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Epigrafe:

"Cada pessoa deve trabalhar pelo seu aperfeicoamento e, ao mesmo tempo,

participar da responsabilidade coletiva por toda a humanidade"

Marie Curie
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RESUMO

Introducio: As feridas cutineas, de forma geral, além do dano tecidual em si, possuem um
componente inflamatério 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 seguranca e eficicia das Células-Tronco
Mesenquimais para o tratamento de feridas em camundongos. Investigar o lisado plaquetario na
cicatriza¢ao das feridas. Métodos: Trata-se de um ensaio pré-clinico, prospectivo e controlado.
Foram utilizados 42 camundongos C57BL/6, nos quais foi induzida uma ferida excisional para
aplicagdo topica 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 plaquetario (n=10) e grupo lisado com células tronco (n=10). Foram analisadas trés
amostras em relacdo ao tempo, aos 7 dias (n=5), aos 13 dias (n=7) para andlise
imunohistoquimica e aos 21 dias (»=30) para a seguranca do produto em todos os grupos. O
acompanhamento se deu através da avaliagdo clinica, mensuragao e registro fotografico, além da
analise histoldgica para comparar os grupos. Resultados: Nao foi identificado nenhum evento
adverso relacionado aos tratamentos. Foram encontradas alteragdes fisioldgicas como a presenca
de edema nas bordas das feridas assim como drenagem de exsudatos e a formagao de crostas de
forma semelhante em todos os grupos. Os animais do grupo das células mesenquimais
apresentaram melhores escores na avaliagdo das feridas macro e microscopicas, seguidos do
grupo lisado plaquetario, grupo gel salino e por ultimo, grupo hidrogel. Conclusao: As células
mesenquimais sdo seguras ¢ podem ser utilizadas em estudos clinicos com humanos, por via
topica, por ndo terem apresentado nenhum evento adverso constatado em modelo animal. Os
resultados sugeriram que o gel de células mesenquimais apresenta melhores resultados de
eficacia na cicatriza¢do de feridas, seguido do gel de lisado plaquetario quando comparados aos
controles.

Palavras chave: Feridas; Regeneragao 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. INTRODUCAO

A pele ¢ o maior 0rgdo do corpo humano e constitui a primeira linha de defesa do
organismo, além de participar da termorregulacdo, da excrecdo de agua e eletrdlitos e das
percepcdes tateis de pressdo, dor e temperatura; qualquer lesdo que leve a uma quebra da
continuidade da pele ¢ uma ferida e as causas mais frequentes sdo: o trauma (mecanico, fisico
ou quimico), a isquemia, a pressdo e a cirurgia'".

As feridas constituem um sério problema de saude publica devido ao grande nimero de
individuos com alteragdes na integridade da pele e apesar dos escassos registros desses
atendimentos no Brasil, o elevado nimero de pessoas com tlceras contribui para onerar o gasto
publico, além de interferir na qualidade de vida da populagdo®.

Embora as lesdes cutineas tenham diferentes etiologias, sdo todas igualmente
desencadeadas por fatores que causam alteragdes moleculares ou estruturais nas células,
ocasionando lesdo e/ou morte celular; dentre os fatores que danificam as células, podemos citar:
hipdxia, agentes fisicos, agentes quimicos e drogas, agentes infecciosos, reagdes imunoldgicas,
distdrbios genéticos e desequilibrios nutricionais®.

O esperado € que o processo de cicatriza¢do siga com a finalidade de cura das feridas,
em uma série complexa de reacdes e interagdes entre células, envolvendo mediadores
inflamatérios e substincias quimicas, em trés fases cicatriciais que se sobrepdem: fase
inflamatéria (do momento da lesdo até os dias 4 a 6), fase proliferativa (dos dias 4 a 14) e fase
de remodelacdo (do dia 8 a 1 ano ou mais)™?,

Na fase inflamatoéria, a hemostasia ¢ a primeira medida para conter o sangramento,
através da vasoconstricdo do vaso sanguineo e ativacao da cascata de coagulagdo pelas
plaquetas proximas, formando um coagulo e o inicio da resposta inflamatoria ocorre através da
liberagdo de citocinas e fatores de crescimento, elaboracdo das prostaglandinas e a liberacao de
interleucina (IL)-1, fator de necrose tumoral (TNF)-a, fator de crescimento transformador
(TGF)-B e produtos bacterianos que acabam por atrair os neutréfilos para a area lesionada, que
eliminam bactérias invasoras e detritos celulares, liberam enzimas proteoliticas causticas para
digerir bactérias e tecidos invidveis e ainda geram radicais livres reativos de oxigénio que se
combinam com o cloro para ajudar a esterilizar a ferida das bactérias®. De 48 a 96 horas apds a
lesdo, os monocitos dos tecidos proximos e do sangue sdo atraidos para a area e transformam-se
em macrofagos; o macrofago ativado € importante para a transicdo para a proxima fase
cicatricial pois mediard a angiogénese sintetizando o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos e o TNF-q, além de fagocitar os neutrofilos

mortos e continuarem matando patdégenos e gerando grandes quantidades de 6xido nitrico (ON).
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A matriz extracelular danificada também ¢ eliminada pela metaloproteinase da matriz (MMP),
que ¢ expressa por queratinocitos, fibroblastos, mondcitos e macréfagos em resposta ao TNF-a.
A MMP limpa os detritos inflamatorios e assim, permite a migragdo de células através da matriz

extracelular®.

Segundo os mesmos autores, na fase proliferativa as células epiteliais localizadas na
borda da pele comecam a proliferar e enviar proje¢des para restabelecer uma barreira protetora
contra a perda de fluidos e futuras invasdes bacterianas além de, estimuladas pelo VEGF,
comecar a formar novos tubos capilares. Os queratindcitos podem expressar VEGF por IL-1,
TNF-0, TGF-B1 e fator de crescimento de queratinocitos (KGF). O ON ¢ produzido pelas
células endoteliais em resposta a hipoxia e em concentragdes aumentadas, também protegem o
novo tecido dos efeitos toxicos da lesdao de isquemia e reperfusdo e causam vasodilatagdo do
endotélio. Os fibroblastos do tecido circundante sdo atraidos pela sinalizacdo do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF) para o
local da ferida, sdo ativados e comecam a sintetizar colageno e se proliferar enquanto que os
fibroblastos ja localizados no local da ferida também comegam a sintetizar coldgeno e se
transformam em miofibroblastos para a contrag¢do da ferida e em resposta ao PDGF, comegam a
sintetizar uma matriz provisoria composta de coldgeno tipo III, glicosaminoglicanos e
fibronectina. Feridas maiores que cicatrizam por segunda intengdo sdo direcionadas, em parte,
pelo TGF-B, que causa contratura da ferida e epitelizagdo, fazendo com que os fibroblastos
sintetizem coldgeno tipo I, diminuam a produ¢do de MMP, aumentem a producdo de inibidores
teciduais de metaloproteinase e a producdo de proteinas de adesdo celular onde na fase de
maturacao e remodelacao ha a finalizagao do processo cicatricial com a deposicdo de colageno

em uma rede organizada.

Pelo exposto acima, as feridas cutdneas, além do dano tecidual em si, possuem um
componente inflamatério complexo, que ¢ desencadeado pelas células lesionadas como resposta
a agressdo a qual foram submetidas e que prossegue através de uma cadeia de reacdes
interconectadas podendo ser constatado clinicamente pelo aparecimento dos sinais e sintomas
inflamatérios como dor, edema, hiperemia e calor®. 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 inflamacao®.

Estudos ja demonstraram a eficacia do tratamento de lesdes usando CTMs expandidas

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

contra proteinas do SFB em pacientes que o receberam. As células produzidas no Centro de
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Processamento Celular Avancado (CPCA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) sao
expandidas em lisado plaquetdrio humano, o que apresenta vantagens em comparacao ao SFB,
como ndo provocar xenorreacdes, evitar a transmissdo de zoonoses, proteger a estabilidade
cromossomal das CTMs, além de apresentar uma expansdo numérica superior das mesmas.

O lisado plaquetdrio (LP) do CPCA foi patenteado em 2022 e sua composi¢do foi
verificada através da andlise protedmica e de particulas e foi constatado que trata-se de um
conteddo proteico diversificado, relacionado a processos celulares essenciais como proliferacao,
morfogénese, diferenciacdo, biossintese, adesdo e metabolismo®. Assim, sendo um substrato
que contém fatores de crescimento e proteinas auxiliares com capacidade para orquestrar
fungdes fisioldgicas, supde-se que além de servir para meio de cultura celular também possa ter
algum beneficio na cicatrizacio de lesdes, o que requer investigacao.

Embora o LP apresente-se originalmente na forma liquida, se administrado em feridas
por via injetavel, pode predispor a complica¢gdes decorrentes das pungdes pois 0 ambiente intra e
perilesional se encontra alterado. Assim, a via preferencial em feridas parece ser a tdpica e a
apresentacao ideal, em gel, pois além da seguranca na aplicacdo, o produto permanece em
contato com a ferida, evitando que escorra. Um gel ¢ uma forma farmacéutica semissolida que
contém um agente gelificante para fornecer viscosidade a um sistema no qual particulas de
dimensao coloidal (tipicamente entre 1 nm e 1 pwm) sdo distribuidas uniformemente e pode
ainda, conter particulas suspensas®.

Atualmente as células mesenquimais de medula ¢ssea expandidas em lisado plaquetario
humano tém sido usadas no HCPA como terapia celular para outras finalidades, como o
tratamento da Doenga do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH) aguda resistente a esteroides!'?.
A seguranca foi comprovada'” e, embora nio tenha sido o objetivo, também a eficicia da
infusdo endovenosa deste produto celular!'?.

No ambito nacional, com o avango das pesquisas clinicas utilizando produtos de terapias
avancadas (PTA) como as células-tronco mesenquimais, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanit4ria (ANVISA) publicou a Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC 260 de 2018"¥ a qual
especifica uma série de exigéncias para o registro de PTA. Para tal, requer a comprovagao de
seguranca, eficicia ou eficdcia e segurancga e a descricao do produto, a composicao, os efeitos
bioldgicos em animais e seres humanos. Em 2021, a ANVISA emitiu a RDC 508 sobre o
tema"'¥ que trata sobre boas préticas em células humanas para uso terapéutico e pesquisa clinica,
contendo rigorosas normas de seguranca e qualidade que devem ser seguidas pelos Centros de
Processamentos de Células no Brasil. O CPCA do Hospital de Clinicas € certificado para esta

finalidade, atendendo plenamente as exigéncias.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

A revisdo da literatura buscou por estudos sobre o uso terapéutico das células-tronco
mesenquimais e seu efeito frente a cicatrizagdo de lesdes de diferentes etiologias nas bases de
dados da US National Library of Medicine (PubMed) e da Literatura Latino-americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (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 combinagdes apresentadas na Figura 1.

Os estudos foram selecionados de acordo com a relevancia cientifica e analisados quanto
a elegibilidade, sendo excluidos os duplicados e os que nao eram relevantes ao tema pesquisado,
como por exemplo, os que tratavam de outros tipos de células ou produtos biologicos e para

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

pré-selecionados considerados relevantes para fundamentacao tedrica sobre o assunto.

PALAVRAS-CHAVE:

1 - wound healing
2 - mesenchymal stern cell
PUBMED 3 - tissue regeneration
4 - stem cell therapy

ARTIGOS ARTIGOS
2049 -— - — 1958
773 -— - — 210
1869 -— - — 0
SELECIONADOS 2016 -— - — o SELECIONADOS
B — @ — o —
e w — G — o
T +— 156 -— - S 0 — 0
- . s - . o — 0
+

Artigos relevantes sobre o tema

Figura 1. Estratégias para localizar e selecionar artigos de interesse. Fonte: Elaborado pela autora (2023).



15

2.2 Células-Tronco Mesenquimais

A célula-tronco mesenquimal ¢ uma célula multipotente ndo hematopoiética com
capacidade de auto renovagio, diferenciagdo em outros tecidos e imunomodulagdo"”, descrita
pela primeira vez na década de setenta’® como uma célula de aparéncia semelhante a de um
fibroblasto e capacidade de adesdo a superficies plésticas, apresentando um grande potencial
para o uso em medicina regenerativa. Por conta desse potencial, houve um crescente interesse
em seu uso pela comunidade cientifica nas décadas seguintes, podendo ser evidenciado pela
quantidade expressiva de estudos para avaliar sua aplicabilidade terapéutica para o tratamento
de diferentes doengas, entre elas, autoimunes, neurodegenerativas e cardiovasculares'*!'”. Além
das linhagens mesodérmicas (adipocitos, ostedcitos e condrocitos), as CTMs tém a capacidade
de transdiferenciagdo-se em linhagens ectodérmicas (por exemplo células neurais) e
endodérmicas (como hepatocitos)!”.

Essas células se encontram em quantidades limitadas e podem ser isoladas a partir de
vérias fontes no organismo humano, como a medula dssea, o tecido adiposo, a polpa dentéria, o
corddo umbilical, o figado e o pulmio fetal, a placenta, o osso trabecular, entre outros"*'?. As
CTMs derivadas da fracdo estromal da medula dssea fornecem o suporte do estroma para o
crescimento e diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas, ou seja, na medula dssea provém
um nicho celular para o desenvolvimento e manutengdo das caracteristicas dessas células e
suporte a hematopoiese em individuos adultos®”. Essas células sdo muito bem estudadas e
caracterizadas, pois hd muito tempo sdo utilizadas com sucesso para tratamento de pacientes

com canceres hematoldgicos ou distirbios relacionados 2 medula 6ssea®?.

Uma das caracteristicas que tornam as CTMs ideais para terapia € sua notavel
capacidade de imunorregulacdo do microambiente através da acdo de citocinas secretadas; além
da preservacao de sua morfologia, fenétipo e estabilidade gendmica apds a expansao in vitro por
poucas passagens®. Ha 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 fragdo esta envolvida na diferenciacdo. Além disso, ndo expressam moléculas do
complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC II) apenas de classe I (MHC I) em
pequenas quantidades em sua superficie — fator importante na transfusdo, pois impede que o
organismo receptor faca a rejeigdo dessas células indiferenciadas, pois ndo as reconhece como
improprias ao organismo #4324,

As CTMs possuem notaveis propriedades imunomodulatorias, € por isso, tornam-se um

importante recurso terapéutico. O efeito anti-inflamatdrio orquestrado pelas CTMs deve-se a sua

capacidade de migrar ao local da inflamacdo e através de agdo pardcrina, secretar varias
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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
ativacdo prévia de um ambiente inflamatério no hospedeiro, a fim de mediar o seu efeito
imunoregulador. Portanto, a presenca de IFN-y (interferon gama) e/ou TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) pode influenciar o efeito imunossupressor destas células e produzir efeitos
diferentes em sua fun¢do. Enquanto na presenga de um ambiente inflamatorio, as CTMs se
tornam ativadas e adotam um fendtipo imunossupressor secretando elevados niveis de fatores
soluveis que inibem a proliferacao de células T, por exemplo; e na auséncia de um ambiente
inflamatorio, as CTMs podem adotar um fendtipo pro-inflamatério e aumentar as respostas de
células T pela secre¢do de quimiocinas que recrutam linfocitos para locais de inflamacdo. Essa
versatilidade e especificidade ¢ essencial na terapia. Além disso, as CTMs estdo envolvidas na
inflamacao tecidual, polarizando macrofagos para um fenodtipo préo-inflamatério ou
anti-inflamatorio. Os macrofagos do tipo M1, sintetizam citocinas pro-inflamatdrias, com a
capacidade de inibir a proliferacdo celular e danificar tecidos e os com fenotipo
anti-inflamatorio, do tipo M2, liberam citocinas anti-inflamatorias, que podem promover reparo
tecidual. Um desequilibrio da polarizagdo M1-M2 dos macrofagos € frequentemente associado a
condic¢des inflamatdrias® 2.

Esse tipo celular tem sido testado como terapia para vdarias doengas como as
cardiovasculares, neurologicas, autoimunes, renais, pulmonares, hepaticas e para a doenga do
enxerto contra o hospedeiro (DECH). Os resultados obtidos até o presente momento
demonstram que, de uma forma geral, a infusdo ou administracdo das CTMs se mostra bem
tolerada, porém a eficicia terapéutica estad primariamente associada ao uso para DECH e
doencgas hematoldgicas, Osseas e cartilaginosas. Isso deve-se ao fato de que nessas doengas ha
danos teciduais associados a inflamagdo, o que acaba afetando a forma de acao da CTMs. Nesse
campo, destaca-se o uso das CTMs como potencial terapia para danos teciduais associados a
acdo inflamatoria, como a artrite reumatoide, faléncia renal, lesdo cardiaca, doen¢a do enxerto

contra o hospedeiro do transplante alogénico de medula Ossea e esclerose multipla®,

2.3 Terapia celular

O processo de regeneracdo de lesdes teciduais € complexo e ocorre em vdrias fases,
envolvendo diversos mecanismos fisioldgicos como a hemostasia, coagula¢cdo, remodelamento
da matriz extracelular e proliferacio celular®. Muitas caracteristicas das células-tronco
mesenquimais fundamentam o seu uso como potencial terapia para lesdes na pele, como por

exemplo: quando aplicadas na area da ferida, elas se integram e se diferenciam diretamente em
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linhagens celulares regenerativas, como células endoteliais, fibroblastos e queratindcitos o que
contribui para o processo de cicatrizacdo®"; resposta imuno-moduladora através da diminui¢do
da producdo de citocinas pré-inflamatérias, 6xido nitrico e aumento da formacdo de

macréfagos®**?; aumento da migracdo celular de outros tipos celulares para o tecido

lesionado®**?; atividade paracrina de secrecdo de citocinas e fatores de crescimento essenciais
para a proliferacdo celular nos locais da lesdo, incluindo o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) para estimular a angiogénese, efeitos antimicrobianos“®*” e inducdo de
vascularizagio no leito da ferida®® *. Os processos de estimulo a cicatrizagdo sdo relevantes e
espera-se que as CTMs sejam uma alternativa terapéutica viavel “**",

Historicamente, em 2003, Evangelos e Vincent foram os primeiros a demonstrar o efeito
curativo destas células para regeneracdo tecidual através da injecdo local de CTMs autdlogas
derivadas da medula 6ssea em 3 pacientes com tlceras onde havia insuficiéncia de suprimento
sanguineo como complicacdo, os resultados mostraram maior vascularizagdo, diminuicdo da
ferida e melhora clinica com a cicatriza¢io completa das feridas“?. No estudo, o tratamento
consistiu em desbridar a ferida para proporcionar que as células entrassem em contato com o
tecido vidvel, quando entdo 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 solucdo fisioldgica e protegidas com curativo de espuma, sendo que
a aplicacdo do tratamento foi repetida por trés vezes. Em 2007, Falanga e colaboradores™”
utilizaram CTMs de medula éssea em conjunto com um spray de fibrina em 10 pacientes com
lesdes agudas e cronicas oriundas de cancer de pele, os tratamentos foram aplicados por até 4
vezes e foi observada uma forte correlacdo direta entre o ntimero de células aplicadas (maior do
que 1x10° células por cm® de 4rea de ferida) e a subsequente diminui¢io do tamanho da ferida
cronica (p=0,0058) sem eventos adversos. Em 2008 foram utilizadas CTMs de medula dssea
autélogas cultivadas em esponja de coldgenos como forma de tratamento topico em feridas
cronicas de 20 pacientes com dermatopatias intrataveis, houve cicatrizacao de 18 pacientes e 2
morreram por outras causas ndo relacionadas ao tratamento?.

Além disso, existem muitos estudos relatando com sucesso e seguranca o uso de CTMs
para tratamento de ulceras de pé em pacientes com diabetes, indicando que as células podem
melhorar a cicatriza¢do e estdo associadas a menos dor, menor taxa de amputacdo e melhor
progndstico em comparagdo com o tratamento convencional® 7 e para tratamento de ulceras de
membro inferior em pacientes com doenga vascular isquémica foram apontados resultados de

melhora da dor, aumento do indice tornozelo-braquial, da cicatrizacdo e redugdo das taxas de

amputacdo até mesmo em pacientes que falharam previamente no tratamento de
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revascularizagdo ou que ndo era possivel nova intervengdo® *?. O estudo realizado por Dash e
colaboradores™®’ em ulceras cronicas em membros inferiores como em diabéticos e na doenga
de Buerger (tromboangeite obliterante) obteve em 12 semanas, cerca de 50% de diminuicao da
area da ulcera e os pacientes conseguiram caminhar dez vezes mais antes de sentir dor.

Estudos recentes investigaram o uso das células-tronco em feridas cutdneas que por
comprometimento na cicatrizag¢do resultaram em lesdes cronicas, foi considerado que por terem
a capacidade de autorrenovagdo e diferenciacdo, as células-tronco podem enriquecer as
populagdes de células existentes em feridas cronicas, a fim de superar as barreiras que impedem
a progressdo da cicatrizacdo e também podem ser utilizadas para aumentar o enxerto, a
sinalizagdo e a atividade das células®”’. Outros estudos apontaram a plasticidade intrinseca para
originar células envolvidas na cicatrizagdo e aumento da angiogénese®”, a seguranca, a cura de
ulceras cronicas e a redugdo da dor®*%® e o forte convencimento de que, num futuro proximo, a
terapia com CTMs serdo uma realidade na pratica clinica de tlceras cronicas de pernas®?.

Outros estudos sobre o tratamento de queimaduras consideram as CTMs uma estratégia
promissora, com resultados positivos em relagdo a melhora na cicatrizagdo de queimaduras®-%9,
na resposta imunolédgica®”, na reducdo da area da ferida®*¥ e que ha justificativa para uso de
células-tronco como um complemento as terapias de primeira linha em queimaduras®7?.

As células-tronco também tém sido estudadas no tratamento das cicatrizes inestéticas,
como as queldides e hipertroficas, que geralmente t€ém opgdes de tratamento insatisfatorias.
Uma revisao sistematica considerou que todos estudos encontraram melhorias nos resultados da

(273 Qutra revisdo sistematica de 18

aparéncia das cicatrizes com o uso das células-tronco
estudos clinicos sobre o uso CTMs no tratamento de cicatrizes dolorosas, considerou a terapia
como sendo promissora e segura, mas que ainda ha baixo nivel de evidéncia’.

As células-tronco também foram testadas em doencas inflamatérias dermatoldgicas,
como a dermatite atdpica e a psoriase, em animais ¢ humanos e em diferentes vias de aplicacao
(intravenosa, subcutinea, intradérmica, intralesional injetada ou topicamente), com resultados
satisfatorios . Outro estudo refere o uso das CTMs injetadas nas fistulas perianais de pacientes
com doenga de Crohn, com uma taxa de cicatrizagio de 57% dos casos’®.

Atualmente alguns estudos ndo visam mais comprovar os beneficios do uso das CTMs
mas buscam aprimorar técnicas para melhorar os resultados terapéuticos das mesmas, como
através o uso de uma conformacio em 3D"” ou do efeito terapéutico de folhas de CTMs
derivadas de adipocitos cultivadas em folha para aplicagio local”™.

As CTMs também foram combinadas em uma base creme para a recuperacao da pele no
pos-laser de CO2 ablativo, que trata a flacidez da pele mas pode produzir hiperpigmentacdo

(79).
b

pos-inflamatoéria em estudo sobre tratamento de ulcera plantar cronica na hanseniase,
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caracterizadas por altos niveis de espécies reativas de oxigénio, comparou as CTMs isoladas,
associadas com vitamina E e vitamina C (antioxidantes), concluiu que as CTMs com vitamina E
apresentaram melhor cicatrizagio da ferida®”.

Estudos sobre materiais associados com as células comprovam que apresentaram
melhores resultados. Foram investigados diferentes biomateriais com a fun¢do de andaime para
apoiar a regeneracdo da pele, sendo de origem natural ou sintética. Dentre os naturais, existem
os derivados de fontes biologicas e vegetais, como coldgeno, quitosana, fibrina e derivados de
fontes de proteinas e polissacarideos e dentre os polimeros sintéticos, os de polidlcool vinilico
(PVA), polietilenoglicol (PEG), entre outros®".

Um dos estudos semeou as CTMs em um hidrogel hibrido a base de arginina e
quitosana. O hidrogel consiste em redes tridimensionais que podem reter grande quantidade de
agua ou fluido bioldgico, imitando estruturalmente a matriz extracelular natural e portanto,
usado como estruturas 3D para promover a cicatrizagao das feridas. Este gel sintético aumentou
a expressao antiinflamatoria de IL-10 e macréfagos semelhantes a M2 e reduziram a expressao
inflamatoria de TNF-a ¢ macrofagos semelhantes a M 1. Embora os hidrogéis por si s6 tenham
promovido a vascularizagdo, eles foram muito mais eficazes quando semeados com MSCs®?.

Em uma revisao sistematica, quando as células mesenquimais foram combinadas a
fotobiomodulagdo in vivo, apos o transplante na ferida, apresentaram resultados positivos na
cicatrizacdo e na resisténcia a tragdo da cicatriz® sugerindo que novos estudos devam seguir

sendo realizados.
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3. MARCO CONCEITUAL

As lesdes tissulares, como as por trauma mecanico, apresentam como resultado final
lesdes a nivel celular. Neste estudo utilizamos células-tronco mesenquimais, produzidas a partir
de técnicas de processamento celular avancado, com a finalidade terapéutica para o tratamento

de lesdes cutaneas induzidas em modelo animal, conforme demonstrado na Figura 2.

Imunomedulagao
Trauma . CELULAS-TRONCO
—b» LESAO TISSULAR MESENQUIMAIS 1—|:
+] Regeneragao tecidual

e
selegao celular

Cultivo
Expansao in vitro
o Aplicagao tépica

TERAPIA CELULAR PARA TRATAMENTO DE LESAO CUTANEA

UTILIZANDO CTM EM MODELO ANIMAL

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

As lesdes de pele sdo frequentes na populacdo brasileira, sdo debilitantes e causam
importante impacto na qualidade de vida das pessoas. Para evitar as complicacdes de uma ferida,
dentre elas a dor, a infec¢do e a cronificacio é recomendavel retornar ao estado fisiolégico com a
maior brevidade possivel. Diversas terapias para feridas buscam otimizar o tempo de cura,
porém existem lesdes de dificil cicatrizacdo ou, até mesmo, ndo responsivas aos tratamentos
disponiveis. Desta forma, torna-se necessdrio investir em novas alternativas terapéuticas, e as
células-tronco tém cientificamente se mostrado de grande valia na cicatrizagdo de lesdes em
geral, proporcionando imunomodula¢do do microambiente lesional e recuperagdo tecidual,
consequentemente, diminuindo a ferida e minimizando infec¢des.

Atualmente, no ambulatério de feridas do HCPA, temos uma demanda de pacientes com
feridas complexas de diferentes etiologias e dispomos de células-tronco mesenquimais para um
possivel uso no tratamento destas. Entretanto, as células-tronco mesenquimais de medula dssea
de origem alogénica expandidas em lisado plaquetario, como as produzidas no CPCA, até o
presente momento, ndo contam com estudos que respaldem o seu uso por via cutinea.

Assim, em respeito as novas regras regulatorias, fez-se necessdrio realizar esta pesquisa
pré-clinica de seguranca e eficdcia de um novo produto de terapia avancada no Brasil, para uso

posterior em pacientes portadores de feridas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a seguranca e eficicia das células-tronco mesenquimais de medula dssea
produzidas no Centro de Processamento Celular Avancado do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre no tratamento de ulceracdes cutaneas induzidas em camundongos para uso posterior em

humanos.

5.2 Objetivos especificos

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

lisado plaquetdrio e/ou as células-tronco mesenquimais;

- Caracterizar as respostas bioldgicas através da andlise histoldgica global (coloragdo por
Hematoxilina e Eosina), quanto a presenca de fibras coldgenas (coloracdo por
Tricromico de Masson) e, quanto a angiogénese (imunohistoquimica, pelo marcador

anti-CD31+), nas amostras de tecido cutdneo para comparacdes entre 0s grupos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal desta dissertacdo foi verificar a seguranca e a eficicia do uso das
células-tronco mesenquimais no tratamento de lesdes cutineas em camundongos. A seguranca
foi constatada visto que nao houveram eventos adversos em modelo animal e, portanto, as
células mesenquimais produzidas no Centro de Processamento Celular Avancado do HCPA

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

Quanto a eficécia, as células-tronco mesenquimais desempenharam um papel favoravel
na cicatrizagdo das feridas através de mecanismos cientificamente comprovados e confirmados
por este estudo. O lisado plaquetédrio continuard sendo estudado por também ter apresentado

propriedades cicatriciais além de ter um custo mais acessivel para a sua produgdo.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os potenciais cicatrizantes das células-tronco mesenquimais € do lisado plaquetario
continuardo sendo explorados no tratamento de feridas. Uma série de pesquisas serdo
desenvolvidas sobre a temdtica do tratamento de feridas com propriedades regenerativas no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Para tanto, este estudo integrard um dossi€ que estard subsidiando a regulamentacdo

deste produto celular junto a Anvisa visando os testes clinicos.

Ainda, de acordo com os resultados dos futuros estudos em humanos, poderd ser
avaliado junto ao Niucleo de Inovacdo e Transferéncia de Tecnologia do HCPA, o registro de
propriedade industrial dos novos produtos que foram desenvolvidos para o tratamento de feridas

cutaneas.
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10. ANEXOS

A - Ficha do Controle Cirirgico

Data da Excisao Cirdrgica (D0):

Grupo:

Identificacdo do Animal:

Protocolo anestésico: () Isoflurano 2,5% em 0,5L de oxigénio 100% por mascara
Analgesia: () Tramadol 20 mg.kg-1, por via intraperitoneal
Tricotomia: () Ampla na regido do dorso com tricometro

Antissepsia: () Solugao de clorexidina alcoolica 2%

Lesao experimental excisional: () demarcagdo de 6 mm de diametro (trépano corneal 6 mm)

Exame da ferida:
Sangramento: () Ausente ( ) Pouco () Moderado ( ) Intenso

Extensdo da ferida: Comprimento (c): cm x Largura (I): cm = cm

Registro fotografico ()

Observagoes:



ANEXO B - Ficha de Avaliacao das Lesoes e dos Animais

Data:

Grupo:

Identificacdo do Animal:

Data da Excisao ciridrgica:

Aplicacio tratamento: ( )DO ()D3 ()D6 ()D9

53

Remocio curative: ()D12 Observacio: () D15 ()D21

Avaliacio da ferida e do animal

Curativo () ausente () cobre <50% |() cobre > 50% () integro
Odor () ausente (-) () pouco (+) () moderado (++) [() intenso (+++)
Escoriacao () ausente (-) () pouco (+) () moderado (++) [() intenso (+++)
Infeccao () ausente (-) () pouca (+) () moderada (++) [() intensa (+++)
Dor* () ausente (-) () moderada (++) [() intensa (+++)
Outros:
() Hiperemia () ausente (-) () pouca (+) () moderada (++) [() intensa (+++)
() Edema () ausente (-) () pouco (+) () moderado (++) [() intenso (+++)
() Hematoma () ausente (-) () pouco (+) () moderado (++) [() intenso (+++)
() Crosta () ausente (-) () pouco (+) () moderado (++) [() intenso (+++)
Outro evento? Qual?
Incapacidade? () ndo () sim
Obito? () ndo () sim
* Segundo a NC3RS Mouse Grimace Escale
PUSH Scale
Comprimento
X o . 2 3 a 5 6 7 8 9 10
targura | 0 0o |03 em |0.3-0.6 cm?o.7-1.0 emfr.1-2.0 emp| 213031 4.04.1-8.0 | 8.1-12.0 112.1-24.0| >24.0
CY cm cm cm om cm
Quantidade 0 i 2 3
Exsudato Ausente | Pequena | Moderada Grande )
i e 0 1 .2 3 4
Teddo |cferda | Teads | recdode | Estceo | Teddo
Extensao da ferida: Comprimento (c) : cm x Largura (1): cm = cm
Pontuac¢do Total PUSH: + + =

Numero do Registro Fotografico:

Obs:




54

ANEXO C - Ficha de Controle de Biopsia

Data: Data da Excisao cirirgica: ()D7()DI13( )D21

Grupo:

Identificacdo do Animal:

Anestesia: () Isoflurano 2,5% em 0,5L de oxigénio 100% por mascara

Remocao: () Area total da lesdo: margem de 2 mm entre o tecido sadio e a borda da ferida

Conservacio: () Fixacdo da excisdo em formaldeido a 10%, incluidos em parafina

Registro fotografico ()

Observacgoes:
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ANEXO D - Carta de Aprovac¢iao da CEUA/HCPA

HOSFITAL DE
urkes R ek

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
DIRETORIA DE PESQUISA

Carta de Aprovacao

Cerificamos que o projelo abaixo, que envolve a produgio, manuten;do ou ullizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) e pelas areas de apoio indicadas pelo pesquisador.

Projeto:  2023/0051

Titulo:  ESTUDO PRE-CLINICO DE SEGURANCA E EFICACIA PARA O USO DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS NO TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM MODELO ANIMAL

Pesquisador Responsavel: LUCIA MARIANO DA ROCHA SILLA
Equipe de Pesquisa:

ANELISE BERGMANN ARAUJO g:'ﬁ“ﬂf MARTINS PEZZI DA TUANE NERISSA ALVES GARCEZ
ANA HELENA DA ROSAPAZ LUCIANA DA ROSA ZINN LAIZA RIEF RUGGERI
SOSTIZZO

RAUL MARQUES RODRIGUES Ty ——
Data de Aprovacao: 121052023
Data de Término: 011212023

Espécielinhagem Sexo/fldade Quantidade Data Reunido Documento
CAMUNDONGO ISOGENICO M Semana(s) 52 28/0372023 Projeto

- Os membros da CEUA/HCPA nao participaram do processo de avaliagio onde constam como pesquisadores.
- Toda e qualquer altera¢ao do Projeto devera ser comunicada 4 CEUAHCPA.
- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatono final ao CEUAHCPA.
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ANEXO E - Pedido de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, Lucia Mariano da Rocha Silla, pesquisador(a) responsavel pela pesquisa intitulada
“ESTUDO PRE-CLINICO DE SEGURANCA E EFICACIA PARA O USO DE
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS NO TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS EM
MODELO ANIMAL”, declaro que conhegco e cumprirei as normas vigentes expressas na
Resolucao 466 de 12 de dezembro de 2012 e suas complementares do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude.

Solicito a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelo fato do estudo
utilizar material biol6gico humano que seria descartado.

O Lisado Plaquetario serd produzido através do uso de bolsas descartadas de plaquetas
humanas oriundas de doadores de banco de sangue devido ao prazo de validade vencido (trés
dias), apds aprovagdo de testes soroldgicos dos doadores para doencas infecciosas.

As Células-Tronco Mesenquimais s3o provenientes de filtros e bolsas de transplante de
medula 6ssea que seriam descartadas e sao recuperadas por lavagem da bolsa, plaqueadas em
garrafas de cultura com meio DMEM enriquecido com lisado plaquetario passam por controle
de qualidade e se aprovadas sdo liberadas para uso.

Assim, o presente estudo ira reaproveitar material bioldgico doado e ndo ird expor os
doadores a nenhum procedimento adicional e nem utilizard informag¢des dos mesmos na
pesquisa.

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

Dra Lucia Mariano da Rocha Silla
Pesquisador responsavel
CPF: 509.194.660-87
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ANEXO F - Monitoramento Clinico e Pontos de Intervencio Humanitarios

Modelo de cicatrizacao de feridas cutaneas

O protocolo deste estudo prevé procedimentos que podem causar morbidade em diferentes
sistemas e necessitam de avalia¢do cuidadosa e especifica.

PONTOS CRITICOS DO PROTOCOLO

INDUCAO DE LESAO CUTANEA DE 6MM ENTRE ESCAPULAS: apos recuperagio
anestésica e durante o desenvolvimento do protocolo os animais poderao, a critério do médico
veterinario, receber terapias de suporte como fluido em caso de desidratagdo, analgésico em
caso de dor prolongada, glicose e ragdo hipercaldrica em caso de hiporexia e perda de peso.
Animais que apresentarem automutilacdo ou sinais clinicos de infeccdo (local/ferida cirtirgica
com secre¢ao, inchago, necrose) serdo submetidos a eutanasia imediata.

Intercorréncias cirurgicas: hemorragia nao controladas;
Intercorréncias anestésicas: recuperagdo prolongada, hipotensao, hipotermia, choque;

Intercorréncias temporais do modelo: hemorragias, sangramentos difusos, infec¢des, dor, automutilagéo;

ADMINISTRACAO DE SUBSTANCIAS:

Intercorréncias relacionadas a administragdo IP repetida (analgésico — tramadol): lesdo de pele,
peritonite, perfuracao de visceras, hemorragia, administracao IV inadvertida;

Intercorréncias relacionadas a morfina ¢ ao tramadol: sedagdo, depressdo respiratdria, pica, nausea,
hiporexia, perda de peso, hipomotilidade intestinal;

Intercorréncias relacionadas a aplicacdo das células: ndo sdo esperadas porém poderdo ocorrer reagdes
alérgicas ou infecgdes locais.

PARAMETROS A SER AVALIADOS E FREQUENCIA DE AVALIACAQ

Além da avaliagdo diaria da saude geral em relagdo a critérios definidos, os animais serdao
pesados no mesmo horario do dia a cada 3 dias ou em maior frequéncia (diariamente) caso os
animais apresentem qualquer sinal de quebra de bem-estar ou a critério do médico veterinario.
Estas avaliagdes serao utilizadas para orientar as decisdes em relagdo aos animais que
apresentarem prejuizos no bem-estar animal. Abaixo ha uma breve descricdo dos pardmetros a
serem monitorados:

PONTOS DE INTERVENCAO HUMANITARIOS

Ver informacdes da tabela a seguir com relagdo aos pontos e condutas de intervengdo e os
pontos finais relacionados a eutanasia.




PROJETO CAIXA DATA
ANIMAL Al A2 A3
DTEIIATE A Al A2 | A3 | A1 | A2 | A3 | A1 | A2 | A3 ] A1 | A2 | A3 | A1 | A2 | A3 | A1 | A2 | A3 | A1 | A2 A3
PESO BASAL
0 | PERDA ATE 5%
PESO
PESO 1 | PERDA 6-10%
CORPOREO 2 | PERDA 11-15% % PERDA
3 | PERDA >15% ESCORE
GRIMACE 0 | SEM ALTERAGOES
OLHOS, ORELHAS, | 9 | AITERACOES DISCRETAS
FORMATO FACE,
VIBRISSAS 2 | ALTERACOES EVIDENTES
0 | NORMAL, ALERTA E INTERATIVO
STATUS 1 | MENOS ALERTA/INTERATIVO, LEVE/E DEPRIMIDO
MENTAL 2 | LETARGICO/DESINTERESSADO, VISIVEL/E DEPRIMIDO
3 | MORIMBUNDO, NAO RESPONSIVO A ESTIMULOS
0 | NORMAL
- 1 | DISCRETA ALTERAGCAO NA FR
RESPIRACAO =
2 | MARCANTE ALTERACAO NA FR
3 | RESPIRAGAO SUPERFICIAL OU LABORIOSA
0 | NORMAL
1 | LEVE CLAUDICACAO, MENOS MOVEL
MOBILIDADE | 2 | MODERADO DESEQUILIBRIO, DECUBITO ESTERNAL
PREFERENCIAL, DEAMBULACAO LABORIOSA
3 | NAO SE MOVE OU SE MOVIMENTA POUCO, MESMO
. QUANDO ESTIMULADO
B NAO APRESENTA ATENCAO A REGIAO
ATENCAOAO (4 |, \\15E AS EXTREMIDADES OU FERIDA CIRURGICA
MEMBRO — —
APRESENTA LESOES POR MORDEDURA S/ EXPOSIGAO
AFETADO OSSEA, DEISCENCIA DE PONTOS S/ PREJUIZOS
. ou ADICIONAIS
A FERIDA 3 | APRESENTA LESOES POR MORDEDURA C/ EXPOSICAO
CIRURGICA OSSEA DEISCENCIA DE PONTOS C/ PREJUIZOS
. ADICIONAIS
0 | SEM ALTERAGAO NO TURGOR DE PELE
DESIDRATACA | 1 | AUMENTO DISCRETO DO TURGOR DE PELE
o 2 | AUMENTO EVIDENTE DO TURGOR S/ ENOFTALMIA
3 | AUMENTO EVIDENTE DO TURGOR C/ ENOFTALMIA
Hemorragias/sangramentos da ferida
OUTROS Infeccdo local ou sistémica / peritonite
SINAIS ¢ P
Alergia local
- CONDUTAS=A-B-C-D
INTERVENGAO -
EUTANASIA = EUT

ESCORE >0 EM 2 OU + CATEGORIAS PERDA PESO > 6% (ESCORE = OU > 1): RACAO HIPERCALORICA NO PISO (CONDUTA A) E/OU GLICOSE 5% NO BEBEDOURO (CONDUTA B); DESIDRATAGAO (ESCORE = OU > 2): GL|

FREQI;J:NCIA AVALIACAO DIARIA INTERVENCAO 5% BEBEDOURO (CONDUTA B) E/OU FLUIDO SC/IP (CONDUTA C); SINAIS DOR / GRIMACE (ESCORE = 2): ANALGESICO (CONDUTA D)
AVALIACAO ESCORE > 1 EM QQ CATEGORIA EUTANASIA ESCORE 3 EM QUALQUER CATEGORIA HEMORRAGIAS, SANGRAMENTO NASAL RECORRENTE, MUCOSAS PALIDAS/ANEMIA,

NOTIFICACAO VETERINARIA ESCORE DE 2 OU 3 APOS 48 DE INTERVENCAO RECUPERACAO ANESTESICA 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 inicio do estudo.

Estes itens s8o o minimo a ser incluido em um manuserito. Sem estas informagfes,
leitores e revisores ndo serdo capazes de avaliar a confiabilidade dos resultados.

Os itens recomendaveis

Estes itens complementam os 10 essenciais e adicionam contexto relevante ao
estudo. Relatar os itens nos dois conjuntos representa a pratica ideal.

|

Desanho da 1 Para cada experimento, descreva detalbes resumides do desenho do estudo:

E a. D grupos comparados, inclundo ofs) grupols] controke. S& urn grupo controls nio fel usads, Bie

Resuma 11 Inclss wm resumo preciso dos objetives da pesquisa, espdaie animal wtilizada, linhagemiraga
& sex, métodos & resultados principas & conclustes do estudo.

Embasamento 12 & Incluaemb ila cientifico sufic para compreander a justificativa e o contexio
cientificns oo estudn, & explique & abordagem experimantal.

b Expbiue cormo & espécie @ model animal utiizados atendem aos objetivos centificos e,
guando aplcivel, sua relevancia para a biologia humana,

Objetivos 13 Descreva claramente & pergunta e objetives da pesquisa e, quando apropriadao, a(s)
hipdteseds) especilicals] sendo testadals).

e gar justificada.
b A unidade experimental [ um onico animal, una ninhada, ou wna gaiola de animais,
Tamanho da 2 a Especifigue o nOmens exato de unidades exerimentais BT CAMA [rufo, & & NN
amostra otal em cada experimento Indigue também o ndmeno total de animais utiieados.
b Explique como o tamanho da amostra fol definido. Descreva os detalhes do calculo amosiral,
caso ele tenha Sdo realizado.
Critérios de 3 a Descréva quaisguer critérios utilizados para nclusio & exclusbo de animais fou unidades
inclusdo e experimentais) durante o experimentn, @ de dados durante a anakse. Especifique e estes
exclusdo eritérios foram definidos a pricd. Se nenhum critério ke definide, declare explicitamente

b Para cada grupo experirmantal, relate guaiksquer animas, uridades exparimeantais ou dados
nd3n nelidos na andlise & expioue por gue foram excluides. Caso ndo haja exclusies, declans
eaplicitamente

. Para cada andlise, relate o valor exato do n em cada grupo eaperimental.

Dy ética 14 Inclsa o nome do Comité ﬂEﬁiEﬂ paral.lsade.lnima'nw amimlmamaprmnunumda
ANiMais neste estudo, & mﬁ&qlléf nirmeros de i:m oau pmlnoﬂ:r[omapicavelx Cazoa
aprovasas dtica rdo tenha sido solictada ou concedida, justifiue.

Alojamento e manejo 15  Descreva detalhes das condigoes de alojamento & criagdo, incluindo qualgquer
enriguesiments ambesntal.

Cuidados 16 & Descreva guasguer imervenides ou cuidados tomados nos protecolos experimentais
GO Animais & para ranimizar dor, sofrimants & anglstia.

Randomizagc 4 4. Declare se foi utilizads randormizacio pars akecar 83 unidades experimentss nos grupos controle
& tratads, Case tenha side, destreva o método ulilizade pasa gerar 8 sequingsa de randarmizagso.

hmnmnmwmmmsmmwam

dos tratarmentos & madid = g8l &% e biobério. Se varidveis de
confusio ndo foram controladas, deck i ribe.
Cegamento & Descreva quem eslava ciente da alocagio das unidades experimentais nos grupoes nos diferantes

mementogs do exgerimants durante a aloeagSo, conducio do exparimento, svakstio dog
desfachos e andize de dados).

b Relate qualquer evento adverso esperado ou inesperada.

c. Descreva os critérios de ponto final humaniténio estabelecidos para o estudo, oS sinais
monitorados ¢ a frequéncia de monitoramento. Caso ndo tenha havido critérios de panto
final hurmanitario, deckare explicitamente.

Interpretagso / 17 & Imerprete os resultados, levando em conta os objetivos & hipoteses do estudo, teorias
Implicagdes aluais & outros estudos relevantes na Raeralura.
cientificas

b Coemente as limitagies do estuds, incluindo fontes polencians de vids, Fmilagies do

Desfechos 6 a Defina claramente todos os desfechos avakados (ex: morte celular, marcadores moleculanes ou
s COMMpC 2

b, Para estuddos que testam hipdteses, especifigue o desfecho primario, cu seja, o desfecha
utilizads para determinar o tamanho da armostra,

Métodos 7 a. Descreva em detalbes oz métodos estatisticos usados em cada andlise, incuindo o softwane
estatisticos utilizado.

b Descreva quaisguer mlodos usades para avalar se o3 dados atlendern &3 premissas da
abordagem estatistica, & o que fod Teilo caso elas nSo tenham sido atendidas.

Animais ] ammmmammammmmm
experimentais Enhagem e sublinhagem, sexn, dade ou estagio de d himento &, cas0 seja relevante, peso.
nnmmulmmﬂsmm;mummum

imunidade, modficapbes geneticas, genolipagem, & guakouer procedimentos prévios

Procedimentos 9 Para cada grupo experimantal, incluinds conbroles, descreva os procedimentes com datalhes
experimerntais suficientes para parmitic gue culros o8 repitam, nclindo:

a. 0 gue 'od felto, comao Toi feito & o que fol utilzado.

b Quando & com gue frequéncia.

. Dnde nchuindo detalhes de quaisguer periodos de schmatagiol
d Por qui ljustifigua o procedimentog).

Resultados 10  Paracada rimento condurida, mclindo replicagias ind dentes, ralate:

a. Estatisticas resuridasidencritves para cada grupo experimerntal eom dida de
variabildate quando aplicavel e mia & desvio-padide, ou mediana e amplitude].
b Se aplicével, o tamanho de efeito com uminervalo de confiance.

models animal & imprecisies sseociadas 402 resultados.
Aplicabilidade / 18  Comente sobe s probabilidade dos achados deste astudo serem genaraliziveis para oulras
tradugdo ESpAcies ou condcies axparimentais, nelindo qualiuer relevincis para a bickogia humana
Iepuarndio apropriadol.
Registro do 19 Fagaurna declaracio ndicando e um prolocols @Ineluindo & pergunta do estudo, principas
Pr pontos do desentio experirmental & plano de andlise] fod preparado antes do estudo & caso
tenha sido, onde foi registrado.
Acesso aos dados 20 Apresents wna declaracio descrevendo se e onde 08 dados do estudo estBo disponiveis.
Declaracio de i a. Declare guaisquer poben cisis conflites de interesse, sejam eles financeins ou ndo. Caso
interesses A0 exista nenhom, 2o deve ser declarado

b Liste bodas as fontes de financiamento (inclunds o identificador da verba) & o papel dods)
fnanciadaorfas) no desenhn andise e relato do estuda.

Diretrizes ARRIVE 2.0: diretrizes atualizadas
para relato de pesquisas com animais,
Originalmente publicado na PLOS Biology,
Julho de 2020.







