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Martins, Tl. Meio de Cultura condicionado, rico em fatores de crescimento
secretado por células tronco mesenquimais, para enriquecimento dos
biocurativos, 2018.

Resumo

As células tronco mesenquimais tem por definicdo a autorrenovacgéo, fonte de
proliferacdo e a diferenciacéo celular em varias linhagens, sendo cartilagem, osso
e tecido adiposo. Quanto caracteristicas funcionais destacam-se cinco
caracteristicas: Suporte estrutural ou arcabouco, controle da inflamacéo, inibicéo
da apoptose, acdo anti-fiborose e por fim a diferenciacdo, cada um sendo
responsavel por secretar citocinas e horménios de crescimento. As plaquetas, 0s
horménios de crescimento e fase de remodelamento de feridas cronicas
abrangem varias etapas, comecando pela fase da hemostasia e terminando na
fase do remodelamento que vai garantir a forca e o fechamento da ferida. Cada
fase tem sua importancia e secretam também inimeros fatores de crescimento e
citocinas importantes. A linha de curativos biolégicos vem sendo desenvolvida ha
15 anos no Laboratorio de Engenharia Celular. Os resultados com o uso destes
biocurativos tém sido excelentes, no entanto observa-se que quanto mais antiga
a lesé@o, ou maior a idade, maior € também a dificuldade no fechamento da area, e
o risco de infeccdo secundéria aumenta. Diante disto, encontrou-se uma
oportunidade de melhoria do produto com os avanc¢os no cultivo de células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo, esta técnica propicia a obtencdo de
diferentes fatores de crescimento que modulam o fechamento de feridas. Uma
das etapas do projeto foi avaliar pacientes idosos com feridas cronicas acima de
trés anos, a média obtida dos horménios de crescimento comparados com
individuos saudéaveis foi maior em todos os casos, destacando-se o FGF-2 e o
PAI-1. Na etapa seguinte Identificou-se maior dificuldade técnica para a
guantificacdo fenotipica das células quando na presenca de HDP comparado com
SFB, pela formagdo de macroagregados formados, no entanto, nenhuma
modificacdo do fendtipo esperado foi identificado. A dosagem das citocinas
presentes no meio condicionado das CTMh em ambos os grupos estudados: SFB
e HDP, mostraram desempenho diferentes, foi realizado pool da triplicata
experimental realizada para o processamento das amostras. Das seis citocinas
dosadas IL1- B, IL-6, IL-8 IL-10, TNF, e IL-12p70, somente as IL-6 e IL-8 tiveram
niveis significativos detectados.

Palavras chave: Curativo. Citocinas. Técnica de cultura de células



Martins, Tl. Medium of conditioned culture, rich in growth factors secreted by

mesenchymal stem cells, for the enrichment of biocuritics, 2018.

Abstract

Mesenchymal stem cells are by definition self-renewal, a source of proliferation
and cell differentiation in various strains, being cartilage, bone and adipose tissue.
As for functional characteristics, five characteristics stand out: structural support or
framework, inflammation control, inhibition of apoptosis, anti-fibrosis action and
finally differentiation, each one being responsible for secreting cytokines and
growth hormones. Platelets, growth hormones and chronic wound remodeling
phase span several stages, beginning with the hemostasis phase and ending at
the remodeling phase that will ensure strength and wound closure. Each phase
has its importance and also secrete countless important growth factors and
cytokines. The line of biological dressings has been developed for 15 years in the
Laboratory of Cellular Engineering. The results with the use of these bio-curatives
have been excellent, however, it is observed that the older the lesion, or the
greater the age, the greater the difficulty in closing the area, and the risk of
secondary infection increases. In view of this, there was an opportunity to improve
the product with advances in the cultivation of mesenchymal stem cells derived
from adipose tissue, this technique provides the achievement of different growth
factors that modulate the closure of wounds. One of the steps of the project was to
evaluate elderly patients with chronic wounds over three years, the average
obtained from growth hormones compared to healthy individuals was higher in all
cases, especially FGF-2 and PAI-1. In the next step was identified greater
technical difficulty for the phenotypic quantification of the cells when in the
presence of HDP compared to FBS, by the formation of macroaggregates formed,
however, no modification of the expected phenotype was identified. The dosage of
the cytokines present in the conditioned medium of the MHT in both groups
studied: SFB and HDP, showed different performance, a pool of experimental
triplicate was realized for the processing of the samples. Of the six cytokines
dosed IL-6, IL-6, IL-8 IL-10, TNF, and IL-12p70, only IL-6 and IL-8 had significant
levels detected.

Keywords: Healing. Cytokines. Cell Culture Technique
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| — Introducéo

Células-tronco sdo definidas na literatura como células primitivas e
indiferenciadas, com uma alta capacidade de renovacao celular e diferenciagao
em outros tecidos, exercendo fungdes especificas. Com isso, uma célula mée na
sua diviséo mitética pode gerar outra célula idéntica a ela’.

Baseado nesses fatos as células tronco se apresentam como linha de
pesquisa com vertentes altamente interessantes. Como célula propriamente dita,
as células tronco mesenquimais (CTM) atuam com sua capacidade de
reconstrucdo e remodelamento tecidual. Funcionando como uma biofabrica,
secretam inameros fatores de crescimento e Citocinas que as tornam agentes
importantes no controle do processo inflamatério?.

De acordo com a Science em 1999, as CTM, foram eleitas como fonte
de proliferacdo e auto-renovacdo, capacidade de diferenciacdo em varias
linhagense capacidade de repopular o tecido de origem quando transplantados®.

As células-tronco séo divididas em duas grandes classes: embrionarias
e adultas. As adultas que séo atualmente o foco da atencéo das pesquisas, tendo
em vista 0s enormes entraves e consequéncias na utilizacdo das células tronco
embrionarias. As células tronco adultas (CTA) por sua vez se classificam
conforme o sitio anatémico obtido, mas de forma geral sédo divididas em células
tronco hematopoiéticas e células tronco mesenquimais (CTM) °.

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sdo o tipo mais comum de
célula tronco, sendo células precursoras que possuem a capacidade de
diferenciacdo em outros tipos de células sanguineas. As CTH sdo responsaveis
pela manutencdo da hematopoese e geralmente estdo em maior quantidade no
sangue do corddo umbilical e placentario, no figado fetal e posteriormente na
medula 6ssea’.

As CTM podem ser obtidas em diversos tecidos, inclusive no tecido
adiposo. A capacidade de diferenciacdo das células tronco mesenquimais é mais
limitada e restrita. Mas tem um importante papel na renovacéao de células, sendo
capaz de se diferenciar em até 3 tecidos diferentes por exemplo:(cartilagem,

musculo e 0sso), participando da homeostase tecidual normal®.



15

Com esse poder de diferenciagédo e renovacao celular, tanto as células-
tronco mesenquimais quanto as embrionarias séo utilizadas para estudos clinicos
e pesquisas’.

O uso terapéutico das CTM tem aumentado de forma progressiva,
inclusive para promover o reparo de feridas cutaneas. Isto se d&a através de
multiplos mecanismos, entre 0s quais estdo situados os mediadores paracrinos
secretados pelas células, que sdo responsaveis pela maioria dos seus beneficios
terapéuticos”.

Portanto, as CTM sao candidatas promissoras para uso em medicina
regenerativa, principalmente por causa de sua multipoténcia, seu potencial
imunomodulador e suas propriedades paracrinas, incluindo o potencial para
promover a angiogénese. O acumulo de evidéncias sugere que as propriedades
inerentes a citoprotecdo e ao reparo de tecidos, pelas CTM, podem ser
melhorados por varios estimulos de pré-condicionamento, implementados antes
do transplante das células, ou através de aplicacdo de produtos®.

Resgatando a proposta desta dissertacdo intitulada “Meio de Cultura
condicionado, rico em fatores de crescimento secretado por células tronco
mesenquimais, para enriquecimento dos biocurativos” podemos destacar dois
temas abordados por esta pesquisa: efeitos paracrinos das CTM e o
remodelamento tissular. Para tal far-se-a necessaria revisdo sobre CTM e feridas
cronicas.

Tendo em vista que o Laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro de Botucatu (LEC) atua na area de bioprocessos e bioprodutos com
a linha de Biocurativos produzidos com plasma fresco congelado e concentrado
de plaquetas, promover o upgrade dos mesmos € altamente aconselhavel.
Atualmente o LEC possui trés produtos delineados: cola de fibrina de uso externo
ou Biofibrin, o gel de plaquetas ou Biogel e o Gel Mix, contendo propriedades da
cola de fibrina e enriquecimento com hormdnios derivados de plaguetas. Esta
dissertacdo analisara a possibilidade de implementacdo destes biocurativos com
hormoénios de crescimento obtidos a partir da cultura de CTM, comparando os
fatores de crescimento e ou citocinas obtidas na cultura classica, na presenca de
soro fetal bovino, com aquela obtida por enriquecimento com hormonios

derivados de plaquetas como substituto do plasma.
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1.1- Células Tronco Mesenquimais:

CTM por definicdo, sdo aquelas capazes de auto renovacao prolongada
através de sucessivas divisbes mitoticas do tipo assimétrica e passiveis de
originar pelo menos um tipo celular em estagio mais avancado de diferenciacéo’.

Sao células amplamente estudadas possuindo caracteristicas especificas
tanto morfologicas como funcionais e imunofenotipicas. Dentre suas
caracteristicas podem ainda ser listadas a fonte importante de proliferacdo
tecidual, a capacidade de auto renovacéo e gracas a sua capacidade de divisao
celular assimétrica, pode além de se auto renovar, se diferenciar em pelo menos

trés linhagens’.

Figura 1 — Caracteristicas das CTM

Fonte de proliferagao

Auto renovacao

Diferenciacao celular
em varias linhagens

Fonte: Modificado de Fonte: Modificado de:What Are
StemCells?http://www.massgeneral.org/reqgenmed/stemcells/whatarestemcells.aspx®.

Fonte:
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=U6 YWWuBng7bABJKZ
00Al&g=self+renewal+stem+cells&og=cells+self+renewal. Acessado em 12/12/2017°.



http://www.massgeneral.org/regenmed/stemcells/whatarestemcells.aspx
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=U6YwWuBng7bABJKZoOAI&q=self+renewal+stem+cells&oq=cells+self+renewal
https://www.google.com.br/search?biw=1242&bih=588&tbm=isch&sa=1&ei=U6YwWuBng7bABJKZoOAI&q=self+renewal+stem+cells&oq=cells+self+renewal
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Quanto as caracteristicas morfologicas, descritas por Pittengeretal 1999,

“As células tronco mesenquimais sdo células multipotentes,
que estdo presentes na medula adulta, e em diversos outros
tecidos, que podem se replicar como células indiferenciadas e
que tém potencial para se diferenciar em linhagens de tecidos
mesenquimatosos, incluindo osso, cartilagem, gordura, tendéo,
muasculo e estroma medular. As células que possuem as
caracteristicas das células-tronco mesenquimais humanas
foram isoladas dos aspirados de medula de doadores
voluntarios. Essas células exibiram um fendtipo estavel e
permaneceram como uma monocamada in vitro, assumem
aspecto fibroblastéide sempre aderente ao plastico. Essas
CTM adultas podem ser induzidas a se diferenciar
exclusivamente nas linhagens adipociticas, condrociticas ou
osteociticas. Foram identificadas células-tronco individuais que,
quando expandidas para coldnias, mantiveram o potencial de
multilineagem’.

Diante desta descricdo, ficou estabelecido que s&o propriedades
morfologicas obrigatorias das CTM:

1. Comprovada capacidade de adesao a superficie plastica;

2. As células assumem aspecto fibroblastoides e

3. Devem se dividir em pelo menos 3 diferentes linhagens de
mesma origem embriolégica, por exemplo: cartilagem, 0sso,
tecido adiposo.

Na figura 2 pode ser observada a caracteristica de adesao ao plastico e a

formacdao, aspecto fibroblastéide.
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Figura 2 — Microscopia invertida de contraste de fase de CTM cultivada in vitro

Fonte: arquivo pessoal, 2018

Quanto as caracteristicas imunofenoticas, os critérios foram publicados
por Dominicietal, 2006 na Cytotherapy com trabalho intitulado: Minimalcriteria for
defining multipotente mesenchymal stromal cells, no qual o autor conjuntamente
com a Sociedade Internacional de Terapia Celular estabeleceram critérios de
comprovacao fenotipica das células usando marcadores fluorescente e técnica de
citometria de fluxo. Pelo estabelecido pelos autores, deve ser estabelecido um
conjunto de marcadores positivos e negativos como por exemplo: CD45, CD34 e
CD11b como marcadores negativos de CTM e como positivos, CD90, CD73,

CD105 entre outros®® !,

Figura 3 — Perfil imunofenotipico minimo das CTM, por citometria de fluxo.

CT™M CTM
marcador
ogative :‘ marcadores | cpoo
s / cbas, cpaa, coia, POSITIVOS / P,
CD11b
CD105

(menos de 3% de MIF)
(mais de 90% de MIF)

Fonte: arquivo pessoal, 2018
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O aspecto funcional das CTM tem sido amplamente estudado por

inGmeros  autores!?314,

Didaticamente podemos estabelecer 5 funcgles
diferenciadas: servir de suporte estrutural ou arcabouco para os tecidos, controlar
a inflamacao, inibir a apoptose, acdo anti-fibrética e diferenciacdo celular. O
esquema abaixo representa todas estas funcgdes relacionando-as com as

moléculas que interagem em cada etapa.

Figura 4 — Caracteristicas funcionais das CTM e moléculas envolvidas

HGF, EGF, IL-6, SCF,
et | Suporte estrutural,

Fibronectin, LRP arcabougo

IL-1, IL-10, TNF-a, HGF, —>‘ Controle da Inflamagao

TGF, FGF, EGF

SDF-1, VEGF, 1I6F1  |—me INibIC30 da apoptose

oy VFes HGF L g AcF0 anti-fibrose

HGF, FGF, EGF, TNF-a, | g Diferenciagdo
IL-3, IGF, SCF ¢

Fonte : Adaptado de Implications of the immunoregulatory functions of mesenchymal stem cells.
November 2010. Cellular& molecular immunology8(1):19-22 DOI 10.1038/cmi.2010.5715

Relacionados as caracteristicas de suporte estrutural e de arcabouco
sao listados diferentes hormonios e fatores tais como: hepatocy tegrowth fator
(HGF), epidermal growth fator (EGF), interleucina6 (IL6), stem cell fator (SCF),
tumor necrosis factor-a (TNF-a), colageno tipo I, fibronectinae liver regulation
protein (LRP). No controle da inflamacdo as moléculas mais envolvidas sdo as
interleucinasl (IL-1), IL-10, seguido do TNFa, HGF, transforming growth fator
(TGF), fibroblast growth fator (FGF) e EGF, este ultimo envolvido no suporte e
diferenciacdo celular. Na inibicdo da apoptose encontram-se relacionados:
stromal cell-derived factor-1 (SDF), vascular endotelial growth fator (VEGF) e

insulin-likegrowth factor-1 (IGF-1). Na diferenciagdo celular, varios fatores estao


https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
https://www.researchgate.net/publication/49723182_Implications_of_the_immunoregulatory_functions_of_mesenchymal_stem_cells_in_the_treatment_of_human_liver_diseases
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representados e ja foram citados nas etapas anteriores, além da interleucina 13
(IL-3) *°.

Em 2016, no trabalho publicado por Yogambha Ramaswamy aborda 4
das principais caracteristicas das CTM relacionadas com o remodelamento
tecidual: a acdo antifibrgtica, antiapoptética, a angiogénese e a mitogénese,

descrevendo e listando os fatores envolvidos como se vé na figura 5.

Figura 5 — Efeitos paracrinos liberados pelas CTM, atuantes no

remodelamento tecidual.

o0

0
)
o. o © ‘
TR o
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¥ TGFa

wOONDTY e
o '1 STC-1 VEGF HGF

s SFRP2 TGF-p1 IGF-1

MIP-1b TGF-p1 FGF-2
VEGF £GF
HGF\ /

Reparo tissular/Regeneracdo

Fonte: Adaptado de StemCells for BoneRegeneration: Role of TrophicFactorsYogambhaRamaswamy, Khoon S Lim,
HalaZreigatandZufu Lu. StemCells for BoneRegeneration: Role of TrophicFactors http://dx.doi.org/10.5772/63357 *°

Diante das evidéncias cientificas apresentadas, este trabalho foi elaborado
com o objetivo de delinear provavel melhoramento a partir das moléculas
secretadas pelas CTM em cultura in vitro.

O remodelamento tecidual é a chave mestra do processo de
cicatrizacdo das feridas. Trata-se de um processo complexo envolvendo células e
eventos bioquimicos. Sendo que se entende por reparacdo de uma ferida o
esforco dos tecidos para restaurar a normalidade de sua fungéo e sua integridade
estrutural ap0s uma injaria. A regeneracgao corresponde a perfeita restauracéo do
tecido incluindo sua arquitetura, sem deixar cicatriz visivel. Em adultos humanos a
precisdo da regeneracdo € prejudicada pela velocidade do reparo. Todo este

processo didaticamente € dividido em fases, sabendo-se que este remodelamento
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envolve uma casta de trabalho conjunto envolvendo um grande numero de
diferentes células. Cada “ator” age em uma determinada fase da ferida e tem uma

acao definida, com importante interacéo entre todas as partes *°.

Figura 6 — Fases da Ferida e funcdo anéloga

Hemostasia Parada da hemorragia

Inflamacgao DiluicAo ou neutralizagdo de agentes
danosos/agressao

Granulacéo Regeneracdo do tecido conjuntivo
danificado

Remodelamento epitelial Regeneracdo do tecido  epitelial
danificado

Contracdo/Diminuicdo da ferida  Aproximacao das bordas da ferida

Cicatrizagao/Remodelamento Garantir a forca e o retorno do tecido
danificado

Fonte: arquivo pessoal, 2018.

Fasel: Hemostasia ou coagulacao

A coagulacdo € o primeiro processo de cicatrizacdo das feridas
cronicas. Esse processo depende da atividade plaquetaria e da cascata de
coagulacdo. Algumas substancias vasoativas, proteinas adesivas e fatores de
crescimento das plaquetas como (PGDF) e as proteases séo liberadas
desencadeando assim outras fases da coagulacdo. A formacdo do coagulo serve
para que os fibroblastos, células endoteliais e queratinécitos possam se fixar

através do trombo branco ou plug plaquetario, na ferida'”
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Fase 2: Inflamacéo

Apéds o ferimento, ocorre a vasoconstricdo do tecido proporcionando o
fechamento dos vasos lesados (fase da coagulacdo ou hemostasia). Através do
fendmeno chamado de diapedese as células do endotélio perdem sua capacidade
de conexdo, aumentando a permeabilidade e permitindo que ocorra uma
passagem dos elementos sanguineos para a ferida como o plasma e eritrocitos,
formando assim um exsudato **

Na fase inflamatdria algumas células sdo importantes como o0s
neutrofilos que séo responsaveis pela digestdo das bactérias e os mondcitos que
no tecido se transformam em macro6fagos e sdo responséaveis pela fagocitose das
bactérias e restos celulares®®.

O fator de crescimento na fase inflamatéria da cicatrizacdo é liberado
pelas células epidérmicas e pelas plaquetas ' Nesta fase diz-se que o papel
principal € de purging diluindo e neutralizando a acdo de agentes danosos e

minimizando, desta forma, a agressao tecidual®®.

Fase 3: Proliferacéo

A fase proliferativa é responsavel pelo fechamento da lesédo, ocorrendo
a reparacdo do tecido conjuntivo e do epitélio. E dividida em trés subfases, a
primeira subfase é a reepitelizacdo que faz a migracdo de queratindcitos das
bordas das feridas e dos anexos epiteliais. Os fatores de crescimento sdo 0s
responsaveis pelo aumento de mitoses. A segunda subfase € a fibroplasia, o
fibrinogénio do exsudato inflamatério transforma-se em fibrina, formando assim
uma rede onde os fibroblastos depositam-se e se multiplicam, secretando
componentes proteicos do tecido cicatricial, ocorrendo assim uma intensa
proliferacéo vascular'’*8.
A terceira e Ultima subfase é a angiogénese, extremamente importante na
oxigenagao e nos nutrientes para a cicatrizagdo. No comeco da terceira subfase
as ceélulas endoteliais migram para a regido ferida ocorrendo uma proliferacédo das

células endoteliais®®.
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Fase 4: Contracéo da Ferida

E a movimentacdo das bordas das feridas. Uma ferida tem contracdes
mesmo quando tem enxertos, que diminuem em 20% do tamanho da ferida. As

feridas de tamanho parcial ndo tém essa fase de contracéo®’.
Fase 5: Remodelac&o/Maturacao

Corresponde a Ultima fase da cicatrizacdo. Envolve o coldgeno e a matriz
sendo a etapa responsavel pelo aumento da forca e pela diminuicdo do tamanho
da ferida e da cicatriz do eritema. A colagenase e outras proteases que sao
produzidas pelos macrofagos déo a direcdo correta as fibras colagenas difusas,
com isso, ha uma diminuicdo de todos os elementos celulares inclusive dos
fibroblastos e alguns elementos do tecido conjuntivo®®.

A remodelacao do colageno leva a melhoria dos componentes das fibras,
reabsorcdo de agua sao alguns eventos que permitem o aumento da forca da
cicatrizacdo. Uma cicatrizacédo considerada normal tem aproximadamente 80% da
forca de tensdo da pele normal e n&o é volumosa®’.

Além das cinco fases da cicatrizacdo ainda existe um processo chamado
de cicatrizacdo por primeira e segunda intencdo. O de primeira intencédo ocorre
por aproximacao das bordas e utiliza uma menor quantidade de colageno e seu
tempo de recuperacdo é menor. JA o de segunda intencdo que geralmente é
ocasionado por feridas crénicas, o processo de aproximacao das bordas é menor,
sendo assim um procedimento mais lento e com alto risco de inflamacbes e
infecces?.

Alguns fatores podem prejudicar o processo de cicatrizagcdo como uma
nutricdo inadequada, déficit na oxigenacdo, infeccdes, inflamacbes, necrose,
ambiente seco, tamanho da ferida, idade do paciente. Qualquer um desses
fatores pode prejudicar a cicatrizagéo, levando a uma cicatrizagao patolégica®.

Para auxiliar o processo de cicatrizacdo foram desenvolvidos os curativos
bioativos, ou biocurativos, sendo aqueles que liberam substancias ativas na
cicatrizagdo das feridas cronicas. Os biocurativos produzidos no HB a partir de

hemocomponentes (Plasma e Plaquetas) ainda estdo em estudo, com uma das
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formulacdes ja patenteadas. Além desses destacam-se 0s curativos a base de
alginato e quitosana?.

O alginato é um polissacarideo obtido de algas, sendo assim natural. Os
biocurativos a base de alginato contém calcio e tem mostrado uma eficiéncia
satisfatéria no tratamento de areas de feridas e queimaduras?.

O alginato pode ser usado também como um gel, que auxilia no trauma e
minimiza a dor, alguns estudos relatam que o uso do gel de alginato proporcionou
um conforto maior para o0 paciente e obteve uma melhora em dez dias,
comparado com outros curativos ndo bioativos?.

A quitosana € um biopolimero natural hidrofilico, sendo renovavel e
derivado da quitina, sendo o polissacarideo mais abundante na terra. A quitosana
€ um polissacarideo que se origina através da desacetilacdo parcial de quitina, e
€ extraido de alguns crustaceos como o0 caranguejo e camardes e estimula a
proliferacdo de células, aceleram o processo de cura, prové uma estrutura para o
crescimento celular, fornece proteinas para a cicatrizacdo e fortalece o novo
tecido, sendo assim util na utilizacdo de feridas cronicas e no combate as
infeccbes e inflamacdes, pois a quitosana atua também como um agente anti-
inflamatorio?.

Outra acao benéficana cicatrizacao das feridas cronicas sao os fatores de
crescimento celular, sendo substancias biologicamente ativas. Algumas pesquisas
em andamento que visam a identificacdo da acdo de alguns agentes como: O
fator de crescimento derivados das plaquetas (PGDF), Fator transformador (TFG-
beta), Fator de crescimento fibroblastico (FGF), Fator de crescimento semelhante

a insulina (IGF) e Fator de crescimento epidérmico (EGF)™°.

1.2 Hormonios Derivados de Plaquetas

As plaquetas sao fragmentos de células anucleadas, que medem
aproximadamente 1-3um apresentando as fungbes de hemostasia e de
angiogénese, respectivamente. Participam do complexo sistema de manutencéo
da hemostasia, junto com a parede vascular, os fatores de coagulacdo e o
sistema fibrinolitico e também estdo presentes nos processos de inflamacéo e

cicatrizagdo das feridas. Em individuos normais e adultos as plaguetas tem vida
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média de sete dias, sdo formadas a partir da desfragmentacdo de uma grande
célula na medula 6ssea, chamada de megacariécito.?>#*2*

A trombopoiese € o processo de formacdo de plaquetas a partir de
megacariocitos maduros e sua liberagdo para a circulacdo, sendo mediada
principalmente pela trombopoietina a qual, sozinha, é a citocina responsavel pelas
modificacdes que ocorrem no citoplasma do megacariocito maduro permitindo a
liberacdo de plaquetas na corrente sanguinea®.

No citosol de cada plagueta se encontram granulos, esses granulos mais
densos contem ADP, ATP, serotonina, histamina e calcio. J& os granulos a
contém fatores plaquetdrio como PDGF, VEGF, EGF, TGF-B, fibrinogénio,
fibronectina, inibidor | do ativador de plasminogénio (PAI 1), fatores V, VIl e fator

de von willebrand?2324,

Figura 7 — Representacdo esquematica da ativacao e liberacdo dos Hormonios
plaquetarios
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Fonte: Adaptado de Badimén L, Vilahur G, Padrdé T. Lipoproteins, Platelets, andAtherothrombosis. Rev.
EspCardiol., 2009, 62 (10): 1161-78%.



26

A ativacdo plaquetaria estimula a produgdo de citocinas levando ao
processo inflamatério com a ativacdo dos macrofagos e neutrofilos. Esse
processo faz com que fatores de crescimento como o PDGF e o VEGF, FGF,
VEGF, EGF atuem *,

Para esses ocorrer esse procedimento citado acima, primeiramente ocorre
a injuria celular, ou seja, o rompimento do vaso com a perda de sangue, apés a
injuria as plaquetas serdo ativadas para o fechamento do vaso com a ajuda da
fibrina, processo chamado de cascata de coagulagdo. Posteriormente ocorrera o
processo inflamatdrio com a ativacdo dos macriéfagos e neutrofilos juntamente
com os fatores de crescimento PDGF (Platelet Derived Growth Factor),que induz
e faz com que as células migram para o local da lesdo, processo chamado de
Quimiotaxia e VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), regulador da
angiogénese, promovendo o crescimento dos vasos sanguineos. Subsequente
ocorrerd outros processos como a proliferacdo dos fibroblastos, granulacéo,
contracdo da ferida, reepitelizacdo, remodelamento e por ultimo o processo de

cicatrizagdo %,



Figura 8: Plaquetas e seus fatores/horménios de crescimento e fases de remodelamento.
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1.3 Fatores de crescimento:

Os fatores de crescimento tém ampla utilizacdo em diversas areas
estudadas, principalmente no tratamento de lesbes e feridas crénicas. A sua
eficacia ira depender do nimero de plaquetas e da concentracdo dos fatores de
crescimento que atuam como transmissores na maioria dos processos de
proliferacao, diferenciagao, quimiotaxia e morfogénese, utilizando os mecanismos
autdcrinos, paracrinos e endécrinos .

As plaquetas entdo secretam alguns fatores de crescimento que sao
liberados nas areas lesadas, alguns fatores de crescimento sdo o PDGF -
derivado de plaqueta, EGF — fator de crescimento transformante, EGF — fator de
crescimento epidérmico, TGF-a — fator de crescimento transformante a e o VEGF
— fator de crescimento endotelial, além de secretar glicoproteinas adesivas como
a fibronectina e trombospondina, sendo extremamente importante na matriz
celular provisoria 2"22.

Os fatores de crescimento também tém um papel importante na ativacao
da cascata de coagulacdo, pois juntamente com a ativacdo das células do
parénquima s&o produzidos numerosos mediadores vasoativos e fatores
quimiotaticos que auxiliam no recrutamento de células inflamatérias como os
macréfagos para o local da lesdo %

Os granulos a, que estao presentes nas plaguetas sédo os principais fatores
de crescimento que atuam na regeneracao do tecido e na cicatrizagcdo. Dentre
inUmeros fatores de crescimento destacam-se o RANTES, EGF, Angiopoetina-2,
FGF-1, FGF-2, VEGF-A, Fator de vonWillebrand, Fibrinogénio, PAI-1, PDGF-AA,

seguidos identificados na figura 9:
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Figura 9: Fatores de crescimento derivados de plaquetas
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Desempenha o papel de recrutamento de leucécitos para o local da inflamagdo.”*

Induz a formagdo, proliferacio e migragio de células endoteliais, como fibroblastos e
queratindcitos.??

£ um regulador da Angiogénese que exerce efeitos sobre as Células Endoteliais.?™ 74

Induz a proliferagdo celular, promove a produg¢do de citocinas para a quimiotaxia de
macréfagos e mondcitos. »*

Possui uma atividade angiogénica e mitogénica, sio importantes na manutengdo das CTM,
por serem encontrados na membrana e matriz sub endotelial.?*

Regula a Angiogénese, o controle de proliferagdo, morfogénese, migragdo e sobrevida das
células endoteliais. Promove o crescimento dos vasos sanguineos. 77

Induz a migragdo celular para o local da lesSo — Quimiotaxia.”?

£ um fator hemostético que funciona como o principal inibidor do ativador de
plasminogénio de tecido, inibindo portanto a Fibrindlise.”
Atua diretamente na ativagdo da fibrina no local da les§o.”’

Atua na ativagdo plaquetdria a fim de aderi-las a parede do vaso, para a formagdo do
tamp3o plaquetério.”

Fonte: Fonte: Vanni, IR, 2016%.

1.4 Revisao sobre Citocinas:

CTM relacionam-se com a proliferacdo de células T e producdo de
citocinas. Além disto, tem o objetivo de promover a manutencdo da homeostasia
pela supressdo da inflamacdo permitindo a proliferacdo células estromais
residentes

tecidos dependentes, e das células tronco tecido especifico

estimulando a producdo de moléculas da matriz extracelular para a reconstrucao
dos tecidos e cicatrizacdo de feridas®® *°.

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares e
hidrossoluveis, sado produzidas por diversos tipos de células em locais lesionados
ou por células do sistema imunoldgico através da ativacdo de proteinoquinases.
Servem de mediadoras nas reacdes imunoldgicas, sendo responsaveis pela

comunicacdo entre leucécitos e entre os leucécitos e outras células®.
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Células diferentes podem secretar a mesma citocina podendo agir em
células variadas, este método é denominado de pleiotropia. A¢Bes semelhantes
podem ser desencadeadas por diferentes citocinas, com frequéncia as citocinas
sdo formadas em cascatas, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a
produzir mais citocinas. Essa substancia se ligam a receptores especificos
ativando mensageiros intercelulares que regulam a transcricdo génica. Com isso
a citocina ativada influencia na diferenciacdo e na sobrevida da célula
imunolégica®.

A maioria das citocinas cuja estrutura molecular esta definida € chamada
de interleucina, o que significa que essas moléculas sdo produzidas pelos
leucécitos e atuam nos leucdcitos. Existem dois tipos de citocinas as proé-
inflamatorias que aumentam a resposta inflamatoria, chamada de (Thl) e a anti-
inflamatoria que atenua a resposta inflamatoria, chamada de (Th2).

Dentro das Thl temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e FNT (fator de
necrose tumoral). As Th2 sé&o IL 4, 10, 13 e FTC (fator transformador de
crescimento)*.

As citocinas sdo produzidas em pequenas quantidades em resposta a um
estimulo externo, se ligando em receptores de alta afinidade nas células alvo. Séo
atuantes principalmente em mecanismos autécrinos (células proprias) e
paracrinos (células vizinhas)®.

As citocinas conduzem a resposta inflamatéria aos locais de infeccéo e
lesdo, favorecendo a cicatrizacdo apropriada da ferida. No entanto, a producao
exagerada de citocinas pro-inflamatorias (Thl) a partir da lesdo pode manifestar-
se sistemicamente com instabilidade hemodindmica ou distarbios metabdlicos. Ja
as citocinas Th2 minimizam alguns desses efeitos indesejaveis como a
insuficiéncia de maltiplos 6rgdos ou até a morte3:32,

Na imunidade inata as citocinas mais conhecidas sdo as células dendriticas
e macréfagos ativados que reconhecem o0s microrganismos. Algumas moléculas
virais, como o RNA de filamento duplo aos TLRs das células dendriticas e dos
macrofagos sdo um estimulo para que essas células produzam citocinas. Essas
citocinas desempenham diversas funcdes na defesa do organismo humano, como
o TNF, IL1 e as quimiocinas sdo as principais citocinas envolvidas no

recrutamento de neutrofilos e mondcitos do sangue para os locais de infecgéo32.
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Il - Justificativa

A linha de curativos biolégicos vem sendo desenvolvida ha 15 anos no
Laboratério de Engenharia Celular. Trés produtos encontram-se bem formulados
com estudos de fase clinica | realizados. Os resultados com o0 uso destes
biocurativos tem sido excelente, no entanto observa-se que quanto mais antiga é
a lesdo, maior € também a dificuldade no fechamento da éarea, e o risco de
infeccdo secundaria aumenta. Diante disto, encontrou-se uma oportunidade de
melhoria do produto com os avanc¢os no cultivo de células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo. Esta técnica propicia a obtencdo de diferentes
fatores de crescimento que modulam o fechamento de feridas. Na literatura, o
meio de cultura na qual as CTM foram cultivadas recebe a denominacao de meio
condicionado.

O meio de cultura destas células, como unidades produtoras de fatores de
crescimento sofrera a modificacdo de receber como substituto do soro fetal
bovino, horménios derivados de plaquetas humanas para que ndo ocorra a
exposicdo do paciente, na etapa de estudo de fase clinica a exposicdo de

proteinas animais.
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Il — Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Obter fatores de crescimento em meio condicionado de CTM de tecido

adiposo para implementacao dos biocurativos.

3.2. Objetivos Especificos:

1. Expandir Célula Tronco Mesenquimal humana (CTM;) derivadas de
tecido adiposo para a obtencdo de fatores de crescimento e
obtencdo o meio condicionado em condi¢bes padrdao (MCp)e

customizado com HDP (MChgp).

2. Obter e dosar citocinas do meio condicionado MC, e MCpgp, €M
diferentes tempos: D+48h, D+72h e D+ 7 dias

3. Quantificar fatores de crescimento sérico em grupo de pacientes
portadores de feridas crbnicas, abertas h4 mais de 3 anos, pelo

método Luminex.
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IV — Material e Métodos

4.1 Aspectos Eticos e Legais

Este projeto foi desenvolvido no laboratério de engenharia celular (LEC),
associado ao programa de PoOs-graduacdo em Pesquisa e Desenvolvimento
(Biotecnologia Médica) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de
Botucatu. O projeto teve a aprovacido do Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos cadastrado na Plataforma Brasil, tendo recebido CAAE:
68225717.8.0000.5411

Para o melhor entendimento, o design do trabalho envolveu etapas
distintas:

Figura 10 — Diferentes etapas do projeto

 Constituicdo da soroteca de pacientes portadorea
de feridas cronicas para dosagem de fatores de
crescimento

* Producéo de HDP a partir de plasma fresco
congelado ( doadores saudaveis) )
~

12 etapa

» Selecéo das CTM criopreservadas no banco de

2N células
W,
* Cultura celular propriamente dita com CTM;,
aditivadas com soro fetal bovino X horménios
32 etapa derivados de plaguetas = obtencao de meio
P condicionado )

Fonte: arquivo pessoal, 2018
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4.2- Constituicdo da soroteca de pacientes portadores de feridas crdnicas

para dosagem de fatores de crescimento

Esta etapa do trabalho envolveu a co-participacdo de outro projeto de
mestrado, de Isabele Rosa Vanni, realizado em 2017. Foram selecionados 20
pacientes portadores de feridas cronicas, em atendimento no ambulatério de
Biocurativo, oriundos das disciplinas de Cirurgia Vascular, Dermatologia, Cirurgia
Plastica e Clinica Médica. Apds a assinatura do TCLE para participacdo em
pesquisa foi coletado 10 ml de sangue periférico, na auséncia de anticoagulante,
para desta forma se obter o soro e 1 frasco contendo anticoagulante EDTA para a
realizacdo da plaquetometria ( n= 20).

As amostras foram processadas no equipamento HORIBA Pentra 60 para a
realizacdo da plaquetometria. As amostras que ndo continha anticoagulante foram
colocadas 30 min em banho-maria 37°C para promover a retracdo do coagulo,
centrifugadas e obtido o soro que foi aliquotado em tubos epperndorfe congelados
a -80°C até a realizac&o do experimento de dosagem.

Os critérios de inclusdo para esta etapa era ser maior de 18 anos, de
ambos os sexos, portador de feridas crénica ha mais de 3 anos aberta
independentemente dos tratamentos realizados.

Como critério de exclusédo foi listado: ser menor de 18 anos, portador de
neoplasia, com ferida infectada e em uso de antibiético ou estar em tratamento de
outra doenca sistémica com uso de quimioterapia ou antibidtico terapia.

Os fatores de crescimento monitorados foram: EGF, FGF1l, FGF2,
antigiopoetina2, VEGF-AA, PDGF-AA, RANTES, PAI-1 e Fator Von Willebrand.
Foi adquirido kit Multiplex/Luminex Merck®, constituido por microplacas composta
com inumeras beads de diferentes tamanhos e fluorescéncia diferente com
anticorpos especificos como marcadores. Trata-se de unidade de multiplexacdo
compacta que executa até 50 testes diferentes em um Unico volume de reacao
(microlitros) e 1é uma placa de 96 pocos em apenas 60 minutos. A leitura é
realizada no equipamento MAGPIX® que possui rotinas de autolimpeza e
compatibilidade com contas MagPlex®, tornando o instrumento facil de manusear.
O MAGPIX pode ser acoplado a um laptop com a instalagdo de software
XPONENT® 4.2 for MAGPIX® para a realizacdo das leituras.
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Segundo Silveira, ., “A tecnologia Luminex é baseada na impregnacao
microesferas de poliestireno com uma combinacdo bem regulamentada de dois
corantes fluorescentes para fornecer até 100 tipos de tonalidades diferentes que
podem ser identificados por sua intensidade de fluorescéncia. A deteccdo pode
ser melhorada através da utilizacdo de biotina e a sua elevada afinidade com
estreptavidina marcada com ficoeritrina”. O leitor Luminex é basicamente um
citometro de fluxo de duas cores onde as beads s&o adsorvidas da microplaca e
aspiradas em pequeno volume de detecgcédo da reacédo, onde € sondado por um
laser vermelho e o resultado do ensaio por um laser verde separado, detectando

a diferenca de cores (Figura 11).

Figura 11 — Sistema Luminex — Plataforma de monitoramento dos Fatores de
Crescimento

Aaz=Pix® Sistema de 3eads marcadas Conjunto de 3eads com
co fluorocromo = sonda diferentss sondas

Padrio da raag3o especifica Leiturano Maspix @ frane 22
= T
sistemas de laser

Fonte: Disponivel em: https://www.emdmillipore.com/US/en/life-science-research/protein-detection-
quantification/milliplex-multiplex-assays-using-luminex/**

Para cada marcador foi realizado a curva padrdo e calibracdo do
equipamento. As curvas padrées foram realizadas com 10 amostras de valores
conhecidos diluidas ou nado, para a validacdo da efetiva e correta analise da
amostra-teste. Afigura abaixo representa a curva padrao dos marcadores: EGF,
angiopoetina-2, FGF1 e FGF-2 respectivamente.


https://www.emdmillipore.com/US/en/life-science-research/protein-detection-quantification/milliplex-multiplex-assays-using-luminex/
https://www.emdmillipore.com/US/en/life-science-research/protein-detection-quantification/milliplex-multiplex-assays-using-luminex/
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Figura 12— Curvas padrao para cada EGF, Angiopoietin-2, FGF1, FGF2 e VEGF-

AA no sistema Millipex/Luminex®
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ApGs a realizacdo de todas as curvas padréo foi realizada a determinagéo
das 20 amostras testes, estabelecendo a planilha com dados de cada paciente, o

sexo, a idade e o valor do fator de crescimento encontrado.

4.2.1- Producdo do Lisado Plaquetario para Obtencdo de Horménios

derivados de Plaquetas Humanas

Da mesma forma foi realizado o pool de plasma rico em plaquetas, para a
obtencdo dos HDP. Este pool foi obtido de sangue de doadores saudaveis, e 0s
valores de determinacdo dos fatores de crescimento foram realizados pelo
mesmo método anterior.

Este material foi utilizado de excedente produzido e criopreservado
do projeto j4 encerrado em nome de Isabele Rosa Vani cujo projeto foi submetido
a analise do Comité de Etica e Pesquisa via cadastramento na Plataforma Brasil,
tendo recebido CAAE 45254915.1.0000.5411 e consequente aprovacao.

No protocolo desenvolvido por Silveira, | em 2016, foram obtidas
amostras de sangue de individuos saudaveis (10 doadores de sangue) e
processado em Plasma Rico em Plaquetas, Concentrado de Plaquetas e
Hormonios derivados de Plaquetas obtidos pela técnica de lisadoplaquetario®. A
amostra de sangue anticoagulado sofreu 2 centrifugacdes até a obtencdo do
concentrado de plaquetas. Este foi ativado com gliconato de célcio a 10% e
adicdo de epinefrina a 20%. ApGs a incubacao de 1 hora, foi adicionado 1 ml de
agua destilada e congelado a -80°C. Posteriormente foi descongelado e ultra
centrifugado a 80.000g para a eliminacdo das membranas. O sobrenadante é
composto por um conjunto de horménios derivados de plaquetas. Este € o
material que serd utilizado para a suplementacdo do meio de cultura de CTM;,.
Ser& realizado um pool das amostras que tiveram melhor desempenho no
trabalho de Silveira, |, e apds o pool, as dosagens de fatores serdo realizadas em
triplicatas.

Apbs a definicdo do pool de HDP, o meio de cultura customizado recebeu
no lugar do SFB, 20% de HDP. A cultura celular foi conduzida de forma idéntica

ao controle.
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4.3- Selecédo das CTM criopreservadas no banco de células

A primeira etapa correspondeu a selecdo das CTM criopreservadas em
banco de células no LEC e envolveu trabalho ja aprovado pelo CEP de Juliane
Campos Inacio, CAAE: 40598215.5.0000.5411 e a aprovacao do presente projeto
sob cédigo CAAE:68225717.8.0000.5411, ambos na Plataforma Brasil

conformeplots da figura 13.

Figura 13 — Comprovantes da aprovacdao de ambos os projetos pela Plataforma
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Fonte: arquivo pessoal, 2018

Ambos os projetos estdo sob a égide de um projeto “guarda-chuva’
financiado pelo Ministério da Saude/Fundo Nacional de Saude conveniado com
Hospital das Clinicas. Trata-se da proposta SICONV convénio: 034933/2011 cujo
objeto € a validacdo multicéntrica dos hemocomponentes especiais que
corresponde a denominacao legal (PORTARIA N° 158, DE 04 DE FEVEREIRO
DE 2016 DOU de 05/02/2016 (n° 25, Secdo 1, pag. 37)*2. Observa-se que no

artigo 5° encontra-se®:
Para fins desta Portaria, considera-se:

VIl — componentes sanguineos especiais: produtos
hemoterapicos produzidos a partir de novo processamento de
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alguns componentes sanguineos, como cola de fibrina, gel de
plaquetas ou outras manipulac®es especiais;

VIl — doacdo autbloga: doacdo do préprio paciente para seu
uso exclusivo;

Quanto aos processos de produgcdo do biocurativo denominado cola de

fibrina, esta mesma portaria, no artigo 102 paragrafo 7 prevé:

Art. 102. O CRIO ¢ a fragéo de plasma insolivel em frio, obtida
a partir do plasma fresco congelado, contendo glicoproteinas
de alto peso molecular, principalmente fator VIII, fator de
vonWillebrand, fator XllI e fibrinogénio.

§ 7° O crioprecipitado também pode ser utilizado na produgéo
de cola de fibrina®.

Tendo em vista os relatérios enviados ao Ministério da Saude
(monografias, dissertacdes e teses desenvolvidas desde 2001 na éarea de
producéo e validacdo de biocurativos, além de se obter, do préprio Ministério da
Saude o financiamento j& citado, a legislacdo vem sendo modulada em funcao da
comprovacdo da seguranca e eficacia dos biocurativos. Nesta mesma portaria
valida a partir de agosto de 2016, observa-se a autorizagdo para a producdo dos
biocurativos com aplicacdo terapéutica autorizada para uso autdlogo, ou seja,
coleta-se o plasma, processa-se e produz a cola de fibrina para a formulacao

utilizada pelo proprio paciente. Vide integra do artigo abaixo:

Art. 107. E permitida aos servicos de hemoterapia a producédo e
utilizagdo de componentes sanguineos especiais para uso
autologo, como colas de fibrina, gel de plaquetas, entre outros.

No entanto, a legislacéo ainda é restritiva para uso geral, sem ser o
escopo de pesquisa, para o uso alogénico.

Paragrafo Unico. N&do é permitida aos servicos de hemoterapia a
producdo de componentes sanguineos especiais para uso
alogénico®.

Tendo identificado um n de cinco amostras cujos doadores puderam ser re-
contatados e assinaram o novo TCLE para participacdo em pesquisa, deu-se

inicio a fase subsequente.
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4.4- Cultura celular propriamente dita com CTM; aditivadas com soro fetal
bovino versus horménios derivados de plaquetas = obtencdo de meio

condicionado

Uma vez identificados os pacientes e em maos do Termo de
Consentimento Livre e esclarecido para Participagdo em Pesquisa, as células
foram descongeladas e colocadas em cultura para a amplificacdo e coleta do
sobrenadante de cultura, aqui denominado de meio condicionado. Foram
constituidos 2 grupos de estudo:

1. Meio condicionado controle — MC, (SFB)

2. Meio condicionada com Hormonio Derivado de Plaquetas - MChgp

O descongelamento das CTM congeladas (em 42 e 52 passagens) foi feito
com rapida passagem da ampola de células em banho-maria a 37°C atém que o
pellet se desprenda da ampola, mas sem o descongelamento total da amostra.

A ampola foi levada para ambiente de fluxo laminar e seu conteudo
transferido para frasco coénico de 15 ml, estéril, contendo 15 ml de HEPES
(tampao de lavagem em cultura celular). O tubo foi submetido a centrifugacdo a
1200 rpm durante 10 min. O tampao foi removido por aspiracdo e o pellet
ressuspenso em meio de cultura DMEM-F12  aditivado com
antibiético/antimicético, aminoacidos essenciais e ndo essenciais, glicose,
piruvato de sédio, L-glutamina e 20% de soro fetal. S4o0 plaqueadas10° células em
frascos T de 25cm?.

Estas células receberam a identificacdo original e foram observadas 3
vezes por semana, por microscopia invertida em contraste de fase para a
identificacdo da confluéncia celular.

Quando a confluéncia atingiu 70%, néo foi trocado o meio de cultura por 48
horas, para se obter o maximo de fatores de crescimento e citocinas. Apds este
periodo, foi feita contagem celular e divisdo igualitaria das amostras nas placas de
24 pocos em triplicata, coletado o sobrenadante em 48h, 72h e 7dias. No décimo
dia foi feito o tratamento enzimatico com tripsina-EDTA 0,05% dos poc¢os, para a
obtencdo das CTM em suspenséo e realizagédo da citometria de fluxo. O meio de

cultura foi coletado e aliquotado em frascos para criopreservagdo -80°C. Este
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material recebeu a denominacédo de 1 a 5 em 48h, 72h e 7 dias (MC; € MChygp).
Esta numeracdo correspondeu a CTM, de cada um dos cinco pacientes
diferentes. Portanto, no grupo controle teremos: MC¢; MCco MCcz MCeqe MCes,

Este material corresponde ao denominado grupo controle, com cultivo das
células no meio de cultura padronizado internacionalmente como origem animal e
com o recrudescimento das doencas pridnicas, existem claras limitacdes para uso
deste material como proposta terapéutica. Diante disto, foi padronizada a cultura-
controle, aditivada com SFB, como padréo ouro. O meio condicionado coletado no
controle foi entdo denominado de MC..

Na cultura experimento o soro feral bovino foi substituido por HDP, na
mesma concentracdo de 20%. O meio condicionado coletado desta etapa foi

entdo denominado de MChgp.

Figura 14 -Distribui¢cdo das cinco amostras de CTM em placas de 24 wells
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4.5 Determinacao de citocinas do Meio Condicionado controle (MC.) e Meio
Condicionado aditivado com HDP (MCygp) pelo método de Citometria de

Fluxo

Foi definido o conjunto e citocinas para a realizacdo da determinacao da
concentracdo pelo método de citometria de fluxo. Isto se faz usando o Kit BD®
Cytometric Bead Array (CBA) Human Infammatory Cytokines., que mede
guantitativamente niveis de interleucina (IL-8), interleucina-1p3, interleucina-6 (IL-
6), interleucina 10 (IL-10), fator tumorigenicidade/necrose (TNF), e interleucina
12p70 (IL-12p70) em amostras individuais®. A vantagem deste método é a
dosagem em amostras de sobrenadante de cultura de tecidos, plasma tratado
com EDTA(Ethylenediaminetetraaceticacid) e soro. No caso, foram utilizados os
sobrenadantes de cultura, neste projeto denominado de meio condicionado (MC.

e MChqp). A leitura foi realizada no citbmetro FACs Calibur com sofwareBD CBA .

Trata-se de um método de captura de analitos solaveis através de beads
de tamanho e fluorescéncias conhecidas, fornecidas pelo fabricante
(BD®).tornando dessa forma passiveis de serem analisados por citometria de
fluxo. Cada bead de captura especifica é conjugada com um anticorpo. Para
medir analitos sollveis em um imuno ensaio a base de particulas cada bead
fornece uma captura de superficie para uma proteina especifica e éanalogo a um

poco revestido individualmente em uma placa de ELISA®.

Na figura 15 sédo observadas todas as curvas padrédo, a exemplo do que
foi feito no equipamento MagPix®, com a determinagdo dos fatores de
crescimento. No entanto, aqui, foi a determinacdo das citocinas, por citometria de
fluxo. Observa-se em a curva da IL12-p70, em b TNFa, em c IL-10, em d IL-6; e
IL1B e f IL8.
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Figura 15— Curvas padrdo das citocinas determinadas por citometria de

fluxo
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V- RESULTADO E DISCUSSAO

A lesao do tecido inicia um complexo processo de reparo, que em algumas
situacdes pode levar a regeneracdo completa de um tecido. Tanto a regeneracao
quanto o reparo sao orquestrados por uma interacdo altamente coordenada de
diferentes fatores de crescimento e citocinas. Nos Ultimos anos surgiu uma nova
ferramenta terapéutica baseada em uma estratégia biomimética: tecnologia de
plasma rico em plaquetas (PRP) com evidéncias cada vez mais seguras do seu
papel no remodelamento tecidual®.

O PRP e hormonios derivados de plaquetas apresentam um suporte para
tratamento autélogo e alogénico seguro e econdmico para diversas patologias
como feridas crbnicas, osteoartrite, sindrome do olho seco, entre outras. Essa
tecnologia abriu a porta para novas oportunidades de pesquisa e abordagem
terapéutica inovadora®:37:38:3940€ 41

Desta forma este trabalho se prop6s a dosar em situacdes
diferenciadas: fatores de crescimento sérico, em pacientes portadores de feridas
cronicas e posteriormente a dosagem de citocinas em meio condicionado.

Na primeira etapa foi constituida a soroteca de pacientes portadores
de feridas cronicas e processada a dosagem dos fatores de crescimento (n=40) e
a determinacdo da plaquetometria (n=20), tendo em vista que muitos autores
consideram que a quantidade dos horménios derivados de plaquetas seja
numericamente dependente da contagem de plaquetas. ApGs a realizacdo do
hemograma dos 20 pacientes, os dados foram analisados levando-se em
consideracdo sexo e idade. As maiorias dos pacientes tinham idade avancada,
sendo uma das caracteristicas da amostragem de pacientes portadores de feridas

cronicas.
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Figura 16 - Plaguetometria da amostra de sangue de portadores de feridas

segundo sexo e idade

Amostra Sexo Idade Contagem de Plaguetas/mm3
(anos) Pré CP
1 F 67 184.000 559.000
2 M 69 213.000 382.000
3 M 42 194.000 470.000
4 F 59 133.000 416.000
5 M 50 173.000 533.000
6 F 57 222.000 869.000
7 F 60 200.000 564.000
8 M 41 227.000 1.188.000
9 M 63 123.000 210.000
10 M 65 152.000 310.000
11 F 69 154.000 170.000
12 F 52 166.000 280.000
13 F 59 242.000 376.000
14 M 68 272.000 898.000
15 F 60 299.000 712.000
16 M 54 254.000 476.000
17 = 67 183.000 524.000
18 M 61 204.000 336.000
19 F 47 250.000 474.000
20 F 58 229.000 572.000
Média 11F/9M 58,4 203.700 515.950

Fonte: arquivo pessoal, 2018.

Apos a andlise dos casos cuja amostra foi coletada, observou-se que 11
pacientes eram do sexo feminino e 9 pacientes do sexo masculino, com média de
idade entre 58,4 anos e contagem plaguetometria de 203.700 pré processamento
e 515.950 pds processamento do concentrado de plaquetas (figura 16). De
acordo com resultados de Vanni em 2016, ndo houve relacdo estatisticamente
significante entre plaquetometria e a dosagem de fatores, no entanto, em seu
trabalho original Vanni correlacionou os niveis de fatores de crescimento a idade,
fato este ndo encontrado em pacientes com processo inflamatdrio cronico?>.

O numero de pacientes com ferida crénica, em que foram dosados os
fatores de crescimento foi de 40. Foram determinados nove fatores de
crescimento pela técnica Luminex. O 10° fator seria a dosagem de Fibrinogénio,

que foi realizada na dissertagdo de Isabele Vanni, pelo método cromogénico, pois
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a determinacdo na plataforma Luminex ndo funcionou. No entanto contingéncias
financeiras impediram a determinagéo do fibrinogénio nos pacientes portadores
de FC. O n variou conforme o hormonio dosado, pois algumas amostras
apresentaram o denominado “flag” (erro) para alguns marcadores e foram
eliminadas da analise.

Na figura 17 encontram-se os valores da determinacdo dos fatores de
crescimento pelo sistema Luminex/Millipex®. Os valores das linhas (QC1 e QC2)
correspondem as amostras de controle de qualidade obrigatérios para as
analises. Vanni, 2016, realizou a determinacdo dos mesmos fatores em Individuos
saudaveis (n=10) e a média esta expressa na figura. Estes valores sdo diferentes
daqueles encontrados nas amostras de pacientes portadores de feridas crénicas
e serdo apresentados a seguir.

Quanto ao numero amostral por fator de crescimento dosado tem-se: EGF,
n=35; Angiopoietina-2 n=27; FGF-1 n=30; FGF-2 n=34; VEGF-A n=37;PDGF-AA
n=30; RANTES n=30; PAI-1 n=30 e fator Von Willebrand n=31. Como pode ser
observado, o VEGF-A foi o fator que determinou menos erros de leitura, sendo
vélidas 37 respostas das 40 analisadas enquanto que angiopoietina-2 se mostrou
como marcador mais sensivel dando o maior nimero de erros de leitura tornando
validadas apenas 27 amostras.

Analisando cada um dos fatores, identificamos que para EGF o valor médio
encontrado para individuos saudaveis (doadores de sangue) foi de 71,6ng/ml e
nos portadores de FC, 241ng/ml, ou seja, 3,36 vezes mais. Este fato foi
relativamente homogéneo para todos os fatores determinados sendo portanto,
sempre maior em portadores de feridas cronicas. A razdo entre a dosagem das
amostras de pacientes portadores de feridas crbnicas e aquele encontrado em
individuos saudaveis foi diferente para cada um. Para a Angiopoietina-2 a razao
foi de 2,48, FGF-1 2,39; FGF-2 8,03; VEGF-A 2,46; PDGF-AA 2,50; RANTES
1,43; PAI-1 4,17 e Fator Von Willebrand 2,30. Destaca-se que os maiores indices
foram para FGF-2 e PAI-1 (figura 17) sendo a razdo dos valores encontrados em
portadores de feridas crénicas/individuos saudaveis foi 8 vezes maior para o
primeiro marcador e 4 vezes maior para o segundo . Observa-se ainda na figura
17 nos cinco primeiros analitos a unidade se expressa em pg/ml enquanto que

para os quatro ultimos em ng/ml.
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Figura 17: Determinacdo de Fatores de Crescimento de Horménios derivados de plaquetas em Pacientes Portadores de Feridas

Crbnicas em comparacdo com valores de individuos saudaveis.

QC1 100,92 487,46 60931 462499 57873 571,1 224 203,16 4 .41
QC2 359,34 1828 2285 1736 2026 525,02 21184 211,19 24,86
b S 10 10 10 10 10 10 10 10 10

(Vani, IR, 2016)

Mcdia 71,685 472,5544 2,623 42,605 332,52 51,451 1885,9 472,55 ©8,671

N2 FC 35 27 30 34 37 30 30 30 31
Média 241,09 1173,14 6,29 342,09 819,11 129,04 2714,2 1973,26 227,26

cica = o6 2.48 239 8,03 2,46 2,50 1,43 417 2.30
FC/D

Fonte: arquivo pessoal, 2018.
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Estudos mostram que altos niveis de EGF estdo correlacionados com o
crescimento e a sobrevida progenitores neurais, 0 que poderia justificar que
muitos destes pacientes apresentam leses extremamente dolorosas®’. No
entanto, outros autores destacam que a acdo do EGF é intimamente ligada a
presenca, e a expressao do receptor (EGFR), e este, diminui com a idade. Diante
da constatacdo que a maioria dos pacientes sdo de idade mais avancada, é de
esperar que este receptor esteja muito diminuido, o que contribuiria com o
excesso circulante****. Diante deste fato uma das hipéteses é de que esteja
ocorrendo a resposta tissular, mas a efetiva ligacdo do fator de crescimento com
seu ligante esta impedida, ndo desencadeando as a¢des esperadas para o EGF,
conhecido por seu papel na promocao da divisdo celular e diferenciacéo celular®*.

Quanto a angiopoietina-2, corresponde a familia das angiopoietina
envolvidas com o germinacdo, brotamento e ramificacdo de vasos sanguineos.
Liga-se ao receptor TIE-2, sem necessidade de estimulo e desta forma inibe a
angiopoietina-1. Portanto a angiopoietina-2 tem um papel inibidor na regulacéo da
germinacao de vasos sanguineos. Em condi¢c6es normais envolve-se diretamente
com a angiogeneses e o processo inflamatério. Trabalhos recentes destacam seu
papel na sinalizacdo da via inflamatério®. O fato dos pacientes estarem
envolvidos em processo inflamatério crénico e ndo fechamento das leses e
terem a determinacdo da angiopoietina 2 em média em 1.173,1 pg/ml pode ter
como causa, o estimulo inflamatério da Ang-2 associado ao processo de inibicdo
da Ang-1, desta forma, mantem a inflamacao, mas ndo promove a angiogénese.

O sistema de sinalizacdo angiopoietina-TIE é um receptor vascular
especifico da via tirosino-quinase que € essencial para o desenvolvimento do
vaso normal. A Ang-2 tem sua expressdo aumentada em condi¢des de hipdxia
tissular, como o que ocorre no leito das lesbes dos pacientes com feridas
cronicas’®’.

Quanto ao FGF-1, a média encontrada em 30 amostras analisadas foi de
6,29 pg/ml, ou seja, 2,39 vezes maior que o valor encontrado por Vanni em
individuos saudaveis?.

Os fatores de crescimento de fibroblastos, familia FGF, possuem 22
membros, todos envolvidos na sinalizacdo celular. O FGF-1 € conhecido como
acido e o FGF2 como basico. Sdo proteinas multifuncionais, envolvidas no

processo de diferenciagdo mesodérmica, inducdo neural, angiogénese e
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remodelamento de feridas. Disfuncbes na sua producdo estdo relacionadas a
mutacdes que levam a alteracdo da organogénese. FGFs estdo firmemente
ligados ao heparina / heparan sulfato e proteoglicanas, que funcionam para limitar
a difusdo através da matriz extracelular e servem como cofatores que regulam a
especificidade e a afinidade para sinalizacdo do receptor (FGFR). Ao contrario
das evidéncias para o receptor de EGF, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura que relacionem declinio ou alteracdo da quantidade do receptor de FGF
(FGFR) com a idade™.

Entre os principais fatores de crescimento encontram-se aqueles ligados
aos fibroblastos (FGFs), que s&o constituidos por proteinas de sinalizacdo
segregadas que sinalizam o0s receptores tirosina-quinases e as proteinas nao-
sinalizadoras intracelulares (iFGFs) que servem como cofatores para canais de
sédio. Os FGFs se expressdo em todas as células e controlam a migracao,
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de diferentes tipos de células. Além
disso, os FGFs influenciam a expressao de outros fatores envolvidos na resposta
regenerativa. Obter uma melhor compreensdo destas atividades do FGF é
importante para a modulacdo apropriada da sinalizacdo do FGF apoés lesdo para
evitar cicatrizes andmalas e promover a regeneracéo de 6rgdos em humanos®.

A subfamilia FGF1 compreende tanto o FGF1 como o FGF2. Estres fatores
deixam peptideo sinal classico que sao rapidamente secretados pelas células por
translocacao através da membrana. Este mecanismo envolve o complexo de
chapero nas e proteinas ligadas ao célcio S100A13. Os mecanismos pelos quais
os FGFs transitam pela célula ndo sdo completamente elucidados, mas séo
ativadoras dos receptores das proteina-quinases (FGFR) com heparan sulfato e a
protedna de choque HSP 90. O FGF1 também se localiza no ndcleo e regula o
ciclo celular, a diferenciacdo, sobrevida e apoptose das células. Niveis elevados
de FGF2 tem sido relacionado a muitas neoplasias como de bexiga, prostata,
cancer pulmonar de pequenas células (oat cells), melanoma, entre outros*. Em
geral, os FGF segregados funcionam como fatores autécrinos ou paracrinos
(FGFs canbnicos, também chamados FGFs paracrinos), no entanto, trés
membros destes FGFs evoluiram para funcionar como fatores endocrinos
(FGF15, 19, 21 e 23) com papel essencial no adulto onde eles regulam o fosfato ,
0 metabolismo de acidos biliares, carboidratos e lipidios, além de controlar a

proliferac&o, diferenciacdo e sobrevivéncia celular®.
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A dosagem do FGF-2 foi 8 vezes maior que aquela do grupo controle. O
FGF-2 é conhecido como fator de crescimento multifuncional expresso em
embrides e células adultas. Foi inicialmente descoberto na hipoéfise e cérebros
bovinos. Sabe-se, que os membros desta familia FGF se vinculam a heparina e
possuem amplas atividades mitogénicas e angiogénicas. Esta proteina foi
implicada em diversos processos biologicos, como desenvolvimento de membros
e do sistema nervoso, cicatrizacdo de feridas e crescimento tumoral.

Principalmente a fracdo citosdlica da proteina é responsavel pelos efeitos
paracrinos e autocrinos deste FGF. O efeito pro-apoptético da over expression de
FGF-2 evidencia a quimiossensibilidade de células MCF-7 (linhagem de céncer
de mama). Esses dados demonstram que a expressao de FGF-2determina
downregulation da Bcl-2 e promove morte celular programada em células de
cancer de mama humano MCF-7°%°% 52,

A elevacdo do nivel de FGF-2 também esta associada ao nivel de (2-
microglobulina, anemia e aumento de plasmécito neoplasico na medula 6ssea,
relacionando-se com mieloma mdltiplo murino. Sendo que a concentracao
plasmatica de FGF-2 pode ser um indicador util desta atividade da doenca (do
mieloma maltiplo)®.

Foram revelados mecanismos de secre¢cdo ndo convencional para VAarios
fatores crescimento, incluindo mediadores proangiogénicos, como fator de
crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2), citocinas inflamatérias e interleucina la e
1[354, 55

Diversos mecanismos foram propostos para explicar estes processos
secretores ndo convencionais, incluindo secrecdo lisossémica, rompimento da
membrana plasmatica, liberacdo em exosomas, secrecdo através de
transportadores que se localizam membrana plasmatica e multiplos mecanismos
foram propostos para individuos de altas concentracdes ndo convencionais®>°.
Os principais aspectos deste modelo sdo: (1) translocacdo direta de FGF-2 do
citoplasma através da membrana plasmatica na auséncia de vesiculas de
transporte; (2) a independéncia da translocacdo da membrana da hidrélise de
ATP ou potencial de membrana; (3) processo de translocacdo da membrana
controlada por difusdo; e (4) uma “armadilha” molecular extracelular formada por

heparan sulfatos que garantem o transporte direcional do FGF-2 no espaco
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extracelular’’. O resultado encontrado nos pacientes portadores de feridas
cronicas pode estar relacionado as hipéteses levantadas por estes autores.

Niveis contraditorios de FGF-2 (muito mais baixo) foram encontrados por
Larsson et al, 2002 em doadores de sangue, mas ao analisar o trabalho
identificamos tecnologias muito diferentes®.

Trabalho publicado por Liu, X, em 2014 mostra niveis elevados de FGF-2
em pacientes portadores de doenca bipolar evidenciando o papel do fator na
neuro plasticidade e fisiopatologia da doenca™.

Uma das limitacdes deste trabalho é a correlacéo existente entre os FGF 1
e 2 e diabetes mellitus®. Entre as amostras, 27 delas (27 em 34) eram de
pacientes portadores de feridas crénicas tendo como co-morbidade, diabetes
mellitus. Destaca-se que entre os demais, o valor médio da concentracdo nao foi
expressivamente menor, outras correlacbes da literatura ligam estes fatores a
processos neoplasicos®.

Desta forma, os elevados indices de FGF-2 encontrados deve estar
exercendo uma resposta negativa na proliferagcdo dos queratindcitos induzindo-os
a apoptose exagerada. Esta hipdtese pode conter um elemento chave em
propostas terapéuticas inovadoras, entre elas, inibir a secrecao do FGF-2.

De forma surpreendente, a determinacdo de VEGF-AA e PDGF-AA esta
aumentada nos pacientes portadores de feridas crbnicas. As feridas cronicas tém
sido apontadas na literatura como candidatas a terapia com fatores de
crescimento pela hipotese de que o estimulo dos componentes faltantes ou
disfuncionais levam ao remodelamento das mesmas. Os fatores de crescimento
angiogénico podem promover o fechamento de feridas crbnicas que exibem
hipoxia e comprometimento da vascularizacdo®. O fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) é um desses candidatos. Funciona como um mitogénio da célula
endotelial®®, agente quimiotactico® e indutor da permeabilidade vascular®.
Outros fatores de crescimento angiogénicos, como o fator basico de crescimento
de fibroblastos (bFGF), que ja foi discutido e o fator de crescimento transformador
B (TGF-p) foram descritos, mas o VEGF é unico por seus efeitos em multiplos
componentes da cascata de cicatrizacdo de feridas, incluindo angiogénese e
epitelizacdo e deposicéo de colageno®.

Um dos mecanismos contributivos para o nao fechamento pode ser a

inibicdo da proliferagcdo de fibroblastos e a indugcdo de um fendtipo de
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senescéncia prematura induzida pelo estresse celular continuado determinado
pela inflamacdo encontrada em feridas cronicas. Os fibroblastos senescentes
exibem um fendtipo degradativo de matriz extracelular que contribui para a
cronicidade da ferida®’. A acumulacdo de mais de 15% de fibroblastos
senescentes foi descrita como um limiar além do qual as feridas tornam-se dificeis
de curar. A proporcédo de células senescentes/nao senescentes €, portanto, critica
para a determinacdo da resposta ao tratamento. As terapias coadjuvantes que
modulam essa propor¢cdo em favor de células ndo senescentes aumentando as
taxas de cicatrizacdo. Uma série de substituicdes cutaneas modificadas por tecido
gue contenha fibroblastos ndo senescentes liberaram fatores de crescimento e
revertem a atividade antiproliferativa do exsudato cronico da ferida. O
reconhecimento do papel da senescéncia fibroblastica na cronicidade da ferida
pode permitir a identificacdo das feridas que responderdo positivamente a esses
produtos®®.

O fibroblasto dérmico é um tipo de célula primaria responsavel pela sintese
e remodelacdo da matriz extracelular na pele humana. Colageno tipo | e
hialuronatos (glicosaminoglicanas) sdo componentes principais que tém papéis na
fiborose da pele, cicatrizagdo de feridas, tecido remodelagdo, bem como
envelhecimento da pele. Vérios estudos relataram citocinas dependentes
mudancas na expressao do colageno ou na producéo de hialuranatos. Resultados
evidenciam que o PDGF) -AA, PDGF-BB, EGF, TGF -b1, MCP-1, IP-10, IL -1a, IL-
1b, e a IL-15 sé&o eficazes tanto na producédo do colageno tipo | como na producao
de glicosaminoglicanas enquanto que a RANTES induziu a producéo do colageno
188

A fibrose é conhecida como uma condicdo patologica frequente e
irreversivel que estd associada a faléncia de 6rgdos. A fibrose tecidual € um
processo central em uma variedade de doencas progressivas crdnicas, como
diabetes, hipertensdo e inflamacéo persistente. Este estado poderia contribuir
para lesdes cronicas®®®’8,

Os disturbios fibroticos representam cicatrizacdo anormal de feridas com
rotacdo defeituosa da matriz e folga que conduzem a acumulagcédo excessiva de
componentes da matriz extracelular. Uma variedade de fatores de crescimento
identificados, citoquinas e miofibroblastos ativados persistentemente tém papéis

criticos na patogénese da fibrose. O TGFB é o principal fator implicado na
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resposta fibrética, que por questdes de ordem financeira ndo foi possivel dosar
neste trabalho. No entanto, outro fator tem sido citado como crucial na via
jusante: o inibidor do ativador do plasminogénio-1 , o PAI-1%°.

Este foi o fator que teve a maior razdo entre a determinacdo sérica em
pacientes portadores de feridas cronicas e doadores de sangue representando
individuos saudaveis (oito vezes maio em pacientes portadores de FC).

A super expressdo do PAI-1 reduz a degradacdo da matriz extracelular
através da interferéncia do sistema de ativacdo do plasminogénio®. De fato, os
niveis elevados de PAI-1 inibem a atividade proteolitica do ativador do
plasminogénio tecidual e do ativador do plasminogénio da uroquinase, 0 que
poderia contribuir para uma variedade de elementos inflamatérios no local da
lesdo e na deposicdo excessiva da matriz formando membranas espessas com
necessidade de desbridamento cirurgico.

Resumidamente podemos afirmar que o PAI-1 é sintetizado em Varios
tipos de células, incluindo células endoteliais, midcitos cardiacos, megacariocitos,
fibroblastos, macrofagos, hepatdcitos, miocitos cardiacos, adipocitos, plaguetas e
células mesoteliais. PAI-1 € um inibidor da serina-protease (serpin) que funciona
como o principal inibidor do ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e uroquinase
(uPA), portanto, da fibrindlise (a quebra fisiolégica dos coagulos sanguineos).
Pertence a familia das serpinas protases e armazenado de forma expressiva nas
plaquetas relacionando-se com os riscos de trombose e ateriosclerose.

O aumento de PAI-1 tem sido descrito em sindromes metabdlicas,
obesidade, cancer e trombose’®""*"* Tendo em vista que estas condicdes estéo
frequentementes listadas como co-morbidades nos pacientes portadores de
feridas cronicas, isto pode justificar os altos indices identificados.

Hohensinner, PJ e colaboradores sugerem que a ativacao dos macrofagos
afeta diferencialmente a atividade proteolitica dos mesmos. Esta ativagdo, conduz
a uma maior atividade proteolitica principalmente através de proteinas ligadas a
membrana incluindo MMP-14 e uPAR / uPA localizadas em filopodias ( proje¢cdes
citoplasmaticas que promovem o0s cross-linking entre as células, ricas em actina).
Em contraste, a atividade proteolitica em macréfagos polarizados € controlada
pelo aumento da expressdo de PAI-1. Além disso, os macrofagos ativados retém

a capacidade de aumentar o PAI-1 e, assim, inibem a atividade proteolitica


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hohensinner%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28818858
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dependente da uPA também em uma configuracdo pro-inflamatoria através de
mudancas na estrutura do promotor PAI-1.

Os resultados encontrados no presente trabalho com a dosagem de PAI-1,
mostrando a upregulation (altos niveis) corroboram aqueles citados por
Hohensinner, PJ et al, 2017. Os dados destes autores indicam uma regulacao
complexa e variavel da atividade proteolitica em subpopulacées de macréfagos’.

O FvW faz um cross linked com o fator Xllla da coagulacédo participando de
forma eficaz da formacdo do coagulo. A fibrina se liga ao fato Xl regulando a
expressdo do Xllla e inibindo a reticulacdo da fibrina, quando expressa em
guantidades maiores. A ligagdo da fibrina ao FGF-2, ao VEGF e IL-1 ajudam a
localizar essas proteinas no local do dano tecidual, de modo a promover as
respostas das células endoteliais necessarias para a cicatrizacdo de feridas e
reparo dos vasos sanguineos, qualquer alteracdo nestas interacfes
comprometem a cicatrizagao.

Sabe-se que o colageno IIl é fundamental para a integridade dos vasos
sanguineos implicado na hemostasia via FYW. O arranjo do colageno Il é quase
idéntico ao padrdo de distribuicdo do colageno |, com dominios de interacao
celular, fibrilogénese e dominios de clivagem enzimética com varias regides de
ligacdo intermolecular. Essas semelhancas permitem a formacao heterotipica de
fibrilas com substituicdo por colageno | na cicatrizacdo de feridas. A fibrilacdo de
colageno lll assume uma estrutura de "flexi-rod" com zonas flexiveis intercaladas
com dominios parecidos a varas, importantes para tecidos flexiveis e distensiveis
como a pele. O colageno Il possui dois principais dominios de hemostasia, com
motivos de ligacao para o fator de von Willebrand, integrina a231 entre outros e

existem comprovadamente a relacdo entre ambos’”.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hohensinner%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28818858
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5.1 - Expansao de CTM em dois diferentes meios: SFB e HDP em 48h, 72h e
7dias.

Para a realizagdo da expanséo das CTM foram obtidos cinco amostras do
banco de célula do laboratério de engenharia celular (LEC), ap6s as amostras
serem selecionadas foi feito a expansdo em frasco de cultura de 25 cm?.

Depois que as amostras atingiram uma confluéncia de 70%
aproximadamente foram divididas nos frascos, todos em triplicata e contendo em
cada placa o meio especifico, a primeira placa obtinha o meio de Soro Fetal
Bovino (SFB) e a segunda placa obtinha o meio de Hormonio Derivado de
Plaquetas (HDP). Apds a identificacdo correta das placas de cultura as amostras
foram observadas em 48h, 72h e 7dias para andlise da confluéncia em seus
respectivos meios e também foi coletado o sobrenadante para a andlise das
citocinas das CTM; nos determinados meios. Nao houve diferengas expressivas
em 48 h de observacgao tanto para as CTMy, controle, na presenca de soro fetal
guanto aquelas na presenca de HDP, a ndo ser por um evidente aumento da
concentracdo, observado visualmente, tendo em vista que nao foi prevista a
contagem celular neste momento ( figura 18 a e c).

Na figura 18 pode-se observar nas gravuras identificadas como a, b e ¢, 0
desempenho das CTM; na presenca de SFB nos tempos de 48h, 72h e 7 dias

respectivamente. Em d, e , e f o mesmo aspecto das células na presenca de HDP.
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Figura 18 — Aspecto da cultura da amostra 1 de CTM; na presenca de SFB
(a,b e ¢c) e HDP (d,e,f) em trés diferentes momentos: 48h, 72h e 7 dias
respectivamente

Legenda: a, b e ¢ = cultura de CTM, amostra 1 na presenca de SFB em
48h (a), 72 h(b) e 7 dias (c). Em d,e, e fa mesma disposicao para CTM;, ha
presenca de HDP.

Apés 72h de cultura observou-se que a amostra 1 com SFB nao teve
confluéncia nem aderéncia, jA a amostra 1 com HDP obteve uma pequena
aderéncia e confluéncia pouco significativa.

Apés sete dias, observou-se que tanto no meio com SFB quanto no meio
com HDP a amostra 1 ndo teve desempenho adequado. Notou-se uma
confluéncia e aderéncia em ambos os meios, porém essa confluéncia néo foi
significante.
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Na amostra 2 apos 48h, foi observado uma confluéncia e aderéncia no
meio com HDP, em contrapartida no meio contendo SFB n&o houve aderéncia
nem confluéncia.

Apoés 72 horas foi observado que tanto para o meio com SFB, quanto para
o de HDP houve confluéncia e aderéncia. Porém notou-se que no meio contendo
HDP a quantidade de aderéncia das células foi maior e mais significativa quando
comparado com o meio contendo SFB.

Apos 7 dias de plaqueamento, observou-se que havia confluéncia e
aderéncia em ambos os meios, ainda com uma quantidade maior em HDP do que
em SFB. Porém notou-se que no sétimo dia comecou a formar uma malha de
fibrina no meio que continha HDP, as células que ali se encontravam comecaram
a aderir nessa malha de fibrina e também no plastico, mas a quantidade de

aderéncia foi significativamente maior na malha de fibrina (figura 19).
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Figura 19 — Aspecto da cultura da amostra 2 de CTMy na presenca de SFB (a,b e

c) e HDP (d,e,f) em trés diferentes momentos: 48h, 72h e 7 dias respectivamente

Legenda: a,b e c = cultura de CTM, amostra 2 na presenca de SFB em
48h (a), 72 h(b) e 7 dias (c). Em d,e,f a mesma disposi¢do para CTM; na
presenca de HDP.
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Figura 20 — Aspecto da cultura da amostra 3 de CTMy na presenca de SFB (a,b e

c) e HDP (d,e,f) em trés diferentes momentos: 48h, 72h e 7 dias respectivamente

Legenda: a,b e c = cultura de CTM,, amostra 3 na presenga de SFB em
48h (a), 72 h(b) e 7 dias (c). Em d,e,f a mesma disposi¢cdo para CTM;, na
presenca de HDP.
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Na amostra 3, tanto com SFB e com HDP observou-se uma aderéncia e uma
confluéncia semelhantes. As CTM; tiveram um melhor desempenho nessa
amostra do que nas amostras anteriores, pois em 48h n&o havia observado uma
confluéncia significativa até entdo. Em 72 horas observou-se que as CTM
estavam bem caracteristicas. Nesta amostra a aderéncia em SFB era um pouco
melhor que em HDP, porém observou-se também um 6timo desenvolvimento das
células em meio com HDP. Com sete dias de cultura esta amostra, ap6s o
plagueamento, mostrou uma excelente confluéncia e aderéncia tanto para o meio
contendo SFB, quando para o meio contendo HDP. Foi observado que no meio
de HDP obtinha mais células comparado com a mesma amostra em 72h, porém
essas células se encontravam depositadas na malha de fibrina (figura 20).

A amostra 4 mostrou resultados semelhantes com a amostra 3, com
confluéncia e aderéncia superponiveis nas primeiras 48h apds o plagueamento.
A comparacédo entre os dois meios foi parecida, pois nao foi observado diferenca
significativa na aderéncia celular. Ja ap6s 72horas foi observado uma melhor
confluéncia da amostra 4 no meio de HDP do que comparado com 0 meio com
SFB, observou-se também que apos 72h a malha de fibrina ja comecava a se
formar nesse meio e as células comecavam a aderir na malha. Sete dias ap6s o
plagueamento a amostra 4 foi a que mostrou melhores condi¢des em ambos os
meios, no meio contendo SFB a confluéncia era de aproximadamente 70% e no
meio com HDP a confluéncia era de aproximadamente 50%. Foi notada a mesma
interferéncia da malha de fibrina no meio com HDP dificultando a sua aderéncia

na placa. (figura 21).
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Figura 21 — Aspecto da cultura da amostra 4 de CTMy na presenca de SFB (a,b e

c) e HDP (d,e,f) em trés diferentes momentos: 48h, 72h e 7 dias respectivamente

Legenda: a,b e ¢ = cultura de CTMy amostra 4 na presenca de SFB em 48h (a),
72 h(b) e 7 dias (c). Em d,e,f a mesma disposi¢cdo para CTM; na presenca de
HDP.
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5.2- Resultado quanto a Citometria de Fluxo:

A citometria de fluxo € uma tecnologia que permite estudar varias
caracteristicas de uma célula de forma rapida e por varios parametros. Objetiva a
caracterizacdo imunofenotipica das células e a manutencdo ou implementacao
dos marcadores especificos (CD90). Identificou-se maior dificuldade técnica para
a quantificacéo fenotipica das células quando na presenca de HDP pela formacao
de macroagregados, no entanto, nenhuma modificacdo do fenétipo esperado foi
identificado.

Figura 22 — Aspecto representativo da citometria de fluxo
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Legenda: A = grafico de dispersdo das CTM= gating; B= determinacao do
marcador CD90-APC com CTM; cultivada em SFB e C = determinacdo do
marcador CD90-APC com CTM; cultivada em HDP.

O numero médio de eventos nas amostras de CTMh cultivadas com SFB
foi de 12.000 a 15.000 eventos enquanto que para as CTMh cultivadas em HDP
foi de 2.000 a 3.000 pela existéncia dos macroagregados que néo se dissolveram.
Este fato aconteceu em funcéo da alta concentracéo de calcio no meio de cultura

gue é um quelante do CPD-A1, anticoagulante existente nas amostras de HDP. A
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positividade para CD90 manteve-se em todas as amostras superior a 96% de

acordo com o determinado pela Sociedade Internacional de Terapia Celular'®**,

5.3- Resultado quanto a Citocinas:

A dosagem das citocinas presentes no meio condicionado das CTMh em
ambos os grupos estudados: SFB e HDP, mostraram desempenho diferente como
pode ser observado na figura 22. Foi realizado pool da triplicata experimental
realizada para o processamento das amostras. Das seis citocinas dosadas IL1- 3,
IL-6, IL-8 IL-10, TNF, e IL-12p70, somente as IL-6 e IL-8 tiveram niveis
significativos detectados. Podemos afirmar com seguranca de que néo se tratou
de erro técnico tendo em vista que todas as curvas padrdo com os devidos
standards funcionaram adequadamente.

Pode ser identificado na figura 22 A, que as CTMh, na presenca de SFB,
secretam IL6 com uma tendéncia linear e crescente, enquanto que na presenga
de HDP estes valores sdo muito menores (observe-se a importante diferenca de
escala entre uma dosagem e outra em ng/ml). Em C podemos observar que as
concentracbes mantem-se em média a 500ng/ml ( 3 vezes menos que as células
cultivadas em SFB). Destacou-se, portanto, importante efeito inibitorio do HDP
sobre as CTMh quanto a secrecdo de IL-6. Este fato pode ter grande relevancia
no controle da acédo da disfuncdo endotelial mediada pela IL-62%%.

Discutiu-se a importancia das subpopulagdes de macrofagos quando na
presenca de elevados niveis de PAI-1, anteriormente. Sabe-se que a IL-6 tem um
papel na regulacéo de linfécitos B e macrofagos. Considerada como um pirégeno
endodgeno, a IL-6 € o maior mediador da fase aguda da resposta inflamatéria e
altas concentragdes inibe a secre¢do da albumina. Niveis elevados de IL-6 sdo
encontrados em pacientes com queimaduras graves, psoriase generalizada e
quadros de septicemia. E um importante mediador dos linfécitos B (LB), tanto na
proliferacdo quanto na diferenciacdo dos LB™. Na figura 23 pode-se observar a
heterogeneidade dos fendtipos de macrofagos e a inscricdo da acdo da 1l1-6 no

perfil pré-inflamatério “°.
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Ja as concentracdes de IL-8 ndo tiveram a variabilidade encontrada na IL-
6. N&ao foram registradas alteracbes na concentracao de II-8 em D+48h e D+72h.
As concentragbes foram significativamente maiores em 7 dias apontando para
efeito cumulativo da mesma no meio condicionado. Mas para IL-8, as
concentracfes aumentaram 2X em 7 dias, quando as CTMy, estdo na presenca de
SFB e mantém-se estéaveis na presenca do HDP (figura 22). Este fato chama a
atencdo com relacéo a acdo da IL-8 sobre as subpopula¢gbes de macréfagos com

efeito pré-angiogénico ( figura 23)"°.

Figura 23 — Determinacdo das citocinas, por citometria de fluxo, em meio

condicionado de CTMh cultivadas na presenca de SFB e HDP
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Fonte: arquivo pessoal, 2018.



Figura 24 — Diversidade fenotipica da subpopulacdo de mondcitos
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Fonte: retirado de Monocyte Subpopulations in Angiogenesis. Heather J. Dalton, Guillermo N. Armaiz-

Pena, Vianey Gonzalez-Villasana, Gabriel Lopez-Berestein, Menashe Bar-Eli and Anil

K. SoodDOI: 10.1158/0008-5472.CAN-13-2825 Published March 2014

O complexo IL6 / sIL6R pode se ligar ao receptor gp130, que € expresso de forma

ubiquitaria em células, incluindo células endoteliais e fibroblastos, para ativar os

transdutores de sinal e os ativadores da via de sinalizacdo de transcricdo 3,

(STAT3). A ativacdo das células endoteliais através da sinalizacdo trans resulta

em um aumento da molécula de adesédo (ICAM-1), a liberagcéo de quimiocinas (IL-

8 e proteina quimiotactica de mondcitos-1 (MCP-1)) e a liberacdo de mais IL-6,

contribui com a formac&o da placa aterosclerética’” "8,
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Figura 25 - Interagéo celular, imunidade, inflacédo e alteracdo da parede arterial e

secrecao de marcadores inflamatérios na circulagéo.
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Legenda: SMC= Ox = ILD = low-density lipoprotein cholesterol; AGE = advanced glycation end-
products advanced glycation end-products= produtos finais da glicacdo avangcada; ROS =
espécies reativas de oxigénio; Ang Il = angiopoietina 1-2; SMC= smooth muscle cells ( células de
musculo liso); MMPs = metaloproteinases; CRP= protema C reativa; SAA= soro amil6éide A.
Retirado de René R. S. Packard, Peter Libby, 2007

Pesquisas recentes sobre a aterosclerose tém relacionado marcadores
inflamatorios dosados nos pacientes portadores de feridas crbnicas e
relecionando-os com a fisiopatologia da doenca aterosclerdtica que deve ser a
base de sustentacdo do ndo fechamento das feridas cronicas. As citocinas
inflamatorias envolvidas na inflamacdo vascular estimulam a geracdo de

moléculas de adeséo endotelial, proteases e outros mediadores, que podem
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entrar na circulacdo em forma sollvel. Essas citocinas possuem uma dinamica de
interacdo, entre elas, a IL- 6, que estimula o parénquima hepatico a aumentar a
producdo de proteinas de fase aguda, como a proteina C-reativa. Além disso,
plaquetas e tecido adiposo geram mediadores inflamatoérios relevantes para a
aterotrombose. O conceito de envolvimento da inflamacdo na aterosclerose
estimulou a descoberta e ado¢édo de biomarcadores inflamatorios para a predicao
de risco cardiovascular. A proteina C-reativa € atualmente um biomarcador
inflamatério simples e validado .

Desta forma entendemos que a dosagem de fatores de crescimento nos
pacientes portadores de feridas cronicas reforcam dados de publicacdes
anteriores estabelecendo causa-efeito entre o processo inflamatorio inquestinavel
e as provaveis microtromboses que devam existir na area lesionada. Tendo em
vista que existem fatores de crescimento circulantes com niveis acima dos valores
normalmente encontrados, mas estes, ndo estdo atuando na é&rea lesada, a
presenca de microtromboses e vasculopatia indica a n&o biodisponibilidade
destes fatores no leito da ferida. Este fato pode ser a base da justificativa da
atuacdo da cola de fibrina de uso externo ( Biofibrin) e do Biogel ( gel de
plaquetas).

Foi possivel obter citocinas inflamatdrias no meio condicionado obtido tanto
em células alimentadas com soro fetal bovino e um controle da secrecdo das
mesmas na presenca de HDP, mas nao foi possivel detectar as citocinas anti-
inflamatérias. Este fato pode ser quantitativo, ou mesmo, de que as mesmas
possam ser ladbeis e se degradar rapidamente no meio de cultura. Estudos
adicionais devem comprovar esta hipotese.

Nas condi¢cBes atuais do experimento ndo se constatou que o acréscimo de
IL6 e II-8, que podem ser obtidas no meio condicionado da cultura de células
tronco mesenquimais possa contribuir com o melhoramento dos biocurativos.
Outros fatores de crescimento devem ser dosados em pesquisas a serem

delineadas.
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Conclusao

Houve a expansdo das células tronco mesenquimais derivados de tecido
adiposo para a obtencdo de fatores de crescimento em meio condicionado
customizado.

Os fatores de crescimento obtidos dos horménios de derivados de
plaguetas n&o obteve significancia, pois o uso de HDP com a formacdo de
“‘membrana” ou scaffold dificultou a obtencdo das células tornando o experimento
invidvel e ndo tendo dado estatistico.

A comparagéo do SFB e HDP houve significancia somente com relagao a
confluéncia nas amostras 3 e 4. Quanto a dosagem da citometria de fluxo a
escolha do experimento em placas de 24 wells comprometeu esta analise pois 0
houve numero insuficiente de eventos nas amostras 1 e 2 também
comprometendo andlise estatistica.

A expansdo das Células Tronco Mesenquimal humana (CTM;) derivadas
de tecido adiposo para a obtencéo de fatores de crescimento e obtencdo o meio
condicionado em condi¢cdes padrédo (MCp)e customizado com HDP (MChpqp)
mostrou aspectos peculiares. A presenca do HDP forma um scaffold (membrana
gelatinosa), mas nao afeta os marcadores fenotipicos das CTM.

Com relacao as citocinas foi possivel obter quantidades significativas de IL-
6 no meio condicionado das CTMh na presenca do soro fetal bovino.A adicao de
HDP regula negativamente a secrecdo da IL-6 de forma significativa e bloqueia a
secrecéo de IL-8.

A guantificacdo dos fatores de crescimento sérico em grupo de pacientes
portadores de feridas cronicas, abertas ha mais de 3 anos, pelo método Luminex,
mostrou que os dez biomarcadores: EGF, FGF1, FGF2, Angiopoietina-1, PDGF-
AA, VEGF-AA, RANTES, Angiopoietina 2, PAI-1 e e Fator von Willebrand
encontram-se elevados, com destague para PAI-1 que é oito vezes maior que

aquele de individuos saudaveis.
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