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RESUMO

Introdução: As feridas cutâneas, de forma geral, além do dano tecidual em si, possuem um
componente inflamatório importante. Assim, este estudo investiu no uso das Células-Tronco
Mesenquimais como terapia, tendo em vista o potencial destas células para regenerar tecidos e
regular o sistema imune. Objetivo: Avaliar a segurança e eficácia das Células-Tronco
Mesenquimais para o tratamento de feridas em camundongos. Investigar o lisado plaquetário na
cicatrização das feridas. Métodos: Trata-se de um ensaio pré-clínico, prospectivo e controlado.
Foram utilizados 42 camundongos C57BL/6, nos quais foi induzida uma ferida excisional para
aplicação tópica e seriada dos tratamentos, que foram protegidos por curativo multicamadas. Os
animais foram divididos em quatro grupos: grupo hidrogel (n=4), grupo gel salino (n=6), grupo
lisado plaquetário (n=10) e grupo lisado com células tronco (n=10). Foram analisadas três
amostras em relação ao tempo, aos 7 dias (n=5), aos 13 dias (n=7) para análise
imunohistoquímica e aos 21 dias (n=30) para a segurança do produto em todos os grupos. O
acompanhamento se deu através da avaliação clínica, mensuração e registro fotográfico, além da
análise histológica para comparar os grupos. Resultados: Não foi identificado nenhum evento
adverso relacionado aos tratamentos. Foram encontradas alterações fisiológicas como a presença
de edema nas bordas das feridas assim como drenagem de exsudatos e a formação de crostas de
forma semelhante em todos os grupos. Os animais do grupo das células mesenquimais
apresentaram melhores escores na avaliação das feridas macro e microscópicas, seguidos do
grupo lisado plaquetário, grupo gel salino e por último, grupo hidrogel. Conclusão: As células
mesenquimais são seguras e podem ser utilizadas em estudos clínicos com humanos, por via
tópica, por não terem apresentado nenhum evento adverso constatado em modelo animal. Os
resultados sugeriram que o gel de células mesenquimais apresenta melhores resultados de
eficácia na cicatrização de feridas, seguido do gel de lisado plaquetário quando comparados aos
controles.

Palavras chave: Feridas; Regeneração Tecidual; Célula Tronco Mesenquimal; Terapia Celular



ABSTRACT

Background: Skin wounds, in general, in addition to the tissue damage itself, have an important
inflammatory component. Therefore, this study invested in the use of Mesenchymal Stem Cells
as therapy, given the potential of these cells to regenerate tissues and regulate the immune
system. Objective: To evaluate the safety and efficacy of Mesenchymal Stem Cells for the
treatment of wounds in mice. Investigate platelet lysate in wound healing. Methods: This is a
pre-clinical, prospective and controlled trial. 42 C57BL/6 mice were used, in which an
excisional wound was induced for topical and serial application of treatments, which were
protected by a multilayer dressing. The animals were divided into four groups: hydrogel group
(n=4), saline gel group (n=6), platelet lysate group (n=10) and stem cell lysate group (n=10).
Three samples were analyzed in relation to time, at 7 days (n=5), at 13 days (n=7) for
immunohistochemical analysis and at 21 days (n=30) for product safety in all groups.
Monitoring took place through clinical evaluation, measurement and photographic recording, in
addition to histological analysis to compare the groups. Results: No adverse events related to
treatments were identified. Physiological changes were found, such as the presence of edema at
the edges of the wounds as well as drainage of exudates and the formation of crusts in a similar
way in all groups. Animals in the mesenchymal cell group showed better scores in the
evaluation of macro and microscopic wounds, followed by the platelet lysate group, saline gel
group and finally, the hydrogel group. Conclusion: Mesenchymal cells are safe and can be used
in clinical studies with humans, topically, as they have not presented any adverse events found
in animal models. The results suggested that the mesenchymal cell gel presents better efficacy
results in wound healing, followed by the platelet lysate gel when compared to controls.

Descriptors:Wound Healing; Tissue regeneration; Mesenchymal Stromal Cell; Cell therapy
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1. INTRODUÇÃO

A pele é o maior órgão do corpo humano e constitui a primeira linha de defesa do

organismo, além de participar da termorregulação, da excreção de água e eletrólitos e das

percepções táteis de pressão, dor e temperatura; qualquer lesão que leve a uma quebra da

continuidade da pele é uma ferida e as causas mais frequentes são: o trauma (mecânico, físico

ou químico), a isquemia, a pressão e a cirurgia(1).

As feridas constituem um sério problema de saúde pública devido ao grande número de

indivíduos com alterações na integridade da pele e apesar dos escassos registros desses

atendimentos no Brasil, o elevado número de pessoas com úlceras contribui para onerar o gasto

público, além de interferir na qualidade de vida da população(2).

Embora as lesões cutâneas tenham diferentes etiologias, são todas igualmente

desencadeadas por fatores que causam alterações moleculares ou estruturais nas células,

ocasionando lesão e/ou morte celular; dentre os fatores que danificam as células, podemos citar:

hipóxia, agentes físicos, agentes químicos e drogas, agentes infecciosos, reações imunológicas,

distúrbios genéticos e desequilíbrios nutricionais(3).

O esperado é que o processo de cicatrização siga com a finalidade de cura das feridas,

em uma série complexa de reações e interações entre células, envolvendo mediadores

inflamatórios e substâncias químicas, em três fases cicatriciais que se sobrepõem: fase

inflamatória (do momento da lesão até os dias 4 a 6), fase proliferativa (dos dias 4 a 14) e fase

de remodelação (do dia 8 a 1 ano ou mais)(4).

Na fase inflamatória, a hemostasia é a primeira medida para conter o sangramento,

através da vasoconstrição do vaso sanguíneo e ativação da cascata de coagulação pelas

plaquetas próximas, formando um coágulo e o início da resposta inflamatória ocorre através da

liberação de citocinas e fatores de crescimento, elaboração das prostaglandinas e a liberação de

interleucina (IL)-1, fator de necrose tumoral (TNF)-α, fator de crescimento transformador

(TGF)-β e produtos bacterianos que acabam por atrair os neutrófilos para a área lesionada, que

eliminam bactérias invasoras e detritos celulares, liberam enzimas proteolíticas cáusticas para

digerir bactérias e tecidos inviáveis e ainda geram radicais livres reativos de oxigênio que se

combinam com o cloro para ajudar a esterilizar a ferida das bactérias(4). De 48 a 96 horas após a

lesão, os monócitos dos tecidos próximos e do sangue são atraídos para a área e transformam-se

em macrófagos; o macrófago ativado é importante para a transição para a próxima fase

cicatricial pois mediará a angiogênese sintetizando o fator de crescimento endotelial vascular

(VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos e o TNF-α, além de fagocitar os neutrófilos

mortos e continuarem matando patógenos e gerando grandes quantidades de óxido nítrico (ON).
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A matriz extracelular danificada também é eliminada pela metaloproteinase da matriz (MMP),

que é expressa por queratinócitos, fibroblastos, monócitos e macrófagos em resposta ao TNF-α.

A MMP limpa os detritos inflamatórios e assim, permite a migração de células através da matriz

extracelular(4).

Segundo os mesmos autores, na fase proliferativa as células epiteliais localizadas na

borda da pele começam a proliferar e enviar projeções para restabelecer uma barreira protetora

contra a perda de fluidos e futuras invasões bacterianas além de, estimuladas pelo VEGF,

começar a formar novos tubos capilares. Os queratinócitos podem expressar VEGF por IL-1,

TNF-α, TGF-β1 e fator de crescimento de queratinócitos (KGF). O ON é produzido pelas

células endoteliais em resposta à hipóxia e em concentrações aumentadas, também protegem o

novo tecido dos efeitos tóxicos da lesão de isquemia e reperfusão e causam vasodilatação do

endotélio. Os fibroblastos do tecido circundante são atraídos pela sinalização do fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF) para o

local da ferida, são ativados e começam a sintetizar colágeno e se proliferar enquanto que os

fibroblastos já localizados no local da ferida também começam a sintetizar colágeno e se

transformam em miofibroblastos para a contração da ferida e em resposta ao PDGF, começam a

sintetizar uma matriz provisória composta de colágeno tipo III, glicosaminoglicanos e

fibronectina. Feridas maiores que cicatrizam por segunda intenção são direcionadas, em parte,

pelo TGF-β, que causa contratura da ferida e epitelização, fazendo com que os fibroblastos

sintetizem colágeno tipo I, diminuam a produção de MMP, aumentem a produção de inibidores

teciduais de metaloproteinase e a produção de proteínas de adesão celular onde na fase de

maturação e remodelação há a finalização do processo cicatricial com a deposição de colágeno

em uma rede organizada(4).

Pelo exposto acima, as feridas cutâneas, além do dano tecidual em si, possuem um

componente inflamatório complexo, que é desencadeado pelas células lesionadas como resposta

a agressão a qual foram submetidas e que prossegue através de uma cadeia de reações

interconectadas podendo ser constatado clinicamente pelo aparecimento dos sinais e sintomas

inflamatórios como dor, edema, hiperemia e calor(5). O presente estudo investiu no uso das

Células-Tronco Mesenquimais como terapia, tendo em vista o potencial destas células para

regenerar tecidos e também regular os sistemas imunes inato e adaptativo que interferem

diretamente na inflamação(6).

Estudos já demonstraram a eficácia do tratamento de lesões usando CTMs expandidas

em meio com soro fetal bovino (SFB)(7), entretanto, tal método apresenta o risco de anticorpos

contra proteínas do SFB em pacientes que o receberam. As células produzidas no Centro de
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Processamento Celular Avançado (CPCA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) são

expandidas em lisado plaquetário humano, o que apresenta vantagens em comparação ao SFB,

como não provocar xenorreações, evitar a transmissão de zoonoses, proteger a estabilidade

cromossomal das CTMs, além de apresentar uma expansão numérica superior das mesmas.

O lisado plaquetário (LP) do CPCA foi patenteado em 2022 e sua composição foi

verificada através da análise proteômica e de partículas e foi constatado que trata-se de um

conteúdo proteico diversificado, relacionado a processos celulares essenciais como proliferação,

morfogênese, diferenciação, biossíntese, adesão e metabolismo(8). Assim, sendo um substrato

que contém fatores de crescimento e proteínas auxiliares com capacidade para orquestrar

funções fisiológicas, supõe-se que além de servir para meio de cultura celular também possa ter

algum benefício na cicatrização de lesões, o que requer investigação.

Embora o LP apresente-se originalmente na forma líquida, se administrado em feridas

por via injetável, pode predispor a complicações decorrentes das punções pois o ambiente intra e

perilesional se encontra alterado. Assim, a via preferencial em feridas parece ser a tópica e a

apresentação ideal, em gel, pois além da segurança na aplicação, o produto permanece em

contato com a ferida, evitando que escorra. Um gel é uma forma farmacêutica semissólida que

contém um agente gelificante para fornecer viscosidade a um sistema no qual partículas de

dimensão coloidal (tipicamente entre 1 nm e 1 μm) são distribuídas uniformemente e pode

ainda, conter partículas suspensas(9).

Atualmente as células mesenquimais de medula óssea expandidas em lisado plaquetário

humano têm sido usadas no HCPA como terapia celular para outras finalidades, como o

tratamento da Doença do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) aguda resistente a esteróides(10).

A segurança foi comprovada(11) e, embora não tenha sido o objetivo, também a eficácia da

infusão endovenosa deste produto celular(12).

No âmbito nacional, com o avanço das pesquisas clínicas utilizando produtos de terapias

avançadas (PTA) como as células-tronco mesenquimais, a Agência Nacional de Vigilância

Sanitária (ANVISA) publicou a Resolução da Diretoria Colegiada - RDC 260 de 2018(13) a qual

especifica uma série de exigências para o registro de PTA. Para tal, requer a comprovação de

segurança, eficácia ou eficácia e segurança e a descrição do produto, a composição, os efeitos

biológicos em animais e seres humanos. Em 2021, a ANVISA emitiu a RDC 508 sobre o

tema(14) que trata sobre boas práticas em células humanas para uso terapêutico e pesquisa clínica,

contendo rigorosas normas de segurança e qualidade que devem ser seguidas pelos Centros de

Processamentos de Células no Brasil. O CPCA do Hospital de Clínicas é certificado para esta

finalidade, atendendo plenamente as exigências.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informações

A revisão da literatura buscou por estudos sobre o uso terapêutico das células-tronco

mesenquimais e seu efeito frente a cicatrização de lesões de diferentes etiologias nas bases de

dados da US National Library of Medicine (PubMed) e da Literatura Latino-americana e do

Caribe em Ciências da Saúde (Lilacs), entre janeiro de 2016 e setembro de 2023. Os termos

pesquisados foram "wound healing", "mesenchymal stem cell", "tissue regeneration", "stem cell

therapy" e suas combinações apresentadas na Figura 1.

Os estudos foram selecionados de acordo com a relevância científica e analisados quanto

à elegibilidade, sendo excluídos os duplicados e os que não eram relevantes ao tema pesquisado,

como por exemplo, os que tratavam de outros tipos de células ou produtos biológicos e para

outros tipos de tratamentos que não em feridas. Além destes, também foram acrescidos estudos

pré-selecionados considerados relevantes para fundamentação teórica sobre o assunto.

Figura 1. Estratégias para localizar e selecionar artigos de interesse. Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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2.2 Células-Tronco Mesenquimais

A célula-tronco mesenquimal é uma célula multipotente não hematopoiética com

capacidade de auto renovação, diferenciação em outros tecidos e imunomodulação(15), descrita

pela primeira vez na década de setenta(16) como uma célula de aparência semelhante à de um

fibroblasto e capacidade de adesão a superfícies plásticas, apresentando um grande potencial

para o uso em medicina regenerativa. Por conta desse potencial, houve um crescente interesse

em seu uso pela comunidade científica nas décadas seguintes, podendo ser evidenciado pela

quantidade expressiva de estudos para avaliar sua aplicabilidade terapêutica para o tratamento

de diferentes doenças, entre elas, autoimunes, neurodegenerativas e cardiovasculares(16,17). Além

das linhagens mesodérmicas (adipócitos, osteócitos e condrócitos), as CTMs têm a capacidade

de transdiferenciação-se em linhagens ectodérmicas (por exemplo células neurais) e

endodérmicas (como hepatócitos)(17).

Essas células se encontram em quantidades limitadas e podem ser isoladas a partir de

várias fontes no organismo humano, como a medula óssea, o tecido adiposo, a polpa dentária, o

cordão umbilical, o fígado e o pulmão fetal, a placenta, o osso trabecular, entre outros(18,19). As

CTMs derivadas da fração estromal da medula óssea fornecem o suporte do estroma para o

crescimento e diferenciação de células-tronco hematopoiéticas, ou seja, na medula óssea provêm

um nicho celular para o desenvolvimento e manutenção das características dessas células e

suporte à hematopoiese em indivíduos adultos(20). Essas células são muito bem estudadas e

caracterizadas, pois há muito tempo são utilizadas com sucesso para tratamento de pacientes

com cânceres hematológicos ou distúrbios relacionados à medula óssea(21).

Uma das características que tornam as CTMs ideais para terapia é sua notável

capacidade de imunorregulação do microambiente através da ação de citocinas secretadas; além

da preservação de sua morfologia, fenótipo e estabilidade genômica após a expansão in vitro por

poucas passagens(22). Há uma alta capacidade diferenciativa sugerida por estudos do ciclo

celular, pois a maioria dessas células se encontra na fase G0-G1 do ciclo celular, enquanto uma

pequena fração está envolvida na diferenciação. Além disso, não expressam moléculas do

complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC II) apenas de classe I (MHC I) em

pequenas quantidades em sua superfície – fator importante na transfusão, pois impede que o

organismo receptor faça a rejeição dessas células indiferenciadas, pois não as reconhece como

impróprias ao organismo (18,23,24).

As CTMs possuem notáveis propriedades imunomodulatórias, e por isso, tornam-se um

importante recurso terapêutico. O efeito anti-inflamatório orquestrado pelas CTMs deve-se a sua

capacidade de migrar ao local da inflamação e através de ação parácrina, secretar várias
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moléculas bioativas, como citocinas e fatores de crescimento neste microambiente,

influenciando os outros tipos celulares. Sabe-se, no entanto, que as CTMs necessitam de

ativação prévia de um ambiente inflamatório no hospedeiro, a fim de mediar o seu efeito

imunoregulador. Portanto, a presença de IFN-γ (interferon gama) e/ou TNF-α (fator de necrose

tumoral alfa) pode influenciar o efeito imunossupressor destas células e produzir efeitos

diferentes em sua função. Enquanto na presença de um ambiente inflamatório, as CTMs se

tornam ativadas e adotam um fenótipo imunossupressor secretando elevados níveis de fatores

solúveis que inibem a proliferação de células T, por exemplo; e na ausência de um ambiente

inflamatório, as CTMs podem adotar um fenótipo pró-inflamatório e aumentar as respostas de

células T pela secreção de quimiocinas que recrutam linfócitos para locais de inflamação. Essa

versatilidade e especificidade é essencial na terapia. Além disso, as CTMs estão envolvidas na

inflamação tecidual, polarizando macrófagos para um fenótipo pró-inflamatório ou

anti-inflamatório. Os macrófagos do tipo M1, sintetizam citocinas pró-inflamatórias, com a

capacidade de inibir a proliferação celular e danificar tecidos e os com fenótipo

anti-inflamatório, do tipo M2, liberam citocinas anti-inflamatórias, que podem promover reparo

tecidual. Um desequilíbrio da polarização M1-M2 dos macrófagos é frequentemente associado a

condições inflamatórias(25–28).

Esse tipo celular tem sido testado como terapia para várias doenças como as

cardiovasculares, neurológicas, autoimunes, renais, pulmonares, hepáticas e para a doença do

enxerto contra o hospedeiro (DECH). Os resultados obtidos até o presente momento

demonstram que, de uma forma geral, a infusão ou administração das CTMs se mostra bem

tolerada, porém a eficácia terapêutica está primariamente associada ao uso para DECH e

doenças hematológicas, ósseas e cartilaginosas. Isso deve-se ao fato de que nessas doenças há

danos teciduais associados à inflamação, o que acaba afetando a forma de ação da CTMs. Nesse

campo, destaca-se o uso das CTMs como potencial terapia para danos teciduais associados à

ação inflamatória, como a artrite reumatóide, falência renal, lesão cardíaca, doença do enxerto

contra o hospedeiro do transplante alogênico de medula óssea e esclerose múltipla(29).

2.3 Terapia celular

O processo de regeneração de lesões teciduais é complexo e ocorre em várias fases,

envolvendo diversos mecanismos fisiológicos como a hemostasia, coagulação, remodelamento

da matriz extracelular e proliferação celular(30). Muitas características das células-tronco

mesenquimais fundamentam o seu uso como potencial terapia para lesões na pele, como por

exemplo: quando aplicadas na área da ferida, elas se integram e se diferenciam diretamente em
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linhagens celulares regenerativas, como células endoteliais, fibroblastos e queratinócitos o que

contribui para o processo de cicatrização(31); resposta imuno-moduladora através da diminuição

da produção de citocinas pró-inflamatórias, óxido nítrico e aumento da formação de

macrófagos(32,33); aumento da migração celular de outros tipos celulares para o tecido

lesionado(34,35); atividade parácrina de secreção de citocinas e fatores de crescimento essenciais

para a proliferação celular nos locais da lesão, incluindo o fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF) para estimular a angiogênese, efeitos antimicrobianos(36,37) e indução de

vascularização no leito da ferida(38, 39). Os processos de estímulo à cicatrização são relevantes e

espera-se que as CTMs sejam uma alternativa terapêutica viável(40,41).

Historicamente, em 2003, Evangelos e Vincent foram os primeiros a demonstrar o efeito

curativo destas células para regeneração tecidual através da injeção local de CTMs autólogas

derivadas da medula óssea em 3 pacientes com úlceras onde havia insuficiência de suprimento

sanguíneo como complicação, os resultados mostraram maior vascularização, diminuição da

ferida e melhora clínica com a cicatrização completa das feridas(42). No estudo, o tratamento

consistiu em desbridar a ferida para proporcionar que as células entrassem em contato com o

tecido viável, quando então as células foram aplicadas topicamente nas feridas e cobertas por

um filme transparente e gaze como camada externa, mantidas durante uma noite, quando as

feridas foram irrigadas com solução fisiológica e protegidas com curativo de espuma, sendo que

a aplicação do tratamento foi repetida por três vezes. Em 2007, Falanga e colaboradores(43)

utilizaram CTMs de medula óssea em conjunto com um spray de fibrina em 10 pacientes com

lesões agudas e crônicas oriundas de câncer de pele, os tratamentos foram aplicados por até 4

vezes e foi observada uma forte correlação direta entre o número de células aplicadas (maior do

que 1x106 células por cm2 de área de ferida) e a subsequente diminuição do tamanho da ferida

crônica (p=0,0058) sem eventos adversos. Em 2008 foram utilizadas CTMs de medula óssea

autólogas cultivadas em esponja de colágenos como forma de tratamento tópico em feridas

crônicas de 20 pacientes com dermatopatias intratáveis, houve cicatrização de 18 pacientes e 2

morreram por outras causas não relacionadas ao tratamento(44).

Além disso, existem muitos estudos relatando com sucesso e segurança o uso de CTMs

para tratamento de úlceras de pé em pacientes com diabetes, indicando que as células podem

melhorar a cicatrização e estão associadas a menos dor, menor taxa de amputação e melhor

prognóstico em comparação com o tratamento convencional(45–57) e para tratamento de úlceras de

membro inferior em pacientes com doença vascular isquêmica foram apontados resultados de

melhora da dor, aumento do índice tornozelo-braquial, da cicatrização e redução das taxas de

amputação até mesmo em pacientes que falharam previamente no tratamento de
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revascularização ou que não era possível nova intervenção(58, 59). O estudo realizado por Dash e

colaboradores(45) em úlceras crônicas em membros inferiores como em diabéticos e na doença

de Buerger (tromboangeíte obliterante) obteve em 12 semanas, cerca de 50% de diminuição da

área da úlcera e os pacientes conseguiram caminhar dez vezes mais antes de sentir dor.

Estudos recentes investigaram o uso das células-tronco em feridas cutâneas que por

comprometimento na cicatrização resultaram em lesões crônicas, foi considerado que por terem

a capacidade de autorrenovação e diferenciação, as células-tronco podem enriquecer as

populações de células existentes em feridas crônicas, a fim de superar as barreiras que impedem

a progressão da cicatrização e também podem ser utilizadas para aumentar o enxerto, a

sinalização e a atividade das células(60). Outros estudos apontaram a plasticidade intrínseca para

originar células envolvidas na cicatrização e aumento da angiogênese(61), a segurança, a cura de

úlceras crônicas e a redução da dor(62,63) e o forte convencimento de que, num futuro próximo, a

terapia com CTMs serão uma realidade na prática clínica de úlceras crônicas de pernas(64).

Outros estudos sobre o tratamento de queimaduras consideram as CTMs uma estratégia

promissora, com resultados positivos em relação à melhora na cicatrização de queimaduras(65,66),

na resposta imunológica(67), na redução da área da ferida(61-64) e que há justificativa para uso de

células-tronco como um complemento às terapias de primeira linha em queimaduras(70-72).

As células-tronco também têm sido estudadas no tratamento das cicatrizes inestéticas,

como as quelóides e hipertróficas, que geralmente têm opções de tratamento insatisfatórias.

Uma revisão sistemática considerou que todos estudos encontraram melhorias nos resultados da

aparência das cicatrizes com o uso das células-tronco(72,73). Outra revisão sistemática de 18

estudos clínicos sobre o uso CTMs no tratamento de cicatrizes dolorosas, considerou a terapia

como sendo promissora e segura, mas que ainda há baixo nível de evidência(74).

As células-tronco também foram testadas em doenças inflamatórias dermatológicas,

como a dermatite atópica e a psoríase, em animais e humanos e em diferentes vias de aplicação

(intravenosa, subcutânea, intradérmica, intralesional injetada ou topicamente), com resultados

satisfatórios (75). Outro estudo refere o uso das CTMs injetadas nas fístulas perianais de pacientes

com doença de Crohn, com uma taxa de cicatrização de 57% dos casos(76).

Atualmente alguns estudos não visam mais comprovar os benefícios do uso das CTMs

mas buscam aprimorar técnicas para melhorar os resultados terapêuticos das mesmas, como

através o uso de uma conformação em 3D(77) ou do efeito terapêutico de folhas de CTMs

derivadas de adipócitos cultivadas em folha para aplicação local(78).

As CTMs também foram combinadas em uma base creme para a recuperação da pele no

pós-laser de CO2 ablativo, que trata a flacidez da pele mas pode produzir hiperpigmentação

pós-inflamatória(79); em estudo sobre tratamento de úlcera plantar crônica na hanseníase,
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caracterizadas por altos níveis de espécies reativas de oxigênio, comparou as CTMs isoladas,

associadas com vitamina E e vitamina C (antioxidantes), concluiu que as CTMs com vitamina E

apresentaram melhor cicatrização da ferida(80).

Estudos sobre materiais associados com as células comprovam que apresentaram

melhores resultados. Foram investigados diferentes biomateriais com a função de andaime para

apoiar a regeneração da pele, sendo de origem natural ou sintética. Dentre os naturais, existem

os derivados de fontes biológicas e vegetais, como colágeno, quitosana, fibrina e derivados de

fontes de proteínas e polissacarídeos e dentre os polímeros sintéticos, os de poliálcool vinílico

(PVA), polietilenoglicol (PEG), entre outros(81).

Um dos estudos semeou as CTMs em um hidrogel híbrido à base de arginina e

quitosana. O hidrogel consiste em redes tridimensionais que podem reter grande quantidade de

água ou fluido biológico, imitando estruturalmente a matriz extracelular natural e portanto,

usado como estruturas 3D para promover a cicatrização das feridas. Este gel sintético aumentou

a expressão antiinflamatória de IL-10 e macrófagos semelhantes a M2 e reduziram a expressão

inflamatória de TNF-α e macrófagos semelhantes a M1. Embora os hidrogéis por si só tenham

promovido a vascularização, eles foram muito mais eficazes quando semeados com MSCs(82).

Em uma revisão sistemática, quando as células mesenquimais foram combinadas a

fotobiomodulação in vivo, após o transplante na ferida, apresentaram resultados positivos na

cicatrização e na resistência à tração da cicatriz(82) sugerindo que novos estudos devam seguir

sendo realizados.



20

3.MARCO CONCEITUAL

As lesões tissulares, como as por trauma mecânico, apresentam como resultado final

lesões a nível celular. Neste estudo utilizamos células-tronco mesenquimais, produzidas a partir

de técnicas de processamento celular avançado, com a finalidade terapêutica para o tratamento

de lesões cutâneas induzidas em modelo animal, conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2. Marco conceitual da terapia celular para o tratamento de ferida cutânea. Fonte Elaborado pela autora
(2023).
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4. JUSTIFICATIVA

As lesões de pele são frequentes na população brasileira, são debilitantes e causam

importante impacto na qualidade de vida das pessoas. Para evitar as complicações de uma ferida,

dentre elas a dor, a infecção e a cronificação é recomendável retornar ao estado fisiológico com a

maior brevidade possível. Diversas terapias para feridas buscam otimizar o tempo de cura,

porém existem lesões de difícil cicatrização ou, até mesmo, não responsivas aos tratamentos

disponíveis. Desta forma, torna-se necessário investir em novas alternativas terapêuticas, e as

células-tronco têm cientificamente se mostrado de grande valia na cicatrização de lesões em

geral, proporcionando imunomodulação do microambiente lesional e recuperação tecidual,

consequentemente, diminuindo a ferida e minimizando infecções.

Atualmente, no ambulatório de feridas do HCPA, temos uma demanda de pacientes com

feridas complexas de diferentes etiologias e dispomos de células-tronco mesenquimais para um

possível uso no tratamento destas. Entretanto, as células-tronco mesenquimais de medula óssea

de origem alogênica expandidas em lisado plaquetário, como as produzidas no CPCA, até o

presente momento, não contam com estudos que respaldem o seu uso por via cutânea.

Assim, em respeito às novas regras regulatórias, fez-se necessário realizar esta pesquisa

pré-clínica de segurança e eficácia de um novo produto de terapia avançada no Brasil, para uso

posterior em pacientes portadores de feridas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a segurança e eficácia das células-tronco mesenquimais de medula óssea

produzidas no Centro de Processamento Celular Avançado do Hospital de Clínicas de Porto

Alegre no tratamento de ulcerações cutâneas induzidas em camundongos para uso posterior em

humanos.

5.2 Objetivos específicos

- Desenvolver um gel para uso tópico em feridas, para ser utilizado combinado com o

lisado plaquetário e/ou as células-tronco mesenquimais;

- Caracterizar as respostas biológicas através da análise histológica global (coloração por

Hematoxilina e Eosina), quanto à presença de fibras colágenas (coloração por

Tricrômico de Masson) e, quanto à angiogênese (imunohistoquímica, pelo marcador

anti-CD31+), nas amostras de tecido cutâneo para comparações entre os grupos.
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O objetivo principal desta dissertação foi verificar a segurança e a eficácia do uso das

células-tronco mesenquimais no tratamento de lesões cutâneas em camundongos. A segurança

foi constatada visto que não houveram eventos adversos em modelo animal e, portanto, as

células mesenquimais produzidas no Centro de Processamento Celular Avançado do HCPA

podem seguir sendo pesquisadas, por via cutânea, em humanos.

Quanto à eficácia, as células-tronco mesenquimais desempenharam um papel favorável

na cicatrização das feridas através de mecanismos cientificamente comprovados e confirmados

por este estudo. O lisado plaquetário continuará sendo estudado por também ter apresentado

propriedades cicatriciais além de ter um custo mais acessível para a sua produção.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os potenciais cicatrizantes das células-tronco mesenquimais e do lisado plaquetário

continuarão sendo explorados no tratamento de feridas. Uma série de pesquisas serão

desenvolvidas sobre a temática do tratamento de feridas com propriedades regenerativas no

Hospital de Clínicas de Porto Alegre.

Para tanto, este estudo integrará um dossiê que estará subsidiando a regulamentação

deste produto celular junto à Anvisa visando os testes clínicos.

Ainda, de acordo com os resultados dos futuros estudos em humanos, poderá ser

avaliado junto ao Núcleo de Inovação e Transferência de Tecnologia do HCPA, o registro de

propriedade industrial dos novos produtos que foram desenvolvidos para o tratamento de feridas

cutâneas.
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10. ANEXOS

A - Ficha do Controle Cirúrgico

Data da Excisão Cirúrgica (D0): _______________________

Grupo:

Identificação do Animal:

Protocolo anestésico: ( ) Isoflurano 2,5% em 0,5L de oxigênio 100% por máscara

Analgesia: ( ) Tramadol 20 mg.kg-1, por via intraperitoneal

Tricotomia: ( ) Ampla na região do dorso com tricômetro

Antissepsia: ( ) Solução de clorexidina alcoólica 2%

Lesão experimental excisional: ( ) demarcação de 6 mm de diâmetro (trépano corneal 6 mm)

Exame da ferida:

Sangramento: ( ) Ausente ( ) Pouco ( ) Moderado ( ) Intenso

Extensão da ferida: Comprimento (c): _____ cm x Largura (l): _____ cm = ______ cm2

Registro fotográfico ( )

Observações:
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ANEXO B - Ficha de Avaliação das Lesões e dos Animais

Data: ___________________ Data da Excisão cirúrgica: ____________________

Grupo:

Identificação do Animal:

Aplicação tratamento: ( )D0 ( )D3 ( )D6 ( )D9

Remoção curativo: ( )D12 Observação: ( ) D15 ( )D21

Avaliação da ferida e do animal

Curativo ( ) ausente ( ) cobre < 50% ( ) cobre > 50% ( ) íntegro

Odor ( ) ausente (-) ( ) pouco (+) ( ) moderado (++) ( ) intenso (+++)

Escoriação ( ) ausente (-) ( ) pouco (+) ( ) moderado (++) ( ) intenso (+++)

Infecção ( ) ausente (-) ( ) pouca (+) ( ) moderada (++) ( ) intensa (+++)

Dor* ( ) ausente (-) ( ) moderada (++) ( ) intensa (+++)

Outros:
( ) Hiperemia
( ) Edema
( ) Hematoma
( ) Crosta

( ) ausente (-)
( ) ausente (-)
( ) ausente (-)
( ) ausente (-)

( ) pouca (+)
( ) pouco (+)
( ) pouco (+)
( ) pouco (+)

( ) moderada (++)
( ) moderado (++)
( ) moderado (++)
( ) moderado (++)

( ) intensa (+++)
( ) intenso (+++)
( ) intenso (+++)
( ) intenso (+++)

Outro evento? Qual?

Incapacidade? ( ) não ( ) sim

Óbito? ( ) não ( ) sim

* Segundo a NC3RS Mouse Grimace Escale

PUSH Scale

Extensão da ferida: Comprimento (c) : _______ cm x Largura (l): _______cm = _______ cm2

Pontuação Total PUSH: _____________+_____________+_____________ = ____________

Número do Registro Fotográfico: ______________

Obs:
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ANEXO C - Ficha de Controle de Biópsia

Data: ________________ Data da Excisão cirúrgica: __________( ) D7 ( ) D13 ( ) D21

Grupo:

Identificação do Animal:

Anestesia: ( ) Isoflurano 2,5% em 0,5L de oxigênio 100% por máscara

Remoção: ( ) Área total da lesão: margem de 2 mm entre o tecido sadio e a borda da ferida

Conservação: ( ) Fixação da excisão em formaldeído a 10%, incluídos em parafina

Registro fotográfico ( )

Observações:
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ANEXO D - Carta de Aprovação da CEUA/HCPA
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ANEXO E - Pedido de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, Lúcia Mariano da Rocha Silla, pesquisador(a) responsável pela pesquisa intitulada
“ESTUDO PRÉ-CLÍNICO DE SEGURANÇA E EFICÁCIA PARA O USO DE
CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS NO TRATAMENTO DE LESÕES CUTÂNEAS EM
MODELO ANIMAL”, declaro que conheço e cumprirei as normas vigentes expressas na
Resolução 466 de 12 de dezembro de 2012 e suas complementares do Conselho Nacional de
Saúde/Ministério da Saúde.

Solicito a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelo fato do estudo
utilizar material biológico humano que seria descartado.

O Lisado Plaquetário será produzido através do uso de bolsas descartadas de plaquetas
humanas oriundas de doadores de banco de sangue devido ao prazo de validade vencido (três
dias), após aprovação de testes sorológicos dos doadores para doenças infecciosas.

As Células-Tronco Mesenquimais são provenientes de filtros e bolsas de transplante de
medula óssea que seriam descartadas e são recuperadas por lavagem da bolsa, plaqueadas em
garrafas de cultura com meio DMEM enriquecido com lisado plaquetário passam por controle
de qualidade e se aprovadas são liberadas para uso.

Assim, o presente estudo irá reaproveitar material biológico doado e não irá expor os
doadores a nenhum procedimento adicional e nem utilizará informações dos mesmos na
pesquisa.

Assumo mediante este Termo, o compromisso de, ao utilizar o material biológico
humano, assegurar a confidencialidade e a privacidade dos dados de forma a proteger os
doadores.

Dra Lúcia Mariano da Rocha Silla
Pesquisador responsável
CPF: 509.194.660-87
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ANEXO F -Monitoramento Clínico e Pontos de Intervenção Humanitários

Modelo de cicatrização de feridas cutâneas

O protocolo deste estudo prevê procedimentos que podem causar morbidade em diferentes
sistemas e necessitam de avaliação cuidadosa e específica.

PONTOS CRÍTICOS DO PROTOCOLO

INDUÇÃO DE LESÃO CUTÂNEA DE 6MM ENTRE ESCÁPULAS: após recuperação
anestésica e durante o desenvolvimento do protocolo os animais poderão, a critério do médico
veterinário, receber terapias de suporte como fluido em caso de desidratação, analgésico em
caso de dor prolongada, glicose e ração hipercalórica em caso de hiporexia e perda de peso.
Animais que apresentarem automutilação ou sinais clínicos de infecção (local/ferida cirúrgica
com secreção, inchaço, necrose) serão submetidos a eutanásia imediata.

Intercorrências cirúrgicas: hemorragia não controladas;

Intercorrências anestésicas: recuperação prolongada, hipotensão, hipotermia, choque;

Intercorrências temporais do modelo: hemorragias, sangramentos difusos, infecções, dor, automutilação;

ADMINISTRAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS:

Intercorrências relacionadas à administração IP repetida (analgésico – tramadol): lesão de pele,
peritonite, perfuração de vísceras, hemorragia, administração IV inadvertida;

Intercorrências relacionadas à morfina e ao tramadol: sedação, depressão respiratória, pica, náusea,
hiporexia, perda de peso, hipomotilidade intestinal;

Intercorrências relacionadas à aplicação das células: não são esperadas porém poderão ocorrer reações
alérgicas ou infecções locais.

PARÂMETROS A SER AVALIADOS E FREQUÊNCIA DE AVALIAÇÃO

Além da avaliação diária da saúde geral em relação a critérios definidos, os animais serão
pesados no mesmo horário do dia a cada 3 dias ou em maior frequência (diariamente) caso os
animais apresentem qualquer sinal de quebra de bem-estar ou a critério do médico veterinário.
Estas avaliações serão utilizadas para orientar as decisões em relação aos animais que
apresentarem prejuízos no bem-estar animal. Abaixo há uma breve descrição dos parâmetros a
serem monitorados:

PONTOS DE INTERVENÇÃO HUMANITÁRIOS

Ver informações da tabela a seguir com relação aos pontos e condutas de intervenção e os
pontos finais relacionados à eutanásia.



PROJETO CAIXA DATA

ANIMAL A1 A2 A3

A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3IDENTIFICAÇÃO

PESO BASAL

PESO
CORPÓREO

0 PERDA ATÉ 5%
PESO

1 PERDA 6-10%

2 PERDA 11-15% % PERDA

3 PERDA >15% ESCORE

GRIMACE
OLHOS, ORELHAS,
FORMATO FACE,

VIBRISSAS

0 SEM ALTERAÇÕES

1 ALTERAÇÕES DISCRETAS

2 ALTERAÇÕES EVIDENTES

STATUS
MENTAL

0 NORMAL, ALERTA E INTERATIVO

1 MENOS ALERTA/INTERATIVO, LEVE/E DEPRIMIDO

2 LETÁRGICO/DESINTERESSADO, VISÍVEL/E DEPRIMIDO

3 MORIMBUNDO, NÃO RESPONSIVO A ESTÍMULOS

RESPIRAÇÃO

0 NORMAL

1 DISCRETA ALTERAÇÃO NA FR

2 MARCANTE ALTERAÇÃO NA FR

3 RESPIRAÇÃO SUPERFICIAL OU LABORIOSA

MOBILIDADE

0 NORMAL

1 LEVE CLAUDICAÇÃO, MENOS MÓVEL

2 MODERADO DESEQUILÍBRIO, DECÚBITO ESTERNAL
PREFERENCIAL, DEAMBULAÇÃO LABORIOSA

3 NÃO SE MOVE OU SE MOVIMENTA POUCO, MESMO
QUANDO ESTIMULADO

ATENÇÃO AO
MEMBRO
AFETADO

OU
À FERIDA
CIRÚRGICA

0 NÃO APRESENTA ATENÇÃO À REGIÃO

1 LAMBE AS EXTREMIDADES OU FERIDA CIRÚRGICA

2 APRESENTA LESÕES POR MORDEDURA S/ EXPOSIÇÃO
ÓSSEA, DEISCÊNCIA DE PONTOS S/ PREJUÍZOS
ADICIONAIS

3 APRESENTA LESÕES POR MORDEDURA C/ EXPOSIÇÃO
ÓSSEA DEISCÊNCIA DE PONTOS C/ PREJUÍZOS
ADICIONAIS

DESIDRATAÇÃ
O

0 SEM ALTERAÇÃO NO TURGOR DE PELE

1 AUMENTO DISCRETO DO TURGOR DE PELE

2 AUMENTO EVIDENTE DO TURGOR S/ ENOFTALMIA

3 AUMENTO EVIDENTE DO TURGOR C/ ENOFTALMIA

OUTROS
SINAIS

Hemorragias/sangramentos da ferida

Infecção local ou sistêmica / peritonite

Alergia local

INTERVENÇÃO
CONDUTAS = A – B – C – D

EUTANÁSIA = EUT

FREQUÊNCIA
DE

AVALIAÇÃO

ESCORE > 0 EM 2 OU + CATEGORIAS
AVALIAÇÃO DIÁRIA INTERVENÇÃO

PERDA PESO > 6% (ESCORE = OU > 1): RAÇÃO HIPERCALÓRICA NO PISO (CONDUTA A) E/OU GLICOSE 5% NO BEBEDOURO (CONDUTA B); DESIDRATAÇÃO (ESCORE = OU > 2): GLI
5% BEBEDOURO (CONDUTA B) E/OU FLUIDO SC/IP (CONDUTA C); SINAIS DOR / GRIMACE (ESCORE = 2): ANALGÉSICO (CONDUTA D)

ESCORE > 1 EM QQ CATEGORIA
NOTIFICAÇÃO VETERINÁRIA EUTANÁSIA

ESCORE 3 EM QUALQUER CATEGORIA
ESCORE DE 2 OU 3 APÓS 48 DE INTERVENÇÃO

HEMORRAGIAS, SANGRAMENTO NASAL RECORRENTE, MUCOSAS PÁLIDAS/ANEMIA,
RECUPERAÇÃO ANESTÉSICA PROLONGADA (>4 h)



ANEXO G - Guideline ARRIVE 2.0 - pesquisa com animais: experimentos in vivo

Os itens descritos abaixo foram seguidos e aprovados pelo CEUA/HCPA antes do início do estudo.




