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RESUMO

Novas estratégias para a regeneracdo da pele sdo necessarias a fim de
proporcionar um tratamento eficaz para feridas cutaneas e doengas. Dentre
estas possiveis estratégias estdo o desenvolvimento de novos biomateriais, a
realizacdo de terapia celular e a identificacdo e aplicacdo de fatores
envolvidos no reparo de tecidos. Avangos na area de engenharia tecidual
tém possibilitado o desenvolvimento de biomateriais que se assemelham a
arquitetura tecidual da pele, como os substitutos dérmicos, que permitem o
recobrimento da lesdo e facilitam a recolonizacéo celular, auxiliando assim
a regeneragdo do tecido dérmico. Além disso, as células-tronco
mesenquimais (CTMs) tém sido descritas como uma fonte atrativa de
células para a engenharia de tecidos, em razdo da sua multipotencialidade e
capacidade de liberagdo de moléculas ativas importantes para o reparo
tecidual. Tendo em vista estes aspectos, o presente trabalho busca
estabelecer e avaliar um novo método de tratamento de lesGes de pele,
tendo como base a associacdo das CTMs derivadas da pele humana com
substitutos dérmicos comerciais, utilizados atualmente em abordagens
clinicas. Para isso, primeiramente, CTMs da derme humana (dCTMs) foram
isoladas e sua potencialidade e caracteristicas morfologicas, fenotipicas e
migratorias analisadas. Os resultados obtidos mostram que as dCTMs
possuem caracteristicas semelhantes as CTMs derivadas da medula dssea,
como: morfologia fibroblastéide, alta capacidade proliferativa, perfil de
expressdo de marcadores de superficie e potencial de diferenciacdo para
fendtipos mesodermais. Além disso, as células expressam marcadores de
pluripotencialidade e de linhagens neurais e mesenquimais, sem inducéo
especifica, e possuem potencial de diferenciagdo para a linhagem
epidermal. Ademais, as dCTMs mostram alta capacidade migratoria in
vitro.

Ap0s esta caracterizacdo das dCTMs, foi avaliado o crescimento e a
manutencao destas células em um sistema de cultura tridimensional com os
substitutos dérmicos Integra® e Pelnac®. Os resultados mostram que
ambos os substitutos dérmicos suportam igualmente a adesao, proliferacéo
e migracdo das dCTMs, mantendo suas caracteristicas fenotipicas, tais
como o perfil de expressio de marcadores de superficie, de
pluripotencialidade e de linhagens neurais e mesenquimais. Tendo em vista
que a associacdo das dCTMs com os substitutos dérmicos mostrou-se
eficiente, foi avaliado a seguir o potencial terapéutico destas células
associadas ao substituto dérmico (SD) Integra® no reparo de lesdes de pele
em camundongos. Para isso, foi avaliada a inflamacgdo, vascularizagdo,



deposito de matriz extracelular e a re-epitelizacdo em lesdes tratadas com
dCTMs associadas ao SD e em lesbes mantidas apenas com o SD
(controle). Os resultados demonstram que o tratamento com dCTMs + SDs
aumenta o tecido de granulacdo, o recrutamento de células inflamatdrias
(neutrdfilos e macrofagos), a vascularizacgdo, o depdsito de colageno e a re-
epitelizacdo, acelerando assim o reparo tecidual. Além disso, o tratamento
com dCTMs + SDs modula a expressdo de diferentes genes relacionados
com o reparo tecidual na area da lesdo. Em conclusdo, o presente estudo
isolou uma populacdo de CTMs da pele humana, denominada de CTMs
dermais (dCTM), e mostrou uma eficiente associacéo destas células com os
SDs, representando assim uma nova ferramenta terapéutica para a
engenharia tecidual. Esta associacdo, quando avaliada no tratamento de
lesGes cutaneas de camundongos, mostrou-se promissora, resultando em um
reparo tecidual mais eficiente.



ABSTRACT

New strategies for skin regeneration are needed in order to provide
effective treatment for cutaneous wounds and diseases. Among these
possible strategies are the development of new biomaterials, cell therapy
and the identification and application of factors involved in tissue repair.
Advances in tissue engineering have provided the development of
biomaterials similar to the skin such as dermal substitute (DS), for covering
the lesion and to facilitate cell recolonization thereby supporting dermal
regeneration. In addition, mesenchymal stem cells (MSCs) have been
suggested as an attractive source of cells for tissue engineering because of
their multipotentiality and ability to release active molecules for tissue
repair. Therefore, the present study established and evaluated a new method
for treatment of skin lesions, based on the association of MSCs derived
from human skin with commercial dermal substitutes currently used in
clinical procedures. Thus, MSCs from human dermis (dCTMs) were
isolated and their morphologic, phenotypic migratory characteristics and
potentiality analyzed. The results showed that dCTMs have characteristics
similar to MSCs derived from bone marrow, such as: fibroblast-like
morphology, high proliferative capacity, profile of surface markers and
differentiation potential for mesodermal phenotypes. In addition, these cells
express pluripotent and mesenchymal and neural lineages markers, without
specific induction. Moreover, the dMSCs display the potential for
epidermal lineage and show high migratory capacity in vitro.

It was also evaluated the growth and maintenance of these cells in
three-dimensional (3D) culture system with the dermal substitutes Pelnac®
and Integra® . The results showed that both dermal substitutes equally
support the adhesion, spread and growth of human dMSCs in 3D-culture,
maintaining MSC phenotype, expression of the pluripotent and neural and
mesnchymal lineages markers. In view of these results, the therapeutic
potential of these cells associated with the Integra DS in the repair of skin
lesions in mice was evaluated in vivo. Inflammation, vascularization,
deposition of matrix extracellular molecules and reepithelialization in skin
lesions were analyzed. The results demonstrated that the treatment with
dCTMs + DSs increases the granulation tissue, recruitment of inflammatory
cells (neutrophils and macrophages), vascularization, collagen deposition
and reepithelization, thus accelerating tissue repair. In addition, the
treatment with dCTMs + DSs modulates the expression of different genes
related to tissue repair. In conclusion, the present study isolated a
population of MSCs from human skin, named dermal MSCs (dMSCs), and



showed an efficient association of these cells with DSs, representing a new
therapeutic tool for tissue engineering. This combination, when evaluated in
the treatment of cutaneous lesions in mice, has shown to be promising,
resulting in a more efficient tissue repair.
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1.INTRODUCAO

A habilidade de responder a lesbes e reparar tecidos é uma
propriedade fundamental para varios organismos multicelulares, mas ha
uma diversidade em relacdo a como estes processos ocorrem em cada
espécie. No geral, as lesbes teciduais desencadeiam varias respostas
intracelulares e intercelulares que coordenam a restauracdo da integridade e
a homeostase do tecido (GURTNER et al., 2008). O reparo pode ocorrer
através da regeneracdo tecidual, com a recomposicdo da funcionalidade do
tecido, ou pela cicatrizagdo, com o restabelecimento da homeostasia do
tecido e perda da sua atividade funcional (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005; GURTNER et al., 2008).

A capacidade de regeneracdo tecidual tem sido demonstrada em
inimeras espécies de invertebrados e vertebrados, como poriferos, anfibios,
crustaceos e répteis. Nestes organismos a resposta a lesdo pode recapitular
completamente a arquitetura original do tecido, através de um processo
regenerativo, que devido a sua complexidade ainda é pouco conhecido. A
autotomia, por exemplo, que é a capacidade que alguns animais possuem de
liberar partes especificas do corpo, pode ser seguida de uma total
regeneracao tecidual em varias espécies. Recentemente, um estudo relatou
pela primeira vez a capacidade de autotomia de pele em mamiferos (ratos
Acomys) e a posterior regeneracao total deste tecido. Tal descoberta é de
extrema importancia, pois em mamiferos o potencial de regeneracdo é
muito limitado, sendo que na maioria das vezes ocorre a cicatrizagdo por
fibrose, ao invés de regeneracdo completa (SEIFERT et al., 2012).

Os seres humanos possuem esta habilidade de regeneracdo durante o
periodo pré-natal, entretanto, o perdem na vida adulta. Neste sentido,
poucos tecidos como o figado e a pele, possuem a capacidade de
regeneracdo na vida adulta. No figado, conforme o tipo de lesdo, 70% do
tecido pode ser regenerado sem a formacdo de fibrose. Na pele, a
regeneracao pode ocorrer, como em casos de amputacao da ponta do dedo,
embora o resultado tipico apds uma lesdo significante seja a formacdo de
fibrose. Desta forma, tem sido aceito que a pele mantém sua habilidade de
regeneracdo. A questdo é como aproveitar este potencial para o tratamento
de lesdes cutaneas e doengas (WONG et al., 2012).
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1.1. ESTRUTURA DA PELE

A pele dos mamiferos € um 6rgdo complexo formado por varios
tecidos e estruturas acessorias, como o foliculo piloso e as glandulas. A
funcdo priméria da pele é a protecdo do organismo através do controle da
regulacdo hidrica, servindo como uma barreira de permeabilidade. Além
disso, a pele é responsavel pela protecdo contra agentes externos, como
infeccOes por micro-organismos, raios solares, acdes mecanicas e quimicas.
Possui, ainda, funcdo termorreguladora e sensorial (BLANPAIN, 2010;
FUCHS, 2008).

Estruturalmente, a pele é formada por dois componentes principais, a
derme e a epiderme (Figura 1). A epiderme ou camada superficial, de
origem ectodérmica, € uma fina camada estratificada com espessura
variavel de 0,05 a 1,5mm, composta principalmente por queratindcitos
(NIEMANN; WATT, 2002). Além deste epitélio queratinizado, a epiderme
é constituida de melandcitos (células pigmentares), células de Langerhans
(envolvidas com o sistema imune) e Merkel (mecanoreceptores)
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

A camada basal da epiderme a conecta com a derme subjacente
através de proteinas da familia das integrinas e comp&e um dos nichos de
células-tronco (CTs) epidermais da pele. Estas CTs sdo as responsaveis pela
atividade proliferativa e pela formacdo das diferentes camadas de
gueratindcitos encontradas na epiderme (Figura 1). Os queratinécitos estdo
distribuidos linearmente em quatro camadas morfologicamente distintas,
cujas alteracdes sdo decorrentes da diferenciacdo das CTs epidermais em
células maduras queratinizadas, em um ciclo que leva de 12 a 48 dias em
humanos, e de 5 a 11 dias na pele dorsal de camundongos (BARTHEL e
ABERDAM, 2005; STRONG et al., 2006; HSIEH et al., 2004).

A derme, derivada do mesoderma, € constituida por matriz
extracelular composta de colageno, glicosaminoglicanos, elastina e uma
variedade de outras matrizes proteicas. Ela é ricamente suprida de sangue,
através de uma densa rede de capilares e a principal célula que a constitui €
o fibroblasto. Células imunes (mastocitos e macréfagos), do endotélio
vascular, além de uma rede de nervos também estdo presentes em
abundancia (Figura 1) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).
Estruturalmente a derme é dividida em duas regiGes, a papilar e a reticular.
A derme papilar esta localizada abaixo da epiderme, possuindo sistema
circulatdrio associado, enquanto a derme reticular é localizada préxima do
tecido subcutaneo e possui uma estrutura de matriz extracelular mais densa,
podendo ser avascular e acelular. Na profundidade da derme estdo os
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anexos epidérmicos, que sao os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
glandulas sebaceas (Figura 1). O tecido subcutdneo subjacente & derme,
chamado também de hipoderme, é formado por tecido adiposo que se
conecta aos musculos e ossos do corpo (NIEMANN; WATT, 2002;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura da pele e seus componentes.
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Adaptado de: http://www.ccsb.org/Cancer/Summary/CDR0000258037/.

1.2. REPARO TECIDUAL

Na pele normal, a epiderme e a derme mantém a homeostasia do
tecido, formando uma barreira protetora ao ambiente externo. Uma vez
alterado este equilibrio como em razéo de uma leséo, o processo de reparo é
imediatamente ativado. Esta resposta a lesdo na pele, assim como em outros
tecidos, € altamente complexa e envolve uma cascata de eventos,
coordenados por interagdes entre diferentes tipos celulares, fatores sollveis
e componentes da matriz extracelular (MEC) (KO et al., 2011). O processo
de reparo tecidual foi separado didaticamente em trés fases distintas, porém,
sobrepostas: fase inflamatéria, fase proliferativa (tecido de granulacéo e
deposito de MEC) e fase de remodelamento (Figura 2) (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; GURTNER et al., 2008; MARTIN, 1997).


http://www.ccsb.org/Cancer/Summary/CDR0000258037/
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Figura 2. Estégios classicos do reparo tecidual: inflamacéo, proliferacdo e
remodelamento.

Fase
Inflamatéria

Fase
Proliferativa

Fase de
Remodelamento

(a)Fase Inflamatoria: a lesdo é caracterizada pela hipoxia, formagdo do coagulo de
fibrina e presenca de plaquetas, neutrdfilos e bactérias. Na pele adjacente a lesdo
estdo mostrados os componentes da pele normal. (b) Fase proliferativa: ocorre a
formacgdo de uma crosta (escara) na superficie da lesdo. Varios células migram para
a regido lesionada, como macréfagos, fibroblastos, células epiteliais, e novos vasos
sdo formados. (c) Fase de remodelamento: ocorre o depdsito desorganizado de
colageno pelos fibroblastos e posterior remodelamento, contragdo da superficie da
lesdo e re-epitelizacdo, geralmente sem a formacdo dos apéndices epidérmicos.
Adaptado de: (GURTNER et al., 2008).
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1.2.1. Fase inflamatéria

A primeira fase, a inflamatdria, ocorre imediatamente apds a leséo,
sendo que os componentes da cascata de coagulacdo, vias inflamatorias e
sistema imune sdo necessarios para prevenir o extravasamento de sangue e
fluidos, para remover células mortas dos tecidos e impedir a infeccdo
(Figura 2A). A homeostase é restabelecida inicialmente pelo depdsito de
plaquetas e posterior formacgdo de trombo rico em fibrina, que impede a
hemorragia, concentra fatores de crescimento e serve como scaffold para a
infiltracdo de células. Os neutréfilos sdo recrutados para a lesdo em resposta
a fatores liberados pela degranulagdo das plaquetas, a sinalizacdo de
neutrofilos retidos no trombo e a produtos de degradacdo bacteriana, sendo
o tipo celular predominante entre o primeiro e segundo dia, ap6s a leséo.
Tais células, através de fagocitose, sdo responsaveis pela remocdo de
particulas e bactérias da area lesionada. Apds exercer esta funcdo os
neutréfilos sdo removidos da lesdo, juntamente com a crosta de fibrina ou
sdo fagocitados por macréfagos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
DIEGELMANN; EVANS, 2004; MARTIN, 1997).

Os mondcitos migram para a lesdo em resposta a sinais
quimioatrativos, e sdo estimulados a se diferenciar em macréfagos por acéo
de varias citocinas, produtos de bactérias e componentes da matriz
extracelular (Tabela 1) (GURTNER et al., 2008). O nimero de macréfagos
durante o processo de reparo tecidual aumenta durante a fase inflamatdria,
tem um pico durante a fase de formacdo do tecido de granulacdo (fase
proliferativa) e diminui durante a fase de remodelamento (MARTIN;
LEIBOVICH, 2005). Estas células exercem um papel crucial durante as
varias etapas do processo de reparo, através da eliminacdo de fragmentos
teciduais e neutréfilos que perderam a funcdo e, principalmente, pela
liberagdo de mediadores que intensificam a migracdo e ativacdo de outros
tipos celulares na lesdo (GURTNER et al., 2008).

Tem sido relato que os macrofagos podem possuir fenotipos
diferentes, regulados pelo ambiente fisico-quimico da lesdo, exercendo
fungdes distintas durante o reparo tecidual (MANTOVANI et al., 2002). Os
macréfagos M1 exibem propriedades antibacterianas e sdo pro-
inflamatérios, enquanto os macréfagos M2 suprimem a resposta
inflamatéria e possuem um importante papel no recrutamento de células
endoteliais e fibroblastos. Neste sentido, tem sido sugerido que o0s
macréfagos M2 contribuem para a resolucdo da inflamacdo e,
consequentemente, promovem a transi¢do da fase inflamatéria para a fase
proliferativa (GORDON, 2003; MANTOVANI et al., 2002).



28

Tabela 1. Mediadores presentes na lesdo cutanea, durante o processo de reparo

tecidual.

Table 1. Growth factor signals at the wound site,

E‘;Z‘{“S:‘ Source Primary target cells and effect
EGF Platelets Keratinocyte motogen and mitogen
TGF-o Macrophages; keratinocytes Keratinocyte motogen and mitogen
HB-EGF Macrophages Keratinocyte and fibroblast mitogen
FGFs 1, 2, Macrophages and darmaged Angiogenic and fibroblast mitogen

and 4 endothelial cells
FGF7 Dermal fibroblasts Keratincoyte metogen and mitogen

(KGF)

PDGF Platelets; macrophages; Chemotactic for macrophages,
keratinocytes fioroblasts, macrophage
activation, fibroblast mitogen, and
matrix production
IGF-1 Plasma; platelets Endothelial cell and fibroblast
mitogen
WVEGF Keratinooytes, macrophages Angiogenssis
TGF-B1 Platelets; macrophages Keratinocyte migration; chemotactic
and -p2 for macrophages and fibroblasts;
fibrablast matrix synthesis and
remodeling
TGF-B3 Macrophages Antiscarring
CTGF Fibroblasts; endothelia Fioroblasts; downstream of TGF-B1
Activin Fibroblasts; keratinocytes Currently unknown
IL-1ex andd Meutrophils Early activators of growth factor
B expression in macrophages,
keratinocytes, and fioroblasts
TNF-ex MNeutrophils Similar to the IL-1s

EGF: Fator de crescimento epidermal; TGF: Fator de crescimento transformante;
HB-EGF: Fator de crescimento semelhante a EGF ligado a heparina; FGF: Fator de
crescimento de fibroblastos; KGF: Fator de crescimento de queratindcitos; PDGF:
Fator de crescimento derivado de plaquetas; IGF: Fator de crescimento semelhante
a insulina; VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular; CTGF: fator de
crescimento do tecido conjuntivo; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral.
Fonte: Wound Healing-Aiming for Perfect Skin Regeneration (MARTIN, 1997)

1.2.2. Fase proliferativa

Com a presenga local de macrofagos, a migracdo e ativacdo de
diferentes tipos celulares é intensificada. As células recrutadas, como
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fibroblastos e células endoteliais, sdo os principais componentes do tecido
de granulacdo e apds a influéncia dos fatores de crescimento e demais
mediadores, derivados principalmente (mas, ndo exclusivamente) dos
macrdéfagos (Tabela 1), migram para a regido da lesdo e proliferam,
caracterizando assim, a segunda fase do processo de reparo: a proliferativa
(GURTNER et al.,, 2008). Durante esta fase, diferentes eventos irdo
proporcionar a re-epitelizacdo, angiogénese e depdsito de MEC no tecido
(Figura 2, B) (KO et al., 2011).

Fibroplasia

O aumento do numero de fibroblastos na lesdo promove
modificacBes na composicdo da MEC, que é substituida por um tecido
conjuntivo mais forte e mais eldstico. A matriz inicial, composta
primariamente de fibrina e fibronectina (derivadas principalmente de
plaquetas e plasma), € suplementada por glicosaminiglicanos,
proteoglicanos e outras proteinas secretadas pelos fibroblastos recrutados na
lesdo (REINKE; SORG, 2012). Essa modificagdo na composi¢do da MEC
favorece a fixacdo das células estimulando a diferenciacdo para fenotipos
mais maduros. Os fibroblastos sdo as células que passam por mudancas
fenotipicas mais acentuadas, que resultam em uma maior sintese e secre¢ao
de colageno. Este aos poucos substitui os proteoglicanos e a fibronectina,
tornando-se o principal componente da MEC em formacdo (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

Os fibroblastos localizados na borda lesdo passam também por
mudangas fenotipicas, diferenciando-se em miofibroblastos (células com
caracteristicas funcionais similares as células do musculo liso). Estas
células sdo encontradas alinhadas ao redor do depdsito da nova MEC,
fazendo unides célula a célula e gerando forca de tensdo. Com isso, 0
processo de contracdo da ferida alcanca a sua eficiéncia maxima (RADKE;
TELLER; WHITE, 2009). Tem sido relatado que o TGF-B (Fator de
crescimento transformante) é um dos fatores mais importantes que
influenciam a funcéo, quimiotaxia e o depdsito de MEC pelos fibroblastos,
além da sua diferencia¢do para miofibroblastos (Tabela 1) (MAHDAVIAN
DELAVARY etal., 2011).

Este processo de deposito de MEC pelos fibroblastos é denominado
de fibroplasia (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005) e para a sua eficiéncia
€ necessario que ocorra em paralelo a formagéo de novos vasos sanguineos,
ou seja, € necessaria a neovascularizacdo da regido para que ocorra 0
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fornecimento de nutrientes e oxigénio para o crescimento e proliferacdo
celular (RADKE; TELLER; WHITE, 2009).

Neovascularizacado

A formacéo de novos vasos durante o reparo tecidual, representa um
dos eventos da fase proliferativa, a angiogénese. Para que isto ocorra,
primeiramente a MEC e a membrana basal dos vasos sdo degradados para
facilitar a migracdo das células endoteliais. Este processo é mediado por
MMP (metaloproteinases ou metalaproteases) produzidas por varios tipos
celulares, como macrofagos e pelas proprias células endoteliais
(MAHDAVIAN DELAVARY et al., 2011). Apds, as células endoteliais
sdo atraidas para a lesdo em resposta ao estimulo de varios fatores, entre
eles VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), FGF (Fator de
crescimento de fibroblastos) e TGF-f (Tabela 1) (JANIS; KWON;
LALONDE, 2010; MARTIN, 1997; RADKE; TELLER; WHITE, 2009),
gue além de atuar no recrutamento destas células promovem a diferenciacao
e a formagdo de tubos. Dentre estes fatores, o VEGF vem sendo descrito
como um dos mais importante mediadores pré-angiogénicos, atuando
desde a fase inicial do processo de reparo tecidual (HOWDIESHELL et al.,
1998).

Re-epitelizacdo

A re-epitelizacdo corresponde ao re-estabelecimento da epiderme,
apo6s a lesdo. A partir do momento que a organizacdo da epiderme é
alterada, o processo de restauragdo € iniciado imediatamente pelo
mecanismo de “efeitos de vizinhanca livre”. Através deste mecanismo, 0s
queratindcitos migram e proliferam sobre o tecido de granulacdo em
direcdo a borda oposta da lesdo, até restabelecer contato. Este processo é
facilitado pela contragdo do tecido conjuntivo subjacente, realizado por
miofibroblastos. (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; RADKE; TELLER;
WHITE, 2009; SANTORO; GAUDINO, 2005).

Além deste efeito de borda livre que estimula a atividade mitoética,
varios fatores também promovem a proliferacdo dos queratinécitos,
incluindo EGF (Fator de crescimento Epidermal), TGF-p e KGF (Fator de
crescimento de queratindcitos) (Tabela 1). A migracdo é proporcionada
também pela acdo de MMP, que é necessaria para remover € organizar a
matriz proviséria permitindo esta migracdo (MARTIN, 1997; SANTORO;
GAUDINO, 2005).
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Ap6s o recobrimento da lesdo com uma monocamada de
queratindcitos, a migracdo destas células é inibida e o processo de
diferenciacdo terminal é iniciado, gerando uma nova epiderme estratificada.
Ao final desta etapa, a lesdo apresenta-se constituida por um tecido de
granulagdo vascularizado, com a nova MEC sintetizada, revestido com a
camada epidérmica recém-formada. Lentamente o tecido de granulacao é
enriquecido com mais fibras colagenas, o que comega a dar a regido lesada
a aparéncia de cicatriz (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). No entanto, o
processo de reparo ainda continua durante meses, através do
remodelamento da nova MEC.

1.2.3. Fase de Remodelamento

A terceira fase, de remodelamento, comeca duas a trés semanas ap6s
a lesdo e pode permanecer durante anos (Figura 2, C). Durante esta fase,
acentua-se o0 depdsito de colageno, a proliferacdo celular diminui e a
maioria das células sofre apoptose ou migram da area lesionada, originando
uma regido constituida de poucas células e que consiste principalmente de
colageno e outras proteinas da MEC (WITTE; BARBUL, 1997). Os
processos importantes durante o remodelamento sdo o rearranjo e 0 Cross-
linking de colageno e a substituicdo do colageno tipo Ill, depositado
inicialmente de maneira desorganizada, por colageno tipo I, que fornece
mais resisténcia ao tecido. No tecido integro 80% do colageno presente na
derme é do tipo | e 20% de colageno tipo 111 (RADKE; TELLER; WHITE,
2009; WITTE; BARBUL, 2003).

A degradagdo da MEC é fundamental para o remodelamento do
tecido, e é resultado da atividade de MMPs e seus inibidores que séo
importantes mediadores da atividade proteolitica durante muitos processos
fisiolégicos e patolégicos de remodelamento. A familia das MMPs tem a
capacidade de degradar praticamente todos os componentes da MEC e da
membrana basal (RAVANTI; KAHARI, 2000). A maturagdo e
remodelamento desta MEC ocorre lentamente, e envolve etapas sucessivas
de producdo, digestdo e orientacao das fibras de colageno.

1.3. CELULAS TRONCO E REPARO TECIDUAL

A manutencdo da homeostase de qualquer tecido com poder de
renovagdo e reparo tecidual apés uma lesdo depende principalmente da
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presenga e da integridade das CTs. Estas sdo células clonogénicas
indiferenciadas, com capacidade de autorrenovacdo e de originar um ou
mais tipos de linhagens celulares diferenciadas (LEROU; DALEY, 2005).
Possuem alto potencial proliferativo, podendo ser estimuladas in vivo em
resposta a fatores de crescimento e lesbes (COTSARELIS et al., 1999). A
autorrenovagdo pode acontecer por divisdo simétrica, onde ha geracdo
apenas de novas CTs, ou assimétrica, na qual sdo originadas além das CTs,
células progenitoras que sdo parcialmente comprometidas fenotipicamente
(também conhecida como célula de amplificacdo). As células de
amplificacdo apresentam divisGes celulares limitadas e uma vez exaurido
este potencial, se diferenciam (SANDERS et al., 2006).

As CTs podem ser isoladas e caracterizadas a partir de tecidos
embrionarios, fetais ou adultos (SANDERS et al., 2006). As CTs
embrionérias, derivadas da massa celular interna do blastocisto, séo
pluripotentes e podem originar todos os tipos celulares do embrido
(LEROU; DALEY, 2005). Diferentemente, as CTs adultas e fetais sdo
multipotentes e possuem potencial de diferenciagdo mais restrito,
contribuindo para a producdo de apenas algumas linhagens celulares.
Apesar da menor potencialidade, as CTs adultas mantém as caracteristicas
de autorrenovacdo e alto potencial proliferativo (WISLET-GENDEBIEN et
al., 2005).

Atualmente, tém-se levantado a hipotese de que todos os tecidos
adultos possuem um “compartimento tronco” ou nicho onde estdo
localizadas as CTs, responsavel pela reposi¢do celular e pelo reparo de
lesGes. Assim sendo, praticamente todos os tecidos possuem capacidade de
renovacao, entretanto, com taxas diferenciadas. A pele, por exemplo, possui
uma alta taxa de proliferacdo celular, apresentando capacidade de se
regenerar a cada duas semanas como resultado da atividade de CTs adultas
(ADOLPHE; WAINWRIGHT, 2005). Populagbes de CTs tém sido
identificadas em varios nichos da pele, incluindo epiderme, derme e
hipoderme (tecido adiposo) (Figura 3) (WONG et al., 2012).
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Figura 3. Localizacdo de CTs tronco na pele e seu potencial de reparo tecidual,
apos uma lesdo.

Epidermis

Hypodermis
@

Populagdes distintas de CTs na pele tem sido identificadas em varios nichos: no
foliculo piloso (bulge e papila dérmica); na glandula sebacea; na camada basal da
epiderme; na derme e hipoderme. (bg) bulge; (pd) papila dérmica; (gs) glandula
sebacea Adaptado de: (WONG et al., 2012).

1.3.1. Nicho Dermal e Células Tronco Mesenquimais (CTMs)

A existéncia de CTs dermais na pele de mamiferos ainda é pouco
compreendida. Estudos recentes tém sugerido nichos distintos de CTs
dermais como na papila dérmica do foliculo piloso, em regides
perivasculares e na MEC. Estas células participam, assim como as CTs
epidermais, da homeostase e do reparo tecidual. As CTs obtidas da derme
possuem caracteristicas fenotipicas e potencialidades distintas, mas no
geral, podem se diferenciar in vitro em adipécito, ostedcito e condrdcitos e
possuem marcadores de superficie semelhantes as CTMs da medula 6ssea
(VISHNUBALAJI et al., 2012; WONG et al., 2012).

O conceito de CTMs, descrito pela primeira vez por Caplan (1991),
surgiu a partir de experimentos cléssicos realizados na década de 60, os
quais demonstraram que transplantes de medula Gssea para regibes
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anatomicamente heterotdpicas resultavam em 0sso ectopico. O trabalho de
Tavassoli e Crosby (1968) claramente estabeleceu provas de um potencial
osteogénico inerente associado com a medula dssea, entretanto ndo pode
delinear a identidade dos progenitores destas células diferenciadas para
0sso (BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008).

Foram Friedenstein e colaboradores (1968), que demonstraram que o
potencial osteogénico, revelado pelo transplante heterotépico de medula
0Ossea, estava associado com uma subpopulagédo de células da medula. Estas
células eram distinguidas da maioria das células hematopoiéticas pela sua
rapida aderéncia e pela aparéncia fibroblastéide de sua progénie em cultura,
apontando para sua origem no compartimento estromal da medula dssea
(STAGG, 2007). Além disso, eles demonstraram que estas células quando
em suspensdo em uma densidade clonal, resultavam na formagdo de
colbnias iniciadas por uma Unica célula, chamada de colony-forming unit
fibroblastic (CFU-Fs). Transplantes in vivo mostraram que multiplos
tecidos esqueléticos, como 0sso, cartilagem, tecido adiposo e tecido fibroso,
poderam ser experimentalmente gerados pela progénie de uma Unica célula
do estroma medular (BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008; ZIPORI,
2006). Na década de 80, Friedenstein e Owen chamaram estas células de
CT osteogénica ou CT estromal da medula éssea (FRIEDENSTEIN et al.,
1968).

Em resumo, estes trabalhos pioneiros de Travassoli, Friedenstein e
Owen revelaram que um segundo tipo de CT (a primeira a ser identificada
foi a CT hematopoiética), pode estar presente na medula 6ssea, mais
especificamente no estroma que suporta a hematopoiese. Entretanto, o
conceito de CTs ndo-hematopoiéticas na medula ndo foi bem aceito, apesar
de a hipétese ser firmemente estabelecida e evidencias experimentais serem
publicadas e reproduzidas. J& o termo célula tronco mesenquimal (CTM),
proposto previamente como uma alternativa para CTs estromais ou CTs
osteogénicas, ganhou grande popularidade. O nome foi baseado na hipotese
de que varios tecidos de origem mesenquimal, além da linhagem
esquelética, podem ser gerados através de CTMs pos-natais (BIANCO;
ROBEY; SIMMONS, 2008; CHAMBERLAIN et al., 2007).

1.3.2. Caracteristicas in vitro das CTMs

Em adicdo a medula déssea, as CTMs tém sido isoladas do musculo
esquelético (WILLIAMS et al., 1999), tecido adiposo (ZUK et al., 2001),
placenta (MARTINI et al., 2013), polpa dental (COURA et al., 2008),
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fluido amnidtico (IN T ANKER et al., 2004) assim como, sangue fetal,
figado e pulmdo (NOORT et al., 2002). Na verdade, sugere-se que células
com caracteristicas de CTMs residem em todos érgdos e tecidos pos-natais
(DA SILVA MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008). Estas células séo
geralmente selecionadas em cultura pela sua caracteristica de adesdo ao
plastico, sua morfologia fibroblastéide e por sua capacidade de
proliferacdo, sendo que ap6s uma fase inicial as células se dividem
rapidamente atingindo confluéncia. O aumento no numero das CTMs,
originando assim uma cultura homogénea, pode ser obtida através da
expansdo e passagens (repiques) em meio de cultivo pobre em nutrientes
para evitar contamina¢fes com outros tipos celulares. Contudo, estudos
clonais demonstraram que populacfes aderentes ao plastico isoladas da
medula Ossea sdo heterogéneas contendo, além de progenitores
indiferenciados, precursores restritos a determinadas linhagens (ZIPORI,
2006). Esta heterogeneidade, juntamente com os diferentes métodos de
obtencdo das CTMs e avalia¢do da sua capacidade de diferenciacdo torna
dificil a caracterizacdo das CTMs em relacdo a sua fenotipagem e
potencialidade.

Fenotipicamente, as CTMSs expressam indmeros marcadores in vitro,
dos quais nenhum ¢é especifico. Geralmente é descrito que as CTMs adultas
ndo expressam marcadores hematopoiéticos como CD45, CD34, CD14, ou
CD11. Também néo expressam moléculas de adesdo como, CD31, CD18
ou CD56. Mas, podem expressar CD105, CD44, CD90, e Stro-1, assim
como moléculas de adesdo, CD106, CD29 e ICAM-1 (molécula de adesdo
intercelular) (KRONENBERG, 2009).

Enfim, as CTMs podem exibir varia¢cbes no seu padrdo de expressao
génica entre diferentes fontes de obtencdo, método de isolamento e cultura
(confluéncia, nimero de passagens) e espécies (GREGORY; YLOSTALO;
PROCKOP, 2005). Em adicdo a identificacdo das CTMs baseada nas suas
caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas, outro método para identifica-las
é através de sua capacidade de diferenciacdo em osso, cartilagem, e
gordura, in vitro (DOMINICI et al., 2006). Varios grupos tém se dedicado a
investigar a diferenciacdo das CTMs em linhagens celulares diferentes das
de origem mesodérmica e tem sido relatado que as CTMs possuem
potencialidade também para a diferenciacdo em tecidos endodérmicos e
ectodérmicos (GOLDENBERG; CARVALHO, 2013).

Recentemente foram estabelecidos critérios para a identificacdo das
CTMs, pelo Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy. Segundo estes critérios, as
CTMs correspondem a células aderentes com morfologia semelhante a
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fibroblastos, com capacidade de autorrenovacdo e potencial de
diferenciacdo em células osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas. Tais
células sdo caracterizadas, ainda, por um padrdo de expressdo de
marcadores de superficie, sendo positivas para CD105, CD 73 e CD90 e
negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b (DA SILVA MEIRELLES;
CAPLAN; NARDI, 2008; DOMINICI et al., 2006).

1.3.3. Nicho das CTMs na pele

O nicho anatbmico das CTMs obtidas da pele humana ndo esta
totalmente claro. A papila dérmica e a bainha radicular externa (nicho
folicular) possuem CTs dermais multipotentes, chamadas de SKPs (do
inglés, skin derived precursors - precursores derivados da pele) que
compartilham propriedades com as células da crista neural embrionéria.
Estes nichos tém sido identificados também, como fontes de CTMs na pele.
Contudo, pouco é conhecido sobre a distribuicdo destas células em derme
livre de foliculo piloso (JINNO et al., 2010).

Um estudo recente mostrou que as SKPs derivadas da regido facial,
dorsal e ventral da pele (com origens embrionarias diferentes), sdo distintas
das CTMs derivadas da medula 6ssea de camundongos. Embora as SKPs e
as CTMs possuam caracteristicas semelhantes in vitro, quando
transplantadas in vivo na derme, as CTMs nado se integram as células da
papila dérmica no foliculo piloso, como fazem as SKPs. Além disso, as
CTMs ndo induzem a morfogénese do foliculo piloso. Desta forma, as
CTMs e as SKPs podem ser consideradas populagdes celulares diferentes,
apesar de compartilharem potencial de diferenciacdo semelhante.
Curiosamente, estudos tém relatado que durante a embriogénese, as CTs da
crista neural ddo origem a células mesenquimais da medula 6ssea,
sugerindo uma relacdo entre estes diferentes precursores e levantando a
possibilidade de que precursores da CN, assim como outros precursores,
originem CTMs em organismos adultos (JINNO et al., 2010).

Outra possibilidade é que as CTMs se localizem em regido
perivascular, estando relacionadas com os pericitos. Este modelo de
localizagdo perivascular propde que as CTMs estabilizam o0s vasos
sanguineos e contribuam para a homeostase do tecido e do sistema
imunoldgico sob condicdes fisioldgicas, além de serem recrutadas durante o
processo de reparo tecidual. Desde modo, as CTMs podem estar conectadas
ao sistema imunol6gico e vascular, enfatizando o seu papel como um
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integrador fisiolégico e sua importancia no reparo ou regeneracédo tecidual
(DA SILVA MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).

De fato, estudos vém demonstrando que células perivasculares, como
0s pericitos, possuem a capacidade de diferenciacdo em tipos celulares
mesenquimais in vitro e in vivo, dando origem a adipdcitos, condrécitos e
ostedcitos, além de possuirem marcadores de células mesenquimais e
morfologia semelhante a estas (CRISAN et al., 2008). Os pericitos, também
chamados de células periendoteliais, se encontram associados a microvasos,
opostos as células endoteliais. Para ser considerada pericito, a célula precisa
expressar um conjunto de marcadores tipicos (como, aSMA, nestina,
CD146) e ndo expressar marcadores de células endoteliais (CD31). Quando
essa interacdo com os vasos é interrompida e o pericito é liberado da
membrana basal, sugere-se que ele seja considerado uma CTM (DA SILVA
MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).

1.3.4. Propriedades biolégicas das CTMs e sua utilizagdo no
reparo tecidual

A presenca de CTMs na pele e seu recrutamento no reparo de lesdes
sugere a aplicacdo de CTMs exdgenas como uma solucdo promissora para o
tratamento de feridas. Estas células sdo multipotentes, com capacidade de
diferenciacdo em mudltiplas linhagens celulares e, além disso, podem ser
expandidas in vitro, sem perder sua capacidade de autorrenovagdo. Em
adicdo a estas caracteristicas, as CTMs regulam respostas imunes e
inflamatérias e possuem um efeito reparador pela liberacdo de moléculas
ativas que afetam a migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células
presentes na lesdo (Tabela 2). Desta forma, as CTMs possuem um papel
ativo nas fases inflamatoria, proliferativa e de remodelamento, e sua
aplicacédo terapéutica pode acelerar e melhorar o reparo tecidual (MAXSON
etal., 2012).

Durante a fase de inflamacdo, tem sido relatado que as CTMs
coordenam os efeitos das células inflamatdrias e inibem a secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias, além de estimular a secrecdo de citocinas anti-
inflamatdrias. Em adicdo, as CTMs inibem a infeccdo pela secrecdo de
fatores antimicrobianos e por estimular a fagocitose pelas células imunes
presentes na lesdo (SHARMA; SNEDEKER, 2012; WALTER et al., 2010;
Z0OU etal., 2012).

A diferenciacdo e a sinalizacdo paracrina, sdo 0S possiveis
mecanismos, pelos quais as CTMs atuam nas fases de reparo. Contudo,
estudos recentes sugerem que a contribuicdo das CTMs no reparo atraves
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da sua diferenciacdo seja limitada, devido a baixa sobrevivéncia das células
na lesdo. Desta forma, a sinalizacdo parécrina (Tabela 2) é o provavel
mecanismo de atuacdo das CTM, promovendo primariamente redugdo da
inflamagdo, aumento da angiogénese e indugdo da proliferacdo e migragéo
celular de fibroblastos e células epidermias, além de regular o
remodelamento por atuar na organizacdo do depdsito de MEC (MAXSON
etal, 2012; WU; ZHAO; TREDGET, 2010).

As CTMs, por suas caracteristicas, configuram-se em uma potencial
fonte para aplicagdes terapéuticas, sendo o tratamento de lesdes teciduais
uma das possibilidades de utilizacdo destas células. Apesar de alguns
trabalhos recentes terem isolado CTMs da pele (VISHNUBALAJI et al.,
2012), é preciso ainda, estudar melhor esta populagdo de CTs, suas
caracteristicas e potencialidades para sua posterior aplicacdo na regeneracao
de tecidos.

Tabela 2. Mediadores secretados pelas CTMs da medula éssea.



Table 3. Differentially expressed paracrine faciors in bone
marrow-derived mesenchymal stem cells versus dermal fibroblasts

Paracrine Dermal Detection
factors fibroblast BM-MSC method
EGF el + ABBPA
1GF-1 + ++ ABBPA
IGF-1 il it ELISA
KGF + “++ ELISA
Ang it ittt ABBPA
OSM + “++ ABBPA
TPO + -+ ABBPA; ELISA
VEGF ++ ++++ ABBPA
PDGF-BB E= il ABBPA
Leptin + + ABBPA
BDNF il == ABBPA
FGF4 - + ABBPA
FGF-6 == + ABBPA
FGF-7 + -+ ABBPA
FGF-9 + -+ ABBPA
Flt-3 ligand * + ABBPA
Fractalkine il == ABBPA
GDNF + ++ ABBPA
HGF ++ +++ ABBPA
IGFBP-1 * + ABBPA
1GFBP-3 + ++ ABBPA
IGFBP4 -+ ++ ABBPA
LIF il == ABBPA
GRO ++ + ABBPA
1L-6 it it ABBPA
MIP-1o + ++++ ELISA
MIP-15 + ++ ABBPA
MIP-32 * + ABBPA
NAP-2 + ++ ABBPA
OPTGRN ++++ ++ ABBPA
TGF-i2 Ser Ir ABBPA
TGF-3 ++ + ABBPA

Human dermal fibroblasi- or BM-MSC-conditioned medium
under hypoxic conditions for 24 hours was analyzed with
ABBPA and ELISA. The intensity of each dot was measured.
“—7, not detected; *, weakly detected; + to +-+-++, intensity o
positive detection.

Abbreviations: ABBPA, antibody-based protein array; Ang;
angiopoietin; BDNF, brain-derived neurotrophic factor;
BM-MSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cell; EGF,
epidermal growth factor; ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay; FGF, fibroblast growth factor; Flt-3 ligand, FMS-related
tyrosine kinase 3 ligand; IL, interleukin; GDNF, glial cell
line-derived neurotrophic factor; GRO, growth-related oncogene;
HGF, hepatocyte growth factor; IGF, insulin-like growth factor;
IGFBP, IGF binding protein; KGF, keratinocyte growth factor;
LIF, leukemia inhibitory factor; MIP, macrophage inflammatory
protein; NAP-2, neutrophil-activating peptide; OPTGRN,
osteoprotegrin; OSM, oncostatin M; PDGF-BB, platelet-derived
growth factor-BB: TGF, transforming growth factor; TPO,
thrombopoietin; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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Fonte: Concise review: Bone-derived stem/progenitor cells in cutaneous repair and
regeneration (WU; ZHAO; TREDGET, 2010).
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1.4. ENGENHARIA TECIDUAL PARA O REPARO DE LESOES DE
PELE

Les@es graves na pele, como queimaduras extensas, trauma e Ulceras
cronicas, exigem uma cobertura que proporcione a reparagdo e restauragao
da funcdo da pele. Esta cobertura, geralmente, corresponde ao enxerto
autologo de pele. Contudo, a remocdo de pele saudavel para a realizacdo da
cobertura é um processo altamente invasivo e doloroso para 0s pacientes,
além de, em alguns casos, ser impossivel a obtengdo do enxerto, como em
pacientes com queimaduras extensas. A fim de prover um tratamento mais
efetivo e vidvel e que forneca o reparo tecidual, inimeras pesquisas vém
sendo desenvolvidas no que se refere a engenharia tecidual (WONG;
CHANG; 2009).

A engenharia de tecidos € um dos campos da medicina regenerativa
que utiliza métodos para promover o crescimento de células através da
manipulacéo de varios biomateriais, artificiais ou naturais, que fornecem o
suporte para 0 crescimento controlado em diferentes tipos de tecido.
Fundamentalmente, os biomateriais devem fornecer um ambiente que
favoreca a interacdo celular; uma matriz permeéavel que permita difuséo de
nutrientes, gases e metabdlitos; e ainda, suporte mecénico, para a reposi¢do
e regeneracdo do tecido (SERPOOSHAN et al., 2010). A formacdo do novo
tecido pode ocorrer in vivo ou in vitro, sendo que 0 primeiro consiste em
implantar o scaffold com ou sem células semeadas no local da lesdo, com o
objetivo de repara-la através da regeneracdo do tecido por respostas ao
microambiente do organismo. Ja in vitro, a regeneracdo do tecido é gerada
em um ambiente controlado e propicio ao crescimento celular, como em
biorreatores e ap6s a formacdo é implantado no paciente (SPECTOR,
2007).

A estratégia em relagcdo ao componente celular possui basicamente
dois objetivos: (1) identificar uma fonte adequada de células e (2)
compreender como estas células podem interagir adequadamente com a
matriz e com o tecido lesionado. Contudo, uma das principais limitac6es da
engenharia tecidual é a disponibilidade de células para este tipo de
aplicacdo, ja que as células diferenciadas obtidas dos tecidos possuem uma
baixa capacidade de diferenciacdo e proliferacdo durante a expansdo in
vitro (MANSBRIDGE, 2008). Neste sentido, as CTs podem representar um
componente essencial na engenharia tecidual, em razdo principalmente de
sua plasticidade e da alta taxa proliferativa.
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1.4.1. Substitutos Dérmicos (SDs): Integra® e Pelnac®

Em pacientes com lesdes cutineas profundas, o uso de substitutos
artificiais para a MEC mostrou-se uma alternativa interessante. Os
chamados substitutos dérmicos (SDs) permitem o recobrimento da lesdo, a
fim de evitar que o ferimento fique exposto, e facilitam a recolonizacéo
celular, neovascularizacdo e, assim, auxiliam na regeneracdo do tecido
dérmico (BURKE et al., 1981). O restabelecimento da derme ¢é fundamental
para dar suporte (tanto estrutural quanto nutricional) para a regeneragdo da
epiderme. Existem no mercado diferentes tipos de SDs acelulares, incluindo
0 Integra® Dermal Regeneration Template (Integra Lifescience) e o
Pelnac® (Gunze).

No comego dos anos 70, o cirurgido John Burke auxiliado pelo
engenheiro loannas V. Yannas, iniciaram estudos para a elaboragdo de um
tecido sintético capaz de substituir a pele lesionada. Desenvolveram entio
um material a base de colageno e glicosaminiglicanos, com o qual cobriam
a lesdo. Este material permitia a migracdo celular e era biodegradavel ao
longo do tempo. Além disso, para cobrir este material no leito da leséo e
evitar a perda de liquidos, utilizaram um silicone. Apo6s varios
experimentos, em 1980 lancaram o SD Integra® como uma nova
ferramenta terapéutica no tratamento e lesdes cutaneas profundas (BURKE
etal., 1981).

O Integra® é uma membrana bilaminar, com a camada externa
composta por uma lamina de silicone com 0,1mm de espessura, que simula
a funcdo da epiderme, controlando a perda de fluidos e agindo como
barreira mecanica contra microorganismos. A camada interna consiste de
uma trama com poros de aproximadamente 80 um de didmetro de fibras de
colageno bovino unidas ao glicosaminoglicano condroitin  6-sulfato
(derivado da cartilagem de tubardo) (BURKE et al., 1981).

Outro substituto dérmico desenvolvido, € o Pelnac®, que assim
como o Integra®, é uma membrana bilaminar, composto por uma camada
de silicone e um matriz esponjosa de coldgeno porcino, com poros de
aproximadamente 60mm e 110mm de didmetro (SUZUKI et al., 1995). Em
ambos SDs, a principal funcdo da camada inferior é servir como estrutura
para a recolonizacdo por fibroblastos dérmicos, linfécitos e macréfagos, e
para a neovascularizagdo, permitindo assim a formacdo de uma derme
autégena 14 a 21 dias apds o implante do SD, em humanos. Apos este
periodo, a camada externa de silicone é removida e o enxerto de epiderme é
realizado (BURKE et al., 1981; SUZUKI et al., 1995).
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1.5. JUSTIFICATIVA

Em humanos, problemas com a regeneracgdo e a cicatrizacdo da pele
podem se manifestar com 0 excesso de cicatrizagdo, como ocorre nas
cicatrizes hipertréficas e queldides, e com a auséncia dos apéndices
epidérmicos. Esta cicatrizacdo hipertrofica resulta em alteracbes na
superficie do corpo que provocam deformacdes e retracBes graves. Isto
geralmente ocorre apds grandes lesdes como queimaduras profundas ou
feridas extensas, nas quais ha perda de tecido epidermal e dermal, podendo
até lesionar o tecido muscular. Além disso, a perda hidrica e a
suscetibilidade a infeccfes também séo fatores criticos nas grandes lesbes
(MARTIN, 1997; REINKE; SORG, 2012).

Inimeras pesquisas tém sido realizadas a fim de identificar métodos
de tratamento, que resultem em uma melhor cicatrizacdo tecidual, e até
mesmo em uma regeneracdo total da pele. Dentre estes possiveis
tratamentos busca-se a identificagdo e aplicacdo de fatores (moléculas)
envolvidos no reparo de tecidos, o desenvolvimento de novos biomateriais
e a realizacdo de terapia celular. Neste sentido, avancos na area de
engenharia tecidual tém possibilitado o desenvolvimento de biomateriais
gue se assemelham a arquitetura tecidual da pele, e podem controlar a
liberagdo de sinais em uma sequencia temporal e espacial apropriada. Em
paralelo, avangos recentes na biologia das CTs tém resultado no isolamento
e caracterizacdo de células progenitoras de diversos tecidos, inclusive da
pele, e na compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares destas
células (GURTNER et al., 2008).

Tendo em vista estes novos estudos, uma das abordagens para o
tratamento de lesdes cutineas é a associacdo de células progenitoras em
biomateriais, e subsequente enxertia em tecidos lesionados. Essas células
progenitoras podem, entdo, proporcionar uma sequéncia de eventos
extracelulares e intracelulares que aceleram o reparo/regeneragdo tecidual.
Sendo assim, a utilizacdo destas células para integrar os sinais ambientais e
traduzi-los em um efetor bioldgico parece ser crucial para as novas
abordagens no reparo de leses.

Diante destas perspectivas, o presente trabalho busca estabelecer um
novo método de tratamento de lesbes de pele, tendo como base a associacéo
das CTMs derivadas da pele em substitutos dérmicos comerciais, utilizados
atualmente em abordagens clinicas. Para este fim, propfe-se isolar e
caracterizar CTMs da derme de humanos e avaliar sua associagdo in vitro
com os substitutos dérmicos Integra® e Pelnac®, a fim de compreender
suas caracteristicas, potencialidades e interacdo com os SDs. Além disso, 0
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presente trabalho busca analisar, in vivo, o potencial destas células,
associadas ao SD, no reparo de lesbes de pele em camundongos, avaliando
a inflamacdo, vascularizagdo, depdsito de MEC, re-epitelizacdo e
expressao génica.
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2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial terapéutico da associacdo de CTMs derivadas da
derme humana (dCTMs) com substitutos dérmicos no reparo de lesbes
cutaneas de espessura total, in vitro e em ensaios pré-clinicos em modelo de
camundongos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as caracteristicas morfoldgicas e a viabilidade das dCTMs, in
vitro.

- Caracterizar fenotipicamente as dCTMs em relacdo aos critérios
estabelecidos pela International Society for Cellular Therapy para células
tronco mesenquimais (CTMs), tais como: expressdo de marcadores
especificos de superficie e potencial de diferenciagdo osteogénico e
adipogénico, in vitro.

- Analisar a expressdo génica e proteica de marcadores de
pluripotencialidade e de linhagens diferenciadas (neural, mesenquimal e
endotelial) nas dCTMs, in vitro.

- Avaliar o potencial de diferenciagdo epidérmico (queratindcitos) das
dCTMs, in vitro.

- Avaliar a migracéo das dCTMs, in vitro.

- Analisar in vitro a biocompatibilidade e interacdo das dCTMs com 0s
substitutos dérmicos, Integra® e Pelnac®, avaliando: a sobrevida, adesdo,
morfologia e migracdo celular.

- Avaliar o perfil fenotipico das dCTMs associadas aos substitutos
dérmicos, Integra® e Pelnac®, pela expressdo de marcadores de superficie
caracteristicos de CTMs e da expressdo génica de marcadores de
pluripotencialidade e de linhagens diferenciadas (neural, mesenquimal e
endotelial), in vitro.
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- Estabelecer um modelo pré-clinico de leséo cutanea de espessura total em
camundongos da linhagem C57BL/6, juntamente com um método de
inoculacdo das dCTMs associadas aos substitutos dérmicos na leséo.

- Analisar o efeito da associacdo das dCTMs com o substituto dérmico no
reparo tecidual em ensaios pré-clinicos de lesdes cutaneas de espessura total
em camundongos. Para isso, serdo avaliados os seguintes parametros:

- A integracdo do substituto dérmico e as caracteristicas
macroscapicas da lesdo.

- A formacdo do tecido de granulacdo e a colonizagdo celular no

substituto dérmico.

- A infiltracdo de células inflamatorias (neutréfilos e macrofagos)

- A neovascularizacéo.

- O depdsito de matriz extracelular (fibrose).

- A re-epitelizacéo.

- A expressdo génica de marcadores relacionados com as diferentes

fases do reparo tecidual, na lesdo cutanea.
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3.METODOLOGIA

3.1. OBTENGCAO DAS AMOSTRAS DE PELE HUMANA

As amostras de pele humana foram obtidas através de uma
colaboragdo com o Ilha Hospital e Maternidade (Floriandpolis), onde
pacientes submetidos a cirurgias plasticas de lifting facial (ritidoplastias)
doaram os fragmentos de pele, retirados durante o procedimento cirdrgico,
ap6s a apresentacdo e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 1). O fragmento de pele foi coletado e armazenado a 4°C
em recipiente estéril, contendo DMEM-F12 (Vitrocell) acrescido de
antibidticos (penicilina e estreptomicina - PS) (1U/ug) (Gibco) e
encaminhado para o Laboratério de Células Tronco e Regeneracdo
Tecidual, onde foram realizados os procedimentos de cultura celular.

Os procedimentos estdo de acordo com o0s principios éticos
estabelecidos pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
tendo recebido certificado de aprovacdo (certificado N° 98) do Comité de
Etica na Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de
Santa Catarina (anexo 2).

3.2ISOLAMENTO E CULTURA DAS CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS OBTIDAS DA PELE HUMANA

Os fragmentos de pele foram cortados em pedagos de
aproximadamente 2,0 cm? e incubados com 12,5 U/mL de dispase (BD)
durante 15 horas, a 4°C. Apds este periodo, a epiderme e a hipoderme
foram removidas do tecido e a derme foi incubada com 0,25% de tripsina a
e 0,02% EDTA (Gibco) durante 45 minutos, a 37°C. Apds o bloqueio da
reacdo enzimatica com DMEM-F12 acrescido de 15% de SBF, a suspensédo
de células foi filtrada com cell strainer de 70 um (BD) e centrifugada
durante 7 minutos a 1.200 rpm. As células foram ressuspensas em DMEM-
F12 suplementado com 15% de SBF e antibidticos (PS) e mantidas em
garrafas de cultura de 25cm? a 37°C, em 5% de CO, e 95% de umidade.
Apobs 4 dias, o meio de cultivo foi trocado e as células ndo aderentes
descartadas.
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Ao atingir confluéncia de aproximadamente 80% a 90%, as células
foram incubadas com 0,05% de tripsina/0,02% de EDTA durante 2 minutos
a 37°C, e logo apos a reacdo enzimatica foi bloqueada. As células foram
novamente mantidas em DMEM-F12 suplementado com 15% de SBF a
uma densidade de 5x10* células/25cm?, sendo esta cultura denominada de
passagem 1. O procedimento foi repetido até 20 vezes, sendo utilizadas nos
experimentos culturas entre 1 e 20 passagens.

3.3.ANALISE MORFOLOGICA E DA VIABILIDADE/PROLIFERACAO
CELULAR

As células isoladas foram rotineiramente observadas através de
microscoépio invertido de contraste de fase (Olympus 1X71) e fotografadas
através de um sistema de captura de imagem acoplada ao microscopio, para
a realizacdo da analise morfoldgica.

A fim de analisar a sobrevida das dCTMs foi utilizado o ensaio
colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  bromo
tetrazdlico) (Sigma) e MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] (Promega). O MTT £
um sal tetrazolico solivel em 4&gua reduzido pela desidrogenase
mitocondrial das células vivas resultando em um produto de reacdo MTT-
formazana de cor azul escuro. A mudanca de coloracdo reflete a atividade
celular e pode ser medida em termos de absorbancia. Para isso, as 1x10°
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e ap6s, 1,7 e 14 dias foram
incubadas com MTT (2,5mg/mL) dissolvido em DMEM/F12/15%SBF por
3 horas a 37°C, em 5% de CO, e 95% de umidade. Apo6s este periodo, o
meio foi removido e acrescentou-se a amostra 100uL de DMSO
(dimetilsulféxido) (Sigma). A coloracdo obtida a partir dessa solubilizagéo
com DMSO foi quantificada por leitura de absorbancia (470 nm) em leitor
de microplacas Tecan Infinite M200.

O ensaio de MTS, semelhante ao MTT, ¢ um método colorimétrico
baseado na biorreducdo do composto MTS, na presenc¢a de um acoplador de
elétrons (etosulfato de fenanzina-PES) em um produto cromogénico soltvel
em meio de cultura (formazan). Este processo é realizado por enzimas
mitocondriais e a mudanca de coloracdo do meio reflete diretamente a
atividade celular, podendo ser medida em termos de absorbancia. Em
nossos experimentos, 1x10° células foram plagueadas em placas de 96
pocos e apos, 1,4 e 7 dias foram incubadas com MTS dissolvido em
DMEM/F12/15%SBF durante 4 horas em estufa a 37°C, 95% de O, e 5%
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CO,, e logo apds foi realizada a leitura da absorbancia em leitora de
microplacas (Tecan Infinite M200) em comprimento de onda ajustado para
490nm.

3.4. ENSAIO DE MIGRAGCAO CELULAR (WOUND HEALING OU
CELL SCRATCH)

Para avaliar a migracdo das dCTMs, in vitro, foi utilizado o ensaio
de wound healing ou cell scratch (ZHANG et al., 2013). Este método
mimetiza a migracdo celular durante a cicatrizacdo de feridas in vivo. O
ensaio consiste na realizacdo de uma raspagem na superficie de uma
camada de células confluentes, e avaliacio do fechamento desta “lesdo”
através da migracao celular. Para isso, as células foram mantidas em placas
de 24 pocos nas condicdes padrdes de cultivo, até atingirem confluéncia de
aproximadamente 90%. Apds este periodo foi realizada uma raspagem na
camada de células utilizando uma ponteira de 100uL. As células foram
lavadas com meio e a imagem da cultura fotografada. A migracdo celular
foi observada em intervalos regulares (0, 6, 12, 24 e 48 horas), e as imagens
obtidas comparadas e analisadas atraves do software ImageJava.

3.5. DIFERENCIACAO EM FENOTIPOS MESODERMAIS E
EPIDERMAIS

3.5.1. Diferenciacéo adipogénica

Para inducéo da diferenciacéo adipogénica, as células (3x10%) foram
cultivadas em DMEM (Gibco) acrescido de 10% SBF, 10° M
dexametasona (Sigma), 100 pM indometacina (Sigma), 2,5 pg/ml insulina
(Sigma) e antibioticos (PS), em placas de 24 pogos. Como controle, foi
utilizado DMEM-F12 acrescido de 15% de SFB. As células foram mantidas
a 37°C, 5% CO, e 95% de umidade, com troca do meio a cada 3 dias. Apos
30 dias, as células foram fixadas em 4% de paraformaldeido e submetidas a
andlise fenotipica através de coloracdo com vermelho sudan 5B lipidico
(Oil red O) (Sigma).
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3.5.2. Diferenciagéo osteogénica

Para inducéo da diferenciacio osteogénica, as células (3x10%) foram
cultivadas em meio de cultura DMEM acrescido de 10% SFB, 10° M
dexametasona, 50ug/ml acido ascérbico (Sigma), 3,15mg/mL -
glicerofosfato (Sigma) e antibiéticos (PS), em placas de 24 po¢os. Como
controle, foi utilizado DMEM-F12 acrescido de 10% SFB. As células foram
mantidas a 37°C, 5% CO, e 95% de umidade, com troca do meio a cada 3
dias. Apos 30 dias, as células foram fixadas em 4% de paraformaldeido e
submetidas a analise fenotipica através de coloracdo com Vermelho de
Alizarina (Sigma).

3.5.3. Diferenciagéo em queratindcitos

Para inducdo da diferenciacdo em queratindcitos, as células foram
cultivadas em meios de cultura comerciais CNT-07 (PCT Epidermal
Keratinocyte Medium) e CNT-02 (Epidermal Keratinocyte Medium)
(ambos Millipore) que atuam na proliferacdo e diferenciacdo de
queratindcitos. Segundo informagdes dos fabricantes, 0 CNT-02 ¢ indicado
para isolamento e diferenciacdo de queratindcitos e o CNT-07 foi
desenvolvido para isolamento e crescimento de queratinécitos, porém, sua
férmula causa atraso na diferenciacdo terminal das células. As células
foram mantidas em trés condic¢des: (1) meio CNT-02 por 7 dias; (2) meio
CNT-07 por 7 dias ou (3) meio CNT-02 por 3 dias e meio CNT-07 por mais
4 dias. A troca do meio foi efetuada a cada 2 dias. A presenca de
marcadores celulares especificos foi analisada por imunocitoquimica como
descrito abaixo.

36. CULTURA 3D (TRIDIMENSIONAL) DE dCTMS EM
ASSOCIACAO COM OS SUBSTITUTOS DERMICOS INTEGRA® E
PELNAC®

As dCTMs foram obtidas como descrito no item 3.2 e semeadas
sobre os substitutos dérmicos Integra® e Pelnac®. Para isso, as matrizes
foram cortadas com auxilio de um punch cirdrgico em fragmentos de 6-8
mm e mantidas imersas em PBS durante 10 minutos e em DMEM-
F12/15%SBF por mais 10 minutos, em temperatura ambiente. Apds este
periodo, os substitutos dérmicos foram posicionados em placas de 96 pogos
ou de 35mm, com o silicone em contato com a superficie da placa de
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cultivo e a camada de colageno voltada para a parte superior do pogo. A
suspensdo de dCTMs (em 25 pL de meio) foi preparada de acordo com
cada analise, e semeada sobre cada fragmento de matriz com auxilio de
uma micropipeta e entdo incubadas durante uma hora em estufa a 37°C, 5%
CO, e 95% de umidade. Logo ap6s, o volume do meio foi complementado
com DMEM-F12 suplementado com 15% de SBF e antibidticos. Foram
realizadas trocas do meio a cada 3 dias.

3.7. ANALISE DA ASSOCIACAO DAS dDCTMS COM OS
SUBSTITUTOS DERMICOS INTEGRA® E PELNAC®

3.7.1. Andlise da viabilidade/proliferacéo celular

A fim de analisar a sobrevida das dCTMs associadas ao Integra® e
Pelnac® foi utilizado o ensaio colorimétrico do MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil bromo tetrazélico) (Sigma), conforme descrito no item 3.3.
Para isso 1x10” células foram semeadas nos substitutos dérmicos. Apos, 1,
4 e 7 dias as matrizes foram transferidas para novos pogos e incubadas com
MTS dissolvido em DMEM/F12/15%SBF durante 4 horas, a 37°C, 95% de
0, e 5% CO,. Logo apos foi realizada a leitura da absorbancia em leitora de
microplacas (Tecan Infinite M200) em comprimento de onda ajustado para
490nm.

3.7.2. Microscopia Confocal

Para verificar a associacdo e a capacidade de migracdo das dCTMs
no Integra® e Pelnac®, foi realizada andlise através de microscopia
confocal. Para isso, 1x10 células foram cultivadas sobre as matrizes, como
descrito no item 3.6 e, apds 3 dias, fixadas em paraformaldeido 4% por
30minutos, a temperatura ambiente. As células foram marcadas com o
corante nuclear DAPI, durante 30 segundos, lavadas com PBS e
visualizadas em microscopio Confocal Leica DMI6000 no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica (LCME), UFSC.



52

3.7.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise através de microscopia eletronica de varredura foi utilizada
para verificar a capacidade de adesdo e morfologia das dCTMs no Integra®
e Pelnac®. Para isso, 2x10* células foram cultivadas sobre as matrizes,
como descrito no item 3.6 durante 24 e 48 horas.

As amostras foram fixadas em tampdo cacodilato de sédio 0,1M,
contendo gluteraldeido (2,5%) (pH 7,2) durante 12 horas a 4°C. Em
seguida, o material foi lavado com tampéo cacodilato de sédio (0,1M) (3
lavagens de 30 minutos) e pos-fixado em solucdo de tetrdxido de 6smio
(1%) durante 2 horas. A seguir o material foi submetido a desidratacéo
progressiva em solucdes de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, durante
30 minutos em cada solugdo. As amostras foram entdo submetidas a
secagem no equipamento de ponto critico de CO, (Leica EM CPD 030) e
metalizadas com uma cobertura de ouro de 30nm (metalizador Sputter
Leica EM SCD 500). As amostras foram analisadas no microscopio
eletrnico de varredura Jeol JSM-6390LV através da captura de elétrons
secundarios em 15kV. Os procedimentos de secagem em ponto critico, a
metalizagdo e as anélises no MEV foram realizados no LCME.

3.8. ANALISES FENOTIPICAS DAS dCTMS

A expressdo de marcadores especificos para diferentes fendtipos
celulares foi analisada através das técnicas de citometria de fluxo,
imunocitoquimica, colora¢do e RT-PCR como descrito a seguir.

3.8.1. Coloragdes

Para a realizagdo das coloragdes, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% durante 30 minutos, e posteriormente lavadas com
agua Mili-Q. As células foram incubadas com a solu¢édo de Oil Red O ou
Vermelho de alizarina (anexo 3)durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
Apos este periodo, as células foram lavadas com PBS para retirada do
excesso de corante e observadas em microscopio de contraste de fase
Olympus IX71.

O fendtipo adipogénico foi confirmado pela presenca de goticulas
lipidicas intracelulares coradas de vermelho-alaranjado apés coloragcdo com
Oil Red O (anexo 3). Ja a diferenciacdo osteogénica, foi detectada pela
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observacdo de depésitos de célcio extracelular corados de vermelho através
da coloracdo com Alizarin Red S.

3.8.2. Citometria de fluxo

Para a andlise através de citometria de fluxo, as dCTMs cultivadas
em monocamadas diretamente sobre o plastico das placas de cultura
(cultura bidimensional) ou nos substitutos dérmicos (cultura tridimensional)
foram tripsinizadas (conforme descrito acima) e ressuspensas em PBS
acrescido de 10% de SBF a uma concentracdo de 1x10° células /100pL.
Logo apds, as células foram incubadas com anticorpos especificos (Tabela
3), durante 1 hora a 4°C. Para deteccdo da fluorescéncia inespecifica
(células negativas), foram utilizados controles isotipicos especificos,
constituidos por imunoglobulinas do mesmo isotipo e fluorocromo dos
anticorpos utilizados (Tabela 3).

Ap6s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS acrescido de
10% de SBF, centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos, ressuspensas em
100pL de PBS acrescido de 10% de SBF e posteriormente analisadas em
citometro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience). Os dados foram
gerados pelo software FACS Diva 6.0 e analisados pelo software FlowJo.

Tabela 3. Anticorpos utilizados na andlise fenotipica através de citometria de fluxo.

Anticorpo primério Imunoglobulina FILOroCromo
(marca)
Anti-CD105 (BD) 19G1 de camundongo Ficoeritrina-cianina (PE-Cy5)
Anti-CD90 (BD) IgG1 de camundongo Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
Anti-CD73 (BD) 19gG1 de camundongo Ficoeritrina (PE)
Anti-CD45 (BD) 1gG1 de camundongo FITC
Anti-CD34 (BD) 19gG1 de camundongo PE-Cy5
Isotipo (BD) 1 1gG1 de camundongo PE-Cy5
Isotipo (BD) 2 19G1 de camundongo FITC
Isotipo (BD) 3 1gG1 de camundongo PE

3.8.3. Ensaio de Imunocitoquimica

Para a andlise de imunocitoquimica, as dCTMs foram fixadas com
paraformaldeido 4% durante 30 minutos, a temperatura ambiente, e
permeabilizadas com PBS-Triton X-100 (0,25%) durante 30 minutos,
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apenas para o caso das marcagdes intracelulares. Os sitios inespecificos
foram bloqueados com 5% de SBF durante 40 minutos e em seguida,
incubadas com anticorpos primarios especificos descritos na Tabela 4. A
incubacdo com os anticorpos primarios foi realizada por um periodo de 14
horas, a 4°C e, apés este periodo, foram realizadas 3 lavagens com PBS-
Tween 20 (0,05%). A seguir, foi realizada incubagcdo com o0s anticorpos
secundarios conjugados aos fluorocromos FITC, vermelho do texas
(TXRD), Alexa 488 ou Alexa 594 (Tabela 4) durante 1 hora, a temperatura
ambiente, e posteriormente lavadas com PBS Tween 20 (0,05%). Para a
observacdo dos nucleos, as células foram coradas com 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) durante 30 segundos, a temperatura ambiente.

As marcacOes fluorescentes para os diferentes fendtipos analisados
foram visualizadas em microscépio epifluorescente Olympus IX71 e as
imagens foram capturadas coma camera Olympus DP71.

Tabela 4. Anticorpos utilizados na analise fenotipica através de imunocitoquimica.

Anticorpo primario %Lﬂ:g?ﬁpﬂo Anticorpo secundéario ?&Lﬂ:giﬁpﬂo
(marca) S (marca) Jun
primario secundario
Anti-OCT-4 (Chemicom) 1:200 Anti-1gG de coelho (Invitrogen) 1:400
Anti-nanog (Chemicom) 1:200 Anti-lgG de coelho (Invitrogen) 1:400
Anti-SOX2 (Chemicom) 1:100 Anti-lgG2b de camundongo 1:400
(Invitrogen)
Anti-CD105 (Sourthen 1:100 Anti-lgG1 de camundongo 1:400
Biotech) (Invitrogen)
Anti-fibronectina (Dako) 1:400 Anti-lgG de coelho (Invitrogen) 1:400
Anti-aSMA (anti-alfa 1:800 Anti-lgG1 de camundongo 1gG2a 1:400
actina de musculo liso) (Invitrogen)
(Sigma)
Anti-B-tubulina 111 1:1000 Anti-lgG1 de camundongo 1:400
(Promega) (Invitrogen)
Anti-Nestina (Abcam) 1:200 Anti-lgG de coelho (Invitrogen) 1:400
Anti-citoqueratina 15 1:200 Anti- IgG2a de camundongo 1:400
(Abcam) (Invitrogen)
(',:r;)téz—icnl]t)oqueratma 14 1:200 Anti-1gG de coelho (Invitrogen) 1:400

3.8.4. Reagdo da transcriptase reversa seguida pela reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR)

Para a andlise da expressdo génica, o RNA total das dCTMs
cultivadas em monocamadas (cultura bidimensional) ou nos substitutos
dérmicos (cultura tridimensional) foi extraido com TRIzol® Reagent
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(Invitrogen), conforme especificagbes do fabricante, e o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado através de reacdo com transcriptase
reversa. Para isso, foi feita uma solucdo inicial contendo: 1 pug de RNA total
e iniciador oligo dT (0,5mg/mL, Promega), a qual foi incubada por 5
minutos a 70°C, e logo apos, resfriada a 4 °C por 10 minutos. Em seguida
foram acrescentados nucleotideos (dnTP) (0,5mM, Promega), cloreto de
magnésio (MgCl,) (50mM, Promega), tampdo 5X (Promega), 1 uL de
transcriptase reversa (Promega) e agua livre de DNAse-RNAse, de forma
que a solugdo final tivesse um volume final de 20 pL. Esta solucdo foi
colocada em termociclador por 5 minutos a 25 °C, 1 hora a 42°C e 15
minutos a 70 °C.

A amplificacdo do cDNA de interesse foi realizada com a utilizagéo
de sequéncias de oligonucleotideos iniciadoras (Tabela 5). Como controle
interno da reacdo foi utilizado uma sequéncia de oligonucleotideos
iniciadoras para a amplificacdo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). O kit utilizado para esta reagdo foi o0 Master Mix (Promega), de
acordo com as orientages do fabricante. As sequéncias amplificadas foram
visualizadas em gel de agarose (2%) e coloracdo com BlueGreen
(Promega).

Tabela 5. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacGes de RT-
PCR.

Temperatura Tamanho do
Gene Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores | de anelamento fragmento
(C9) amplificado(pb*)

a-SMA CGATAGAACACGGCATCATC 51 522
CATCAGGCAGTTCGTAGCTC

B-tubulina | AGATGTACGAAGACGACGAGGAG 55 312

11 GTATCCCCGAAAATATAAACACAAA

CD31 GAGTCCTGCTGACCCTTCTG 56,5 107
ATTTTGCACCGTCCAGTCC

CD90 GAGAATACCAGCAGTTCACCCATC 58 419
AGGATCTCTGCACTGGAACTTGAG

OCT-4 CTCCTGAAGCAGAAGAGGATCAC 54 398
CTTCTGGCGCCGGTTACAGAACCA

Nanog TGCAAATGTCTTCTGCTGAGAT 54 286
GTTCAGGATGTTGGAGAGTTC

Nestina AGGGAAGTTGGGCTCAGGACTGG 62 208
CAGCTGGCGCACCTCAAGATG

GAPDH ATCACTGCCACCCAGAAGAC 58 441
ATGAGGTCCACCACCCTGTT

* pb: pares de base
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3.9. ESTUDO PRE-CLINICO: ANALISE DO REPARO TECIDUAL
APOS O TRATAMENTO COM dCTMS ASSOCIADAS AO
SUBSTITUTO DERMICO INTEGRA® EM LESOES CUTANEAS

3.9.1. Animais

Os animas do estudo foram disponibilizados pelo Biotério do
LACERT, sendo que todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica de Animais (CEUA) da UFSC (Anexo 4). Foram utilizados
camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6, entre 3-6 meses e
peso variando entre 20-30g. Os animais foram acondicionados em gaiolas
de plastico revestidas com maravalha, em ambiente com temperatura e
umidade controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas, racdo solida e agua
“ad libitum”. A utilizacdo dos animais foi realizada de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

3.9.2. Procedimento cirargico para a realizacao de les6es de pele
de espessura total e grupos experimentais

Todos os grupos de animais receberam anestesia geral com
guetamina (100mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) por via intraperitonial.
Posteriormente, foi realizada a tricotomia na regido dorsal dos animais e a
assepsia com solucdo de lodopolvidona 10% e &lcool 70°GL. Nesta regido
foi realizada a lesdo na pele (excisdo) de espessura total expondo a fascia
muscular. Foram utilizados 2 procedimentos (Figura 4):

(1) Lesdo de 1,5 x 1,5 cm localizada na regido dorsal. Para realizar o
procedimento cirtrgico foi utilizado um molde com o tamanho especifico
para demarcar a area da lesdo, que foi cirurgicamente removida através de
uma tesoura. Logo apoés, a lesdo foi recoberta apenas com o Integra®
(controle) ou com o Integra® contendo dCTMs previamente cultivadas na
matriz. Para isso, uma suspensdo de 5x10° células (em 150ul) foi semeada
sobre um fragmento de substituto dérmico Integra® de 1.5 x 1.5 cm,
durante 24 horas, conforme descrito no item 3.6. Este procedimento foi
utilizado para as analises histoldgicas e imunohistoquimicas descritas a
seguir.

(2) Lesdo de 8mm de didmetro localizada na regido dorsal. Neste
procedimento a pele da regido dorsal do animal era dobrada e apoiada sobre
a mesa cirargica e com um punch estéril de 0,8mm o fragmento de pele era
excisionado. Como resultado deste procedimento, foram obtidas duas lesdes
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idénticas. Logo apo6s, a lesdo foi recoberta com o Integra® (controle) ou
com o Integra® contendo dCTMs previamente cultivadas na matriz. Para
isso, uma suspensdo de 2,5x10° células (em 25uL) foi semeada sobre um
fragmento do substituto dérmico de 8mm, durante 24 horas, conforme
descrito no item 3.6. Este procedimento foi utilizado para as anélises
histol6gicas e imunohistoquimicas e para o ensaio de qPCR.

Antes da aplicagdo nos animais os substitutos dérmicos foram
previamente lavados e mantidos com PBS, posicionadas na area da leséo e
fixadas a pele normal adjacente com sutura utilizando o fio mononylon 6-0.
Apenas no procedimento 2 a lesdo foi coberta com um filme adesivo
(Tegaderme™).

Figura 4. Modelo pré-clinico de leséo cutanea.

Procedimento 1

‘ -

>
v O

(1,5cmx1,5¢cm)

SD ou Aplicagdo nos animais
dCTMs + SD

| Procedimento 2 l

SD ou
dCTMs + S Aplicagdo nos animais

8 mm de diamétro) Aplicagdo do

filme adesivo

No procedimento 1 a area da lesdo foi de 1,5 x ,1,5 cm. As dCTMs foram cultivadas
no substituto dérmico (SD) e mantidas em DMEM-F12 suplementado com 15% de
SBF, durante 24 horas, a 37°C, 5%CO, e 95% DE O,. Logo apds, a lesdo foi
recoberta apenas com o SD ou com dCTMs associadas ao SD. No procedimento 2 a
&rea da leséo foi de 8 mm de didmetro. As dCTMs foram também cultivadas no SD
e mantidas em DMEM-F12 suplementado com 15% de SBF durante 24 horas, a
37°C, 5%CO, e 95% DE O,. Logo ap0s, a lesdo foi recoberta apenas com o SD ou
com dCTMs associadas ao SD. Fonte: (Talita da Silva Jeremias)
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3.9.3. Grupos experimentais

Os grupos experimentais analisados foram os seguintes: (1) Grupo
controle (SD) - animais mantidos apenas com o substituto dérmico (SD)
Integra® na regido da leséo; (2) Grupo tratado com dCTMs + SD - animais
mantidos com dCTMs associadas ao substituto dérmico (SD) Integra®. Os
substituto dérmicos utilizados no grupo controle foram mantidos em
cultura, nas mesmas condi¢des dos associados com as dCTMs, porém sem
as células.

Os animais de cada grupo (n=3) foram eutanasiados por inalacdo de
CO, no dia 3, 7, 14 e 21 pbs-operatorio, e a area da lesdo foi removida para
analises posteriores, conforme esquema mostrado na Figura 5.

Figura 5. Esquema demonstrando os diferentes procedimentos e analises para a
avaliacdo do reparo tecidual em camundongos.

Histologia/lmunocitoguimica PCR Tempo Real RT-PCR termpo real
L7LE7

[imparte ] I o

3 animais

Imaichistoqimies
3 animais
Y controle (SD) 3 dias’ “ 757
T - <P ]
i =
‘j 3 animais
- CTMs associadas | controle (SD) 7 dias

Fragmento CTMs ao Integra® dCTMs + 5D ) 77
de pele 24 horas T

controle (SD) 14 dias
dCTMs + 50

3 animais

contrale (SD) 21 dias
dCTMs + SD

Fonte: (Talita da Silva Jeremias)

3.9.4. Andlise Macroscépica do reparo tecidual

As lesdes foram avaliadas macroscopicamente, mediante 0s
seguintes parametros: sinais de infeccdo, edema e presenca de exsudato.
Para isso, as lesdes foram fotografas com camera digital logo apés o
procedimento e nos dias 3, 7, 14 e 21 p6s-operatorio.
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3.9.5. Andlises Histoldgicas do reparo tecidual

Coleta e processamento das amostras

Apbs o sacrificio dos animais, a regido submetida a lesdo foi
removida, fixada em paraformaldeido 4% por 72 horas, desidratada em
uma série crescente de alcool (70%, 90% e 100 %) durante 10 minutos em
cada, diafanizadas em xilol por 15 minutos. Apés, as amostras foram
imersas em parafina liquida a 54°C (overnight) e incluidas em parafina.
Todos os blocos parafinados foram seccionados (5-7um) em micrétomo
(Leica), e os cortes obtidos posicionados sobre laminas de vidro silanizadas.

Coloracdo com Hematoxilina e Eosina

Para a realizacdo da analise histolégica do tecido através da
coloragdo com Hematoxilina/eosina  as amostras seccionadas foram
desparafinizadas em xilol por 15 minutos, reidratadas em uma série
decrescente de alcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 5 minutos em cada, e
lavadas com agua destilada durante 15 minutos. Logo ap0s, as amostras
foram coradas com eosina (Anexo 3) durante 4 minutos, lavadas com agua
destilada, e coradas com Hematoxilina (Sigma) durante 2 minutos. As
amostras coradas foram entdo lavadas em agua destilada por 3 minutos,
desidratadas em série crescente de alcool (70%, 90% e 100%) por 10
minutos cada, diafanizadas em xilol por 15 minutos e montadas com
Entelam (Merck). A visualizacdo das amostras foi realizada em
microscopio Olympus IX71 e as imagens capturadas coma camera
Olympus DP71.

Esta coloracéo foi utilizada para as analises da formacao do tecido de
granulacdo, da colonizagdo do substituto dérmico, da infiltracdo de
neutrofilos e macréfagos, da vascularizacdo e da re-epitelizacdo
(fechamento da ferida), conforme representadas no esquema da Figura 6.
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Figura 6. Esquema representando as analises realizadas através da coloragao
comhematoxilina e eosina.

Borda da lesdo Borda da lesao
l Epiderme 1
Epiderme — il S —
T e
Hipoderme e ®, ‘;ili Tecm Qe 9‘3"“"950 bR
Panniculus —= \7‘7 \K,D . ' s‘ 3. D(‘f\ l“V
carnosus

\

Musculo

1. Formag&o do tecido de granulacdo: medida linear do tamanho do tecido
de granulacdo (em 5 pontos). 2.Re-epitelizacdo e fechamento da ferida:
medida linear da ferida sem epiderme. As imagens obtidas foram
sobrepostas representando assim toda a area lesionada. 3.Quantificacdo do
nimero de células e vasos em diferentes campos, incluindo as bordas da
lesdo (6-10 campos).

Coloracédo de Mallory

A avaliacdo do depoésito de matriz extracelular e a formacdo das
fibras de colédgeno foram realizadas através da coloragdo de Mallory. Para
isso, as amostras seccionadas foram submetidas aos mesmos procedimentos
de desparafinizacdo e reidradatacdo descritos acima. Logo ap6s, as
amostras foram coradas com o corante de Mallory (Anexo 3) durante 40
minutos, e logo apds desidratadas em série crescente de alcool (90, 100%)
por 5 minutos cada, diafanizadas em xilol por 15 minutos e montadas com
Entelam. As amostras foram visualizadas em microscopio Olympus 1X71 e
as imagens capturadas com a cdmera Olympus DP71.
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3.9.6. Andlise de imunochistoquimica

Para a realizacdo do ensaio de imunohistoquimica as amostras
seccionadas

foram desparafinadas em xilol, reidratadas em uma série crescente de
alcool (70, 90, 80 e 100%) e lavadas com agua destilada, conforme descrito
no 3.9.5. Logo apds, a peroxidase enddgena foi bloqueada por incubacdo
com solucdo de peroxido de hidrogénio 3% diluido em metanol absoluto
(Vetec) durante 30 minutos. A recuperacdo antigénica foi realizada por
calor, através da incubacdo em tampdo citrato-fosfato, pH 6,0 a 93-96°C,
por 45 minutos. Apo6s, o tecido foi lavado com PBS acrescido de 0,1% de
Tween e os sitios inespecificos bloqueados com solugdo de PBS acrescido
de 20% de SBF, durante 30 minutos.

As amostras foram incubadas com os anticorpos primarios, descritos
na Tabela 5, durante 14 horas, em camera Umida, a 4°C. Apo6s esse periodo,
foram lavadas com PBS Tween 0,1% durante 15 minutos e, incubadas com
anticorpo secundario conjugado a biotina (Tabela 6) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas
novamente com PBS Tween 0,1% (15 minutos) e incubadas com
estreptavidina conjugada com peroxidase (1:200) (Sigma), durante 30
minutos. A revelacdo da marcacdo foi realizada por reacdo colorimétrica
com solucdo de 1% de 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (Sigma) acrescido de
perdéxido de hidrogénio durante 10 segundos a 5 minutos (dependendo do
anticorpo). A reacdo foi interrompida com incubacdo em &gua destilada,
durante 5 minutos. Apo6s a revelacdo, as amostras foram contracoradas com
solucdo de Hematoxilina, durante 15 segundos, lavadas em &gua corrente e
visualizadas em microscépio Olympus IX71. As imagens foram capturadas
com a camera Olympus DP71.

Tabela 6. Anticorpos utilizados nas anélises de imunohistoquimica.

Diluic&o do . . Diluicéo do
Anticorpo primario (marca) Antigorpo Anticorpo secundario Anti(c;orpo
S (marca) .
primério secundario
Anti-Citoqueratina 10 1:200 Anti-lgG1 de camundongo 1:200
(Abcam) conjugado a biotina
Anti-Colageno | 1:200 Anti-lgG1 de camundongo 1:200
(Abcam) conjugado a biotina
Anti-macréfago 1:100 Anti-1gG de coelho 1:200
(Abcam) conjugado a biotina
Anti-mieloperoxidase 1:100 Anti-IgG1 de camundongo 1:200
(Abcam) conjugado a biotina
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3.9.7. Andlise da expressao génica

Extracdo de RNA

O RNA total do tecido proveniente das bidpsias foi extraido
utilizando-se o kit RNeasy-Fibrous Tissue Mini (Qiagen), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para isso, 27 mg de tecido (correspondendo a
bidpsias de 3 animais diferentes, cada uma pesando cerca de 9 mg) foram
armazenados no reagente RNALater (Qiagen), para estabilizacdo do RNA.
Em seguida, as amostras foram maceradas com o auxilio de um pistilo, na
presenca de 300 pL de tampdo RLT. Apds, adicionou-se 590 uL de agua
livre de nucleases e 10 pL de proteinase K as amostras, e estas foram
incubadas por 10 minutos a 55 °C. As amostras foram entdo centrifugadas
por 3 minutos a temperatura ambiente a 10.000g. O sobrenadante foi
removido e a este foi adicionado cerca de 450 pL de etanol 99%. Esta
solucdo foi transferida para uma coluna RNeasy mini spin que foi
centrifugada a temperatura ambiente por 15 segundos a > 8.000 x g. O
eluido foi descartado e 350 pL de tampdo RW1 foram adicionados a
coluna, que foi entdo submetida a centrifugacdo a temperatura ambiente por
15 segundos a > 8000 x g. O novo eluido foi descartado e 80 uL de um mix
de DNAse produzido a partir de 10 pL de DNase e 70 pyL de tampédo RDD
foi adicionado a coluna. Esta reacdo foi incubada a temperatura ambiente
por 15 minutos. Logo apds, 350 pL de tampdo RW1 foram adicionados a
coluna, que foi submetida a centrifugacdo a temperatura ambiente por 15
segundos a > 8000 x g. Entdo, adicionou-se 500 pL de tampdo RPE a
coluna, centrifugou-se a temperatura ambiente por 15 segundos a > 8000 x
g e descartou-se o eluido. Novamente adicionou-se 500 pL de tampdo RPE
a coluna, que foi entdo centrifugada a temperatura ambiente por 2 minutos a
>B8000 x g. O eluido foi descartado e entdo adicionou-se 30 pL de agua livre
de RNAses a coluna, para eluicdo do RNA adsorvido na membrana. A
coluna foi centrifugada a temperatura ambiente por 1 minuto a > 8000 g. A
quantidade de RNA na solucdo eluida foi entdo quantificada por
espectrofotometria no aparelho Nanovue.

Sintese de cDNA

O cDNA das amostras foi sintetizado utilizando-se o kit RT? First
strand kit (Qiagen), seguindo as orienta¢des do fabricante. Resumidamente,
foi preparado o Mix de eliminacdo do DNA gendmico, contendo 5 pg de
RNA, 2 uL de tampdo GE, e agua livre de nucleases, em um volume final
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de reacdo de 10 pL. Este mix foi incubado por 5 minutos a 42°C e
imediatamente transferido para o gelo, onde permaneceu por pelo menos 1
minuto. Em seguida, 10 pL do mix de transcri¢do reversa (composto de 4
ML do tampdo BC3; 1 pL de controle P2; 2 pL do mix da transcriptase
reversa RE3 e 3 L de agua livre de nucleases) foi adicionado e misturado a
cada tudo contendo o mix de eliminagcdo do DNA gendmico. As amostras
foram entdo incubadas a 95°C por 5 minutos. Em seguida, 91 uL de agua
livre de nucleases foram adicionados a cada reacdo. As amostras foram
entdo congeladas a -20°C para posterior reacao de gPCR.

PCR em tempo real - gPCR

A técnica de gPCR foi utilizada para avaliar a expressdo do mRNA
de diversos genes envolvidos no reparo de feridas em camundongos. Este
protocolo descreve o PCR em tempo real usando o kit RT? Profiler PCR
Arrays em conjunto com o kit RT® SYBR Green Mastermix, seguindo as
instrucdes do fabricante (Qiagen).

Resumidamente, foi preparado um Mix para o PCR contendo 1350
uL do reagente 2x RT? SYBR Green mastermix, 102 pL da reacdo de
sintese de cDNA e 1248 pL de agua livre de RNases, perfazendo um
volume total de 2700 pL. Vinte e cinco microlitros desta solucio foram
adicionados a cada um dos 96 pocos de uma placa contendo
oligonucleotideos especificos para os seguintes genes: IL-1, IL-4, IL-6, IL-
10, EGF, FGF-2, FGF-7, FGF-10, IGF, HGF, PDGF, TGF-a, TGF-3, TNF,
VEGF, Coldgeno lal, Colageno Ill, SMA (Acta2), MMP-1, MMP-2,
MMP-9 e TIMP-1. As placas foram seladas e centrifugadas para a remoc¢éo
de eventuais bolhas na solucéo e entdo inseridas no aparelho epRealplex 4
(Eppendorf) para inicio da reacdo de qPCR. As condi¢des de ciclagem
foram: 1 ciclo - 10 minutos / 95°C; 40 ciclos - 15 segundos / 95°C; 1
minuto / 60°C. Ao final destes ciclos, as amostras foram submetidas a uma
reacdo para a produgdo de uma curva de dissociacao.
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4.RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DAS CELULAS DERIVADAS DA
DERME

A fim de avaliar as caracteristicas de CTM nas células isoladas da
derme, foram realizadas analises tendo em vista os critérios propostos
pelo “Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy”. Estes critérios definem as
CTMs pela: (1) morfologia fibroblastdide, (2) expressao dos marcadores
mesenquimais CD105, CD90 e CD73, auséncia de expressdo dos
marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45, e (3) potencial de
diferenciacdo celular para adipdcito, ostedcito e condrdcito.

4.1.1. Morfologia e viabilidade celular

Os resultados demonstram que as células isoladas da pele sdo
aderentes ao plastico e apresentam morfologia semelhante a
fibroblastos, com formato fusiforme (Figura 7 A e B).

A andlise de viabilidade/proliferacdo celular através dos ensaios
de MTS mostrou um significativo e progressivo aumento nos valores de
MTS, no dia 4 e 7 de cultivo (Figura 7 C). No dia 4, foi observado um
aumento de aproximadamente 2,5 vezes quando comparado ao dia 1. Ja
no dia 7, este aumento foi de aproximadamente 4,5 vezes, indicando
uma aumento na proliferacdo celular.

Foi realizado também o ensaio de MTT para avaliar a
viabilidade/proliferacdo celular, porém durante um periodo mais
prolongado de cultivo (2, 7 e 14 dias) (Figura 7 D). As analises
mostraram um aumento de aproximadamente 5 vezes no valor de MTT
no dia 7 e 14 em relacdo ao dia 2 de cultivo. Ndo foram observadas
diferencas significativas entre o dia 7 e 14. Estes resultados mostram
uma alta capacidade de expansdo in vitro das células aderentes isoladas
da pele, sendo que estas puderam ser cultivadas e amplificadas até 20
passagens.
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Figura 7. Morfologia e viabilidade das dCTMs.

«
Dias Dias

(A-B) Fotografias representativas em microscopio de contraste de fase das
células aderentes derivadas da pele, (A) apés 7 dias de cultivo e (B) em
confluéncia, apos 14 dias. (C -D) Representacdo gréfica da viabilidade celular
realizada através dos ensaios de (C) MTS e (D) MTT . Os valores representam
as médias * desvio padrdo de triplicata de 3 experimentos independentes.
***P<(,001 por ANOVA uma via seguido de teste de Bonferroni. Escala: (A-
B) 200um.
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4.1.2. Expressao de marcadores de superficie

O perfil imunofenotipico das células derivadas da pele, quanto a
expressdo dos marcadores de superficie tipicos de CTMs, foi avaliado
nas células em passagens baixas (P1 a P3) e altas (a partir de P4),
através de citometria de fluxo (Figura 8 A e B). A maioria das células
expressa 0s marcadores de CTMs, CD90 (99.3%), CD73 (99.9%) e
CD105 (97.4%), e sdo negativas para 0s hematopoiéticos, CD34
(1,01%) e CD45 (0,86%). Em algumas amostras foi constatado aumento
progressivo na expressdo de CD90 entre as células em passagens baixa
(P1-P2) e alta (P20) (Figura 8 B). Tendo em vista esta variagdo, foi
estabelecida a utilizacdo de células entre P3 e P12 nos experimentos
seguintes.

4.1.3. Potencial de diferenciacdo adipogénica e osteogénica

A seguir foi avaliado o potencial de diferenciacdo das dCTM para
fenotipos mesodermais, como o adipogénico e o osteogénico (Figura 8
C-F). As dCTMs apresentam diferenciacdo para o fenétipo osteogénico,
evidenciado pela presenca de depoésitos de calcio extracelular apés
coloragdo com Alizarin Red S (Figura 8 D). J& a diferenciacdo
adipogénica foi comprovada pela presenca de acimulo de lipidios no
interior de vacuolos intracelulares corados com Qil Red O (Figura 8 F)
nas culturas tratadas com meio especifico. Nas células mantidas com o
meio de cultivo convencional (sem fatores indutores), ndo foi observada
a marcacdo com os corantes (Figura 8 C e E).

Em conjunto, os resultados das andlises morfoldgica, de
viabilidade, perfil imunofenotipico e diferenciagdo celular obtidos neste
estudo demonstraram que as células isoladas da pele humana sdo CTMs,
sendo designadas neste trabalho de células tronco mesenquimais
derivadas da derme (dCTMs).
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Figura 8. Caracterizacdo imunofenotipica e potencial de diferenciacdo
adipogénico e osteogénico das dCTM.

(A) Representacdo em histogramas do perfil imunofenotipico das amostras
submetidas a citometria de fluxo para os marcadores de superficie CD34-PE,
CD45-FITC, CD90-FITC, CD73-PE, CD105-PerCP. (B) Representacdo em
histogramas das amostras submetidas & citometria de fluxo para os marcadores
de superficie CD90-FITC demonstrando o aumento de expressdao com as
passagens 1 a 20 (P1 a P20). (C-D) Diferenciagdo adipogénica: Imagens
representativas em microscépio de luz das células controle (C) ou mantidas em
meio indutivo adipogénico (D), coradas com oil red O. (E e F) Diferenciacdo
osteogénica: células controle (E) ou mantidas em meio indutivo osteogénico
(F), coradas com Alizarin red S. Escala: 50pum.
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4.2EXPRESSAO DE MARCADORES DE PLURIPOTENCIALIDADE
E DE LINHAGENS CELULARES DIFERENCIADAS NAS dCTMS

A seguir, o estado de diferenciacdo das dCTMs cultivadas em
condicdo padrdo (sem inducdo especifica) foi investigado através da
expressdo dos marcadores de pluripotencialidade (Oct-4, Nanog, e Sox-
2), marcadores neurais (Nestina e [-tubulina IlI), mesenquimais
(CD105, a-SMA, Fibronectina) e endotelial (CD31) (Figura 9), em
células de passagem baixa (P1) e alta (acima de P9).

A Figura 9A demonstra a expressdo génica destes marcadores em
3 amostras de dCTMs, analisadas através de RT-PCR, sendo estas: (1)
Paciente 1, em passagem 13, (2) Paciente 2, em passagem 9 e (3)
Paciente 3, em passagem 1. Os resultados mostram que todas as
amostras de dCTMs expressam 0 RNAm para Nanog, Oct-4, Nestina, -
tubulina 111, mas ndo expressam o RNAmM de CD31. Em relacdo a
expressdo de a-SMA, foi observada variacdo na expressdo génica deste
marcador entre as amostras analisadas, sendo que as células da amostra
2 (P9) ndo apresentaram tal expressao.

Através do ensaio de imunocitoquimica, foi observada uma baixa
quantidade de células que expressam a-SMA na amostra 2 (Figura 9B),
0 que explica o fato de ter sido detectada sua expressdo pela técnica de
RT-PCR. Ja, na amostra de células em baixa passagem (P1), a maioria
das células expressam a-SMA (Figura 9C). Estas variagfes entre as
amostras podem estar relacionadas com a diferenca individual das
amostras (pacientes diferentes) e/ou heterogeneidade das culturas, apés
o isolamento e purificacéo.

O ensaio de imunocitoquimica revelou ainda que a maioria das
dCTMs, em todas as amostras analisadas, possui uma distribuicdo
citoplasmatica de Sox-2 (Figura 9D) e Oct-4 (Figura 9E). A expressao
de CD105 (Figura 9F), fibronectina (Figura 9G), Nestina e B-tubulina 111
(figura 9H-Q), também foi constatada na maioria das células.
Surpreendentemente, uma distribuicdo nuclear de Nestina foi
visualizada em algumas células (Figura 9M-P, seta branca). Além disso,
as amostras apresentam em média 40% das células positivas para o-
SMA. A co-expressdo de nestina, B-tubulina Il e a-SMA sdo mostradas
na Figura 9H-Q.
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Figura 9. Expressdo de marcadores de pluripotencialidade e de linhagens
celulares diferenciadas (neural, mesenquimal e endotelial) nas dCTMs.
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B-tubulinnalll/Nestir

(A) Imagens representativas de produtos de RNAm em gel de agarose,
demonstrando a expressdo de o-SMA, B-tubulina Ill, CD31, CD90, Oct-4,
Nanog, Nestina e Gapdh (padréo interno) em diferentes amostras de dCTMs.
Amostra 1: passagem P13. Amostra 2: Passagem 9. Amostra 3: Passagem 1. (B-
C) Expresséo de a-SMA nas dCTMs em (B) passagem baixa (P1) e (C) alta
(P13) por imunocitogquimica. (D-Q) Imagens representativas de
imunocitoquimica para (D) Sox-2, (E) Oct-4, (F) CD105, (G) Fibronectina , (H
e O) B-tubulina IIl, (I e L) a-SMA e (M e P) nestina. A sobreposicdo de B-
tubulina Il e a-SMA sdo mostradas na figura J, de a-SMA e nestina na figura N
e de de B-tubulina 111 e nestina na figura Q. Em azul, marcagédo do nicleo com
DAPI. Seta branca em M e P: expressdo nuclear de Nestina. Escala: 50pum.
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4.3. DIFERENCIACAO EM QUERATINOCITOS E MIGRACAO
CELULAR DAS dCTMS

Tendo em vista que a re-epitelizacdo e a migracdo celular séo
eventos cruciais no reparo de lesdes cutaneas, foi analisado a seguir o
potencial de diferenciacdo das dCTMs em queratindcitos e sua
capacidade migratoria in vitro.

4.3.1. Diferenciagdo em queratindcitos

Para avaliar o potencial de diferenciacdo das dCTMs em
gueratindcitos, as células foram mantidas nos meios indutivos
especificos de diferenciacdo para queratindcitos, CNT-02 e CNT-07.
Foram observadas, através de microscopia de contraste de fase,
alteragdes morfologicas, referentes ao tamanho e formato celular (Figura
10). As células mantidas com ambos os meios, CNT-07 e CNT-02,
tornaram-se menores, mais justapostas e com formato semelhante a
gueratindcitos (Figura 10B-D). Ja as células mantidas em apenas um dos
meios CNT-07 ou CNT-02, apresentaram morfologia mais alongada
(Figura 10C), sugerindo uma transicao entre a morfologia fibroblastoide
tipica das CTMs (Figura 10A) e de queratindcitos (Figura 10B).

O potencial de diferenciacdo em queratindcitos foi avaliado ainda
pela expressdo da citoqueratina 14 (marcador de queratindcitos
diferenciados) e citoqueratina 15 (marcador de queratindcitos
indiferenciados). Os resultados revelaram que as dCTMs, quando
cultivadas nos meios indutivos expressam citoqueratina 14 (FiguralOE e
F), porém ndo foi observada a expressdo de citogqueratina 15 em
nenhuma das condicGes analisadas (dados ndo mostrados).
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Figura 10. Potencial de diferenciacdo das dCTMs para queratindcitos.

(A) Morfologia semelhante a fibroblastos das dCTMs cultivadas em meio
padrdo, visualizadas através de microscopio de fase. (B-D) Alteragdes
morfoldgicas das dCTMs cultivadas em (B) ambos os meio CNT-02 e CNT-07
e (C) em apenas um dos meios (CNT-07 ou CT-02). (D) Ampliacdo da imagem
B. (E-F) Imagens representativas da expressdo de citoqueratina 14, por
imunocitoquimica, das dCTMs cultivadas em (E) apenas um dos meios (CNT-
07 ou CT-02) e em (F) ambos os meio CNT-02 e CNT-07.
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4.3.2. Migracéo celular das dCTMs — ensaio de wound healing

O ensaio de scratch ou wound healing foi realizado para avaliar a
habilidade de migracdo das dCTMs (Figura 11). Para isso, as células que
migraram para a area raspada na monocamada celular foram analisadas
apos 6, 12, 24 e 48 horas. Ndo foi observada migracdo das dCTMs nas
primeiras 12 horas. No entanto, apés 24 horas a proporcdo de
fechamento da area raspada foi de aproximadamente 45% e ap6s 48
horas de 74% (Figura 11D). Estes resultados mostram que ocorre um
fechamento significativo da area raspada apés 48 horas e que as dCTMs
possuem uma alta capacidade migratoria in vitro.

Figura 11. Migragdo das dCTMs in vitro (ensaio de wound healing).

% de fechamento

N L4

Tempo (horas)

(A-C) Imagens representativas em microscdpio de contraste de fase, entre 0 e
48 horas ap06s a raspagem da monocamada celular. (D) Representagdo grafica da
porcentagem de fechamento ap6s 0, 6, 12, 24 e 48 horas do procedimento de
raspagem da monocamada. Os valores representam as médias + desvio padrdo
de quadriplicatas de 3 experimentos independentes. ***P<0,001 por ANOVA
uma via. Aumento: 100X.
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4.4 BIOCOMPATIBILIDADE E INTERAGAO DAS dCTMS COM 0OS
SUBSTITUTOS DERMICOS INTEGRA® E PELNAC® IN VITRO

A fim de estabelecer uma nova ferramenta terapéutica para o
tratamento de lesbes cutdneas que promova um melhor reparo ou
regeneracdo do tecido, foi avaliada neste estudo a associacdo das
dCTMs com os substitutos dérmicos Integra® e Pelnac® in vitro. Para
isso, foi avaliada a biocompatibilidade e interagdo destas células com 0s
substitutos dérmicos, através das analises de viabilidade, adesdo e
morfologia.

4.4.1.Viabilidade/proliferacéo celular das dCTMs associadas
aos substitutos dérmicos

A habilidade dos substitutos dérmicos Integra® e Pelnac® em
suportar a sobrevivéncia e a proliferacdo das dCTMs em cultivo 3D, foi
avaliada através do ensaio de MTS. Um aumento significativo e
progressivo na viabilidade/proliferacdo das dCTMs foi observado
durante os 7 dias de cultura, em ambas as matrizes (Figura 12A e B). Os
resultados mostram uma diferenca de aproximadamente 8 vezes nos
valores de MTS entre os dias 2 e 7 de cultivo em ambas as matrizes.
N&o foram constatadas diferencas (P>0.05) nos valores de MTS entre 0
Integra® e Pelnac® em nenhum dos pontos analisados (Figura 12A vs.
B).

442 Adesdao e morfologia das dCTMs associadas aos
substitutos dérmicos

As andlises da adesdo, migracdo e morfologia das dCTMs
cultivadas nos substitutos dérmicos foi realizada através de microscopia
confocal (Figura 12C-J) e eletrdnica de varredura (Figuras 13 e 14). A
avaliacdo através de microscopia confocal revelou que as dCTMs
possuem capacidade de aderir e migrar para o interior de ambos o0s
substitutos dérmicos Integra® e Pelnac®, embora apresentem maior
distribuicdo e concentragdo na superficie das matrizes (Figural2E e H).
A reconstrucdo tridimensional das imagens mostra que as células
apresentam uma maior migracdo para o interior do Integra® quando
comparadas ao Pelnac® (Figura 121 e J).
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Figura 12. Viabilidade celular e adesdo das dCTMs associadas aos substitutos
dérmicos, Integra® e Pelnac®.
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(A-B) Representacdo grafica da viabilidade celular por ensaio de MTS, no dia 1,
4 e 7 de cultivo. Os valores representam as médias + desvio padrdo de triplicata
de 3 experimentos independentes. ***P<0,001, **P<0,01 por ANOVA de uma
via seguido de teste de Bonferroni.(C-H) Imagens representativas de
microscopia confocal das dCTMs culivadas no Integra® (C-E) e Pelnac® (F-H),
apds 3 dias de cultivo. Em azul, os nlcleos corados com DAPI (C e F) e em
verde, a autofluorescéncia dos substitutos dérmicos (D e G). A sobreposicéo das
imagens estd representada nas imagens E e H. (I-J) Reconstru¢do 3D das
imagens obtidas por microscopia confocal das dCTMs associadas Integra® e
Pelnac®, através do programa ImageJava. Escala: 100um.
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A estrutura e porosidade da camada interna do Integra® e
Pelnac® foi visualizada em detalhes através da microscopia eletronica
de varredura, revelando que o Integra® possui uma porosidade maior e
mais homogénea que o Pelnac® (Figura 13 e 14). Esta andlise
microscopica demonstrou ainda que as dCTMs aderem e se distribuem
uniformemente na superficie de ambas as matrizes (Figura 13 e 14, E e
F ). Contudo, 24 horas ap6s a semeadura das células, foram observadas
diferencas na morfologia e adesdo das dCTMs cultivadas nos substitutos
dérmicos. No Integra®, as células apresentam morfologia semelhante a
fibroblastos, com projecGes citoplasmaticas evidentes, lamelipddios e
pontos de adesdo focal (Figura 13C-F). Ja no Pelnac®, além de células
com estas caracteristicas morfol6gicas, foram observadas células
arredondadas, com pouca interacdo com a matriz (Figura 14C e D).
Ap0s 48 horas de cultivo, as células apresentam morfologia semelhante
a fibroblastos em ambas as matrizes, o que pode indicar adesao celular
inicial mais lenta no Pelnac® (Figuras 13 e 14E e F).

Estes resultados de microscopia confocal e eletrénica, juntamente
com os de viabilidade celular demonstram que ambos o0s substitutos
dérmicos sdo biocompativeis com as dCTMs.
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Figura 13. Adesdo e morfologia das dCTMs associadas ao Integra®
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Imagens representativas de microscopia eletronica de varredura (MEV). (A)
visdo transversal do Integra®, mostrando o silicone (*) e a camada interna
composta de colageno e glicosaminiglicanos. (B) Visdo transversal do Integra®
contendo CTMs (em destaque). (C e D) Adeséo e morfologia das CTMs. (E e F)
Visdo superficial das CTMs aderidas no Integra®. As imagens foram coloridas
através do programa Image Java.
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Figura 14. Adesdo e morfologia das dCTMs associadas ao Pelnac®

Imagens representativas de microscopia eletronica de varredura (MEV). (A)
visdo da superficie do Pelnac®, mostrando a camada interna composta de
colageno e glicosaminoglicanos. (B) Visdo transversal do Pelnac®. (C e D)
Adesdo e morfologia das CTMs ap6s 24 horas de cultivo (visdo da superficie).
(E e F)) Adesdo e morfologia das CTMs apds 48 horas de cultivo (visdo da
superficie). As imagens foram coloridas através do programa Image Java.
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45 PERFIL FENOTiPICO DAS dCTMS ASSOCIADAS AOS
SUBSTITUTOS DERMICOS INTEGRA® E PELNAC® IN VITRO

A fim de avaliar se a interacdo com os substitutos dérmicos altera
o perfil fenotipico das dCTMs, foi analisada a expressdo dos marcadores
de CTMs, de pluripotencialidade e de linhagens celulares diferenciadas
(neural, mesenquimal e endotelial). A anélise de citometria de fluxo
revelou que, nestas condigbes de cultivo, a maioria das dCTMs
associadas ao Integra® e Pelnac® foi positiva para CD90 (99.9% e
99.9%, respectivamente), CD73 (99.9% e 100%, respectivamente) e
CD105 (97.2% e 99.5%, respectivamente) e negativas para CD45
(menos que 3.38% em ambas matrizes) (Figura 15).

Figura 15. Perfil imunofenotipico das dCTMs associadas aos substitutos
dérmicos Integra® e Pelnac®.
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Além disso, o ensaio de RT-PCR, revelou que as dCTMs
expressam o0 RNAm de Nanog, Oct4, Nestina, -Tubulina III e a-SMA,
e ndo expressam o de CD31 (Figura 16). Estes resultados indicam que as
dCTMs cultivadas nos substitutos dérmicos mantém as caracteristicas
fenotipicas de dCTMs, semelhante ao observado no cultivo
bidimensional em monocamadas (plastico).

Figura 16. Perfil de expressdo génica das dCTMs associadas aos substitutos
dérmicos Integra® e Pelnac®.
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Imagens representativas de produtos de RNAmM em gel de agarose,
demonstrando a expressdo de Nanog, Oct-4, Nestina, B-tubulina Ill, a-SMA,
CD31 e GAPDH (padréo interno) apds 3 dias. Controle: dCTMs cultivadas na
condigdo padréo (plastico).
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46. POTENCIAL DE REPARO TECIDUAL DAS dCTMS
ASSOCIADAS AO SUBSTITUTO DERMICO INTEGRA® EM
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A LESOES CUTANEAS

Até o momento, os resultados apresentados neste estudo
demonstram o isolamento de CTMs da derme com potencialidade
semelhante as CTMs da medula dssea, e reportam com sucesso a sua
associacdo com substitutos dérmicos e a potencial aplicacdo em lesdes
cutaneas. Assim, considerando que a associacdo destes elementos pode
ocasionar um melhor reparo ou a regeneracdo do tecido lesionado, foi
investigado neste estudo o efeito terapéutico do tratamento de dCTMs
associadas ao substituto dérmico em lesdes cutaneas de camundongos.
Como nado foram observadas diferencas entre a associacdo das dCTMs
com o Integra® e o Pelnac®, foi escolhido apenas o substituto dérmico
Integra® para a realizacdo do estudo pré-clinico em camundongos, em
razdo da sua maior utilizacdo no tratamento de lesdes cutaneas.

4.6.1. Aspectos macroscopicos das lesdes cutaneas

A analise macroscépica dos animais do grupo tratado com
dCTMs associadas ao substituto dérmico (dCTMs + SD) e do grupo
controle (somente SD), durante 21 dias de poés-operatorio revelou
auséncia de infiltrado purulento nas lesbes, sem sinais de infeccdo em
ambos os grupos. No grupo tratado com dCTMs + SD, a camada externa
de silicone pertencente ao substituto dérmico estava ausente em todos os
animais ap06s 14 e 21 dias pds-operatdrio (Figura 17A), enquanto no
grupo controle apenas em um animal o silicone ndo foi observado
(Figura 17B). Esta auséncia do silicone, ndo compromete a integracdo
da camada interna do substituto dérmico, composta de uma matriz
porosa de colageno e glicosaminoglicanos, ja que nesse periodo de
estudo esta apresenta-se integrada ao tecido do animal. Em relagdo a
cicatrizacdo, ndo foi observada cicatrizacdo hipertréfica em nenhum dos
grupos analisados.
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Figura 17. Avaliagcdo macroscopica da lesdo no dia 21 pds-operatorio.

dCTMs + SD

(A) Animais do grupo controle (SD) e (B) do grupo tratado com dCTMs + SD.
(C) Unico animal do grupo controle que apresentou re-epitelizagéo total aos 21
dias de pos-operatdrio (ampliagdo da imagem A). (D) Animal do grupo tratado
(amplificagdo da imagem B).
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4.6.2 Formagcdao do tecido de granulagdo nas lesdes cutaneas

A formacéo do tecido de granulacéo durante o processo de reparo
tecidual foi avaliada por analise histoldgica nos dias 3, 7 e 14 de pds-
operatério (Figura 18 e 19). As analises revelaram que no grupo
controle (SD) o tamanho do tecido de granulacdo foi similar nos trés
dias analisados (cerca de 0,15 mm), enquanto no grupo tratado com
dCTM + SD foi observado um aumento significativo de 3,4 vezes no dia
14 em relagdo ao dia 7 (Figura 19).

Os resultados mostram ainda um aumento na formacéo do tecido
de granulagdo no grupo tratado com dCTM + SD em comparacdo ao
controle nos trés periodos analisados, embora os valores sejam
estatisticamente diferentes apenas no dia 14 (8,4 vezes) (Figura 19),
sugerindo uma acdo das dCTMs na formagéo do tecido de granulagao.

4.6.3. Colonizagdo celular do substituto dérmico Integra®

Tendo em vista que a andlise da formacdo do tecido de
granulacdo ndo considerou a colonizagdo celular no substituto dérmico,
foi avaliada a seguir a infiltracdo de células na matriz (Figura 18 e
Tabela 7). As analises histoldgicas do tecido nos dias 3 e 7 de p0s-
operatorio revelou uma maior quantidade de células no substituto
dérmico no grupo tratado com dCTMs + SD quando comparado ao
controle (Figura 18A-F e G-M, e Tabela 7). No dia 14 p6s-operatorio, 0
substituto dérmico estava totalmente integrado ao tecido no grupo
tratado, ndo podendo ser distinguido do tecido do animal, enquanto no
controle a estrutura do substituto dérmico ainda pbde ser observada
(Figura 18N-0O).

Estes resultados, juntamente com o da formacdo do tecido de
granulagdo, sugerem um importante papel das dCTMs na regulacdo dos
eventos celulares relacionados com a infiltracdo celular durante o
processo de reparo tecidual. Entdo a seguir, foi avaliado o papel das
dCTMs associadas ao substituto dérmico no recrutamento de células
inflamatdrias, células endoteliais, fibroblastos e queratinécitos na area
da leséo.
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Figura 18. Formacdo do tecido de granulacdo e colonizagdo celular no
substituto dérmico, nos dia 3, 7 e 14 de pés-operatdrio.
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Imagens  representativas de  cortes  histolégicos  corados  com
Hematoxilina/Eosina. (A-C) Grupo controle (SD), no dia 3 de pds-operatorio.
(D-F) Grupo tratado com dCTMs + SD, no dia 3 de pés-operatério. (G-1) Grupo
controle, no dia 7 de pos-operatdrio. (J-M) Grupo tratado com dCTMs + SD, no
dia 7 de pos-operatério. (N-O) Gupo controle (N) e tratado com dCTMs + SD
(0), no dia 14 de pés-operatorio. Aumentos: (A, D, G, J, Ne O) 40X; (B, E,He
L) 200X; (C, F, I e M) 400X. Abreviaces: (s) silicone do substituto dérmico;
(SD.) Substituto dérmico; (TG) tecido de granulagdo; (m) tecido muscular; (ts)
tela subcutanea (hipoderme).
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Figura 19. Avaliacéo do tecido de granulagéo nas lesBes cutaneas, nos dias 3, 7
e 14 p6s-operatdrio.
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Representagdo grafica da medida linear do tecido de granulagdo do grupo
tratado com dCTMs + SD e do grupo controle (SD), ap6s 3, 7 e 14 dias da
realizacdo do procedimento cirdrgico. Os valores representam as medias *

desvio padrdo de 3 animais por grupo (4 medidas/animal). **P<0,01 por
ANOVA duas vias seguido de teste de Bonferroni.

Tabela 7. Anélise qualitativa da infiltracdo de células no substituto dérmico, no
dia 3, 7 14 p6s-operatorio.

Controle (SD) dCTMs + SD
Tempo Quantidade de células
Dia 3 + ++++
Dia7 + ++
Dia 14 ++ |

Quantidade de células: (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta; (++++)
muito alta. I: matriz integrada ao tecido.
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4.6.4. Recrutamento de células inflamatérias — neutroéfilos e
macrdéfagos

Como os neutrofilos sdo as primeiras células que migram para o
local da lesdo e promovem uma resposta inflamatoria inicial para o
reparo tecidual (MARTIN; LEIBOVICH, 2005), foi avaliado o
recrutamento dessas celulas polimorfonucleares na lesdo (Figura 20 e
Tabela 8). A andlise foi realizada através de ensaio de
imunohistoquimica para o marcador de neutrdfilo mieloperoxidase
(MPO) e coloragdo com Hematoxilina/Eosina (Figura 20). Os resultados
demonstraram um aumento na infiltracdo de neutrdfilos tanto no
substituto dérmico quanto no tecido de granulacéo e nas bordas da lesdo,
no grupo tratado com dCTMs + SD quando comparado ao controle, nos
dias 3 e 7 pds-operatério (Tabela 8). O aumento observado no grupo
tratado foi maior no dia 3 pds-operatorio quando comparado ao dia 7.

O recrutamento de macréfagos, que ocorre em resposta a fase
inflamatoria inicial, foi avaliado através de imunohistoquimica para
marcador especifico e coloracdo com Hematoxilina/Eosina, no dia3 e 7
pos-operatorio (Figura 21 e Tabela 8). Os resultados mostram que no dia
7 h& uma maior infiltracdo de macrdfagos, tanto no grupo tratado com
dCTMs + SD como no controle, em relagcdo ao dia 3 pds-operatério.
Além disso, comparando a infiltracdo destas células entre 0s grupos
analisados, foi observado que no dia 3 pds-operatorio a quantidade de
macréfagos foi similar. Ja no dia 7, houve um aumento no ndmero de
macréfagos no grupo tratado com dCTMs + SD quando comparado ao
controle (Tabela 8).

Esses resultados sugerem que o tratamento com dCTMs + SD
promovem um aumento no recrutamento de neutr6filos e macrofagos,
estando de acordo com os dados de aumento do tecido de granulagdo e
da infiltracdo de células na matriz.
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Figura 20. Infiltragdo de neutrofilos nas lesGes cutaneas, 3 dias pos- operatorlo
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Imagens representativas de cortes histolégicos submetidos a analise
imunohistoquimica para MPO (marrom) e coloragdo com Hematoxilina/Eosina
(HE). (A-C) Grupo controle (SD) e (D-F) Grupo tratado com dCTMs + SD.
Em A, B, D e E, imunohistoquimica para MPO, e em C e F, coloragdo com HE.
As setas pretas indicam os neutréfilos. Aumentos: (A e D) 200X; (B e E) 400X;
(C e F): 1000X. Abreviagdes: (SD) substituto dérmico; (TG) tecido de
granulacéo.

Figura 21. Inﬂltragao de macrofagos nas Iesoes cutaneas, 7 dias pds-operatorio.

7 dias

dC TMs + SD

Imagens representatlvas de cortes hIS'[0|OgICOS submetldos a andalise
imunohistoquimica para marcador especifico de macrofagos (marrom) e
coloragdo com Hematoxilina/Eosina (HE). (A-C) Grupo controle (SD) e (D-F)
Grupo tratado com dCTMs + SD. Em A, B, D e E, coloragdo com HEeem C e
F, imunohistoquimica para macréfago. As setas pretas indicam os macréfagos e
as verdes os neutréfilos. Aumentos: (A e D) 200X; (B e E) 1000X; (C e F):
200X. AbreviagGes: (SD) substituto dérmico; (TG) tecido de granulagdo; (m)
musculo; (ts) tela subcutanea.
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Tabela 8. Andlise qualitativa da infiltracdo de neutrofilos e macréfagos
nas lesdes cutaneas, apos 3 e 7 dias do procedimento cirdrgico.

Controle (SD) dCTMs + SD
Tempo Neutrdéfilo Macréfago Neutrofilo Macréfago
Dia 3 + + ++++ +
Dia7 + ++ ++ +++

Quantidade de células: (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta; (++++)
muito alta.

4.6.5. Neovascularizagéo

O recrutamento de macrofagos, dentre outras células, que ocorre
no local da les@o sdo eventos essenciais para que ocorra a angiogénese e
a fibroplasia durante o processo de reparo tecidual (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005). Desta forma, a influéncia da associagdo das
dCTMs com o substituto dérmico na formacdo de neovasos, foi
analisada histologicamente com Hematoxilina/Eosina, nos dias 7 e 14
pos-operatorio (Figura 22).

Foi observado no grupo controle uma média de 2,6 e 5,3
vasos/campo nos dias 7 e 14 de pds-operatério, respectivamente (Figura
22G). No grupo tratado com dCTMs + SD a média de vasos/campo foi
de 7 e 9,3 nos 7 e 14 dias pds-operatério, respectivamente. Estes
resultados mostram um aumento significativo na vascularizacdo no
grupo tratado em relacdo ao controle, de aproximadamente 2,7 vezes e
1,7 vezes no dia 7 e 14, respectivamente (Figura 22G). No dia 7 pos-
operatorio, 0s neovasos estavam presentes em maior quantidade nas
bordas da lesdo (Figura 22A e B), e no dia 14 estavam presentes
também no tecido de granulagdo e dentro do substituto dérmico (Figura
22C-F).

Esses dados sugerem um possivel efeito das dCTMs no
recrutamento de células endoteliais, estimulando assim a
neovascularizagéo do tecido lesionado.
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Figura 22. Vascularizagdo nas lesdes cutaneas, nos dias 7 e 4 pds-operatdrio.
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Imagens  representativas de  cortes  histologicos  corados  com
Hematoxilina/Eosina. (A-C) Grupo controle (SD) no dia 7 pds-operatério. (B-
D) Grupo tratado com dCTMs + SD, no dia 7 pos-operatdrio. (E) Grupo
controle (SD), no dia 14 p6s-operatério. (F) Grupo tratado com dCTMs + SD,
no dia 14 pds-operatorio. As setas pretas indicam os vasos. (G) Representacao
grafica do nimero de vasos no grupo tratado com dCTMs + SD e no grupo
controle (SD), ap6s 7 e 14 dias da realizagcdo do procedimento cirdrgico. Os
valores representam as médias + desvio padrdo de 3 animais por grupo (10
campos/animal). Campo: aumento de 400X. *p <0,05 por ANOVA duas vias
seguido de teste de Bonferroni. Aumento de todas as imagens: 400X.
Abreviagdes: (SD) substituto dérmico; (TG) tecido de granulagdo; (V) Vasos;
(ts) tela subcutanea. (*) Substituto dérmico totalmente integrado ao tecido.
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4.6.6. Depdsito de matriz extracelular e remodelamento

Durante o processo de reparo tecidual os fibroblastos migram
para o local da lesdo e constituem o tecido de granulagdo, juntamente
com outras células, além de depositar matriz extracelular. A matriz do
tecido normal é caracterizada por uma grande quantidade de colageno
com fibras orientadas paralelamente, 0 que ocasiona maior resisténcia
ao tecido (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; REINKE; SORG,
2012). Tendo em vista esses aspectos, foi analisado histologicamente o
depdsito de colageno e a organizacdo das fibras colagenas através da
coloracdo com Mallory, nos dias 14 e 21 pés-operatério (Figura 23). A
intensidade da cor azul, obtida através da coloracdo com Mallory indica
a quantidade de depdsito de colageno na regido analisada.

Os resultados mostram que a coloracdo azul do Mallory foi mais
intensa no grupo tratado com dCTMs + SD quando comparado ao
controle, indicando um dep6sito maior de colageno, nos dias 14 e 21
pos-operatorio. A Figura 23C mostra a coloragdo na pele normal, na
qual é evidenciada a intensidade do azul no tecido conjuntivo (derme).
Em relacdo a organizacdo das fibras coldgenas, no grupo controle o
colageno depositado apds 14 dias ndo apresentava-se organizado em
fibras (Figura 23D), ao contrario do grupo tratado com dCTMs + SD
que apresentava esta organizacdo (Figura 23E). No dia 21, 0 grupo
tratado possuia fibras colagenas organizadas paralelamente (Figura
23G), enquanto no grupo controle esta organizagdo ndo foi observada
(Figura 23 F).

A fim de verificar se o deposito de colageno observado pela
coloracdo de Mallory corresponde ao colageno do tipo I, foi realizada
andalise imunohistoquimica para esta proteina. A Figura 24A e B mostra
a expressdo de colageno | na pele normal (derme). Os resultados
mostram que no dia 7 pos-operatorio os animais de ambos 0s grupos
apresentam discreto dep6sito de colageno do tipo |, situado abaixo do
substituto dérmico (Figura 24C e D). Este deposito € intensificado no
grupo tratado com dCTMs + SD, no dia 14 pds-operatério (dados néo
demonstrados). No dia 21, a matriz formada no local da lesdo possui
uma grande quantidade de colageno I, em ambos os grupos (dados
demonstrados apenas no grupo tratado) (figura 24E).
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Figura 23. Depésito de matriz extracelular (colageno) nas lesdes cutaneas, nos
dias 14 e 21 p6s-operatoério.
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Imagens representativas do depdsito de coldgeno na regido da lesdo, obtidas
através da coloragdo com Mallory. (A) Grupo controle (SD), no dia 21 pos-
operatdrio. (B) Grupo tratado com dCTMs + SD, no dia 21 pds-operatorio. (C)
Pele normal. (D e F) Grupo controle, apds 14 e 21 dias, respectivamente. (E e
G) Grupo tratado, apds 14 e 21 dias, respectivamente. Aumento : (A-B) 40X;
(C-G) 400X. Abreviagdes: (SD) substituto dérmico; (TG) tecido de granulagéo;
(epi) epiderme; (cc) camada cérnea; (col.) colageno; (fp) foliculo piloso.



92

Figura 24. Expressdo de colageno do tipo I nas lesdes cutaneas, nos dias 7 e 21
pGs-operatori
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Basahy L o : !
Imagens representativas do depoésito de colageno tipo | (marrom) na regido da
lesdo, obtidas através de imunoshistoquimica. (A) Borda da lesdo, evidenciando
a expressdo de colageno | na pele normal adjacente. (B) Pele normal. (C) Grupo
controle (SD), no dia 7 p6s-operatdrio. (D) Grupo tratado com dCTMs + SD, no
dia 7 e (E) no dia 21 dia p6s-operat6rio. Aumento: (A e C-E) 200X; (B) 400X.
Abreviagdes: (SD) substituto dérmico; (TG) tecido de granulagdo; (epi)
epiderme; Ec) camada cérnea; (col.l) colageno I; (fp) foliculo piloso.

cC



93

4.6.7. Re-epitelizacdo e fechamento da lesédo

O processo de re-epitelizacdo e fechamento da lesdo foram
analisados a seguir atraves da coloragdo com Hematoxilina/Eosina, nos
dias 7, 14 e 21 ap6s o procedimento cirdrgico (Figura 25). Foi
observado no grupo controle uma média de 10%, 37% e 64% de
fechamento da lesdo através da re-epitelizacdo no dia 7, 14 e 21,
respectivamente (Figura 25G). No grupo tratado com dCTMs + SD esta
propor¢do aumentou em relacdo ao controle em todos os dias analisados
(26%, 50% e 100%, no dia 7, 14 e 21, respectivamente). Estes
resultados mostram um aumento no fechamento da lesdo no grupo
tratado em relagdo ao controle, de aproximadamente 2,5 vezes , 1,4
vezes, 1,5 nos dias 7,14 e 21 po6s-operatorio, respectivamente (Figura
25G). Os resultados mostraram ainda que no grupo controle, apenas 1
animal teve a epiderme totalmente reconstituida ap6s 21 dias (Figura
25B), ao contrario do grupo tratado com dCTMs + SD no qual todos
animais apresentaram a epiderme re-epitelizada nesse periodo (Figura
25A-D).

A maturacdo do epitélio formado foi avaliada pela expressao de
citoqueratina 10, marcador de queratindcitos diferenciados, nos dias 7,
14 e 21 pés-operatério (Figura 25E e F). Além disso, a estratificacdo do
epitélio foi avaliada por coloracdo com Hematoxilina/Eosina, no dia 21
(Figura 25C e D). Foi observado que os queratindcitos que migram da
borda da lesdo nos periodos iniciais do processo de reparo expressam
citoqueratina 10, em ambos o0s grupos animais (dados néo
demonstrados). Na epiderme totalmente reconstituida, visualizada no dia
21 ap6s a lesdo, de modo geral todos os queratindcitos expressam
citoqueratina 10 em ambos grupos experimentais (Figura 25F). Em
relacdo & estratificacdo deste epitélio, foi constatado que no grupo
tratado com dCTMs + SD o epitélio apresenta-se menos estratificado,
semelhante a pele normal, quando comparado ao grupo controle (Figura
25C vs D).

Em conjunto, os resultados sugerem que as dCTMs associadas ao
substituto dérmico diminuem o tempo de re-epitelizacdo, promovendo
assim o fechamento mais rapido da leséo.
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Figura 25. Re-epitelizagdo e fechamento das lesdes cutaneas, no dia 21 p6s-
operatdrio.

Bl SD (controle)
M dMSCs + SD
100

% fechamento da lesdo

o

A RS
Tempo (dias)

Imagens representativas da re-epitelizacéo na regido da lesdo, obtidas através da
coloracdo com Hematoxilina/Eosina (HE) e imunohistoquimica para
citoqueratina 10 (marrom), marcador de queratinécito. (A e C) Grupo controle
(SD) corado com HE, no dia 21 pés-operatério. (B e D) Grupo tratado com
dCTMs + SD corado com HE, no dia 21 pos-operatério. (E) Expressdo de
citoqueratina 10 na pele normal e (F) no grupo tratado, no dia 21 pos-
operatorio. (G) Representacéo grafica da re-epitelizagdo/fechamento da leséo no
grupo tratado com dCTMs + SD e no grupo controle (SD) no dia 7, 14 e 21 p0s-
operatorio. Os valores representam as médias + desvio padrdo de 3 animais por
grupo. Aumento : (A-B) 40X; (C-G) 400X. Abreviacdes: (Epi) epiderme; (Epi-
K10) expressdo de citoqueratina 10 na epiderme (cc) camada cornea; (mec)
depdsito de matriz extracelular; (fp) foliculo piloso; (ts) tela subcutanea.
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4.6.8. Perfil da expressao génica nas lesdes cutaneas

Os resultados das analises histologicas e imunohistoquimicas
indicaram que o tratamento com as dCTMs + SD estimula a formacéo
do tecido de granulacdo, o recrutamento de células inflamatorias
(neutrofilos e macrofagos), a vascularizacdo, o depdsito de colageno e a
re-epitelizacdo. Desta forma, para compreender 0s mecanismos
moleculares envolvidos na regulacdo desses diferentes eventos, foi
realizado o ensaio de qPCR array. Nesse ensaio foi avaliada a expressdo
de genes (dos camundongos) importantes para o reparo tecidual, como
os de citocinas inflamatérias (IL-interleucina-1, IL-4, IL-6 e IL-10),
fatores de crescimento (EGF, FGF-2, FGF-7, FGF-10, IGF — Fator de
crescimento semelhante a insulina, HGF- Fator de crescimento do
hepatocito, PDGF- Fator de crescimento derivado de plaquetas, TGF-a,
TGF-B, TNF- Fator de necrose tumoral, VEGF), componentes do
citoesqueleto (a-SMA) e da matriz extracelular (colageno lal e I11), além
de enzimas de remodelamento (MMP-1, 2 e 9, e TIMP-1-
inibidor tecidual de metaloproteinases). Os dados obtidos foram
analisados pela comparacdo da expressao desses genes entre 0 grupo
tratado com dCTMs + SD e o controle (SD) nos dias 3, 7 e 14 poés-
operatdrio.

A Figura 26 demonstra a regulacdo desses genes no grupo tratado
com dCTMs + SD, onde a cor vermelha representa 0 aumento da
expressdo (upregulation) e a verde a diminuicdo da expressao
(downregulation) dos genes analisados, em relacdo ao controle. Os
resultados mostram que no dia 3 pds-operatdrio a maioria dos genes do
grupo tratado sofreu upregulation. Dentre os 22 genes analisados, 15
tiveram um aumento na expressdo, 6 foram considerados iguais e 1 ndo
foi expresso. Ja no dia 7 pds-operatério, apenas 5 genes apresentaram
aumento de expressao, 4 foram iguais e 13 diminuiram a expressdo. A
expressdo da maioria dos genes (13) no dia 14 ndo foi observada, sendo
gue apenas 1 apresentou sofreu upregulation, enquanto 4 mantiveram-se
iguais e 5 diminuiram a expressdo. A variacdo na expressdo desses
genes no grupo tratado quando comparada ao controle é demonstrada na
Figura 28 e na Tabela 7, sendo que os valores sdo expressos em “vezes”.
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Figura 26. Regulagdo da expressdo génica nas lesbes cutaneas do grupo tratado
com dCTMs + SD em relagdo ao grupo controle (SD), nos dias 7 e 14 p6s-
operatorio.
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(A) Dados do gPCR array representados com heatmap do grupo tratado e do
grupo controle. Os dados representam a expressao génica diferencial entre o
grupo tratado em relacdo ao controle. * Genes com expressdo considerada
similar, apesar do aumento ou da diminuicdo. ** Genes que ndo foram
expressos. Vermelho representa upregulation e verde downregulation em
relacdo ao controle. Acta: actina de masculo liso; Col: colageno; Egf: Fator de
crescimento epidermal; Fgf: fator de crescimento de fibroblastos; Hgf: fator de
crescimento de hepatdcito; Igf: fator de crescimento semelhante a insulina; II:
interleucina; Mmp: metaloprotease; Pdgf: fator de crescimento derivado de
plaquetas; Tgf: fator de crescimento transformante; Timp: inibidor tecidual de
metaloproteinases; Tnf: fator de necrose tumoral; Vegf: fator de crescimento
endotelial vascular.
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Em relacdo a expressdo de citocinas inflamatdrias foram
avaliadas as interleucinas pro-inflamatérias, IL-1 e IL-6, e as anti-
inflamatorias, IL-4 e 1L-10 (Figura 27A e Tabela 9). No dia 3 pos-
operatorio, foi observado um aumento de aproximadamente 30 vezes no
RNAm de IL-6 no grupo tratado. Esse aumento, embora menor (4,5
vezes), foi mantido no dia 7. A expressdo de IL-1 foi similar entre 0s
grupos no dia 3, enquanto no dia 7 diminui em torno de 11 vezes. A
analise da IL-10, citocina anti-inflamatdria, mostrou que ha um aumento
na expressao, tanto do dia 3 como no dia 7 (em torno de 2,5 vezes). Ja a
IL-4 ndo foi alterada no dia 3 e diminuiu no dia 7 (3,8 vezes). No dia 14
apenas a IL-4 foi expressa, mas ndo houve variagdo entre 0s grupos.

Os fatores de crescimento analisados estdo relacionados com o
recrutamento de diferentes tipos celulares envolvidos nas fases do
reparo tecidual, como na resposta inflamatoria, na vascularizacao,
depésito de MEC e re-epitelizacdo. Os dados obtidos mostraram que no
dia 3 apés a lesdo houve um aumento na expressdo de todos os genes
dos fatores de crescimento avaliados, com excecdo do IGF (que
permaneceu inalterado) e do TNF (que ndo foi expresso) (Figura 27B e
Tabela 9). Nesse periodo, a expressdo génica do FGF-2, FGF-10, FGF-7
e EGF foi muito maior no grupo tratado com dCTMs + SD, sendo este
aumento 10 vezes maior em relacdo ao controle. No dia 7, foi observado
aumento na expressdo apenas de EGF e TNF (4,4 e 6,2 vezes,
respectivamente). Ja a expressao de FGF-7, IGF, PDGF, TGF- e VEGF
diminuiu. Dentre estes, destaca-se a diminuicdo de 19 vezes na
expressao de TGF-B. No dia 14, a maioria dos genes ndo foi expressa,
sendo que houve variacdo apenas no FGF-7, que diminuiu sua expressao
(3,7 vezes).

A expressdo de act-a (a-SMA), marcador de miofibroblastos,
aumentou no dia dia 3, entretanto mostrou uma grande reducdo nos dias
7 e 14 poés-operatério (47 e 20 vezes, respectivamente) (Figura 27C e
Tabela 9). Essas células estdo localizadas principalmente nas bordas da
lesdo e sdo responsaveis, juntamente com outros tipos celulares, pelo
dep6sito de matriz extracelular, que também foi avaliada através da
expressao de coladgeno do tipo lal e Ill. Os resultados mostraram que a
expressdo de colageno tipo lal aumentou nos dias 3, 7 e 14 (valores na
Tabela 9), e que a expressdo de colageno do tipo Ill foi reduzida,
principalmente no dia 7 (menos 194 vezes).

Em relagdo ao remodelamento da matriz extracelular sintetizada,
foi avaliada a expressdo de diferentes metaloproteases e do seu inibidor,
TIMP-1 (Figura 28D e Tabela 9). Os dados obtidos mostram que no dia
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3 houve um aumento na expressdo de MMP-1, 2 e 9 (valores na Tabela
9), além de um aumento de 6,9 vezes no inibidor TIMP-1.
Contrariamente, nos dias 7 e 14, a expressao desses genes diminuiram
(valores na Tabela 9) com excecdo da MMP-7 e MMP-9 que
mantiveram-se iguais.

Em conjunto, estes resultados sugerem que as dCTMs modulam a
expressdo de diferentes genes relacionados com o reparo tecidual e isto
pode elucidar como estas células alteram as repostas celulares, e
consequentemente, os diferentes eventos que ocorrem durante este
processo.
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Figura 27. Regulacdo da expressdo génica nas lesBes cutaneas tratadas com
dCTMs + SD.
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(A-D) Representacdo grafica dos valores (em vezes) da regulacdo génica no
grupo tratado em relacdo ao controle, obtidos através do ensaio de qPCR, nos
dias 3, 7 e 14. (A) Genes de citocinas inflamatérias. (B) Genes de fatores de
crescimento. (C) Genes de moléculas e MEC e citoesqueleto. (D) Genes
envolvidos com o remodelamento da MEC (metaloproteases e seu inibidor).
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Tabela 9. Regulacdo da expressdo génica (em vezes) nas lesdes cutaneas
tratadas com dCTMs +SD (comparada ao controle).

Genes Genes Dia3 | Dia7 Iii4a
IL-1 115 | L 11,1 | NE
IL-4 21,7 | 138 | |11
Citocinas inflamatorias
IL-6 1311 | 145 NE
IL-10 125 124 NE
EGF 1186 | 144 NE
FGF-2 191 | 11,1 NE
FGF-7 1294 | 132 | 1370
FGF-10 110,7 114 NE
IGF 112 | 189 | NE
Fatores de crescimento | HGF 12,8 11,7 NE
PDGF 146 | 129 NE
TGF-o 153 | 11,0 | NE
TGF-p 12,6 | 1180 ] |11
TNF NE 16,2 NE
VEGF 164 | 153 | |11
Componentes da MEC | Col4geno lal 11,9 18,4 19,0
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e citoesqueleto

Colageno 111 LI 192,0 L12,0
SMA (Acta2) 13,7 | 1470 | 1200

MMP-1 11,0 | 146 NE

Enzimas de MMP-2 150 | 1100 | |26
remodelamento MMP-9 193 125 1.0
TIMP-1 169 | 1667 | 174

Em vermelho: upregulation; em verde: downregulation; em preto:
expressdo considerada similar. NE: ndo foi observada expressao.
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5. DISCUSSAO

51. AS lCELULAS ISOLADAS DA DERME POSSUEM
CARACTERISTICAS DE CTMS

A pele possui nichos de diferentes tipos de células tronco, incluindo
as SKPs (do inglés, skin derived progenitors) e as CTs da camada basal,
glandulas sebaceas e do foliculo piloso, que sdo responsaveis pela
manutencdo da homeostase do tecido e possuem habilidade em reparar
lesdes (ADOLPHE; WAINWRIGHT, 2005). Recentemente, populacBes
com caracteristicas de CTMs tém sido isoladas da pele, mais precisamente
do tecido dérmico (VACULIK et al., 2012). No presente estudo, células
isoladas da derme humana foram caracterizadas de acordo com os critérios
estabelecidos pela International Society of Cellular Therapy (DOMINICI et
al., 2006). Estas células isoladas demonstraram aderéncia ao pléastico,
morfologia semelhante a fibroblastos, alta capacidade de proliferagdo in
vitro, diferenciagdo para fendtipos mesenquimais (adipécitos e ostedcitos),
expressao de marcadores de superficie tipicos de CTMs (CD105, CD90 e
CD73) e auséncia de marcadores de células hematopoiéticas (CD45 e
CD34), sendo similar a populag¢fes de CTMs descritas na medula 6ssea. Em
conjunto, estes resultados demonstram que as células isoladas da pele
possuem caracteristicas de CTMs, confirmando assim a presenca destas
células no tecido dérmico. Estas células foram entdo designadas, neste
trabalho, como CTMs derivadas da derme (dCTMs).

Além da potencialidade demonstrada pela diferenciagio em
adipdcitos e ostedcitos, estudos recentes reportam que as CTMs tem a
capacidade de expressar in vitro marcadores de células indiferenciadas e
diferenciadas, sem qualquer inducéo especifica (GOODWIN et al., 2001).
Resultados similares também foram encontrados no presente estudo,
reforcando a plasticidade das CTMs. Foi demonstrado que as dCTMs
expressam Oct-4, Nanog e Sox-2, proteinas transcripcionais responsaveis
pela auto-renovagdo e regulacdo da pluripotencialidade de CTs
embrionérias (GUILLOT et al., 2007; OKUMURA-NAKANISHI et al.,
2005). Embora a expressao destes marcadores estar relacionada com as CTs
embrionarias, tem sido demonstrado que as CTs adultas de varios tecidos
expressam estes marcadores e que estes podem ter um papel na regulacéo
da multipotencialidade destas células (LERMEN et al., 2010; TAI et al.,
2005; ILANCHERAN et al., 2007; JIANG et al., 2002; GUILLOT et al.,
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2007). Além disso, estudos tém relatado a localizagdo destes marcadores no
citoplasma, e ndo no ndcleo, onde exercem fungdo como fator
transcripcional (IZADPANAH et al., 2006; RIEKSTINA et al., 2009; ZUK
et al., 2001). Neste trabalho, o ensaio de imunohistoquimica revelou que as
proteinas Oct-4 e Sox-2 estdo localizadas no citoplasma das dCTMs. A
existéncia de varias isoformas destes genes pode ser a explicacdo para as
diferentes localizagdes destes fatores (ATLASI et al., 2008).

O estado multidiferenciado das dCTMs foi observado, neste estudo,
pela co-expressdo de Nestina, B-tubulina I ¢ aSMA. Em mamiferos
adultos, Nestina é comumente expressa em progenitores neurais, mas pode
indicar também um fend6tipo de células tronco, um aumento no potencial
proliferativo ou uma condi¢do patoldgica (KRUPKOVA et al., 2011;
WIESE et al., 2004;TIEDE et al., 2009). Estudos recentes, revelaram a
presenca de Nestina em CTMs obtidas de diversos tecidos (FOUDAH et al.,
2012). Neste trabalho, foi observado que a maioria das dCTMs expressam
Nestina, sem apresentar uma morfologia semelhante a neurénios, estando
de acordo com estudos anteriores que sugerem que sua expressao € uma
propriedade de progenitores multipotentes (BOSSOLASCO et al., 2006).
Surpreendentemente, foi observada a expressdo nuclear de Nestina em uma
subpopulagdo de dCTMs. De fato, Nestina tem sido recentemente
encontrada no ndcleo de células de linhagens tumorais (glioblastomas,
neuroblastomas e angiosarcomas), sugerindo um envolvimento na
regulacdo da expressdo génica (KRUPKOVA et al., 2011).

A expressdo de B-tubulina Ill, outro marcador associado com a
linhagem neuronal (KATSETOS et al., 2003), foi observada também na
maioria das dCTMs, sem estar associada a uma morfologia neuronal. Tem
sido relatado que as CTMs possuem a capacidade de expressar marcadores
neurais, sendo que esta expressdo pode estar associada ao potencial de
diferenciacdo nesta linhagem (GOODWIN et al., 2001; BLONDHEIM et
al., 2006; FOUDAH et al., 2012). No entanto, varios estudos argumentam
gue a expressdo de proteinas neurais pelas CTMs pode ocorrer como
resultado de estresse celular, em reposta a remocdo destas células de seu
nicho (CROFT; PRZYBORSKI, 2006; ROONEY et al.,, 2009). Sendo
assim, a presenca de p-tubulina 111 e Nestina nas CTMs ainda ndo é clara e
requer estudos futuros para determinar o papel destas proteinas nestas
células (BIRBRAIR et al., 2013).

Em relagdo a expressio de aSMA, foi observado que uma
subpopulacdo de dCTMs sdo positivas para este marcador. aSMA ¢
considerado o primeiro marcador conhecido de células de miusculo liso,
sendo expresso durante a vasculogénese (OWENS; KUMAR; WAMHOFF,
2004). Entretanto, atualmente sabe-se que aSMA n3o é um marcador
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exclusivo das células de musculo liso, sendo expresso em CTMs com
potencial multi-linhagem. H& também evidéncias que marcadores de células
de musculo liso podem estar associados a um estado de diferenciacéo-
maturacdo das CTMs (LIU et al., 2013).

O perfil fenotipico das dCTMs demonstrado neste estudo pode estar
relacionado também ao seu nicho. Esforcos para rastrear a identidade das
CTM s residentes em diferentes tecidos tém consistentemente sugerido uma
origem perivascular destas células (CRISAN et al.,, 2012; DA SILVA
MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008). Caracteristicas similares a de
pericitos, como a capacidade de diferenciagdo em fendtipos mesenquimais,
além de possuirem marcadores e morfologia semelhantes a estes,
evidenciam essa hipotese (NOMBELA-ARRIETA,; RITZ; SILBERSTEIN,
2011; DA SILVA MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008). No momento,
sdo descritos alguns marcadores de pericitos, embora nenhum seja
exclusivo. aSMA, Nestina e, mais recentemente, -tubulina Il sdo alguns
exemplos destes marcadores (CRISAN et al., 2008; 2012; ALLIOT et al.,
1999). As dCTMs obtidas neste estudo possuem essas caracteristicas
fenotipicas, corroborando a hip6tese de que as CTMs tenham um nicho
perivasculares.

5.2. AS dCTMS POSSUEM POTENCIAL DE DIFERENCIA(}AO EM
QUERATINOCITOS E ALTA CAPACIDADE MIGRATORIA IN VITRO

Tendo em vista que o0s processos de re-epitelizacdo e migracdo
celular sdo cruciais para o reparo de lesGes cutaneas, foi avaliado neste
estudo o potencial de diferenciacdo das dCTMs em queratindcitos e sua
capacidade migratoria in vitro. Estudos recentes vém demonstrando que as
CTMs possuem capacidade de diferenciacdo epidermal in vitro e in vivo
(KIM et al., 2012; MAHDAVISHAHRI et al., 2012; FONG et al., 2013).
No presente estudo, o potencial de diferencia¢do epidermal das dCTMs foi
evidenciado pela aquisicdo de morfologia tipica de queratindcitos e
expressdo de citoqueratina 14, corroborando assim com os dados da
literatura. (MAHDAVISHAHRI et al., 2012).

Em relac8o a migragdo das CTMs, tem sido demonstrado que células
da medula dssea administradas por via intravenosa ou préximas a lesao,
migram para o local da inflamacdo e participam do reparo tecidual,
diretamente pela sua diferenciacdo e/ou por seus efeitos paracrinos (HU et
al., 2013). Uma das estratégias para avaliar a migracdo celular in vitro, é a
realizacdo do ensaio de scratchwound healing, que mimetiza o
comportamento migratorio das células apés uma lesdo (ZHANG et al.,
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2013). Neste estudo, as dCTMs submetidas a este ensaio demonstraram
uma elevada migracdo celular, permitindo o fechamento da éarea lesionada
in vitro. Isto pode indicar sua capacidade de migracdo para uma area
lesionada e sua subsequente participacdo no reparo tecidual, apés eventual
enxerto, in vivo.

Com base nestes resultados e nos discutidos anteriormente, o
presente estudo demonstra a potencialidade das dCTMs e sua promissora
utilizacdo como uma fonte de células multipotentes regenerativas em
terapia celular, como no reparo de lesdes cutaneas.

53. OS SUBSTITUTOS PERMICOS INTEGRA® E PELNAC®
SUPORTAM A SOBREVIVENCIA, ADESAO E INFILTRACAO DAS
dCTMS IN VITRO

O paradigma classico da engenharia de tecidos envolve uma fonte
apropriada de células associada a scaffolds que facilitem o crescimento, a
organizacdo e a diferenciacdo destas em tecidos funcionais. As CTMs
correspondem a uma fonte de células particularmente atrativas para a
engenharia tecidual em razdo da sua capacidade de secrecdo de fatores
bioativos e potencial de diferenciacdo (SCHNEIDER et al., 2010). No
entanto, estudos recentes reforcam a necessidade de maiores investigactes
em relacdo & associacdo destas células em scaffolds apropriados, que além
de servir como veiculo, promovam o crescimento e manutencéo das células,
otimizando suas propriedades e validando seu potencial em terapias
celulares (HONG et al., 2013).

Neste sentido, sabe-se que a composicdo e as propriedades
mecanicas do ambiente extracelular regulam varias cascatas de sinais
intracelulares que influenciam diferentes aspectos do comportamento
celular, como a migracdo, sobrevivéncia e o destino fenotipico
(BIRGERSDOTTER; SANDBERG; ERNBERG, 2005; GODIER et al.,
2008). Logo, a efetiva aderéncia e manuten¢do das CTMs nos scaffolds sdo
um passo critico a ser considerado na engenharia tecidual (MASAELI et al.,
2013). No presente estudo foi investigada a viabilidade e a eficacia da
associacdo de dCTMs com os substitutos dérmicos Integra® e Pelnac® in
vitro, visando o uso clinico no reparo de lesdes cutaneas.

A biocompatibilidade das dCTMs com os substitutos dérmicos foi
avaliada através da analise em microscopia confocal e pelo ensaio de MTS,
gue demonstraram a infiltracdo, distribuicdo e proliferagdo destas células
em ambas as matrizes. A reconstru¢cdo 3D das imagens obtidas mostraram
que as dCTMs estdo mais concentradas na parte superior das matrizes,
possivelmente como um resultado do processo de inoculagdo das células. O
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aperfeicoamento desta técnica de inoculagdo podera permitir uma
distribuicdo mais uniforme destas células nos substitutos dérmicos, ja que a
estrutura dos poros destas matrizes facilita esta infiltracdo celular.
Resultados similares em relacdo a viabilidade/proliferacdo celular foram
descritos com CTMs humanas da medula dssea e do tecido adiposo
associadas ao Integra® (EGANA et al., 2009). Além disso, tem sido
relatado que queratindcitos e fibroblastos podem sobreviver quando
cultivados com substitutos dérmicos (OJEH; FRAME; NAVSARIA, 2001).

Os dados obtidos demonstraram ainda, que as dCTMs aderem em
ambos o0s substitutos dérmicos e apds 48 horas apresentam extensdes
citoplasmaticas e fortes conexdes com as matrizes, além da morfologia
fusiforme similar aquela comumente observada em um cultivo
bidimensional em monocamadas (plastico). Isto mostra que as dCTMs
mantém sua tipica morfologia semelhante a fibroblastos, nas culturas
tridimensionais com ambos os substitutos dérmicos. Embora o Pelnac® seja
amplamente utilizado, principalmente no Japdo, sua combinacdo com
CTMs foi demonstrada pela primeira vez no presente estudo.

E importante ressaltar que a diferenca na composicéo e estrutura da
camada interna destas matrizes, ndo modificou significativamente o
comportamento das dCTMs, que mostraram proliferagdo, adesdo e
morfologia similares. Parenteau-Bareil e colaboradores, compararam a
proliferacéo e infiltracio de fibroblastos em matrizes obtidas de diferentes
fontes de colagenos (ave, bovino e porcino) e ndo observaram diferencas
entre estas (PARENTEAU-BAREIL et al., 2011). A pequena diferenca
observada no presente estudo foi em relagdo ao tempo de adesdo das
dCTMs no Pelnac®. As dCTMs mostraram pouca aderéncia ao substrato
nas primeiras 24 horas em comparagéo ao Integra®. A presenca de sulfato
de condroitina-6 no Integra® pode explicar esta diferenca, j& que esta
relacionado com a adesdo celular (ZOU, 2012).

De maneira geral, estes resultados confirmam a sobrevivéncia e
proliferacdo das dCTMs em ambos os substitutos dérmicos, assegurando
sua biocompatibilidade e adequada colonizagéo no Integra® e Pelnac®.

54. AS dCTMS ASSOCIADAS AOS SUBSTITUTOS DERMICOS
INTEGRA® E PELNAC® MANTEM SUAS CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS
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Embora os substitutos dérmicos fornecam um microambiente para o
crescimento e adesdo das CTMs, o efeito deste cultivo tridimensional no
perfil fenotipico destas células tem sido pouco estudado. Para validar a
eficiéncia do Integra® e Pelnac® em suportar a manutencdo das dCTMs, o
perfil fenotipico destas células associadas com os substitutos dérmicos foi
avaliada. Os dados obtidos mostram que as dCTMs sdo positivas para 0s
marcadores tipicos de CTMs , CD105, CD90 e CD73, e negativas para 0s
marcadores hematopoiéticos, CD34 e CD45. Além disso, as dCTMs
expressam marcadores de pluripotencialidade (Oct-4 e Nanog), neurais
(Nestina e B-tubulina III) e mesenquimais (a-SMA), e sd0 negativas para o
marcador endotelial CD31. Estes resultados mostram que o perfil fenotipico
das dCTMs observado na cultura bidimensional em monocamadas €
mantido no sistema de cultura 3D com os substitutos dérmicos. Resultados
diferentes foram obtidos por Formigli e colaboradores (2012), que
reportaram que as CTMs da medula 6ssea perdem a expressdo de Oct-4
apos 48 horas de cultivo no Integra® (FORMIGLI et al., 2012). Diferencgas
na origem destas populagdes de CTMs podem explicar estes resultados
distintos.

Estes achados representam uma importante consideracdo no que diz
respeito ao potencial de aplicacdo destas células associadas aos substitutos
dérmicos in vivo, pois demonstram que as dCTMs mantém suas
caracteristicas fenotipicas nestas condicfes. Dessa forma, o presente estudo
fornece resultados importantes para uma nova estratégia terapéutica no
reparo de lesGes cuténeas, consistindo na combinacdo de dCTMs com
biomateriais, representando assim uma potencial ferramenta para a
engenharia tecidual.

5.5. 0 TRATAMENTO COM dCTMS ASSOCIADA AO SUBSTITUTO
DERIYIICO (dCTMS + SD) ACELERA O REPARO DE LESOES
CUTANEAS, EM CAMUNDONGOS

O processo de reparo de lesBes cutdneas é caracterizado por
constantes mudancas no ambiente, no qual as células sdo expostas a um
complexo padrdo de sinalizacdo que confere informacdes necessarias para o
correto desenvolvimento do novo tecido. Estes sinais desencadeiam uma
série de eventos que, em combinagdo, controlam o0 recrutamento,
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (CLARK; GHOSH,;
TONNESEN, 2007). Atualmente, as CTMs tém sido utilizadas no reparo
tecidual com o proposito de modular estes eventos (SCHNEIDER et al.,
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2010). No entanto, métodos que utilizam a injecdo destas células na lesao
(intravenosa ou no local da lesdo), resultam em grande perda de células e
em uma menor eficiéncia terapéutica (YEUM et al., 2013).

Tendo em vista este problema, o tratamento de lesdes cutaneas com
CTs requer uma matriz extracelular na qual as células possam interagir e ser
inoculadas em conjunto (VATS et al., 2003). Estudos recentes reforgam que
a combinacdo destes elementos pode fornecer um ambiente ainda mais
receptivo para promover a regeneracdo/reparo tecidual (YEUM et al.,,
2013). No presente estudo, foi estabelecida com sucesso a associacdo de
dCTMs com substitutos dérmicos, e este complexo (dCTMs + SD) foi
implantado em lesGes cutdneas de camundongos a fim de avaliar o
potencial terapéutico desta associacdo no reparo tecidual. Os resultados
obtidos através das analises histologicas  (coloracdo  com
hematoxilina/eosina e Mallory) e imunohistoquimicas para marcadores
especificos indicam que o tratamento com dCTMs + SD aumenta o tecido
de granulacdo, o recrutamento de células inflamatérias (neutrofilos e
macréfagos), a vascularizacdo, o depdsito de coldgeno e a re-epitelizacao,
acelerando assim o reparo tecidual.

5.5.1. O tratamento com dCTMs + SD aumenta a formacao do
tecido de granulagéo e o recrutamento de neutrofilos e macréfagos

Em resposta ao tratamento com dCTMs + SD, foi observado nas
lesbes cutdneas um maior recrutamento de diferentes tipos celulares que,
consequentemente, resultou em um aumento do tecido de granulacédo e da
coloniza¢do do substituto dérmico. Sabe-se que o tecido de granulacdo
formado nem sempre é benéfico, pois pode estar relacionado a cicatrizacdes
hipertréficas (DIEGELMANN; EVANS, 2004; GURTNER et al., 2008;
HONG et al., 2013). No entanto, ndo é facil estabelecer se o tecido de
granulacéo formado na fase inicial do reparo é benéfico ou ndo, devido a
sua formacgdo ser essencial durante o processo de cicatrizacdo da lesdo
(HONG et al., 2013).

Do mesmo modo, o aumento de neutréfilos nas lesdes também néo é
considerada benéfica e esta associada com a ndo resolucdo do reparo
tecidual, cicatrizacdo hipertréfica e feridas cronicas (JANIS; KWON;
LALONDE, 2010). De maneira geral, os neutrofilos sdo responsaveis em
exercer uma resposta pré-inflamatéria inicial no local da lesdo. Neste
sentido, 0 aumento de neutréfilos observados no grupo tratado com dCTMs
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+ SD é contraditério as caracteristicas anti-inflamatérias e
imunomodulatérias descritas para as CTMs (MAXSON et al., 2012).

Entretanto, h& evidéncias crescentes de que alguns tipos de
neutréfilos podem apresentar caracteristicas anti-inflamatdrias e de reparo
tecidual (ARNARDOTTIR; FREYSDOTTIR; HARDARDOTTIR, 2012).
A remocdo de bactérias e de células mortas por atividade fagocitaria de
neutr6filos limpa a &rea lesionada, executando importante papel no
desbridamento da ferida. Além disso, o atraso na infiltracdo de neutréfilos
pode resultar em feridas crénicas (WU; ZHAO; TREDGET, 2010). Os
neutréfilos também podem exercer uma resposta pro-angiogénica,
promovendo a revascularizagdo do local lesionado e expressam Vvérias
proteases que degradam componentes da matriz extracelular. Segundo
Mahdavian e colaboradores (2011), a acdo dos neutréfilos em tecidos
lesionados € inconclusiva, pois varios estudos sugerem um efeito positivo,
enquanto outros um efeito negativo (MAHDAVIAN DELAVARY et al.,
2011).

A presenca de neutrdfilos na lesdo facilita o recrutamento de
mondcitos que sdo convertidos em macré6fagos em resposta a diferentes
sinalizacdes (LO et al., 2012). A reducdo na infiltracdo de macréfagos esta
associada a um atraso no reparo tecidual, enquanto a sua ativacdo acelera
este reparo (CHEN et al., 2008). No presente estudo, foi observado um
aumento no nimero de macrofagos no grupo tratado com dCTMs + SD em
relagdo ao controle. Estes resultados corroboram estudos recentes que
mostram que CTMs inoculadas em tecidos lesionados aumenta a infiltragdo
de macrdfagos e sugerem que isto promova um reparo mais rapido da lesdo
(CHEN et al., 2008; HONG et al., 2013).

As CTMs secretam vérias moléculas relacionadas com diferentes
linhagens de células inflamatdrias (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012; WU,
ZHAO; TREDGET, 2010). Por isso, é importante entender a influéncia das
CTMs no processo de inflamacdo durante o reparo tecidual. Estudos
mostram que lesdes no miocérdio que receberam injecdo local de CTMs
tiveram reducdo da infiltracdo de células inflamatdrias, porém ndo foi
analisada quais populacdes dessas células foram afetadas (AMADO et al.,
2005). J4 em lesBes cutaneas tratadas com meio condicionado de CTMs foi
observado um aumento no nimero de macrdfagos, mas ndo houve
alteragdes nos granuldcitos (WU et al., 2007). Em geral, poucos estudos
mostram o efeito das CTMs na infiltracdo de neutréfilos, porém ¢é
amplamente estudada a sua ac¢do sobre outras células inflamatdrias, como
os linfécitos e mondcitos (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012).

Como as CTMs secretam moléculas como IL-6, IL-1, PDGF e TGF-
B (CHEN et al., 2008), que atuam no recrutamento e migra¢do dos



111

neutréfilos, o aumento destas células observado nos animais tratados com
dCTMs + SD pode ter ocorrido em resposta a estas citocinas e fatores de
crescimento. No entanto, as CTMs liberam também citocinas anti-
inflamatérias como a IL-10 (CHEN et al., 2008), que é um potente inibidor
da infiltracdo de neutrofilo.

Estudos tem relado que o tratamento com CTMs, ou com 0 meio
condicionado destas células, sdo potentes quimioatrativos para macrdfagos,
in vitro e in vivo. IL-6, IL-1, TGF-B, entre outros, sdo importantes
quimioatrativos para mondcitos/macréfagos e possuem um papel essencial
na infiltracdo destas células durante o reparo (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005). Sabe-se que as CTMs secretam grande quantidades destas
moléculas (CHEN et al., 2008; MAXSON et al., 2012; ZOU et al., 2012), 0
que sugere seu efeito no aumento do recrutamento de
mondcitos/macréfagos no grupo tratado com dCTMs + SD no presente
estudo. Levando em consideracdo que a presenga de macrofagos no tecido
lesionado tem um papel essencial no reparo, pode-se sugerir que 0 aumento
do nimero destas células no grupo dCTMs + SD pode ter influenciado os
outros eventos do reparo tecidual e, consequentemente, acelerado o reparo
tecidual.

55.2. O tratamento com dCTMs + SD aumenta a
neovascularizagdo, o depdsito de matriz extracelular e a re-epitelizagdo

Estudos recentes indicam que varios tipos celulares, incluindo
células epiteliais, endoteliais, queratindcitos e fibroblastos sdo responsivos
aos fatores paracrinos secretados pelas CTMs, que regulam a proliferacdo,
migracdo e expressdo génica destas células (NAKAMURA et al., 2013;
Z0OU et al., 2012). Analises do meio condicionado das CTMs mostram que
estas secretam varios mediadores, como VEGF, PDGF, FGF, EGF, KGF e
TGF-B, que atuam sobre estes diferentes tipos celulares (MAXSON et al.,
2012).

Neste estudo, foi observado um aumento da vascularizagdo no grupo
tratado com dCTMs + SD, sendo que esta propriedade pro-angiogénica das
CTMs tem sido relata como um dos fatores mais importantes da sua acéo e
melhora dos tecidos lesionados (ZOU et al., 2012). As CTMs secretam altos
niveis de citocinas pré-angiogénicas, como VEGF, IGF, PDGF e
angiopoientina, que promovem angiogénese tanto in vitro, como in vivo
(WU; ZHAO; TREDGET, 2010). Estudos mostram ainda que lesdes
tratadas com o meio condicionado de CTMs aumenta o nimero de células
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endoteliais, sugerindo o recrutamento destas células em resposta ao
tratamento (WU; ZHAO; TREDGET, 2010).

Além do efeito na neovascularizacdo, foi observado no presente
trabalho um aumento do depdsito de coladgeno e uma melhor organizacdo
das fibras no grupo tratado com dCTMs + SD. Esta fase de depdsito e
remodelamento da MEC é critica, pois um grande depésito de matriz e
pouca clivagem dos seus componentes resultam em cicatrizacdo
hipertréfica (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). A anélise no dia 14 pos-
operatorio mostrou que o grupo dCTMs + SD apresenta um maior tecido de
granulacdo, com grande depdsito de colageno tipo |, caracterizando um
tecido mais fibroso que o controle. Isto pode ter sido ocasionado pelo
recrutamento de fibroblastos, ja que as CTMs liberam varios fatores,
incluindo TGF-B, PDGF, FGF-2 e IGF, que ativam a proliferagdo e
migracdo destas células (HONG et al., 2013; ZOU et al., 2012). Dentre
estes fatores, 0 TGF-p ¢ um dos mais importantes, ja que influencia a
funcdo, quimiotaxia e depdsito de matriz extracelular dos fibroblastos
(MAHDAVIAN DELAVARY etal., 2011).

No entanto, com 21 dias poOs-operatério a cicatriz formada nos
animais tratados com dCTMs + SD apresentou-se mais organizada (mais
delgada e com fibras orientadas), sugerindo que houve o remodelamento
desta matriz extracelular, comparada ao dia 14. Tem sido descrito que as
CTMs provocam respostas celulares no local da lesdo relacionadas com a
inibicdo da formacdo de tecido fibroso durante o reparo (JACKSON;
NESTI; TUAN, 2012). Uma delas é a atenuacdo da resposta inflamatéria,
através do aumento de IL-10 (PERANTEAU et al., 2008). Porém, h4 uma
variedade de outros mecanismos pelos quais as CTMs podem suprimir a
formacdo de tecido fibroso, como a secre¢do de fatores anti-fibroticos,
incluindo o HGF e enzimas proteoliticas (MARTIN, 1997).

Outro aspecto analisado neste estudo foi a re-epitelizagdo, que
mostrou-se mais rapida no grupo tratado com dCTMs + SD comparada ao
controle. Trabalhos recentes mostram um aumento da re-epitelizacdo em
reposta ao tratamento com CTMs, através de uma maior migracdo e
proliferacdo de queratinécitos para a regido lesionada (KIM et al., 2012).
Tem sido relatado que fatores de crescimento como KGF, TGF-B, EGF ¢
HB-EGF (fator de crescimento semelhante @ EGF ligado a heparina)
regulam a proliferacdo dos queratindcitos durante a lesdo (CHEN et al.,
2008). Sabe-se que as CTMs secretam estes fatores, podendo assim afetar a
proliferacdo dos queratindcitos e, consequentemente, a re-epitelizacdo do
tecido (MAHDAVIAN DELAVARY et al, 2011; SHARMA;
SNEDEKER, 2012).
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Além dos efeitos paracrinos das CTMs, elucidados acima, estudos
sugerem que estas células podem participar diretamente da regeneragdo
estrutural do tecido dérmico e epidermal, por meio de sua diferenciacdo em
tipos celulares desses tecidos (SASAKI et al., 2008; WU et al., 2007). Este
seria um mecanismo adicional pelo qual as CTMs podem promover o
reparo de lesbes na pele. Trabalhos recentes mostraram que CTMs da
medula-6ssea inoculadas em lesBes cutineas se diferenciam em
queratindcitos funcionais (WU; ZHAO; TREDGET, 2010) e células
endoteliais (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012), promovendo assim uma
melhora no reparo tecidual. No presente estudo, em razdo de problemas
metodoldgicos, a diferenciacio das dCTMs in vivo ndo pbde ser avaliada.

O modo de acéo das dCTMs nas lesGes cutdneas hipotetizado neste
estudo pode ocorrer pela diferenciacdo destas células ou pela secrecdo de
mediadores que atuam sobre o recrutamento de diferentes tipos celulares.
Desta forma, para compreender como o tratamento com dCTMs + SD
influencia os mecanismos moleculares das células residentes, foi avaliada a
modulacdo da expressao génica na area lesionada.

5.5.3. O tratamento com as dCTMs + SD modula a expressédo
génica na lesdo cutéanea.

A interacdo das CTMs com as células residentes no ambiente da
lesdo, e especificamente os seus efeitos no fendtipo e na ativagdo destas
células, vem sendo estudada, mas ainda continua incerta. No entanto, sabe-
se que esta interacdo pode modular a liberacdo de moléculas mediadoras
pelas células residentes. Neste trabalho, foi analisada a expressao génica de
fatores relacionados com o reparo da pele, comparando a diferenca na
expressdo entre o grupo tratado com dCTMs + SD e o controle (somente
SD) apos 3, 7 e 14 dias pos-operatorio. No dia 14 muitos genes ndo foram
expressos, incluindo o padrdo interno, o que pode indicar algum problema
metodolégico. Em razdo disso, os resultados obtidos nesse periodo nédo
foram discutidos, fazendo-se necessdria a repeticdo desse ponto
experimental.

As analises da expressdo génica indicam que o tratamento com
dCTMs + SD modula a expressdo de diferentes genes relacionados com o
reparo tecidual na é&rea lesionada. Estudos tem demonstrado que o
tratamento com CTMs suprime a rapida expressdo do RNAm de citocinas e
fatores pré-inflamatérios (como IL-6, IL-1 e TNF), e aumenta a expressao
de interleucinas anti-inflamatdrias (como IL-10 e 4) no estagio inicial da
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inflamacdo (YEUM et al., 2013). Contrariamente, neste estudo foi
observado um aumento na expressdo de IL-6 e TNF no grupo tratado com
dCTMs + SD. Este aumento nas citocinas e fatores pré-inflamatorios pode
estar relacionado com o maior recrutamento de células inflamatérias nos
animais tratados com dCTMs + SD (observadas através de analise
histolégica). Porém, a expresséo do RNAm de IL-10, uma importante
molécula anti-inflamatéria, também foi upregulated no grupo dCTMs +
SD, podendo estar envolvida com a resolucéo da inflamacéo.

Bunnell e colaboradores (2010) tém relatado que as CTMSs secretam
uma variedade de fatores pré-inflamatérios e anti-inflamatérios que afetam
inlmeros processos, como apoptose, angiogénese e inflamagdo. Este grupo
tem definido um mecanismo pelo qual as CTMs podem ter fenétipos
distintos, conforme a sinalizagdo molecular: um fenétipo pré-inflamatdrio
nas fases iniciais da lesdo e anti-inflamatorio em fases mais tardias
(BUNNELL; BETANCOURT; SULLIVAN, 2010). Estes dados indicam
gue os mecanismos pelos quais as CTMs atuam na fase inflamatéria sao
complexos, e mais estudos sdo necessarios para compreender sua acéo.

Em relacdo aos fatores de crescimentos importantes durante a fase
proliferativa, a grande maioria dos genes no grupo dCTMs + SD foram
upregulated no dia 3, mas ndo variaram ou diminuiram sua expressao no
dia 7. O RNAm do EGF foi o tnico upregulated nos dois dias analisados. O
aumento na expressao do RNAm destes fatores, principalmente FGF, EGF,
KGF e VEGF, nas fases iniciais do reparo pode estar relacionada com a
maior vascularizacdo, depésito de matriz extracelular e re-epitelizacdo
observadas no grupo tratado com dCTMs + SD.

A expressio do RNAm das proteinas de matriz extracelular,
colageno lal e colageno Il1, foi regulada de forma distinta no grupo dCTM
+ SD. Enquanto a expressdo de colageno Il foi altamente dowregulated, a
de colageno lal aumentou. Estes dados sdo consistentes com o maior
dep6sito de colageno | observado através das analises imunohistoquimicas
no grupo tratado com dCTMs + SD. Apesar da expressao de colageno Il
ndo ter sido avaliada por imunohistoquimica, pode-se sugerir que esta
diminuicdo na expressdo do seu RNAm ocorre pelo amadurecimento da
matriz extracelular, que inclui a substituicdo do deposito inicial de colageno
Il pelo colageno | (JANIS; KWON; LALONDE, 2010; RADKE;
TELLER; WHITE, 2009).

A diferenciacédo de fibroblastos em miofibroblastos na &rea lesionada
esta relacionada a maior contracdo da ferida (RADKE; TELLER; WHITE,
2009). Neste trabalho, foi avaliada a expressio do RNAm de a-SMA,
marcador de miofibroblastos, e os resultados obtidos revelaram que no
grupo tratado com dCTM + SD a sua expressao aumentou no dia 3, mas no
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dia 7 foi altamente downregulated. A diminuicdo no dia 7 pode indicar
menor diferenciacdo e presenca deste fendtipo na lesdo tratada com dCTM
+ SD, e consequentemente melhor cicatrizacdo da ferida. A diminuic¢do da
expressdo do RNAmM de TGF-B, no dia 7, pode estar relacionada com esta
diminuigdo na expressdo de a-SMA, ja que esse fator de crescimento possui
papel chave na diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos.

A expressdo génica das metaloproteases e seu inibidor, TIMP-1, no
grupo tratado com dCTM + SD aumentou no dia 3, mas foi downregulated
no dia 7. Estes resultados sdo coerentes, pois a expressdo do RNAm das
MMP pode regular a expressdo do RNAm do seu inibidor, neste caso do
TIMP-1. Além disso, a andlise imunohistoquimica revelou um maior
depdsito de matriz extracelular no grupo dCTM + SD, nos dias 7 e 14,
indicando uma menor atividade de MMP. No entanto, espera-se um
aumento destas proteinas nas fases finais do reparo, ndo analisado neste
estudo, ja que foi observado que apds 21 dias a cicatriz formada no grupo
tratado com dCTMs + SD é mais organizada e delgada que no grupo
controle.

Os resultados referentes a expressao génica, mostradas neste estudo,
confirmam que as células no ambiente da lesdo sdo moduladas pelo
tratamento com dCTMs + SD. Nesse sentido, levanta-se a pergunta: quais
células tiveram sua expressdo alterada no ambiente da lesdo? Entre 0s genes
analisados, alguns sdo expressos por fibroblastos, queratinécitos,
macrdfagos, neutrofilos e células endoteliais. Porém, os dados analisados
neste estudo ndo permitem responder com exatid&o a esta pergunta. Estudos
recentes tém relacionado o efeito das CTMs com a regulacdo de
macréfagos (CHEN et al., 2008; ZHANG et al., 2010). Neste sentido, as
CTMs promovem a ativacdo dessas células, modificando seu fenotipo e
ocasionando a secre¢do de varios fatores modulatérios, que recrutam e
modificam a atividade de outros tipos celulares. Assim, os macrofagos
influenciam a resolucdo da inflamacéo e atuam na fase proliferativa e de
remodelamento (ZHANG et al., 2010). Em um estudo in vitro, foi
observado que macréfagos humanos apds co-cultivo com CTMs adquiriram
um fendtipo caracterizado pela alta expressdo de IL-6 e IL-10, quando
comparada ao controle (MAGGINI et al.,, 2010). Em um modelo de
isquemia, o efeito neuroprotetivo das CTMs foi explicado pela ativacdo de
macréfagos no sistema nervoso central (OHTAKI et al., 2008).
Fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais sdo estimuladas pelos
macrofagos durante a fase proliferativa e induzem a formacdo da matriz
extracelular, re-epitelizacdo e neovascularizacdo. Subsequentemente, 0s
macrofagos podem alterar a composigdo da matriz extracelular durante a
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fase de remodelamento pela liberacio de enzimas proteoliticas
(MAHDAVIAN DELAVARY et al., 2011; SHARMA; SNEDEKER,
2012). Estes dados sugerem que a acdo das CTMs na modulacdo da
expressao génica e, consequentemente, na atividade dos macrdfagos seria
um passo crucial para o efeito reparador atribuido as CTMs.

Em resumo, os resultado experimentais obtidos no presente trabalho
fornecem fortes evidéncias de que a presenca das dCTMs na lesdo esta
envolvida com o reparo tecidual mais efetivo (Figura 28). Pode-se afirmar,
assim, que este estudo apresentou um método efetivo e viavel de tratamento
de lesbes cutaneas através da associacdo de dCTMs com substitutos
dérmicos, fornecendo um promissor tratamento para o reparo tecidual.

Figura 28. Esquema representativo da acdo das dCTMs + SD nas lesdes cuténeas,
demonstradas neste estudos.
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Os resultados deste estudo sugerem que o tratamento de lesfes cutdneas com
dCTMs associadas ao SD resultou no reparo tecidual mais eficiente, por promover
uma maior vascularizacdo, re-epitelizacdo, dep6sito de MEC e recrutamento de
macro6fagos e neutréfilos na lesdo. A inibicdo da diferenciagéo de fibroblastos para
miofibroblastos pode ter ocasionado uma menor contratura da lesdo. Além disso, as
dCTMs podem ter uma acdo direta no reparo tecidual, pela sua diferenciagdo em
fendtipos presentes na lesdo, como queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais.
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6. CONCLUSOES

- As células isoladas da pele humana sdo CTMs, podendo ser designada de
células tronco mesenquimais derivadas da derme (dCTMs).

- As dCTMs expressam marcadores de pluripotencialidade, neurais e
mesenquimais, sem inducdo especifica.

- As dCTMs possuem alta capacidade migratdria in vitro.

- Ambos os substitutos dérmicos, Integra® e Pelnac® sdo biocompativeis
com as dCTMs, in vitro.

- As dCTMs cultivadas nos substitutos dérmicos mantém as caracteristicas
fenotipicas de CTMs, semelhante ao observado no cultivo bidimensional
em monocamada.

- O tratamento com dCTMs associadas ao substituto dérmico aumenta o
tecido de granulacdo, promove o recrutamento de células inflamatérias
(neutréfilos e macréfagos), estimula a vascularizacdo, o depdsito de
colageno e a re-epitelizacdo, acelerando assim o reparo tecidual.

- As dCTMs modulam a expressdo de diferentes genes relacionados com o
reparo tecidual na area da lesdo, e isto pode elucidar como estas células
alteram as repostas celulares, e consequentemente, os diferentes eventos
que ocorrem durante este processo.
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ANEXOS

ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Avaliagdo do potencial de diferenciagéo das células
tronco derivadas da pele humana e seu potencial terapéutico para o
tratamento de Acidente Vascular Cerebral.”

Pesquisador Responséavel: Profd Dr2 Andréa Gongalves Trentin.
RG:4518154-3

Pesquisador participante: Talita da Silva Jeremias.

Telefones para contato: (48) 37216905

Prezado Senhor (a),

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario(a),
do trabalho de pesquisa “Avaliagdo do potencial de diferenciacdo das
células tronco derivadas da pele humana e seu potencial terapéutico para o
tratamento de queimaduras”, de responsabilidade da pesquisadora Prof* Dr*
Andréa Gongalves Trentin. A seguir lhe serdo apresentados informacGes e
esclarecimentos a respeito da proposta do trabalho. Qualquer duvida o (a)
Sr(a) podera esclarecer entrando em contato com o Laboratério de Células
Tronco e Regeneragdo Tecidual, da Universidade Federal de Santa
Catarina, pelo telefone 37216905.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Este estudo tem por objetivo analisar o potencial terapéutico de
células tronco derivadas da pele. Atualmente as células tronco vém sendo
amplamente estudadas em varios paises, e sua aplicacdo terapéutica
representa um novo caminho para o tratamento de inimeras doengas.

Para a realizacdo desta pesquisa serdo utilizados fragmentos de
pele retirados durante as cirurgias plasticas, que normalmente sdo
descartados em lixos hospitalares apds o procedimento cirdrgico. A partir
destes fragmentos, realizaremos culturas de células tronco da pele para
compreendermos melhor o comportamento destas células. Estudos como
estes sd0 necessarios, uma vez que nos proporcionardo conhecimentos que
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futuramente poderdo ser empregados no desenvolvimento de terapias, como
por exemplo, no tratamento de pacientes com lesfes cutaneas. Refor¢camos
que os fragmentos de pele que venham a ser doados serdo utilizados
somente em procedimentos laboratoriais.

Se vocé estiver de acordo em participar desta pesquisa, permitindo
a utilizagdo do fragmento de pele retirado durante a cirurgia plastica e que
seria descartado, asseguramos o sigilo sobre sua participagdo, garantindo
sua privacidade. Também garantimos que ndo havera qualquer custo ou
riscos para o(a) Sr(a) por participar desta pesquisa. Caso ndo queira mais
fazer parte da mesma, entre em contato através dos telefones citados acima.

Como forma de manifestar seu consentimento solicitamos que o(a)
Sr(a) assine esse documento (verso).

Assinatura do pesquisador :

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu, ,

RG , fui esclarecido (a) sobre a pesquisa “Avaliagdo
do potencial de diferenciacdo das células tronco derivadas da pele humana e
seu potencial terapéutico para o tratamento de queimaduras” e concordo em
participar do estudo, como voluntéario.

Assinatura do paciente ou responsavel:

Floriandpolis, de de 20 .




ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Extensis
Comaité de Etica em Pesquisa com Seres Hamanos

CERTIFICADO ~ N°

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Pro-Reiteria de Pesquisa e Extensio da Universidade

Federal de Santa Catarina, instituido pelza PORTARIA N °0584 GR/99 de 04 de novembro de 1999, com base nas normas paraa

do e funci do CEPSH, id do o contide no Regimento Intemo do CEPSH. CERTIFICA que os

procedimentos que envolvem seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estdo de acordo com os principios

éticos estabelecidos pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

APROVADO

PROCESSO: FR:
TITULO:

AUTOR:
FLORIANOPOLIS, __de de 4

Coordenador do CEPSHUFSC



134

ANEXO 3

Coloragdes

Oil Red 0 — marcador de triglicerideos, lipideos e algumas lipoproteinas
Solugdo-mae:

-Vermelho de 6leo 0 (Oil red 0) -3,759
-Alcool isopropilico 99° - 100 mL

Solugéo de uso:
-Solugéo-mae de Oil Red 0 -3mL
-Agua destilada - 6,67 mL

Vermelho de alizarina (Schrotter)

-Vermelho de  Alizarina S -3¢
-Agua destilada - 100 mL
Eosina

- Eosina - 5¢

- Agua destilada - 100 mL

Coloracéo de Mallory

- Azul de anilina - 0,59
- Orange G -2¢
- Acido Fosfotlingstico -1g

- gua destilada -100 mL



ANEXO 4

230413 notes ufsc br/apli nst 31cB68325702e0075533 28870 penDocument

Resultado de Solicitagdo de Protocolo
Protocolo
PPOOB1O
Titulo
Protocolos experimentais utilizados pelo LACERT/UFSC que envolvem animais da espécie Mus musculus
Data de Entrada
21/06/2012

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
29/11/2012

Consideragies

Oficio n° 113/CEUA/PRPE/2012

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof{a) Dr(a) Andréa Gongalves Trentm - Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genetica
-CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relagio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o segumte:
- APROVADO, por quatro anos, para a utilizagdo de dois mil seiscentos e cinquenta e seis cammmdongos

(Mus muscuhus).
Procedénci Biotério Setorial LACERT (BEG/CCB)

Por ocasiao do térmmo desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de anmas no Projeto desenvoldo aos resultados obtidos, conforme formulirio ON
LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatorio Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do p| ‘ou no da apr de um

novo protocolo)

Data 28/02/2017
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

Data 29/11/2012

Parecer{es):

Abrir Salicitagéo | [ Criar Relatério

o
&

notes ufsc. 031, 022007

3t P0penDocument 1”2



