enxertos cutaneos em leito receptor desprovido de tecido
de granulacao em coelhos (Oryctolagus cuniculus ) provavelmente ndo precisam de técnica
adjuvante para estimular a cicatrizacdo. A versatilidade da malha permite uma aderéncia
estavel ao leito receptor, e através das fendas criadas permite a evacuacdo da secrecao
inflamatéria, evitando assim a presenca de seroma e garantindo a nutricdo e
revascularizagcdo do enxerto.
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APENDICE
NORMAS REVISTA
Apéndice A. Instrugdes para autores Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
Objetivo e politica editorial

O objetivo da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira & contribuir, através da
publicacdo dos resultados de pesquisa e sua disseminacdo, para a manutengao da
saude animal que depende, em grande parte, de conhecimentos sobre as medidas
de profilaxia e controle veterinarios.

Com periodicidade mensal, a revista publica trabalhos originais e artigos de revisao
de pesquisa no campo da patologia veterinaria no seu sentido amplo, principalmente
sobre doencgas de importancia econémica e de interesse para a saude publica.

Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletrénica, através
do sistema de submissao <http://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>.
Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda nao publicados e nao
considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitagcao e aceitagiao, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentagcao da revista
(www.pvb.com.br) e o modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos
fora das normas de apresentacao, serdao devolvidos aos autores para a devida
adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob forma de
"Notas Cientificas", ndo ha limite minimo do numero de paginas do trabalho enviado,
que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a
metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo
recebidos para submissdo somente os da area de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-
se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou necessarias. Os
trabalhos submetidos s&o aceitos através da aprovagao pelos pares (peer review).

Apresentagao de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagdo destes dois  Ultimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho; pormenores
de identificagdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar
sua identificagdo cientifica, como para as citagbées bibliograficas. Em muitos casos
isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os demais
sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.; Silvana
Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva
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S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto,
Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a
moderna indexagao, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;
c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de "INDEX TERMS" ou "TERMOS DE INDEXACAQ",
respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito
e entre colchetes, logo apos a palavra RESUMO;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagao bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticao do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais,
deve constar a aprovacado do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;
h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigagao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicagao e,
abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra, usando as
instru¢des do "Style Manual for Biological Journals" (American Institute for Biological
Sciences), o "Bibliographic Guide for Editors and Authors" (American Chemical
Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).
2. Na elaboragao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentagao de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob "Instrugoes
aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizagdo deve ser na fonte Helvética,
corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve
ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final
(logo apés as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho,
devem ser introduzidos através da ferramenta "Inserir" do Word; pois imagens
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copiadas e coladas perdem as informacdes do programa onde foram geradas,
resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase
gque motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o trabalho; as notas
serdo langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissdes
serao feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, na ordem crescente
destes. ABSTRACT e RESUMO seré&o escritos corridamente em um sé paragrafo e
ndo dever&o conter citacdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereg¢o profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails de outros autores;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela primeira vez
no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagdes bibliograficas seréo feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de até
trés autores serao citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras
minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, "(Resumo)” ou "(Apud Fulano e o ano.)"; a referéncia do trabalho
que serviu de fonte, sera incluida na lista uma s6 vez. A mencado de
comunicagao pessoal e de dados nao publicados € feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagbes de trabalhos colocados
entre parénteses, nao se usara virgula entre o nome do autor e o0 ano, nem
ponto-e-virgula apés cada ano; a separacgédo entre trabalhos, nesse caso, se fara
apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves
1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa alta,
com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o
padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacao
de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem obtidas
através de cameras digitais (com extensdo "jpg"), os arquivos deverao ser enviados
como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em papel ou outro
suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor.
Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem ou no verso, a trago leve de
lapis, pelo respectivo numero e o nome do autor; havendo possibilidade de duvida,
deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra "pé". Os graficos devem ser
produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas.
A chave das convencgbes adotadas sera incluida preferentemente, na area da
Figura; evitar-se-a o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser
apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos ("slides"). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias
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deveréo ser colocados em envelope.

Na versao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com
independéncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tragos longos,
um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos podera
haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tragos verticais. Os
sinais de chamada serao alfabéticos, recomeg¢ando, se possivel, com "a" em
cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual
serao separadas por um trago curto a esquerda.



