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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas € um processo que requer a interacdo de varias células da derme e epiderme. O
objetivo deste trabalho foi avaliar qual 0 momento da aplicacdo das células das ADSCs em feridas
cutaneas agudas que faria diferenca na cicatrizacdo nos primeiros sete dias da lesdo. As células-tronco
foram isoladas do tecido adiposo de camundongos C57BI/6 GFP*. Para tanto, foram utilizados 49
camundongos C57BI/6, divididos em quatro grupos: grupo | (Gl/controle; n=14); grupo Il (GllI; n=14):
ADSCs injetadas no d0; grupo 11 (Glll; n=14): ADSCs injetadas no terceiro dia; e Grupo IV (GIV; n=7):
ADSCs injetadas no quinto dia. As avaliagBes clinicas ocorreram nos dias zero, trés, cinco e sete, e as
histopatolégicas nos dias cinco e sete. Na metodologia proposta, foi observado que o uso de ADSCs
aumenta a vascularizacao, a formacao de tecido de granulacéo, a colagenizacao e incrementa o nimero de
foliculos pilosos em apenas sete dias de avaliacdo. Além disso, 0 momento da aplicacdo das células ndo
repercutiu diferencas significativas nas fases inflamatéria e proliferativa do processo de cicatrizacdo das
feridas cutaneas.

Palavras-chave: cicatrizagdo cutinea, fase inflamatoria, fase proliferativa, células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo

ABSTRACT

Wound healing is a process that requires the interaction of various cells in the dermis and epidermis. The
aim of this study was to evaluate the action of ADSCs in the treatment of acute wounds in order to
understand if application time of the cells results in a difference in healing the first seven days of injury.
The stem cells were isolated from adipose tissue of C57BL / 6 mice GFP +. Thus, we used 49 mice
C57BL / 6 divided into four groups: Group | (Gl / control, n=14); Group Il (GIl; n=14): ADSCs injected
to the dO; Group Il (GIlI; n=14): ADSCs injected on the 3rd day, and Group IV (GIV; n=7): ADSCs
injected day 5(d5). Clinical evaluations were performed on days 0, 3, 5 and 7 and the histopathology on
days 5 and 7. In the proposed methodology, the use of ADSCs increased vascularization, formation of
granulation tissue, collagen deposition and increases the humber of hair follicles in just seven days of
evaluation. In addition, the time of application of the cells did not affect significant differences in the
inflammatory and the proliferative phase of wound healing skin.

Keywords: cutaneous wound healing, inflammatory phase, proliferative phase, adipose mesenchymal
stem cell

INTRODUCAO granulacdo, reepitelizacdo e angiogénese. O

tratamento de ferida aguda, ou seja, aquele que é

A cicatrizacdo de feridas é um evento complexo realizado tdo logo aconteca a lesdo, previne a sua

e multifatorial, que envolve interacdo do cronificacdo e, consequentemente, a morbidade,

processo de inflamacdo, formagdo de tecido de bem como reduz os custos envolvidos (Balbino
et al., 2005).
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O uso de MSCs em feridas agudas ou cronicas
resulta em uma aceleragdo no processo
cicatricial, em decorréncia do impacto positivo
que elas trazem para todas as fases da
cicatrizacdo  (inflamatoria, proliferativa e
remodelamento) (Hocking, 2012; Maxson et al.,
2012). Dessa forma, observa-se um aumento na
migracdo epitelial, na angiogénese e na taxa de
cicatrizacdo, além da conformacdo de uma
cicatriz menos evidente (Hassan et al., 2014;
Jackson et al.,, 2012). Quando as MSCs sdo
aplicadas diretamente na lesdo ou na sua
periferia, elas ali se enxertam e se diferenciam
em varios tipos de celulas cuténeas
(ceratindcitos, células endoteliais e pericitos), o
que incrementa o0 processo de cicatrizacdo
(Brower et al., 2011). A neovasculariza¢do e a
reepitelizacdo sdo as principais razdes para o
efeito cicatricial dessa terapia (Jackson et al.,
2001). A angiogénese é um processo que ocorre
na fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas e
serd ela que proverd a nutricdo necessaria para 0s
fibroblastos, que irdo produzir o tecido de
granulacdo (King et al., 2014). As MSCs
facilitam a revascularizacio pela a¢do paracrina
secretando FGF e VEGF-A, 0s quais promovem
a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das
ceélulas endoteliais dos vasos. Além disso, as
MSCs facilitam a revasculariza¢do por meio da
diferenciacdo em pericitos (células do endotélio
vascular) (Maxson et al., 2012).

As vias usuais de aplicagio de MSCs na
cicatrizacdo de feridas sdo a intravenosa e a
local, sendo esta a mais indicada (McFarlin et
al., 2006; Wu et al., 2007b; Sasaki et al., 2008).
Os métodos de aplicacdo local de células
incluem: injecdo ao redor da ferida, spray topico
de fibrina e a incorporacdo a um scaffold
(Hanson et al., 2010). O periodo em que é
administrada também deve ser considerado, pois
as MSCs devem interagir com células essenciais
nos diferentes estdgios do processo de
cicatrizacdo. Exatamente 0 que s80 essas
interacbes e quando elas ocorrem constituem,
atualmente, 4reas de pesquisas a serem
exploradas (Sorrell e Caplan, 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar qual o
momento da aplicacdo das células das ADSCs
em feridas cutaneas agudas que faria diferenca
na cicatriza¢do nos primeiros sete dias da leséo.
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MATERIAL E METODOS

Para a elaboragdo deste projeto, foram utilizados
camundongos (Mus musculus) C57BI/6 (n=49) e
camundongos C57BI/6 GFP* (n=34) com oito
semanas de idade, higidos e peso variando de 20-
25g. Os camundongos provieram de biotérios de
criacdo e foram alojados em gaiolas, onde
receberam como alimento racdo comercial e agua
ad libitum. Os procedimentos de finalizacdo
seguiram as normas indicadas pelas Diretrizes da
Pratica de Eutanasia do CONCEA (2013). O
projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e aprovado sob o nUmero de
registro 1305009.

Os animais foram divididos em quatro grupos, de
forma aleatéria, sendo distribuidos da seguinte
maneira: grupo | (Gl/controle; n=14): os animais
receberam 40pL de solucdo de NaCl 0,9%
injetados ao redor da ferida ap6s a inducdo das
lesbes (d0); grupo Il (GlI; n=14): os animais
receberam ADSC injetadas ao redor das feridas
no dO0; grupo Il (GllI; n=14): os animais
receberam ADSC injetadas ao redor das feridas
no terceiro dia ap6s a inducdo da lesdo (d3); e
grupo IV (GIV; n=7): os animais receberam
ADSC injetadas ao redor das feridas no quinto
dia apés a inducdo da lesdo (d5).

O isolamento de células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo foi realizado a partir
da gordura inguinal de camundongos C57BI/6
GFP+. O tecido adiposo coletado foi degradado
por via enzimatica em solucdo de colagenase
(Img/mL) e incubado em banho-maria por 40
minutos, com agitagdo a cada 10 minutos. A
suspensdo celular obtida foi centrifugada,
posteriormente plaqueada em placas de seis
po¢os com meio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco) suplementado
com 1% de antibidtico e 20% de soro fetal
bovino e, depois, foi mantida em estufa a 37°C e
5% de CO,. Apds 24 horas do isolamento,
aspirou-se todo o meio (juntamente com as
células ndo aderentes) e foram adicionados
2,5mL de meio fresco em cada poco. Quando
atingiram a quarta passagem, as células foram
caracterizadas em adip6citos, condrécitos e
ostedcitos. As imagens da diferenciagdo podem
ser observadas na Fig. 1.
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Os animais foram submetidos a anestesia geral,
utilizando-se isolurano 2,5% vaporizado em 0,5L
de oxigénio 100%, por meio de méascara. Com 0s
animais sedados, foi realizada tricotomia ampla
na regido do dorso e a aplicacdo de tramadol
10mg.kg?, por via intraperitoneal. Com um
molde circular de 6mm de didmetro, foi
delimitada a rea da lesdo cutanea a ser induzida:
na regido do dorso entre as duas escapulas. Os
animais que pertenciam aos grupos tratados com
células-tronco receberam ADSCs injetadas ao
redor das feridas, por via subcutanea, em quatro
pontos de igual distancia entre si (tomando-se
como base a localizagéo no relégio: 12 horas, 15
horas, 18 horas e 21 horas), na concentracdo de
1x 10° diluidas em 40uL de solucéo estéril de
NaCl 0,9%. No grupo controle, a solucdo de
NaCl 0,9% foi injetada ao redor das feridas, por
via subcutdnea, nos quatro pontos. As feridas
induzidas foram cobertas pelo curativo
transparente e adesivo (Opsite, Smith &
Nephew).

As avaliagbes macroscopicas ocorreram nos dias
(d) 0, 3,5 e 7. Para as avalia¢cfes d3, d5 e d7, os
animais foram sedados conforme descrito
anteriormente. As feridas foram mensuradas em
duas direcbes, 0 maior comprimento pela menor
largura, com auxilio de paquimetro digital. A
area de contracdo da ferida (C) foi calculada
subtraindo-se a area inicial (al), determinada no
dia da primeira afericdo da lesdo, da area da
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Figura 1. Ensaio de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs),
oriundas da coleta de tecido adiposo de camundongos C57BI/6 GFP positivo. Cultivadas em meio
apropriado, as ADSCs se diferenciaram em adipécitos (A), indicado pelo acimulo de vacuolos de lipidios
nas células; osteoblastos (B), indicado em vermelho pelos depoésitos de calcio presentes na matriz
extracelular dos ostedcitos; condrécitos (C), indicado pela cor azul dos glicosaminoglicanos sulfatados
secretados pela matriz extracelular dos condroblastos.
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lesdo (a) nos dias de mensuracdo. Assim, C=al -
a. Também foi avaliada a taxa de
contracdo cicatricial (Tc) com base nesses
resultados (Tc= C x 100/al). Ainda, foram feitos
registros fotograficos durante as mensuracoes, e
0S aspectos macroscOpicos, como presenca de
tecido  necrotico, granulagdo, sinais de
infeccdo, presenca de exsudato, hiperemia,
hiperpigmentacdo, edema, cianose e crosta,
quando observados, foram anotados em fichas
controle.

Para avaliacdo histologica, os animais foram,
primeiramente, submetidos a eutanasia pelo
método de sobredose anestésica seguida de
deslocamento cervical, para, s entdo, proceder &
remocdo da area da ferida com uma margem de
2mm de pele saudavel. As amostras coletadas
para avaliacdo histolégica foram imediatamente
acondicionadas em formol tamponado a 10%. Os
segmentos foram processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. Os animais
foram avaliados no d5 (n=7 por grupo) ou d7
(n=7 por grupo).

Para a avaliacdo do processo cicatricial e da
qualidade cicatricial, os cortes histolégicos foram
corados pela técnica de hematoxilina e eosina
(HE), e pelo tricomico de Masson (TM), para se
analisar a presenca de fibras colagenas existentes
nos locais de fibrose do intersticio. Na
avaliacdo das caracteristicas microscépicas da
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cicatrizacdo, foram consideradas: proliferacdo
vascular e  fibroblastica; presenga de
células mononucleares e polimorfonucleares;

Na Tab. 1, estdo dispostos os indices histoldgicos
utilizados neste experimento. Foram realizados
testes imuno-histoquimicos, com o objetivo de

colagenizacdo; reepitelizacdo; presenca de avaliar o perfil proliferativo (anti-Ki 67),
foliculos pilosos; e a queratinizagdo (Tab. 1). enxertia das ADSCs (anti-GFP) e a angiogénese
(anti-cd31) durante o processo cicatricial.

Tabela 1. indice histoldgico utilizado como critério para avaliacio da cicatrizacio de feridas cutaneas
induzidas experimentalmente em camundongos C57BI/6, que foram tratados, conforme o grupo
pertencente, com células-tronco mesenquimais adiposo derivadas, oriundas de camundongos C57BI/6
GFP positivo. Os valores variam entre 0 e 3, com base nos indices de proliferacdo vascular, células
mononucleares, células polimorfonucleares, proliferacdo fibrobléstica, colagenizacdo, reepitelizagéo,

foliculos pilosos, queratina, proliferagdo celular, GFP positivo e anti-CD31

Indice histoldgico

Proliferacéo vascular
Células mononucleares
Células polimorfonucleares
Proliferagdo fibroblastica
Colagenizacio®
Reepitelizacao®

Foliculos pilosos®
Queratina®

Proliferagdo celular

GFP positivo °

Anti-CD31 0

OO OO0 O0OO0OO0OOOoOOo

1 2 3
1-5 5-15 >15
<50 50-100 >100
<50 50-100 >100
<50 50-100 >100
<10 10-30 >30
<1 1-2 >2

<30% 30-60% >60%
1x 2-3X >3x
<20 20-100 >100

<20 20-100 > 100
1-5 5-15 >15

®Avaliacéo feita na regido sublesional; °relacio feita por meio da visualizagdo de um campo de 400x; “porcentagem
estabelecida em relagio ao tamanho do bulbo do foliculo piloso; “proporcéo feita em relacéo ao tamanho da lamina
basal do epitélio; ®positivo, foi avaliado pela intensidade da marcagao e da area marcada

A andlise estatistica utilizou o modelo de
equacBes de estimativas generalizadas para as
medidas ao longo do tempo e a corre¢do de
Bonferroni para as comparacdes mdaltiplas. Na
comparacdo de varidveis quantitativas no tempo
basal, foi utilizada a analise de variancia, seguida
do teste de Tukey. As variaveis categoéricas
foram descritas por frequéncias e percentuais e
associadas pelo teste exato de Fisher. Foram
correlacionadas as varidveis quantitativas entre si
pelo coeficiente de correlacdo de Pearson. O
nivel de significancia utilizado para rejeitar a
hip6tese de nulidade foi de 5 % (P<0,05).

RESULTADOS

Nas avaliacbes clinicas no pés-operatdrio
imediato, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na area inicial da
ferida induzida (média= 6,1mm) entre 0s grupos
(P=0,71). Durante o exame das feridas, ndo
foram encontrados sinais de necrose, cianose e
hiperpigmentacdo na &rea das lesbes. Além disso,
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nao foram observados sinais de dor em nenhum
dos animais experimentados.

A presenga do tecido de granulacéo foi avaliada
atribuindo-se valores de zero a trés, conforme a
sua localizacdo na lesdo, de acordo com o
seguinte: valor zero para auséncia de tecido de
granulacéo; valor um para tecido localizado nas
margens; valor dois para tecido localizado na
regido central; e valor trés para o caso de a
granulacéo cobrir toda a les&o. Todos os animais,
independentemente do grupo, evoluiram de zero
para trés. Verificou-se a diferenga estatistica
significativa do grupo GIV (28,6% presente,
P=0,05) no segundo dia de avaliacdo, sendo que,
nesse mesmo grupo, o tecido de granulagdo se
localizava nas margens da lesdo em 33%
(P=0,043). Nos outros momentos de avaliaces,
ndo ha diferenca significativa entre os grupos
para esse critério. As crostas sobre as lesGes
foram observadas em 15,8% das avaliagBes
realizadas no periodo de experimentagdo. Essa
porcentagem foi distribuida da seguinte maneira
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entre os grupos: 36,5% no Gl; 12,1% no GlI;
26,8% no GllI; e 24,3% no GIV, ndo havendo
diferenga significativa entre os grupos.

Foi observada hiperemia na ferida ou
circunjacente a ela em apenas quatro momentos
de avaliacdo, sendo todos de animais diferentes e
pertencentes ao Gl. Com relacdo a categoria
edema, foi observado que 33,3% do GI tinham
edema na segunda avaliacdo (P=0,026) e 20% na
terceira avaliacdo (P=0,06). Além disso,
constatou-se que todos 0s animais que
apresentavam hiperemia também apresentavam
edema.

Em 8,8% das avaliacGes, foi observada a
presenca de exsudato nas lesdes, sendo 43% no
Gl, 17,3% no Gll e GlIl e 21% no GIV. Em
relagdo a caracteristica do exsudato, observou-se
21,7% de purulentos, 39,1% de serosos e 39,1%
de serosanguinolentos. N&o foi observada
diferenca significativa entre os grupos.

Na avaliacdo da velocidade cicatricial dentro de
cada grupo, pbde-se observar diferenca
estatistica entre cada avaliacdo, exceto da
segunda para a terceira no GIV e entre a terceira

e a quarta avaliagdo dos Gl e GIll. Pdde-se
observar diferenca significativa na taxa de
cicatrizacdo somente na segunda avaliacdo entre
os grupos Gl (5,4%) e GIV (30,47%), com
P=0,034. O comportamento da taxa de
cicatrizacdo nos diferentes grupos pode ser
observado na Fig. 2, e as imagens representativas
das lesdes no terceiro, quinto e sétimo dias nos
diferentes grupos podem ser analisadas na Fig. 3.

Para a andlise histolégica, as variaveis
empregadas, segundo os critérios descritos na
Tab. 1, foram: proliferacdo vascular, células
mononucleares, células  polimorfonucleares,
proliferacdo fibroblastica, colagenizagéo,
reepitelizacdo, foliculos pilosos, ceratina,
proliferagdo celular, GFP positivo e anti-CD31.

As imagens histoldgicas podem ser visualizadas
na Fig. 4. O GIIl apresentou diferenga
significativa quando comparado ao Gl nas
variaveis proliferacdo vascular (P = 0,019) e
colagenizagdo (P=0,015). Para a presenca de
foliculos pilosos, o GIl apresentou diferenca
significativa (P=0,05) em relagdo ao Gl.
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20,00

Taxa de cicatrizagdo planimetria

10,00

Grupo
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—Gilll
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00 T
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Figura 2. Taxa de cicatrizacdo. Média da taxa de cicatrizacdo obtida durante as avaliacdes de lesbes
cuténeas induzidas em camundongos C57BI/6 tratados com células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo (ADSCs) isoladas de camundongos B C57BI/6 6 GFP positivo conforme o grupo
pertencente: Gl (grupo controle); Gl (ADSCs injetadas no dia zero); Glll (ADSCs injetadas no dia trés);
GIV (ADSCs injetadas no dia cinco) e verificadas em quatro momentos diferentes do pds-operatorio:
imediato (avaliacdo 1); terceiro dia; (avaliagdo 2); quinto dia (avaliagao 3); e sétimo dia (avaliacéo 4).
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Gl Gll Gl GIV

Figura 3. Aspecto das feridas durante as avaliages nos dias trés, cinco e sete de pos-operatdrio de lesdes
cutaneas induzidas em camundongos C57BI/6 tratados com células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo (ADSCs) isoladas de camundongos C57BI/6 GFP positivo conforme o grupo pertencente:
Gl (grupo controle); GIl (ADSCs injetadas no dia zero); GllIl (ADSCs injetadas no dia trés); e GIV
(ADSCs injetadas no dia cinco). Apesar da pequena diferenca na velocidade cicatricial, as feridas tratadas
com ADSCs apresentavam uma cicatrizacdo mais cosmética do que as do grupo controle.

Gl Gl Glll GIV

Figura 4. Avaliacdo histolégica de ferida cutanea em camundongos C57BI/6 tratados com células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs) isoladas de camundongos C57BI/6 GFP positivo, em
aumento de 400x. (A) Coloracdo de hematoxilina e eosina para avaliacdo da qualidade cicatricial. (B)
Coloracdo de tricromio de Masson para a presenca de fibras coldgenas. (C) Anti-GFP marca a enxertia
das ADSCs. Gl (grupo controle); GIl (ADSCs injetadas no dia zero); Gl (ADSCs injetadas no dia trés);
e GIV (ADSCs injetadas no dia cinco).
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O GIV se destaca pela presenca de anti-CD31
(57,1% apresentam indice 3) em relacéo ao Gl
(71,4% apresentam indice 1),valores estes que
ndo configuram diferenca estatistica
significativa; entretanto, ha a analise de residuo
ajustado, que mostra um valor > 1,96 (2,3).

Na avaliacdo da presenca de ADSCs enxertadas
na ferida (anti-GFP), pdde-se verificar diferenca
significativa do Gl (0%) em relagdo aos demais
grupos (P=0,00). Ja o GlII apresentou 71,4% no

indices 1, 2 e 3. Na avaliagcdo realizada cinco
dias ap6s a indugdo da lesdo, pode-se observar
uma relagdo diretamente proporcional entre anti-
GFP e Ki67 (P = 0,027), ou seja, quanto maior o
nimero de ADSCs enxertadas, maior é o indice
de Ki67. Esse mesmo comportamento foi
observado ao se relacionar anti-GFP e CD31
(P=0,00). Contudo, na avaliacdo de sete dias, a
relacdo entre anti-GFP e Ki67 ndo apresentou
diferenca significativa; apesar disso, a relagédo
observada entre anti-GFP e CD31 manteve a

indice 2 e o GIV, 57,1%; o GIV e o GlI
apresentaram uma distribuigdo uniforme entre os

mesma diferenca (P=0,00) (Fig. 5 e 6).

120% 90% 86%
100% 100% 80% 75% To%
0,
80% o 63%
80% Ki67 0% Ki67
o 50%
5 60%
0k — 2 40%
o, 0% 0,
40 /0 30 /o 25% 2%
; 20%  ,,
20% 10%
0%  C%lo% 0% 0% 0% 0%
A 0 — B O 1 2

Figura 5. Relagdo entre a enxertia de ADSCs (GFP+) e o marcador de proliferacdo celular KI67 aos cinco
dias (A) e aos sete dias (B). As lesdes cutaneas foram induzidas em camundongos C57BI/6 tratados com
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs) isoladas de camundongos C57BI/6
GFP positivo conforme o grupo pertencente. A andlise foi feita utilizando-se critério de O=ausente, 1= <
20%, 2 < 20-100% e 3 = >100% para GFP positivo e KI67 nos grupos Gl (grupo controle); GIlI (ADSCs
injetadas no d0); GlIl (ADSCs injetadas no d3); e GIV (ADSCs injetadas no d5). Observou-se uma
relacdo diretamente proporcional entre anti-GFP e Ki67 (P=0,027) no 5d.
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Figura 6. Relagdo entre a enxertia de ADSCs (GFP+) e o marcador de proliferacdo vascular CD31 aos
cinco dias (A) e aos sete dias (B). As lesbes cutineas foram induzidas em camundongos C57BI/6 tratados
com células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSCs) isoladas de camundongos
C57BI/6 GFP positivo conforme o grupo pertencente. A analise foi feita utilizando-se critério de 0 =
ausente, 1 = <20%, 2= < 20-100% e 3= > 100% para GFP positivo e de 0 = ausente, 1 = 1-5, 2= 5-15% e
3=> 15 de CD31. Os grupos foram distribuidos em GI (grupo controle); Gll (ADSCs injetadas no d0);
Gl (ADSCs injetadas no d3); e GIV (ADSCs injetadas no d5). Relacdo diretamente proporcional entre
anti-GFP e CD31 (P = 0,00) aos 5d e 7d.
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DISCUSSAO

Com base no presente estudo, foi observado que
0 uso de ADSCs aumenta a vascularizacdo, a
formacdo de tecido de granulacdo, a
colagenizacdo e incrementa o ndmero de
foliculos pilosos em apenas sete dias de
avaliacéo.

Os trabalhos publicados na éarea de reparo
cutdneo ndo costumam fornecer dados clinicos
sobre a avaliacdo da cicatrizacdo, restringindo-se
normalmente a avaliacdo da area cicatricial por
medicBes ou registros fotograficos e pelas
caracteristicas microscopicas (Wu et al., 2007b;
Chen et al., 2009; Nambu et al., 2009; Lim e
Yoo, 2010; Nie et al., 2011; Noguchi et al.,
2014).  Parametros clinicos avaliados neste
experimento, entre 0s quais a presenca de
exsudato, edema, hiperemia e tecido de
granulacdo, apresentaram diferenca significativa
entre 0s grupos experimentados. Ainda,
exsudato, edema e hiperemia sdo caracteristicas
gue demonstram a inflamacdo da ferida, e pode-
se constatar que o Gl apresentava maiores
médias, com significancia, nesses critérios que 0s
grupos tratados com ADSCs. Além disso, todos
0s animais que tinham hiperemia também
apresentavam edema, 0 (que comprova a
instauracdo de um processo inflamatorio. Por
meio dessa observacdo, pode-se constatar a acdo
anti-inflamatéria promovida pelas MSCs ja
largamente descrita na literatura (Amorin et al.,
2012; Maxson et al., 2012; Hassan et al., 2014),
porém somente baseada em aspectos histol6gicos
e ndo clinicos, como nesse caso apresentado.
Com isso, pode-se indicar a avaliagdo clinica das
lesdes como uma ferramenta importante no
processo de investigacdo da cicatrizacdo cutanea.

Wu et al. (2007a) demonstraram que as feridas
tratadas com BMSC promovem a angiogénese e
apresentam maior densidade capilar. No presente
estudo, as feridas tratadas com ADSCs tiveram
aumento da proliferacdo vascular quando
comparadas com o0 grupo ndo tratado; em
especial o GllI apresentou 71,4% de proliferagéo
vascular em indice 3, enquanto o Gl apresentou
0% (P = 0,019) na avaliacdo histolégica 5d. A
angiogénese é um processo que ocorre na fase
proliferativa da cicatrizacdo de feridas e é ela que
suprird a nutricdo necessaria para os fibroblastos
que irdo produzir o tecido de granulacdo
(King et al, 2014). As MSCs facilitam a
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revascularizacdo pela acdo paracrina, secretando
FGF e VEGF-A, o0s quais promovem a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das
células endoteliais dos vasos. Além disso, as
MSCs facilitam a revascularizacdo por meio da
diferenciacdo em pericitos (células da parede
vascular) (Maxson et al., 2012).

Durante a fase proliferativa da cicatrizagéo,
observou-se que a sintese de colageno
aumenta na regido da lesdo, enquanto a
proliferacdo de fibroblastos diminui
sucessivamente, ajustando-se um equilibrio entre
a sintese e a degradacdo da matriz extracelular
(Reinke e Sorg, 2012). Dessa forma, pdde-se
observar que o GIII apresentava indice 3 de
colagenizagdo enquanto o Gl apresentava 0%
nesse indice na avaliacdo histolégica do 5d (P =
0,015). Ainda, observou-se que a proliferacdo
fibroblastica apresentava 75% em indice 3 no Gl,
comprovando a informacdo que mostra a
proporcao inversa desses dois critérios.

Estudos tém demonstrado que a administracdo de
MSCs em lesbes agudas de roedores melhora a
taxa de cicatrizacdo por acelerar a epitelizacéo, o
que aumenta a formacéo de tecido de granulacéo
e a angiogénese (Maxson et al., 2012). Com base
nisso, fez-se a relacdo entre a presenca de
ADSCs (GFP+) com o marcador de proliferacéo
(anti-K167) e constatou-se uma relacdo de
proporcionalidade entre essas duas varidveis.
Desse modo, foi verificado que quanto mais
ADSCs (GFP+) o animal apresentava, maior era
0 indice de proliferagdo celular (P = 0,027) no
5d. Da mesma forma, relacionou-se a presencga
de GFP+ com o marcador de angiogénese (anti-
CD31) e foi observada uma rela¢do ainda mais
forte, P=0,00 no 5d e no 7d. Esses achados
confirmam a atuacdo das ADSCs no processo de
cicatrizacdo cutanea relatados na literatura atual
(Hassan et al., 2014).

Ao serem comparados 0s momentos de aplicacdo
das células, observou-se que ndo ha diferencas
significativas entre a aplicacdo imediatamente
apos a inducdo da lesdo, no terceiro ou no quinto
dia ap6s a lesdo, ao se avaliar o processo de
cicatrizacdo nos sete primeiros dias. Pode-se
indicar, por meio dos resultados obtidos neste
experimento, que a aplicagdo de ADSCs no 3d
apos lesdo promove a proliferacdo vascular e a
colagenizagdo. Ainda, que o0 tratamento
imediatamente apos a lesdo aumenta a presenca
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de foliculos pilosos e que a aplicagdo no 5d
aumenta a presenca de tecido de granulagdo nos
sete primeiros dias de cicatrizagdo. Além disso,
as maiores diferencas dos grupos tratados em
relagdo ao controle foram observadas no quinto
dia da leséo, e ndo no sétimo dia.

CONCLUSAO

Mediante a metodologia aplicada neste estudo,
pode-se observar que a terapia com ADSCs
promoveu a cicatrizacdo de feridas por meio da
proliferacdo celular e da angiogénese. Além
disso, 0 momento da aplicagdo das células nas
lesbes cutdneas ndo repercutiu diferencas
significativas nas fases inflamatéria e
proliferativa do processo de cicatrizacdo de
feridas cutaneas.
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