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RESUMO

Com a evolucéo da ciéncia e aumento do entendimento da cicatriza¢do a nivel
molecular, o desenvolvimento de novos tratamentos de feridas compde uma
area de pesquisa emergente. Estudos recentes demonstram que os beneficios
clinicos observados com o emprego de terapias com células-tronco
mesenquimais (CTM) também podem ser atingidos com o uso do secretoma
produzido por estas células. O meio condicionado (MC-CTM) € um composto
obtido em cultura celular, rico em citocinas, interleucinas e fatores de
crescimento, que apresenta inimeras vantagens em sua aplicabilidade clinica
em feridas. Por meio de uma extensa revisdo de literatura, foram sumarizadas
as perspectivas atuais do uso clinico de MC-CTM em feridas, visando emprego
final em animais de companhia. O presente estudo também investigou a
eficacia de terapia tépica com uma formulacdo de hidrogel-alginato (HA)
enriquecida com MC-CTM oriundo de tecido adiposo visceral canino em feridas
cutaneas. Na primeira etapa, foi realizado um ensaio de dose-resposta em
feridas experimentais de ratos, sob a hipdtese de acdo cicatrizante dose-
dependente. Feridas tratadas com MC-CTM a 5%, 10% e 20% obtiveram
desempenho clinico similar aguelas tratadas com hidrogel-alginato e aquelas
submetidas somente a limpeza diaria. Nenhuma atividade anti-inflamatoéria via
TNF-a, IL-6, IL1-13 e IL-10; ou regenerativa, via TGF-f1 e CD68, foram
atribuidas ao MC-CTM nas concentracdes testadas. Em uma segunda etapa,
foi realizado, de forma inovadora, ensaio clinico com 14 feridas de ocorréncia
natural em cédes, no qual os grupos tratados com MC-CTM a 10% e HA
também obtiveram desempenho clinico similar. Os autores sugerem que as
doses estudadas, nas condicbes do presente estudo, podem nao ser
suficientes para observacdo de cicatrizacdo acelerada, melhor desempenho
clinico e modulacéo das vias de sinalizacdo moleculares.

Palavras-chave: cées, rato, secretoma, hidrogel, dose.
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ABSTRACT

Scientific developments have increased our knowledge in wound healing at
molecular level, and innovative wound treatment is an emerging area of
research. Recent studies demonstrate that the clinical benefits observed with
mesenchymal stem cells (MSC) therapies can also be achieved with the
secretome produced by these cells. Conditioned medium (MSC-CM) is a
compound obtained in MSC culture, rich in cytokines, interleukins and growth
factors, and has numerous advantages in its clinical applicability. Through an
extensive literature review, current perspectives of MSC-CM in wound treatment
were summarized, aiming at final use in companion animals. The present study
also investigated the efficacy of topical therapy with an alginate-based hydrogel
(AH) formulation enriched with MSC-CM derived from canine visceral adipose
tissue on cutaneous wounds. First, a dose-response study was performed on
rat experimental wounds, under the hypothesis of dose-dependent healing
action. Wounds treated with MSC-CM at 5%, 10% and 20% demonstrated
clinical performance similar to those treated with alginate hydrogel and those
subjected only to daily cleaning. No anti-inflammatory activity via TNF-a, IL-6,
IL1-1B and IL-10; or regenerative, via TGF-f1 and CD68, were attributed to
MSC-CM at the tested concentrations. In a second stage, an innovative clinical
trial was carried out with 14 naturally occurring wounds in dogs, in which the
groups treated with 10% MSC-CM and AH also achieved similar wound healing
performance. The authors suggest that the doses evaluated, under the
conditions of the present study, may not have been sufficient to observe healing
improvement and molecular signaling pathways modulation.

Keywords: dog, rat, secretome, hydrogel, dose.
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WOUND HEALING IN PETS: CURRENT PERSPECTIVES OF STEM
CELL CONDITIONED MEDIUM

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) therapy has been studied for decades and
exhibit positive results in wound healing. Recent studies demonstrate that MSC-
derived products have similar or superior effect compared to traditional cell
therapy, in addition to easier clinical applicability and storage. In this field,
conditioned medium (MSC-CM) is a protein concentrate rich in cytokines,
interleukins and growth factor secreted by MSC under cell culture. Several
evidence demonstrate that topical use of MC-MSC promotes improvement in
wound healing via paracrine mechanism in rodents and suggest it as a
promising approach especially for impaired healing; a condition frequently faced
by veterinarians in clinical routine. To the knowledge of the authors, no clinical
trials have evaluated MC-MSC effectiveness in companion animals wound
healing. In the present study, the benefits, limitations, and future perspectives of
topical therapy with MC-MSC in the management of cutaneous wounds in
domestic animals will be addressed. We point to a relevant research field in
veterinary medicine, which makes room for new studies that demonstrate
clinical efficacy and standardize features of this new therapeutic modality.

Key words: veterinary medicine, protein concentrate, secretome, growth factor,
dose, hydrogel.



Introducédo a fisiopatologia da cicatrizagdo de feridas

Ferida € um termo que define a quebra da continuidade celular e
anatdmica da pele.! A cicatrizacdo consiste em um complexo processo
fisiologico que visa restauracdo da integridade cutanea, seja ocasionada por

um acidente ou procedimento médico.?

Com a evolucdo da ciéncia, tem sido possivel elucidar a complexa
heterogeneidade fenotipica nos tipos celulares participantes na cicatrizagéo.?
Processos biolégicos como migracdo celular, inflamacdo, angiogénese,
formacdo de tecido de granulacdo e remodelamento da matriz extracelular séo
orquestrados por uma variedade sinalizadores que atuam de forma

sincronizada no tempo e no espaco no microambiente da ferida.3#

A cicatrizacdo € classicamente organizada em trés fases sucessivas, a
saber: fase inflamatéria ou de hemostasia, fase proliferativa e fase de
remodelamento.? Alguns autores consideram as fases de hemostasia e
inflamatéria como duas fases distintas.® Outros autores ainda subdividem a
primeira fase inflamatéria em uma segunda fase intermediaria de
debridamento.® Embora sejam descritas didaticamente em diferentes etapas,
estas se sobrepdem no decorrer da cicatrizacdo, além do fato que uma mesma
ferida poder ser heterogénea a ponto de compor areas em diferentes estagios

de evolucgéo.®

Fase inflamatoria ou de hemostasia
Imediatamente apos a lesao, inicia-se o processo de hemostasia que
possui dois objetivos principais: prevenir a sangramento excessivo e promover

um ambiente favoravel para receber células para o leito da ferida e contribuir



com o processo cicatricial.> A exposicdo com o colageno presente no
subendotélio vascular ativa a agregacdo plaquetaria, o qual resulta na
formacdo do coagulo que participa da hemostasia, além de promover

degranulacéo e liberacéo de citocinas e fatores de crescimento.?

Na fase inflamatdria ocorre liberacdo de quimioatrativos e fatores de
crescimento pelas plaguetas, os quais participam do processo de recrutamento
de outras células que exercem importante papel na progresséo da ferida.® As
primeiras células a aparecerem no local de injaria sdo neutréfilos, que
providenciam melhora do microambiente por meio de limpeza de debris;

seguida dos macréfagos, que realizam fagocitose de bactérias e tecido lesado.?

Os macrofagos exercem papel fundamental no processo inicial da
cicatrizacdo devido a seu papel microbicida e pré inflamatério, ao expressar
fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1-beta

(IL-1 B).2

Entre outros importantes fatores envolvidos na fase inflamatéria, estéo:
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformador-a (TGF-a), fator de crescimento transformador-B (TGF-B), fator
de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento vascular endotelial

(VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF).6

A fase inflamatéria se inicia com o estabelecimento da ferida, e

geralmente perdura de seis até 12 horas.®

Fase proliferativa
Quando o processo de hemostasia e primeira resposta imune local sdo

finalizados, a ferida evolui para a etapa de reparagéo tecidual.®> Nesta, novo



tecido conjuntivo ou de granulagédo € formado de modo concomitante a outros

processos como reepitelizacédo, imunomodulacéo e neovascularizagédo.?

Fibroblastos ativados sdo responsaveis por sintetizar o tecido de
granulacdo e matriz extracelular, que participam da contracdo da ferida e
funcionam como suporte para outras células inflamatérias e vasos
sanguineos.® Os principais sinalizadores para fibroblastos nesta fase sdo o

PDGF e EGF, derivados de plaquetas e macréfagos.’

Nesta etapa, o ambiente da ferida € ligeiramente acido, o que
juntamente com boa oxigenacéao tecidual estimula os fibroblastos a proliferarem
e sintetizarem coldgeno.® Macroscopicamente, este estagio consiste em

abundante formacéo e deposicéo de tecido de granulacdo no leito da ferida.®

A neovascularizacgédo tecidual € critica para uma eficiente cicatrizagcéo, ao
promover entrega de nutrientes, oxigénio e manutencdo da homeostase que
permite proliferacdo celular adequada,® sendo que a falha nesse processo
resulta em uma ferida crénica que nao cicatriza.” O fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) é responsavel por estimular o processo de angiogénese, marcado

pela migragdo endotelial e formagdo de novos vasos capilares sanguineos.’

A fase proliferativa geralmente tem duracdo de 3 a 12 dias apos

estabelecimento da leséo inicial.®

Fase de remodelamento

Como etapa final do processo de cicatrizacdo, € nessa fase em que é
desenvolvido novo epitélio e formacdo de cicatriz.>° Ha regressdo da
neovascularizacdo e deposicdo periddica de matriz extracelular para

subsequente substituicdo do tecido de granulacéo para tecido cicatricial.®



O principal evento dessa etapa é a deposicdo e organizagdo de
coldgeno, que é clinicamente relevante pois problemas na deposi¢do de matriz
podem resultar em comprometimento da forca de contracdo da ferida;
enquanto excesso de sintese de colageno pode resultar em queloide ou cicatriz

hipertréfica.’

Mediado principalmente por PDGF, TGF-B e FGF, o tecido conjuntivo
abaixo do leito da ferida se contrai, aproximando suas margens e permitindo
interagdo de fibroblastos com a matriz extracelular.°® Os macréfagos
desempenham importante papel fibrolitico nesta etapa, ao impedir formacéao

excessiva de matriz extracelular, fagocitar debris e células apoptéticas.®

Com o tempo, as finas fibras de coldgeno depositadas de forma
desorganizada no leito da ferida sdo reabsorvidas, substituidas por novas fibras
espessas e organizadas de acordo com as linhas de tenséo do tecido.” Com a
epitelizacdo, o leito curado sai de um estado de hipoxia e altera a sua

responsividade, entrando em quiescéncia celular.?

A fase de remodelamento pode perdurar de sete dias até meses ou anos

apos o estabelecimento da ferida. &7

Fatores prejudiciais a cicatrizacdo em animais de companhia

Por ser tratar de um fendmeno multifatorial, a cicatrizagéo esta sujeita a
falhar em diversas etapas.” Em condicées patoldgicas, a progressdo nao
ocorre e a evolugdo da cicatrizagdo se estagna; geralmente na fase
inflamatéria.® Uma ferida aberta é uma porta de entrada para patégenos,

podendo compor uma ameaca a vida do paciente.®



Em humanos, as principais ocorréncias de feridas crbnicas sé&o,
respectivamente: Ulceras em pés de pacientes diabéticos, Ulceras venosas
profunda nas pernas e lesGes de pressdo.® Além disso, outras afeccdes
sistémicas também sdo descritas como obstaculos na cicatrizagdo, como
hipotireoidismo, idade avancada, hipotermia, dor, queimaduras extensas,
sepse, faléncia de oOrgdos, ma nutricdo, uso de corticosteroides, radiacédo

ionizante e quimioterapia.’

Embora a medicina comparada seja uma abordagem, vale lembrar que,
em se tratando de feridas cutaneas, a extrapolacdo de conceitos entre
humanos e animais possui espac¢o para questionamento devido a diferencas
anatdbmicas importantes, como por exemplo o cao e o rato serem espécies de
“pele solta”.1%11 Abordaremos os principais mecanismos, intrinsecos a ferida e
ao paciente, que interferem no processo de cicatriza¢do observados na pratica

clinica de pequenos animais.

Leséo por pressao

Um estudo de 1993 utilizou cdes da raca Greyhound como modelo
experimental de Ulceras de pressao em caes, e contribuiu para o entendimento
do mecanismo dessas lesbes ao demonstrar elevacdo de mediadores
inflamatérios, como o tromboxano B2.'? Geralmente, tais feridas ndo sé&o
capazes de progredir da fase inflamatéria, tornando-se assim, crénicas.'3. Em
cdes, um fator agravante para esta condicdo € o fato dessa espécie ndo
possuir tecido subcutdneo robusto para amortecimento de cargas.® Muitos
animais com afeccdes neurolégicas ou ortopédicas resultam em decubito

prolongado, o que os coloca em risco para o desenvolvimento desse tipo de



Glcera.l4

Idade avancada
Pacientes idosos geralmente possuem espessura da derme reduzida,
além de microcirculacdo menos eficiente, o que contribui para a ocorréncia de

feridas cronicas.®

Doencas metabolicas

Ha hipbteses de que a cicatrizacéo de feridas em caes diabéticos possa
ser prejudicada, como ocorre em humanos;® embora na literatura consultada
nao foram identificados estudos que efetivamente comparem a cicatrizacao de
feridas em cdes e gatos normais e diabéticos. Da mesma maneira, outras
doencas como hiperadrenocorticismo, doenca renal e hepatica também sao
teorizadas como dificultadoras da cicatrizacdo, entretanto, ainda ndo ha

evidéncia que suporte relacdo de causalidade com estas afeccdes.'®

Déficit proteico

Dietas deficitarias em proteinas ou comorbidades que cursem com
hipoproteinemia sérica demonstraram atraso na cicatrizacdo em ratos.!’ Em
cdes e gatos com feridas extensas, preconiza-se manutencdo do nivel de

proteinas totais séricas acima de 2.0 g/dL.*®

Localizacdo anatbmica

A topografia da ferida também €& descrita como possivel fator agravante
em animais, seja por uma area de maior tensdo, como ocorre em regides
axilares e inguinais; ou também pelo maior risco de infeccdo, como ocorre em

lesGes perianais ou orais.®15
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Quimioterapia e radiacao
Na medicina veterinaria, foi descrito que feridas cirdrgicas de pacientes
sujeitos a tratamento quimioterapico ou radioterapico sao susceptiveis a

estagnacdo do processo cicatricial, da mesma forma que ocorre em seres

humanos.518

Corticoterapia
E descrito que uso de corticoesteroides em cédes e gatos pode causar
atrofia da epiderme e do tecido de granulacdo, culminando em atraso na

cicatrizacdo e reducéo da forca ténsil de contracéo.®

Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)

Autores levantam a hipétese de que AINES possam influenciar
negativamente a cicatrizacdo, devido ao processo inflamatdrio constituir sua
primeira etapa.® Entretanto, evidéncias que esses farmacos efetivamente

atrasem a cicatrizacdo ainda sdo controversas em ensaios feitos em ratos.1%2°

Em feridas comorbidas e de evolucdo dificultada, faz-se necessario
implementacdo de terapias e manejos que permitam atingir a completa
cicatrizacdo de maneira rapida e com minima formacdo de tecido cicatricial,

bem como proporcionar o bem-estar dos pacientes.?!

Terapia celular na cicatrizacéo de feridas

Células-tronco sdo populagfes de células indiferenciadas, geralmente de
carater clonal (oriundas de uma Unica célula), com capacidade de proliferacédo
extensiva e de diferenciacdo em outros tipos celulares.???® Trés tipos de
células-tronco sédo descritos: as células-tronco embrionéarias, obtidas de

blastocistos e associadas a dilemas éticos e carcinogénese;?? as células-tronco
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de pluripoténcia induzida, que consiste na reprogramacéao de células somaticas
adultas em pluripotentes;?* e por fim, células-tronco mesenquimais (CTM) que
sdo células multipotentes encontradas em diversos tecidos como medula
Ossea, gordura, 0sso e sangue periférico; que possuem potencial de

diferenciacdo em outros tecidos.??

Neste contexto, o uso terapéutico de CTM possui diversas vantagens,
como a vasta variedade de tecidos-fonte, o fato de serem passiveis de cultura
celular e facilmente caracterizadas por marcadores de membrana
especificos.?®?®> A terapia celular com CTM representa uma modalidade
promissora para diversas doencas devido a seu potencial de induzir
regeneracao celular de tecidos e promover restauracdo de suas funcdes

originais.?®

Em se tratando de feridas, as CTM estao envolvidas em todas as trés
fases do processo de cicatrizacdo da pele.?® A terapia celular com CTM
demonstrou bons resultados em melhorar tanto a velocidade quanto a
qualidade da cicatrizacdo.?®> Entretanto, apenas uma fracdo das CTM
transplantadas de fato sobrevivem no tecido hospedeiro, além de nao
apresentarem longa sobrevida; o que sugere um mecanismo de acao distinto

da migracéo e diferenciacéo celular direta.?”®

As CTM sé@o capazes de promover um microambiente favoravel a
cicatrizagdo por meio da secregcdo abundante de diversos fatores de
crescimento e citocinas, definidos como secretoma.?® O conjunto de bioativos
que as células produzem; como fatores de crescimento, citocinas e

interleucinas, sdo os principais responsaveis pelo beneficio clinico da terapia
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celular na cicatrizacédo de feridas.*2°:30

Meio condicionado de células-tronco mesenquimais

O meio condicionado (MC), também denominado secretoma celular, se
refere a colecdo de proteinas que séo liberadas da superficie celular ou do
meio intracelular; contendo enzimas, fatores de crescimento, citocinas,
hormdnios e outros mediadores sollveis.?! Foram isolados em MC de CTM
(MC-CTM) importantes mediadores proteicos, como: fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento transformador Bl (TGF-f1),
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), fator de células-tronco (SCF), fator inibidor de leucemia (LIF),
fator estimulante de colénia de macréfagos (M-CSF), interferon y (IFN-y); bem

como interleucinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-12.42932

Tais bioativos produzidos pelas CTM séo capazes de estimular mitose e
promover incremento na vascularizacdo de feridas.®® Além disso, também é
descrito efeito imunomodulatério por citocinas especificas produzidas pelas

CTMs, via supresséo do sistema imune local.3>-34

No tratamento de feridas, a utilizacdo de MC-CTM demonstrou efeito
terapéutico semelhante a utilizacdo de terapia celular direta, compondo uma
promissora linha de pesquisa sobretudo em feridas de complexa
cicatrizacdo.®>3¢ A utilizacdo do MC-CTM, por ser livre de células apresenta
vantagens de armazenamento e aplicabilidade clinica em relacdo ao uso da
terapia celular convencional.#3® Um estudo demonstrou, em feridas
experimentais em porquinhos da india, a viabilidade do uso de MC-CTM na

forma liofilizada, reconstituida em gel topico.*



13

Estudos realizados em cobaias comprovaram que o uso tépico de MC-
CTM reduziu efetivamente o tempo de cicatrizagdo e aumentou a deposicao de
coladgeno com menor formacdo de cicatriz.#3” Em humanos, tratamento com
MC-CTM originérias de tecido adiposo alégeno em feridas promoveu maior
expressdo de procolageno tipo Il e cicatrizacdo mais eficiente em comparagéo

ao grupo controle.38

Enquanto a terapia celular classica envolve riscos de transformagéo
maligna das células, migracdo erratica para outros tecidos e inducdo de
resposta imunoldgica contra o tratamento,?® a utilizacdo de meio condicionado
ndo esta associada com carcinogénese.®® Além disso, demonstra seguranca e
bons resultados clinicos em seu uso autélogo e xendlogo, embora alguns
autores apontem resultados discretamente mais favoraveis com o uso de

enxerto alégeno quando comparado ao xenélogo.*3%

O uso de concentrado proteico também reduz os custos da terapia
celular, pois devido ao dano e rapida necrose/apoptose que as células
transplantadas sofrem no leito da ferida, faz-se necesséaria aplicacdo de
centenas de milhdes de CTMs; processo que pode ser otimizado com a

utilizagdo de MC-CTM.28:39

Perspectivas do uso de MC-CTM na cicatrizacdo de feridas em Medicina
Veterinaria

A aplicacao topica de MC-CTM em feridas possui particular vantagem na
medicina veterinaria devido a facilidade de transporte, armazenamento e facil

manuseio pelo préprio tutor do animal.3®

Diversos estudos tém investigado o efeito topico de MC-CTM em
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modelos experimentais de feridas cutaneas em ratos3>4%-4% e porquinhos da
india;* em animais saudaveis e diabéticos;3® em sua maioria pela via tdpica,
mas também injetavel;*%4? na forma pura ou associada a carreadores como o
hidrogel com alginato de célcio.** Exceto pela via injetavel, na qual ndo foi
observada melhora na cicatrizacdo,*? estudos demonstraram beneficios na
utilizacéo topica de MC-CTM em feridas experimentais padronizadas em até 2

cm de didmetro.3540:41,43-45

Apesar da grande quantidade de trabalhos que comprovam a acéo
paracrina do MC-CTM em aplicacdo topica em feridas experimentais, a
metodologia da obten¢édo do produto topico final difere, e ainda ndo esta claro
qual a concentracdo proteica minima necessaria para atividade biologica
satisfatoria. Da mesma forma, também h& necessidade de padronizacdo da
frequéncia de aplicacdo do produto. Enquanto alguns estudos realizam
tratamento topico apenas no primeiro dia,3840:414344 gutros realizam aplicacées

seriadas.442:45

Até o momento, ndo foram identificados ensaios clinicos direcionados
para a utilizacdo de MC-CTM no tratamento de feridas em animais domésticos.
Foi relatado um cdo com ferida crdnica que atingiu epitelizacéo apds aplicacéo
subcutanea de concentrado proteico obtido de CTM.* Qutro estudo realizou
aplicagcédo xendloga de MC-CTM oriundas de cées, porém em feridas de ratos
diabéticos; e levanta a hipotese de possivel beneficio clinico para uso em

animais de companhia.3®

Desafios
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Intrinsecos a obtencdo do MC-CTM

A cultura celular convencional pode nao ser suficiente para produzir
concentracdo satisfatéria de bioativos paracrinos no MC obtido.*® Culturas
submetidas a condi¢des de hipoxia demonstraram maior proliferacdo na cultura
de CTM derivadas de gordura e melhora da cicatrizacdo, sugerindo que esta

metodologia pode ser aplicada para obtencdo de melhores resultados.*’

Intrinsecos a liberacdo de proteinas no leito da ferida

Outra importante limitacao da terapia tépica com fatores de crescimento
€ a rapida degradacdo que as proteinas bioativas sofrem pelas
metaloproteineses presentes no leito da ferida, além da dificuldade de
absorcdo através da pele.*®4° Por isso, é descrito que o sistema carreador da
molécula para o leito da ferida comp8e um elemento crucial para sua acao
biolégica.® A utilizacdo de um excipiente adequado atua na estabilizacéo e
controle da liberagdo das proteinas,*® visto que os fatores de crescimento agem

de modo tempo e concentracdo-dependente.>!

Diversos sistemas poliméricos de entrega de proteinas vém sido
estudados, como nanoparticulas, nanofibras e hidrogéis.>?> Biomateriais
naturais como acido hialurénico, chitosan, alginato e colageno; além de
sintéticos como acido poliglicélico e polietilenoglicol sdo alguns exemplos de

substancias estudadas como carreadores de fatores de crescimento.*®

Em se tratando de cicatrizacdo cutanea, autores sugerem que produtos
convencionalmente empregados no manejo de feridas podem ser utilizados
como sistemas carreadores de fatores de crescimento, promovendo beneficio

clinico.®? Neste contexto, destaca-se o hidrogel, produto amplamente utilizado
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em coberturas de feridas devido a suas propriedades ndo-aderentes, capazes
de promover ambiente umido favoravel para a cicatrizacdo e confortavel ao
paciente.>3 O interesse nesse tipo de curativo aumentou com evidéncias de um
mecanismo de acdo mais amplo do hidrogel, devido a sua alta
biocompatibilidade e capacidade de induzir regeneracéo tecidual.>® Devido a
suas propriedades mecanicas de alta elasticidade e boa biocompatibilidade,
hidrogéis vém sido utilizados como carreadores de MC-CTM em cicatriza¢ao
de feridas, pois promovem liberagdo prolongada dos fatores de crescimento e

citocinas.>*°°

Também ganham destaque os alginatos, biopolimeros obtidos de algas
marinhas.> Devido a sua boa biocompatibilidade e capacidade de absorcéo de
fluidos, alginatos frequentemente sdo utilizados no tratamento de feridas em
conjunto com hidrogéis.>” Ha evidéncias de melhora na cicatrizacdo de feridas
em pés diabéticos em humanos tratados topicamente com associacao de
hidrogel com alginato.>® Também é descrita a utilizacédo de alginato como meio

carreador de fatores de crescimento.>®

Segundo Sabzevari et al. (2020), o uso conjunto de hidrogel com
alginato de sodio enriquecido com MC-CTM foi efetivo em acelerar a
cicatrizacdo de feridas em ratos.** Os mesmos autores sugerem essa
associacdo como potencialmente eficaz em prevenir a degradacéo proteica e

regular a liberacéo dos fatores de crescimento no leito da ferida.*

Conclusdes

A utilizacdo de MC-CTM no tratamento de feridas demonstra resultados

promissores na cicatrizagdo, até o0 momento na modalidade experimental em
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roedores, além de oferecer vantagens de manuseio e armazenamento. A
literatura sugere que limitacdes da abordagem tépica com bioativos podem ser
contornadas ou minimizadas com a utilizacdo de um sistema carreador eficaz.
Relatos de uso topico de MC-CTM em feridas na medicina veterinaria ainda
sd0 escassos, e ndo ha estudos que sugerem concentragcdo proteica minima,
vias de aplicacédo e frequéncia do tratamento. Desta forma, abre-se espaco
para trabalhos que padronizem 0 seu uso e promovam ensaios clinicos

direcionados para utilizagdo em animais domésticos.
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DOSE-RESPONSE STUDY OF ALGINATE-BASED HYDROGEL ENRICHED
WITH MESENCHYMAL STEM CELL CONDITIONED MEDIUM IN RAT
WOUNDS

ABSTRACT

Wound care has been widely studied for innovative therapies. Due to
mesenchymal stem cell's (MSC) paracrine activity, several studies have
evaluated its conditioned medium (MSC-CM) obtained from cell culture as
topical treatment. However, the minimum protein dose required to enhance
hound healing has not yet been defined, nor the frequency of use. The present
study evaluated clinical performance and molecular mechanisms of MSC-CM
derived from adipose canine cells at three different concentrations, under the
hypothesis that it would enhance wound healing in dose-response manner.
Conversely, wounds that received daily treatment with sodium alginate-based
hydrogel (AH) formulation alone or enriched with 5%, 10% and 20% MSC-CM
and non-treated wounds demonstrated similar healing performance.
Satisfactory contraction was noticed in all groups, and no adverse events were
reported. The group treated with MSC-CM at 20% and the AH group stood out
for less crust formation compared to non-treated group at day 10. Several
biomarkers were analyzed by ELISA, and no anti-inflammatory activity was
attributed to MSC-CM via TNF-a, IL-13, IL-6 and IL-10; neither regenerative
mechanism via TGF-B1 and CD68 at 5, 10 and 20%, comparing to AH and
control groups. To the knowledge of the authors, this is the first in vivo
experiment with low dose of MSC-CM in wound healing. Under the conditions of
the present study, 5%, 10% and 20% MSC-CM concentration may be
insufficient to improve wound healing in rats.

Keywords: secretome, wound healing, topical, protein concentrate.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas € um dos processos mais complexos do
organismo [1] e ainda consiste em um desafio terapéutico, tanto em humanos
quanto na medicina veterinaria [2,3]. Este processo ocorre por meio das fases
inflamatoria/hemostasia, de proliferacdo e remodelamento [4]. Cada etapa €
composta por marcadores biolégicos e sinalizadores celulares especificos [1].
Estas podem ser interrompidas ou atrasadas por diversos fatores, como
doencas metabdlicas pré-existentes, infec¢ao, estado nutricional desfavoravel e

uso de medicacoes [3].

A terapia celular € uma modalidade de tratamento que objetiva induzir
a regeneracao e restaurar as funcdes dos tecidos [5]. Existem evidéncias de
que células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas de tecido adiposo séo
eficazes em melhorar a cicatrizacdo em feridas [6]. Inicialmente, atribuia-se os
efeitos terapéuticos das CTM a sua capacidade de aderéncia local e
diferenciacdo em diversos tipos teciduais [7]. Entretanto, sabe-se que as
células implantadas ndo sobrevivem por muito tempo, e seu principal beneficio

terapéutico ocorre pelos importantes fatores bioativos que elas produzem [8].

As CTM sdéo capazes de produzir um secretoma rico em fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas com potencial de enriquecer o0
microambiente de uma lesdo [9]. Tais fatores exercem importante papel na
regulacdo e sinalizacdo de processos bioldgicos [8], sem afetar as demais
células do organismo [9]. Neste contexto, a utilizacdo de seu meio
condicionado (MC-CTM) prop6e um método alternativo ao uso de terapia
celular convencional [10,11]. Entre suas vantagens estdo a facilidade de
transporte e aplicacdo [12], visto ser um produto livre de células; e, ao contrario

da terapia celular convencional, ndo foi associado a carcinogénese [10].

Diversos estudos demonstraram que a utilizacao tépica de MC-CTM
efetivamente melhorou a cicatrizagdo de feridas em roedores [9,13-19].
Entretanto, ha divergéncias metodologicas entre os estudos, visto que a
concentracdo proteica minima necessaria para atividade biolégica satisfatéria
ainda é incerta. Da mesma forma, também h& necessidade de padronizagéo da

frequéncia de aplicac&o do produto.
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O presente estudo tem por objetivo avaliar o desempenho clinico e
mecanismos moleculares de terapia topica diaria com hidrogel e alginato (HA)
enriquecido com MC-CTM em trés concentracdes distintas (5%, 10% e 20%),
de forma comparada em grupos de tratamento padrdo (HA puro) e controle. A
hipotese é que o MC-CTM ira promover cicatrizagdo precoce e evolucao clinica
favoravel das feridas, ao exercer atividade anti-inflamatoria e regenerativa

tecidual via sinalizadores moleculares, de modo dose-dependente.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencao do meio condicionado

O produto topico utilizado no presente estudo tem como principio ativo
MC-CTM obtido por meio de cultura celular sob privagdo de nutrientes
(depdsito de patente codigo BR 10 2022 016233-6), proveniente de tecido
adiposo canino, oriundo de gordura visceral periovariana de cadelas doadoras.
Foram identificados por meio de espectrometria de massa o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e proteinas ligantes do fator de

crescimento semelhante a insulina (IGFPB) no concentrado proteico obtido.
2.2 Manipulacédo do produto topico final

O MC-CTM dessa cultura foi manipulado em hidrogel com alginato de
sédio a 2% e &cido ascorbico a 0,1% nas propor¢cdes de 5%, 10% e 20%,
denominados MC5, MC10 e MC20. Visto que a concentracdo proteica total do
MC-CTM puro foi de 2 mg/ml, os produtos finais contém, respectivamente, 100

pg/ml, 200 pg/ml e 400 ug/ml de proteinas.
2.3 Animais

Trinta e cinco ratos da espécie Rattus norvergicus variedade albinus,
machos, com 45 dias, sadios, pesando em média 200 g, oriundos do Biotério
Central (UNESP — Botucatu), foram mantidos em gaiolas individuais, com
alimento e agua ad libitum. O projeto obteve aprovacao do comité de ética local
(protocolo CEUA 0083/2022).
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2.4 Feridas experimentais

Apés ambientacdo, os animais foram pesados individualmente e
submetidos a analgesia com morfina (2 mg/kg) e anestesia com cetamina (80
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Todas as medicacdes foram aplicadas pela via
intramuscular. Os animais foram entdo submetidos a tricotomia, antissepsia a
base de clorexidine degermante 2% e clorexidine alcodlico a 0,5%, e ferida
padronizada com punch cirargico circular de 3 cm de diametro na regido

interescapular.
2.5 Grupos experimentais e tratamentos

Cada grupo foi composto aleatoriamente por sete ratos. Todos 0s
animais receberam limpeza diaria da ferida com solucéo fisiolégica e aplicacdo
topica de fina camada de tratamento de acordo com seu grupo, de forma
asséptica. Os grupos experimentais MC5, MC10 e MC20 receberam hidrogel e
alginato acrescido de acido ascérbico a 0,1% e MC-CTM nas concentracdes de
5%, 10% e 20%, respectivamente. O grupo HA (tratamento padréo) foi tratado
com manipulacdo topica de hidrogel com alginato de sodio a 2% e acido
ascorbico a 0,1%. O grupo controle (GC) foi submetido apenas a limpeza diaria
com solucéo fisiolégica. Todos os tratamentos, com excec¢do do GC, foram
realizados em modalidade cega ao tratador e avaliador. Os produtos foram
armazenados sob refrigeracédo (1-4 °C), e utilizados em até 6 meses desde a
data de fabricagéo.

2.6 Momentos e avaliacao clinica

Foram instituidos momentos de avaliagdo estratégicos para obtencao
de dados clinicos da evolucao das feridas, de acordo com o respectivo dia; a
saber: dia da criagéo da ferida (DO), primeiro (D1), terceiro (D3), sétimo (D7) e

décimo (D10) dia de tratamento.

Em todos os momentos de avaliacdo foi realizado registro fotogréafico
com escala. A fotografia com escala em formato digital foi submetida a
mensuracao da area da ferida em cm? pelo software ImageJ®. A partir da area,
a contracdo relativa em cada momento foi calculada com comparacdo a

medida de area inicial, utilizando-se o calculo: % contracdo = 1 — (area no dia
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de interesse [cm?] / &rea no dia 0 [cm?]) * 100.

Também foi instituida avaliacdo clinica para os quesitos: exsudacao,
edema, hemorragia, granulacdo e crosta, por meio de atribuicdo de escores de
0 a 3 (0 — auséncia; 1 — presenca discreta; 2 — moderada; 3 — intensa) em cada
momento. Outros itens avaliados também foram necrose e infeccdo, nos quais

foram atribuidos escores de 0 a 1 (0 — auséncia; 1 — presenca).
2.7 Colheita de material biologico

O décimo dia de tratamento (D10) foi selecionado para compor o dia de
colheita de material, pois neste momento as feridas ainda se encontravam na
fase proliferativa e inicio de remodelamento, periodo favoravel para avaliacédo
da atividade molecular via citocinas e fatores de crescimento; além de compor
area residual suficiente para processamento de amostras. No D10, os animais
foram submetidos a anestesia com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (13 mg/kg),
e analgesia com morfina (3 mg/kg). Apds remocéo da crosta, quando presente,
a area residual da ferida de cada rato foi colhida cirurgicamente e armazenada
a -196°C. Ato continuo, cada animal foi submetido & eutandsia via
aprofundamento do plano anestésico com mascara de isofluorano e injecao

intracardiaca de KCI na dose de 150 mg/kg.
2.8 Avaliacdo molecular

Visando a otimizagdo de insumos laboratoriais, vinte e cinco amostras
de pele (cinco de cada grupo) foram selecionadas aleatoriamente,
descongeladas, pesadas e homogeneizadas na proporcdo de 1 g de tecido
para 10 ml de solucdo composta por 99% de solucdo tampao fosfato-salina
(PBS) e 1% de coquetel inibidor de protease. ApoOs centrifugacdo, o
sobrenadante obtido foi entdo submetido a dosagem de proteinas totais por
meio de ensaio de Bradford (Bio-Rad®, 5000006). Ensaios de imunoabsorc¢éo
enzimatica (ELISA) foram performados a partir dos sobrenadantes para
mensuracdo de TNF-a (R&D Systems® DY510), IL-18 (R&D Systems®
DY501), IL-6 (R&D Systems® DY506), IL-10 (Elabscience®, E-EL-R0016),
TGF-B1 (FineTest®, ER1378) e CD68 (FineTest®, ER0818), de acordo com as

recomendacdes do kit de cada fabricante. Todas as amostras foram
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processadas em duplicatas. As concentracdes obtidas foram entdo corrigidas

com o valor de proteinas totais de cada amostra, e expressas em pg/mg.
2.9 Analise estatistica

A contragao relativa em cada momento de avaliacdo, bem como
andlises quantitativas moleculares, foram submetidos a técnica de analise de
variancia (ANOVA) paramétrica para o modelo de medidas repetidas em
grupos independentes, complementada com o teste de comparac¢des multiplas
de Bonferroni [20]. Os escores de avaliagdo clinica atribuidos nos respectivos
momentos para as variaveis exsudacdo, edema, hemorragia, granulacéo,
crosta, necrose e infeccdo foram submetidos a analise ANOVA para o modelo
de medidas repetidas em grupos independentes, complementada com o teste

de comparacdes multiplas de Dunn [21].

As variaveis clinicas foram submetidas a andlise estatistica em duas
perspectivas: 1) comparacdo entre grupos em cada momento de avaliacao,
com objetivo de identificar diferencas entre tratamentos nos determinados dias;
e 2) comparagdo entre momentos dentro de cada grupo, com objetivo de
estudar o perfil de evolucéo das feridas de um determinado tratamento. Todas

as analises consideraram o nivel de 5% de significancia.
3 RESULTADOS

3.1 Anélise clinica

3.1.1 Contracao relativa

A contracdo relativa percentual das feridas ndo apresentou diferenca
estatistica na comparacao entre grupos, em nenhum momento de avaliacdo (p
> 0,05). Na andlise do comportamento evolutivo das feridas, os grupos tratados
com MC-CTM em todas as concentragOes obtiveram reducgéo significativa da
area das feridas entre o D3 e D7, e entre 0 D7 e D10. O grupo HA demonstrou
evolucdo mais homogénea, com diferenca estatistica somente no D10, em
relacdo ao D1 e D3. O GC (sem tratamento) foi o Unico que obteve piora
significativa das feridas no D3 em relacdo ao D1; porém se recuperou no D7, e

manteve bom desempenho até D10.
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3.1.2 Escores clinicos

enhum efeito adverso foi observado com o tratamento tdpico

empregado, até o décimo dia de acompanhamento.

Quanto a variavel crosta, verificou-se diferenca estatistica entre grupos
(p < 0,05) no dltimo momento de avaliacdo: os grupos HA e MC20
apresentaram menor formacédo de crosta em comparacdo ao GC no décimo
dia. Nas variaveis exsudacdo, edema e hemorragia ndo houve diferenca entre
0S grupos em nenhum momento de avaliagdo. Nenhum animal apresentou

necrose ou infeccao.

Na andlise do comportamento evolutivo das feridas, em todos o0s
grupos de tratamento foi observada maior exsudag¢do no DO e maior edema no
D1, em relagdo aos demais dias (p < 0,05). Nenhum grupo apresentou
diferenca estatistica para hemorragia. Em todos os grupos foi observado

aumento significativo de crosta no D7 (vs. DO e D1).

Todas as feridas produziram tecido de granulacdo ao decorrer do
tratamento, sem diferenca estatistica entre grupos. Entretanto, diferencas de
comportamento temporal foram notadas. Grupos tratados com maiores
concentracbes de MC-CTM (MC10 e MC20) logo no D3 ja apresentaram
granulacdo semelhante a do D10 (p > 0,05); enquanto no GC essa semelhanca
s6 foi observada no D7. Os tratamentos MC5 e HA demonstraram evolugao
mais homogénea, somente apresentando diferenca estatistica de escore de

granulacao no D10, em relacdo aos DO e D1.
3.2 Andlise molecular
3.2.1 Interleucinas TNF-a, IL-6, IL-18 e IL-10

Nado foi observada diferenca estatistica entre grupos na analise
quantitativa de interleucinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-6 e IL-18 no décimo
dia de tratamento. O grupo HA atingiu maiores indices de interleucina anti-

inflamatoria IL-10 em relagédo ao GC (p < 0,05).
3.2.2 TGF-B1 e CD68

N&o houve diferenca estatistica entre grupos de tratamento (p > 0,05).
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Apesar de ndo significativo, nota-se elevagdo gradual da concentracdo de
CD68 de acordo com o aumento da dose do MC-CTM; seguido de maior valor
numerico no grupo HA, e menor no GC. Tal correlacdo ndo foi observada em
TGF-B1.

4 DISCUSSAO
4.1 Analises clinicas
4.1.1 Velocidade de contragéo

O estudo de Joseph et al. (2020) [9] demonstrou diferenca na
velocidade de contracdo de feridas experimentais em porquinhos da india
tratados com MC-CTM a partir do 14° dia [9]. Em outro trabalho com ratos, foi
relatado que o grupo tratado com MC-CTM obteve cicatrizagdo completa em
menor tempo (média de 20 dias no grupo MC-CTM x 25 dias no grupo controle)
[14]. Sabzevari et al. (2020), similar ao presente estudo, avaliaram a eficacia de
hidrogel com alginato enriquecido com MC-CTM no tratamento de feridas em
ratos, e reportaram menor area de lesao no grupo tratado com MC-CTM desde
0 7° até o 21° dia de tratamento [15]. Portanto, a auséncia de diferenca na
contracdo das feridas entre os grupos experimentais distingue-se da literatura

neste estudo.

Ratos séo descritos como uma espécie de “pele solta” [22]. Em feridas
experimentais, independentemente do formato pretendido, seu formato final e
tamanho serdo diretamente influenciados pelas forcas elasticas da pele
remanescente, que contraem de acordo com as linhas de tenséo do tecido [23].
Este fendmeno explica a diferenca de tamanhos das feridas observado entre os
animais, inclusive a ocorréncia de aumento da area de algumas feridas nos
primeiros dias. Entretanto, como esse aumento no D3 em relacdo ao D1 so foi
significativo no grupo sem tratamento, o presente estudo sugere que 0S
tratamentos instituidos podem ter influenciado positivamente no processo
cicatricial inicial, sobretudo por meio da hidratacdo do leito que o hidrogel

promove, bem como um microambiente favoravel a migracao celular [24].
4.1.2 Formacao de crosta

O fato dos grupos HA e MC20 apresentarem menor formagao de crosta
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em comparacao ao grupo que nao recebeu tratamento topico (exceto limpeza
diaria) no 10° dia foi considerado vantagem clinica para estes tratamentos.
Sabe-se que a formacao exacerbada de crosta € indesejada por atrapalhar a
cicatrizagdo [25], sendo um fendmeno comumente observado em feridas
desidratadas e n&o tratadas topicamente [25,26], o que corrobora aos

resultados observados.

No presente estudo, o grupo tratado com HA obteve resultado clinico
similar ao grupo de mesma formulacdo acrescida de MC-CTM a 20%. N&o
foram identificados outros estudos que avaliaram o papel de MC-CTM na

formacéo de crosta em feridas.

4.1.3 Granulacao

E descrito que o tratamento topico com MC-CTM aumentou a
densidade de vasos sanguineos no tecido de granulacdo de feridas em ratos
[13], porém néo foram identificados estudos com MC-CTM que atribuiram
escores clinicos para a qualidade de granulacao de feridas experimentais. No
presente estudo, todos os grupos de tratamento demonstraram aspecto de
granulacao similar. A ocorréncia de maiores escores de granulagao a partir do
terceiro dia, observado em todos os grupos, € compativel com o esperado da

fase proliferativa [3].

Apesar de ndo representar diferenca entre grupos, na analise de
comportamento evolutivo intragrupo nota-se que feridas tratadas com maiores
concentracbes de MC-CTM (MC10 e MC20) granularam precocemente (D3 =
D10), enquanto o grupo controle o fez mais de forma mais tardia (D7 = D10).
Este resultado sugere um mecanismo do MC-CTM a favor da granulagdo nas
fases iniciais da cicatrizacdo (inflamatdria/proliferativa). Levanta-se ainda a
hipétese de que, devido ao rato saudavel possuir excelente potencial de
cicatrizagdo em funcdo de suas caracteristicas anatémicas e fisiologicas [22], 0
controle empregado por nao ter sido eficiente em demonstrar as diferencas

entre tratamentos.
4.1.4 Exsudacédo e Edema

A ocorréncia de exsudacdo e edema sdo comuns as fases inicias de
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cicatrizagdo, devido ao aumento da permeabilidade vascular durante o
processo inflamatério [2]. Até o momento, ndo ha relatos de estudos que
avaliaram o papel de MC-CTM em reduzir clinicamente a exsudacgéo e o edema
de feridas tratadas topicamente, embora Sabzevari et al. (2020) sugiram que a
associacdo de MC-CTM com hidrogel e alginato seja eficaz em absorver o
exsudato de feridas [15]. No presente estudo, o emprego topico de MC-CTM

nao interferiu nestas variaveis clinicas.

A ocorréncia de aumento do edema dos bordos da lesdo observado no
D1 em todos os grupos, com reducéo no D3; bem como a maior exsudacao no
dia da criacdo da ferida (DO) em relagcdo ao D1, correspondem a evolucao
esperada do processo fisiolégico de cicatrizacdo [3]. Edema em grandes
proporcdes esta relacionado a um pior prognaostico [2], o que ndo foi observado

em nenhum grupo de tratamento.
4.2 Anélises moleculares
4.2.1. Citocinas: mediadoras da inflamacéo
4.2.1.1 TNF-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina produzida por
macrofagos [27] que exerce papel imunoldgico fundamental em feridas agudas
ao favorecer o processo inflamatério inicial, auxiliar na limpeza de debris e
promover cicatrizacao tecidual [28]. Entretanto, exposi¢cdo prolongada a altos
niveis de TNF-a contribui para o atraso e estagnacdo da cicatrizacdo, como é

observado em feridas crénicas de pacientes diabéticos [29].

Em feridas agudas, a reducdo da expressdo de TNF-a na fase
proliferativa e de remodelamento (7-14 dias) é considerada vantajosa, pois
implica em atividade anti-inflamatéria do tratamento empregado e esta
correlacionada com melhor desempenho clinico em ratos [30]. E descrito que o
MC-CTM derivado de corddo umbilical humano possui potencial de suprimir
TNF-a, e consequentemente, acelerar a cicatrizagcdo de feridas agudas em
ratos [19]. Microvesiculas derivadas de CTM também atuam na prevencao da
superexpressao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-q, IL-1B e IL-6 [31].

Contrariamente, no presente estudo, o tratamento com MC-CTM derivadas de
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células adiposas viscerais caninas a 5, 10 e 20% nao atuou na regulacdo dos

niveis de TNF-a das feridas em ratos no décimo dia.
42.1.21L-6

A interleucina-6 (IL-6) é integrante da familia de citocinas pro-
inflamatdrias, e tem papel de induzir a expressdo de diversas proteinas
responsaveis pela inflamacdo aguda [32]. Durante a fase inflamatoria da
cicatrizacdo de feridas, essa interleucina € secretada por macréfagos,
queratinécitos e neutrdéfilos; e atua na quimiotaxia de macrofagos e neutrofilos

para o leito da ferida, bem como na proliferacéo de fibroblastos [33].

A presenca de IL-6 no MC-CTM utilizado no presente estudo foi
confirmada por meio de espectrometria de massa, 0 que corrobora a outros
autores que também demonstraram sua presenca no MC-CTM obtido de
diversas origens celulares, incluindo tecido adiposo humano [9,34,35]. Os
niveis de expressao relativa destas citocinas na cicatrizacdo de feridas ainda
nao esta claro [18], embora autores apontem para a hipotese de que o IL-6
secretado por CTMs esteja envolvido em processos imunorregulatérios via
linfocitos T [36].

Para investigar o papel da IL-6 derivada de MC-CTM na cicatrizacdo, Yew
et al. (2011) [34] compararam a evolu¢édo de grupos tratados com MC puro X
MC acrescido de IL-6 x MC pré-tratado com anticorpos anti-IL-6. Concluiu-se
que a adicdo de IL-6 aumentou a contracdo das feridas comparado com 0s
grupos com MC puro [34]. Em contraste, o pré-tratamento com anticorpos anti-
IL-6 reduziram a taxa de contracdo das feridas, piorando a cicatrizacdo e a
densidade capilar comparados ao grupo com MC puro [34]. Este estudo
concluiu que IL-6 exerce importante papel no efeito estimulatério do MC-CTM

na cicatrizacdo in vivo e angiogénese [34].

Um nivel apropriado de inflamacdo é essencial para a cicatrizacao,
enguanto niveis elevados persistentes de citocinas pro-inflamatérias resultam
em uma ferida que néo cicatriza [37]. Em pacientes diabéticos, citocinas proé-
inflamatorias como a IL-6 participam da formacgédo da inflamacéo tecidual que

resulta em resposta imune desregulada, prolongando a cicatrizacdo [38].
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Tratamentos que reduzam a expressdo de IL-6 foram correlacionados a
atividade anti-inflamatoria e melhora da cicatrizacdo, em ratos saudaveis e
diabéticos, em feridas com 3 a 14 dias de evoluc¢éo [30,39]. Em cultura celular
de queratindécitos e fibroblastos dermais, 0 MC-CTM derivado de tecido adiposo
humano foi capaz de inibir a expressao de IL-6, de modo dose-dependente
[40].

No presente estudo, embora a presenca de IL-6 tenha sido constatada no
MC-CTM obtido, o tratamento in vivo nas trés concentracdes testadas néo foi
capaz de interferir na atividade inflamatoria via IL-6 em relacdo aos grupos

tratados com HA e feridas sem tratamento.
4.2.1.31L-18

A interleucina pro-inflamatoria IL-18 desempenha papel na sustentacao
do estado inflamatdrio persistente e estagnacéo da cicatrizacdo [41]. Elevados
indices de IL-1B inibem a proliferacdo e migracdo celular, e sao identificados
em feridas crénicas de pacientes diabéticos [42]. A reducdo da expressao de
IL-1B em feridas com 14 dias de evolugdo foi associada a melhor desempenho
clinico de cicatrizacao [43].

A utilizacdo topica de MC-CTM oriundo de corddao umbilical humano
reduziu a expressao da interleucina IL-1 em feridas experimentais em ratos,
além de demonstrar cicatrizacdo mais acelerada [19]. No presente estudo,
entretanto, o tratamento tépico com MC-CTM nas concentracfes de 5, 10 e
20% néo atuou na modulacado da inflamacéao via IL-1 nas feridas ap6s 10 dias

de evolucéao.
4.2.1.41L-10

A interleucina 10 (IL-10) é um mediador anti-inflamatério chave na
protecdo do organismo contra respostas exacerbadas diante de um patégeno,
possuindo importante papel na cicatrizagdo [44,45]. Em feridas, a IL-10 é
produzida por linfocitos T, macréfagos e queratindcitos; e possui papel de inibir
macréfagos e neutrofilos, bem como reduzir a atividade de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-aq, IL-13 e IL-6 [33].

A IL-10 também possui funcdo especifica de recrutamento de células
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progenitoras endoteliais para o leito da ferida durante a fase proliferativa,
associado ao aumento de densidade capilar e epitelizacdo acelerada em
feridas em ratos tanto diabéticos quanto saudaveis [46]. Superexpressao de IL-
10 entre o 7° e 14° dia foi relacionada a maior eficiéncia de cicatrizagdo em
ratos [30,47].

A presenca de IL-10 foi demonstrada em MC derivado de CTM cultivadas
sob hipoxia [45]. O MC-CTM oriundo de tecido adiposo humano demonstrou
aumento na secrec¢do de IL-10 em cultura celular de linfocitos T [36]. N&o foram
identificados trabalhos que avaliaram in vivo a atividade do MC-CTM em
regular IL-10 na cicatrizacdo de feridas. No presente estudo o MC-CTM néo
demonstrou mecanismo via IL-10 nas feridas em relacdo ao tratamento padréo
(HA) e GC, embora o tratamento com HA puro tenha sido capaz de promover

atividade anti-inflamatéria em relacado ao GC, no décimo dia.

4.2.2 TGFB-1: sinalizador de reparo tecidual

O fator de crescimento transformador beta-1 (TGFB-1) € considerado
um mediador chave para a cicatrizagdo de feridas, com participacédo ativa em
todas suas etapas [30,48]. Células presentes no leito da ferida, como
macrofagos, neutrdfilos, fibroblastos e queratindcitos secretam TGFB-1, que
atua diretamente em processos como angiogénese, producdo de matriz
extracelular e diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos, os principais
responsaveis pela contracdo da ferida [14,30,33].

E descrita a presenca de TGFB-1 no MC-CTM oriundo de tecido
adiposo humano [49], o que corrobora ao presente estudo com a identificacao
deste fator no MC-CTM obtido de células de gordura visceral canina, analisado

por meio de espectrometria de massa.

Altos indices de TGFB-1 na fase proliferativa da cicatrizacdo estdo
relacionados clinicamente a melhor formacgéo de tecido de granulagdo e maior
neovascularizagédo local [30], bem como aumento da deposi¢do de colageno
[9]. O tratamento de feridas com hidrogel enriquecido com exossomas de CTM
aumentou a expressao de TGFB-1 em feridas crénicas de ratos diabéticos,

além de demonstrar melhor desempenho clinico de cicatrizacdo [17]. Outro
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estudo demonstrou que o tratamento de feridas agudas experimentais em ratos
utiizando MC-CTM oriundas de galhadas de veados também provocou
aumento dos indices de TGFB-1, bem como cicatrizacdo significativamente
mais acelerada [14]. Em contrapartida, o MC-CTM oriundo de tecido adiposo
visceral canino ndo demonstrou atividade pro-cicatrizagdo via TGFB-1 em

nenhuma das trés concentracfes testadas, no décimo dia de avaliacao.

4.2.3 CD68: atividade de macroéfagos

CD68 é uma glicoproteina fortemente glicosilada altamente
expressa em macrofagos [50], um tipo celular que atua em todas as fases da
cicatrizacdo [51]. Este marcador € geralmente empregado na analise de tecidos
inflamados [50]. Elevados indices de CD68 também estdo relacionados a um

aumento do infiltrado de células imunoldgicas em feridas [52,53].

A depender do estimulo do microambiente, macréfagos podem ser
polarizados em dois subtipos diferentes em fendtipo e funcéo, a saber, M1 e
M2 [54]. Ambos estdo relacionados a resposta inflamatoéria, porém, enquanto
macrofagos M1 regem processos pro-inflamatoérios, macréfagos M2 geralmente
exercem atividade anti-inflamatéria [55]. O fendtipo dos macréfagos
naturalmente sofrem alteracdes durante a cicatrizacdo, de um estado pro-
inflamatoério M1 nas fases iniciais, para um estdgio menos inflamatoério pré-
cicatrizacdo M2 nas etapas mais tardias da cicatrizacdo [54,56]. Feridas em
pacientes diabéticos sdo caracterizadas pelo aumento de macréfagos M1 e
reducdo de fatores anti-inflamatorios secretados por macrofagos M2 [51]. O
marcador CD68 permite identificar macréfagos nos tecidos, porém nédo é capaz

de caracterizar seus subtipos [56-58].

Em humanos, € descrito aumento de células CD68 em feridas cronicas,
como ocorre em Ulceras venosas profundas em comparacdo com a pele
integra [59]. Tratamentos que reduziram os niveis de macrofagos CD68 em
feridas em ratos diabéticos foram correlacionados com melhor resultado clinico
[60].

Ja no contexto de feridas agudas, um estudo com ratos saudaveis

demonstrou que o aumento na expressdo de CD68 ao terceiro dia foi atribuida
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como vantagem ao tratamento empregado, por acelerar a fase inflamatéria do
processo de cicatrizacdo [61]. Sabe-se que macrofagos exercem um
importante papel na cicatrizagcdo ao expressar mediadores inflamatérios como
TNF-a, IL-6 e IL-1B8 [1]. Além disso, macrofagos desempenham funcdo na
angiogénese [61]. Em neoplasias, por exemplo, é descrita correlacdo positiva

direta entre expresséo de CD68 e microdensidade vascular [62].

E descrito que o tratamento com MC-CTM atua no recrutamento de
macréfagos para o leito da ferida [18]. Terapia com MC-CTM oriunda de
medula 6ssea em modelos de feridas em camundongos demonstrou aumento
de células CD68 nas feridas no sétimo dia de tratamento [18]. No presente
estudo, entretanto, o tratamento com MC-CTM proveniente de células adiposas
de cdo néo atuou significativamente no recrutamento de macréfagos CD68* no

leito das feridas em ratos saudaveis ao décimo dia.

4.3 Fatores potencialmente associados aos resultados obtidos

O método de cultura empregado na obtencdo do MC-CTM parece
influenciar no tipo de secretoma obtido [6,63-65]. Tanto a qualidade de
expansao celular [63] quanto as habilidades secretérias de CTM oriundas de
tecido adiposo sdo ampliadas em meio hipdxia [64]. O MC-CTM proveniente de
cultura celular sob hipéxia promoveu maior sintese de colageno, migracao de
fibroblastos e liberacdo de VEGF; bem como melhor desempenho na reducéo
da area de feridas experimentais, em comparacdo ao MC-CTM obtido em
cultura de normoxia [6,64]. No presente estudo, CTM foram cultivadas em meio
de normoxia, porém com com restricdo de nutrientes, técnica esta que possuli
potencial de alterar a expressao génica de CTM [65], embora a metodologia de
seu emprego como melhoradora de secretoma para 0 uso terapéutico de MC-

CTM ainda necessite maior elucidagéo.

Poucas informacfes sobre a dose necessaria de MC-CTM para
tratamento de feridas esta disponivel. Ao conhecimento dos autores, o
presente estudo foi o primeiro a utilizar baixas concentracdes (5%, 10% e 20%)
topicamente em feridas, que podem néo ter sido suficientes para observacgao

de atividade biolégica significativa. Na modalidade in vitro, um estudo avaliou
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MC-CTM a 50% e 100% em cultura celular de fibroblastos dermais e
queratindcitos, e observou que a reducdo do nivel de espécies reativas de
oxigénio, a secrecdo de metaloproteinases e a diminuicdo de interleucinas
inflamatoérias ocorreram de modo dose-dependente; 0 que sugere mecanismo
de acdo conforme a concentragdo proteica empregada [40]. Este achado
corrobora a outros autores que descrevem que o tratamento topico de feridas
com fatores de crescimento isolados também atua de modo tempo e dose-

dependentes [66].

Fatores de crescimento sdo moléculas sensiveis, passiveis de hidrolise
[66]. Para seu emprego terapéutico, faz-se necessario um sistema carreador
resistente a protedlise e que permita estabilizacdo e liberacdo controlada
destes bioativos no leito de uma ferida [67]. Diversos estudos apontam para o
hidrogel como boa opcdo de carreador de biomoléculas, inclusive como
promotor de liberacdo lenta de MC em feridas [68,69]. Entretanto, outros
fatores como método de armazenamento e tempo de validade do produto
devem ser considerados; e estudos de viabilidade que padronizem estas

variaveis se fazem necessarios.

5 CONCLUSAO

Feridas sem tratamento, tratadas com hidrogel-alginato puro ou
enriquecido com MC-CTM nas concentracbes de 5, 10 e 20% obtiveram
desempenho de cicatrizacdo similar. Embora néo reflita diferenca estatistica
entre grupos, foi observado que feridas tratadas com maiores concentracées
de MC-CTM (10% e 20%) tenderam a granular mais precocemente. As
formulacdes de hidrogel-alginato puro e acrescido de MC-CTM a 20% foram
eficazes na reducgao da formagéo de crosta em relagdo ao grupo néo tratado. O
MC-CTM nas doses estudadas ndo demonstrou atividade anti-inflamatéria via
TNF-a, IL-6, IL-18 e IL-10, nem mecanismo pré-regenerativo via TGFB-1 e
CD68, no décimo dia de avaliacdo. As baixas concentracbes de MC-CTM
associada as condicfes do presente estudo podem ter sido insuficientes para
acelerar a cicatrizagdo, promover melhor desempenho clinico e demonstrar

alteracOes das vias de sinalizagdo molecular.
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USE OF STEM CELL CONDITIONED MEDIUM IN ALGINATE-BASED
HYDROGEL FOR WOUND HEALING IN DOGS

ABSTRACT

Mesenchymal stem cell conditioned medium (MSC-CM) contains growth factors
and cytokines obtained in cell culture, and constitute a promising approach in
many diseases, including wound healing. Although there is extensive evidence
of clinical benefit in studies with experimental wounds in rodents; to date, no
clinical trials with wounds in dogs that aimed at veterinary use have been
identified. Under the hypothesis of healing improvement, the present study
evaluated the performance of an alginate-based hydrogel (AH) enriched with
MSC-CM at 10%, compared with standard AH treatment in 14 dogs that
presented to the Veterinary Hospital with open wounds. The owners were
instructed to perform daily wound dressing changes with given topic product. No
adverse drug reactions were observed. Wound contractions were similar in
MSC-CM and AH groups, at 4°, 14° and 30° days. Clinical evaluations did not
demonstrate differences between groups in terms of granulation tissue,
epithelization, exudation, oedema, bleeding, crust formation, necrosis, and
infection scores. To the knowledge of the authors, this is the first clinical trial
with topical MSC-CM in dog wounds. We hypothesize that 10% concentration
was insufficient to enhance wound healing. Further studies standardizing
protein dose, frequency of use and improvement of drug delivery system may
contribute to the knowledge of benefits and limitations of this therapeutic
approach in veterinary medicine.

Key words: secretome, wound dressing, contraction, crust, granulation.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas € um processo complexo que requer atuagao
sincronizada de uma série de eventos moleculares [1]. Com a evoluc¢do da
medicina, a cada ano novos mediadores sdo descobertos e o entendimento
sobre esse processo aumenta [2]. Diversos fatores atuam contra ou a favor da
evolucéo fisiologica do processo de cicatrizagdo [3], como presenca de corpo
estranho, infeccdo, isquemia, edema, aumento da pressao tecidual,
anormalidade de fatores de crescimento [2]; bem como condi¢gbes sistémicas
como doencas enddcrinas, idade avancada [2], niveis séricos de proteina
baixos [4], tratamentos com corticoides [3], quimioterapia e radioterapia [5].
Nestes casos, a selecdo de terapia que promova completa cicatrizacao de
maneira rapida e com minima formacgédo de tecido cicatricial ainda consiste em

um desafio [6].

A terapia celular vem sendo cada vez mais utilizada em diversas
comorbidades, e a cicatrizacdo de feridas € um dos alvos de estudo [7]. A
principio, o mecanismo de acao da aplicacdo de células-tronco mesenquimais
foi atribuido a sua capacidade de migracdo e diferenciacdo, entretanto,
posteriormente foi observado que seu maior beneficio clinico se da por meio

dos fatores bioativos que as células secretam em seu microambiente [8,9].

A utilizagdo do meio condicionado de células tronco mesenquimais
(MC-CTM), rico em diversos fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas,
tem se mostrado vantajosa em relacdo a terapia celular tradicional devido ao
efeito terapéutico similar, porém com vantagens de armazenamento e

manuseio do produto tépico [10].

A associacdo de hidrogel com alginato € amplamente utilizada no
manejo de feridas ha décadas devido a sua alta biocompatibilidade e boa
capacidade de hidratacéo do leito juntamente com absorcao de fluidos [11]. A
utilizagdo de bandagens com hidrogel é indicada desde o inicio da fase
inflamatoria, e o alginato prové beneficios clinicos até a fase de reparacao
tecidual [3].

Além disso, a associacdo hidrogel-alginato compde uma boa opcéo
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para o carreamento de medicacGes para o leito da ferida [11]. E descrita a
utilizacao de hidrogel como sistema carreador de MC-CTM para cicatrizacao de
feridas em pés diabéticos em humanos, onde além de suas boas propriedades
biomecanicas, foi demonstrado efeito de liberacdo prolongada do MC-CTM
para o leito da ferida [11].

Diversos estudos comprovaram a eficacia da utilizacao topica de MC-
CTM em feridas em ratos [12-18], porém até o momento nao foi identificado
nenhum ensaio clinico com feridas em cées. A hipétese do presente estudo é
que o tratamento topico com hidrogel-alginato enriquecido com MC-CTM a 10%
promovera cicatrizacdo precoce e evolucao clinica favoravel nas feridas em

cées, objetivando seu emprego na medicina veterinaria.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento experimental

O presente estudo possui carater prospectivo, randomizado e duplo-
cego; contendo feridas de ocorréncia natural em cées levados a atendimento

médico veterinario.
2.2 Manipulacéo do produto tépico

O MC-CTM foi obtido em cultura celular de células-tronco
mesenquimais oriundas de tecido adiposo visceral canino (deposito de patente
codigo BR 10 2022 016233-6) com concentracdo proteica total de 2 mg/ml. O
concentrado proteico foi submetido a espectrometria de massa e identificados o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e proteinas

ligantes do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFPB).

O MC-CTM foi manipulado na concentracdo de 10% em hidrogel
acrescido de alginato de sédio a 2% e acido ascorbico a 0,1%. A concentragdo

proteica do produto final € de 200 pg/ml.
2.3 Selecéao das feridas

O projeto obteve aprovacdao do comité de ética local (protocolo CEUA

0232/2021). Foram selecionados caes levados para atendimento no Hospital
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Veterindrio que apresentavam feridas traumaticas em fase inflamatéria ou
proliferativa, candidatas a cicatrizacdo por segunda intencdo, sem suspeita de
malignidade, em topografia distante de mucosas, sem exposicdo 0ssea ou
visceral, apds devido debridamento e retirada de corpos estranhos (ex.: larvas

de miiase) quando necessério.

N&o foram incluidos no estudo pacientes com dermatopatias e/ou
endocrinopatias previamente diagnosticadas, e feridas cuja causa base nao
podia ser tratada plenamente, como Ulceras de pressao decorrentes de
locomogé&o prejudicada. Oito feridas foram removidas do estudo, de acordo
com o0s seguintes fatores de exclusdo: tratamento ndo realizado da forma
proposta ou alteracdo da terapia tépica pelo tutor, contrariando orientacdes
recebidas; emprego de corticoides orais durante o tratamento, ou quando o

acompanhamento da evoluc¢éo clinica foi interrompido.
2.4 Orientacédo aos tutores

Tutores de cées apresentando feridas com critérios de inclusdo no
projeto, apés assinar termo de ciéncia, foram instruidos com demonstracéo e
também por escrito em relacdo ao manejo diario da ferida, a ser realizado a
cada 24 horas (Apéndice A). Este consistiu em limpeza com solucéo fisiologica
e auxilio de gaze para remocao de sujidades, secagem e aplicacao de fina
camada do produto fornecido; seguida de curativo do tipo semioclusivo com a
primeira camada de contato constituida por atadura antiaderente tipo Rayon®,
compressas de gaze como camada absorvente e finalizagdo com atadura

crepe e esparadrapo.

Os proprietarios também foram instruidos em relacdo ao
armazenamento do produto em geladeira, emprego do colar elizabetano o
tempo todo no animal, bem como a manter o cdo em local limpo, seco, e

isolado de outros animais durante o periodo de tratamento.
2.5 Grupos experimentais

Dois grupos experimentais foram estabelecidos. Sete cdes foram
distribuidos aleatoriamente em cada grupo; e cada animal continha apenas

uma ferida sob avaliacdo. O grupo MC recebeu tratamento topico diario com
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formulagdo de MC-CTM a 10% em meio hidrogel acrescido de alginato de
sédio a 2% e acido ascorbico a 0,1% (concentracdo proteica total de 200
pg/ml). O grupo HA foi tratado da mesma forma, porém com formulacdo
contendo apenas hidrogel acrescido de alginato de sodio a 2% e &cido
ascorbico a 0,1%. O tratamento foi empregado na modalidade duplo-cega (ao

proprietario do animal e médico veterinario avaliador).
2.6 Momentos de avaliacao e variaveis estudadas

Foram estabelecidos momentos estratégicos para avaliacao clinica das
feridas, a saber: dia do inicio do tratamento (DO), quarto (D4), décimo quarto

(D14) e trigésimo (D30) dia de evolucao.

Dos animais com critérios de inclusdo no estudo foram coletadas
informagdes sobre raca, idade, peso do animal, localizagdo da ferida (regido
dorsal, ventral, membro ou cervical) e tempo decorrido desde o trauma. Cada
ferida recebeu também uma classificacdo de acordo com sua origem,
categorizada em quatro possibilidades, a saber: por mordedura, trauma corto-
contuso, miiase ou desconhecida. Feridas alocadas na categoria “miiase”
corresponderam a lesdes de etiologia trauméatica que evoluiram com infestacéo
de larvas histiéfagas de dipteros, de forma a alterar a apresentacéo clinica da

ferida.

A é&rea da ferida (cm?) em cada momento foi obtida por meio da anélise
de fotografia digital pelo software ImageJ®. Apés definicdo da escala de cada
fotografia, fazendo uso da imagem da régua ao mesmo nivel da pele, as
ferramentas freehand selection e ROI (region of interest) manager foram
empregadas para contornar os bordos da ferida e determinar a area da regido
desenhada. A contracédo relativa (% contracdo = 1 — (area no dia de interesse
[cm?] / &rea no DO [cm?]) * 100) demonstra o grau de contracdo de cada ferida

em cada momento de avaliagcéo, de acordo com seu tamanho inicial.

A avaliacdo em todos os momentos também foi realizada pela
atribuicdo de escores para as variaveis: exsudacao, edema, hemorragia,
granulacdo e crosta, com escores de 0 a 3 (0 — auséncia; 1 — presenca

discreta; 2 — moderada; 3 — intensa); além de necrose e infec¢do, nos quais
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foram atribuidos escores de 0 a 1 (0 — auséncia; 1 — presencga).
2.7 Analise estatistica

Dados de descricdo de casuistica do estudo foram submetidos a
andlise estatistica para verificacdo de homogeneidade entre grupos de
tratamento. O peso dos cées foi submetido a teste t de Student para amostras
independentes; enquanto idade e tempo desde o trauma foram submetidos a

teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney [19].

Os dados de avaliacdo clinica foram submetidos a técnica de andlise
de variancia (ANOVA) ndo-paramétrica para o modelo de medidas repetidas
em grupos independentes, complementada com o teste de comparacdes
multiplas de Dunn [20]. As andlises foram realizadas sob duas perspectivas: 1)
comparacao entre grupos em cada momento de avaliagdo, com objetivo de
identificar diferencas entre tratamentos nos determinados dias; e 2)
comparacao entre momentos dentro de cada grupo, visando estudar o perfil de
evolucao das feridas de um determinado tratamento. Para todas as analises, foi

considerado um nivel de 5% de significancia.

3 RESULTADOS

3.1 Anélise de casuistica

Catorze cédes seguiram os critérios de inclusdo e foram selecionados
para compor o n amostral. Os caes pesavam em média 14,3 kg (+ 5,1 kg) e
apresentavam idade de 6,2 (+ 4,2) anos. O tempo desde o dia do trauma até
inicio do tratamento variou de 1 dia a 45 dias (mediana de 2 dias), visto que
apenas trés animais (feridas F, L e M) foram levados a atendimento veterinario
tardiamente (com mais de cinco dias desde o trauma). Nas categorias idade e
tempo decorrente desde o trauma, a distribuicdo entre grupos foi homogénea
(p > 0,05); no entanto, o grupo HA apresentou animais de maior peso (17,1 kg
[+ 3,8]) em relag&o ao grupo MC (11, 6 kg [+ 5,1]).

Trés racas foram descritas: sem raca definida (12; 85,7%), Yorkshire
(1; 7,1%) e Blue Heeler (1; 7,1%); as duas ultimas pertencentes ao grupo MC.
As feridas foram classificadas em quatro categorias: por mordedura (5; 35,7%),

trauma por objeto corto-contuso (5; 35,7%), miiase (3; 21,4%), e desconhecida
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(1; 7,1%). Das trés feridas alocadas na categoria miiase, uma era de etiologia
por mordedura (grupo MC), e as demais de causa desconhecida (grupo HA).

Em se tratando da area absoluta das feridas no momento de inclusdo
no estudo, a média foi de 10,0 cm? (£ 19,4), com mediana de 5,6 cm2 (1,6;
77,2). Na distribuicdo dos cdes entre 0S grupos, que ocorreu de maneira
aleatdria, o grupo HA constituiu-se por feridas significativamente maiores em
seu tamanho inicial (mediana de 6,6 cm2 [3,9; 77,2]), em relacdo ao grupo MC
(mediana de 3,4 cm? [1,6; 6,6]) (p < 0,05).

3.2 Contracéao das feridas

Nado foi observada diferenca estatistica na contracdo relativa das
feridas entre os tratamentos, em nenhum momento de avaliacéo (p > 0,05). Em

ambos 0s grupos, a contragéo das feridas foi significativa entre o D4 e o D30.

3.3 Avaliacéo clinica por escores

N&o foi observada diferenca estatistica entre tratamentos para nenhum
critério clinico, em nenhum dia de avaliagdo (p > 0,05). Analisando o
comportamento evolutivo, no D30 em ambos o0s grupos, as feridas
apresentaram regressao do tecido de granulacdo em relagcdo ao D14, e
também ao D4 no grupo HA. No D30 também houve em ambos os grupos
aumento da epitelizacdo em relacdo aos DO e D4. O grupo MC evoluiu com
reducao significativa da exsudacdo no D14 e D30 em relacdo ao D4. O grupo
MC apresentou menor edema no D30, em relagéo ao DO.

4 DISCUSSAO
O presente estudo compde de forma inovadora o primeiro ensaio
clinico com uso tépico de MC-CTM voltado para cicatrizacdo de feridas em

caes, ao conhecimento dos autores.
4.1 Contracao relativa das feridas

Diversos estudos com ratos demonstraram melhores indices de
contracdo de feridas tratadas com MC-CTM quando comparadas ao grupo
controle [13,15-18]. Em porquinhos da india, a maior contragdo em feridas

experimentais foi observada a partir do 14° dia [10]. No entanto, essa diferenca
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nao foi observada no presente estudo em cées, visto que as feridas dos grupos
MC e HA apresentaram contracdo similar nos diferentes momentos de
avaliacao (D4, D14 e D30).

Nota-se que as feridas B, D e N apresentaram aumento de suas areas
entre o DO e D4. As feridas B e D eram caracterizadas por maior profundidade;
e embora apresentassem melhora clinica do aspecto de granulacdo durante
esse periodo, a mensuracdo de sua area refletiu em aumento numérico. A
ferida N demonstrou necrose tardia da pele ao redor da ferida, provavelmente
devido a natureza da sua etiologia (trauma por atropelamento com

esfolamento), o que culminou em aumento de sua area.

A diferenca no tamanho inicial das feridas ocorreu devido a
aleatoriedade da distribuicdo entre grupos. Entretanto, como a porcentagem de
contracdo considerou a area inicial, foi possivel comparar o desempenho de

cicatrizacdo, que se mostrou similar entre 0s grupos.
4.2 Avaliacao de variaveis clinicas
4.2.1 Granulacao e epitelizacao

A formacédo de abundante tecido de granulacdo ocorre de forma
fisiologica na fase proliferativa da cicatrizacdo, que se inicia no terceiro dia e
pode perdurar até semanas, de acordo com o tipo de ferida [21]; o que
corrobora ao presente estudo, no qual o pico de granulacdo foi observado no
D14 em ambos os grupos. O aumento da formacao de tecido de granulagéo
nessa fase € considerado benéfico por estar relacionado a mais eficiente
cicatrizacdo [15,22]. E neste tecido que ocorre a ativacdo de células
mesenquimais enddgenas e sintese de matriz extracelular; e por fim, onde as
células epiteliais migram para fechar o defeito e restaurar a barreira cutanea
[23]. Neste trabalho, observou-se em ambos o0s grupos aumento significativo da

cobertura epitelial no D30, em relacdo aos dias DO e DA4.

Foi descrito que o tratamento tépico de feridas em ratos com MC-CTM
promoveu aumento da vascularizacdo no tecido granulacdo via contagem de
vasos sanguineos em lamina histologica [15], poréem n&o foi identificado

nenhum trabalho que investigasse a qualidade do tecido de granulagao por
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meio de atribuicdo de escore clinico visual. No presente estudo, os grupos HA

e MC néao diferiram para granulacéo e epitelizacao.
4.2.2 Exsudacédo e edema

A observacdo de maiores indices de exsudagdo e edema nas fases
iniciais de cicatrizagédo corrobora ao descrito em literatura, devido ao aumento
da permeabilidade vascular durante o processo inflamatoério [21]. Uma boa
cobertura deve ser capaz de absorver o excesso de exsudato, porém
mantendo ambiente Umido o suficiente para otimizar o processo de cicatrizacdo
[24]. No presente estudo, foram utilizadas compressas de gaze hidrofilicas para
absorcao do excesso de liquido, além da propria acdo do alginato de sodio que
possui capacidade de absorcdo de fluidos [11] para controle de exsudato. A
manutencdo do ambiente Umido foi promovida pelo uso do hidrogel [25] e da
bandagem do tipo semioclusiva.

Os autores nao identificaram trabalhos que abordem a ocorréncia de
exsudacdo e edema em feridas tratadas topicamente com MC-CTM. Neste
estudo, o tratamento com MC ndo influenciou estas varidveis clinicas, em

comparacao ao HA puro.
4.2.3 Hemorragia e crosta

A ocorréncia de hemorragia inicial é esperada ap6s um trauma, e a
hemostasia compde uma das primeiras etapas da fase inflamatéria da
cicatrizagéo [2]. A utilizacdo inadequada de bandagens aderentes, sobretudo
guando a camada de contato € seca, pode cursar com lesdo de tecido viavel
durante as trocas e, por consequéncia, nova hemorragia [26]. Neste estudo,
bandagem do tipo ndo aderente foi empregada com objetivo de minimizar a
les&o tecidual, bem como prevenir ocorréncia de novos sangramentos durante

as trocas diarias.

A formacgdo exacerbada de crosta interfere negativamente na
cicatrizagdo [27], e é descrita em feridas sem tratamento topico [28]. O hidrogel
foi empregado também com objetivo de minimizar a evaporacao de fluidos e
consequente formacdo de crosta. Ao conhecimento dos autores, o MC-CTM

ainda ndo havia sido investigado como agente hemostatico e inibidor da
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formacao de crosta. No presente estudo, a adicdo de MC né&o interferiu na

ocorréncia de crosta e hemorragia em comparacao ao HA isolado.
4.2.4 Necrose e infeccéo

Sabe-se que o hidrogel, apesar de n&o possuir atividade antimicrobiana
intrinseca, tem o potencial de promoc¢do de ambiente iumido pela retencdo do
exsudato, o que favorece a entrega de antibiéticos no leito da ferida quando ha
tratamento sistémico concomitante [3]. Este, que foi utilizado como tratamento
no presente estudo, também favoreceu o debridamento autolitico, ao promover

fagocitose de tecidos mortos e limpeza do microambiente lesional [26].

E descrito que o MC-CTM em feridas possui acdo direta no
recrutamento de macréfagos [13], tipo celular que atua tanto na fagocitose de
patégenos quanto debridamento de tecido necrotico [29]. No presente estudo,
entretanto, o numero de feridas que apresentaram necrose ou infec¢cao néo foi
suficiente para demonstrar a eficacia do tratamento de hidrogel associado a
MC-CTM no combate a estas disfuncdes. Os grupos MC e HA néo diferiram

para as variaveis necrose e infecgcdo nos momentos de avaliacao.
4.3 Limitacdes do estudo

Os autores optaram pela realizacdo de um ensaio clinico com feridas
de ocorréncia causal de cées levados a atendimento, visando avaliar o produto
em contexto de rotina hospitalar veterinaria. A diversidade de etiologias e de
caracteristicas naturais das feridas e dos pacientes implica naturalmente em

dificuldade de padronizacdo das amostras.

Outra caracteristica intrinseca ao tipo de estudo reside no tratamento
ser realizado pelo tutor do animal, fora de um ambiente controlado. Por meio da
atencdo demandada pelo médico veterinario e disponibilizacdo diaria para
orientacdo dos tutores sobre o manejo das feridas e esclarecimento de
eventuais duvidas, além de acompanhamento periddico, esta limitagdo foi

atenuada.
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4.4 Variaveis potencialmente associadas aos resultados obtidos

Devido a discrepancia dos resultados obtidos no presente estudo com
a hipodtese inicial, os autores apontam para fatores que podem estar

relacionados ao desfecho observado.

Na literatura atual, informacfes referentes a dose minima de MC
necessaria para tratamento de feridas ainda é escassa. Um estudo recente
utilizou MC-CTM a 50 e 100% em cultura celular de fibroblastos dermais, e
demonstrou mecanismo de acédo dose-dependente [30]. O presente trabalho
compde o primeiro ensaio clinico em cées a utilizar uma baixa concentragdo de
MC-CTM (10%) em feridas, por via topica. A dose empregada pode nao ter
sido suficiente para promover eficiéncia de cicatrizacdo superior ao hidrogel-

alginato, tratamento padréao bem fundamentado [11].

Neste trabalho, as CTM foram cultivadas em meio de restricdo de
nutrientes, uma abordagem que possui potencial de alterar a expresséo génica
das CTM [31], com objetivo de melhorar a qualidade do secretoma obtido.
Sabe-se que estas proteinas obtidas sdo moléculas sensiveis e passiveis de
hidrélise; necessitando um sistema carreador eficiente [32]. O hidrogel-alginato
compBe uma alternativa para tal fim, pois promove estabilizacdo e liberacdo
lenta destes componentes no leito de uma ferida [11,33], embora outros fatores
como tempo de validade e método de armazenamento ainda ndo sdo bem

estabelecidos e podem influenciar na eficacia do produto final.

Novos ensaios clinicos em caes que promovam padronizacdo de dose
e frequéncia de tratamento, aperfeicoamento do método de obtencdo e
excipiente carreador de MC-CTM, bem como avaliacdo de viabilidade em
diferentes periodos e métodos de armazenamento fazem-se necessarios para

otimizacdo desta promissora abordagem terapéutica em feridas.

5 CONCLUSAO

O tratamento topico com hidrogel-alginato enriquecido com MC-CTM
foi similar ao hidrogel-alginato na cicatrizagéo de feridas cutdneas em céaes. A
baixa concentracdo (10%), associada as condi¢cdes do presente estudo, pode

ter sido insuficiente para acelerar a cicatrizagdo e promover melhor
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desempenho clinico.
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APENDICE A — Material informativo entregue ao tutor
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- A AN
A‘VZ*‘A" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA LAV 4 fmvz = u n es p

u nes " 4{LI0 DE MESQUITA FILHO” =
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucatu

Como tratar a ferida?

Realizar o0 seguinte tratamento 1x ao dia (a cada 24 horas):
+ Lave a ferida com solugéo fisioldgica e auxilio de gaze, em movimenios suaves,
removendo toda sujidade;
* Seque 0 excesso de liquido com a gaze;
+ Aplique o produto fornecido sobre a ferida e espalhe com espatula, até formar uma
camada fina que cubra toda a ferida;

¢ Realize curativo com atadura lipo Rayon e auxilio de faixa e esparadrapo.
Observacoes:

« Mantenha o animal de colar protetor (elizabetano) o tempo todo.

« Mantenha-o em ambiente limpo, seco e separado de outros animais.

¢ Nao utiize nenhum outro produto topico de qualquer natureza além da solugéo
fisioldgica e do gel fornecido.

« Armazene o produto em geladeira.

DECLARACAO

Me comprometo a seguir assiduamente todas as orientagdes acima, a informar o
meédico veterinario imediatamente no caso de ndo cumprimento de qualguer uma delas, e a
retornar ao Hospital Velerinario com meu animal em todas as datas previstas (listadas
abaixo), sob pena de cobranga retroativa de todos os procedimentos realizados.

Declaro ciéncia de que sera realizado, em dois momentos, procedimento cirtrgico do

tipo bidpsia na ferida do meu animal, sob anestesia local € sedagéo.

e 1°retorno: 4 dias ( / / ) - bidpsia
e 2°retorno: 14 dias ( / / ) - biépsia
s 3°retorno: 30 dias ( / / )

Autorizo também a obteng&o de registros fotograficos do meu animal e utilizagéo de

todas as informagbes obtidas, me eximindo de qualquer direito autoral desse material.

Botucatu, / /

Tutor(a) responsavel

Figura 1. Folha entregue aos tutores contendo instrucdes de manejo diario das
feridas e declaragéo de comprometimento com estudo.



