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RESUMO

A pele é um tecido com alta complexidade e multiplas fungdes,
grandes traumas neste tecido, como queimaduras, podem
ocasionar desequilibrios osmoticos, cicatrizagBes hipertréficas,
infeccbes e até mesmo a morte. As queimaduras sdo lesdes
cutaneas de alta complexidade que no Brasil afetam mais de 1
milhdo de pessoas por ano. Elas possuem uma epidemiologia
propria e podem na maioria das vezes ser evitadas. Problemas
com a regeneracao e cicatrizagdo da pele, apos a ocorréncia de
queimaduras, sdo frequentes, e podem provocar deformacgfes e
perda de fungdo. Assim, novas estratégias para a regeneragao da
pele, visando a obtencdo de uma pele integra, morfolégica e
funcionalmente, sdo necessarias. Uma das abordagens de estudos
para a regeneracdo cutdnea é a associacdo de células tronco
(CTs) a biomateriais, para posterior enxertia. As CT
Mesenquimais (CTMs) tem sido descritas como uma fonte
atrativa para a engenharia de tecidos, elas podem agir em lesGes
se diferenciando nos tipos celulares afetados, ou através de
efeitos paracrinos, além de serem naturalmente recrutadas pelo
organismo para reparar tecidos danificados. Tendo em vista estes
aspectos, o presente trabalho foi dividido em duas partes.
Primeiramente, com o objetivo de analisar o perfil
epidemiolégico e obter um maior conhecimento sobre a
problematica das queimaduras, foi realizado um estudo
retrospectivo no Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG), onde
foram analisados 174 prontuarios de criangcas queimadas entre
2007-2009, quanto as seguintes varidveis: idade, sexo, agente
causador, profundidade, extensdo corporal, localizagdo corporea,
ambiente de ocorréncia das queimaduras e necessidade de
enxerto. A partir deste estudo foi concluido que o perfil
epidemiolégico das criangas queimadas no HIJG neste periodo é
de um menino, em idade pré-escolar, que se queima em casa,
com liquidos aquecidos. 62.6% dos pacientes apresentaram
queimaduras de 2° grau; 70% apresentaram até 20% da superficie
corporal queimada (SCQ); a maioria dos pacientes apresentou
epitelizacdo da SCQ espontaneamente. Criancas menores de 6
anos de idade se queimaram mais com liquidos aquecidos,
criancas a cima dessa idade com inflamaveis, especialmente
alcool liquido. Esse agente foi o maior responsavel por
queimaduras compreendendo mais de 20% da SCQ, e por



gueimaduras de 3° grau, sendo que dentre todas as queimaduras
com alcool, 72% necessitaram de enxerto. A segunda parte deste
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial terapéutico da
associacdo de CTMs derivadas da derme (dCTMs) em matrizes
de celulose bacteriana (MCBs), visando uma futura aplicagéo no
reparo de lesBes cutineas. Para isso, foram avaliadas a
viabilidade, aderéncia e morfologia das dCTMs sobre MCBs,
além da padronizacdo de um método de aplicacdo das MCBs em
feridas feitas em camundongos. As dCTMs foram isoladas de
pele humana, proveniente de lifting facial, e as MCBs foram
produzidas por bactérias Gluconacetobacter hansenii cultivadas
em meio de cultivo apropriado e estatico, apds o plagueamento
foram realizadas analises in vitro em dias variados. O teste de
viabilidade demonstrou que as dCTMs continuam viaveis apés 7
dias de cultivo sobre as MCBs, estas células aderiram nas MCBs
progressivamente, porém ndo migraram para o interior das
mesmas, além disso, mantiveram morfologia fibroblastoéide tipica
e caracteristicas imunofenotipicas de CTMs ap6s 4 dias de
cultivo sobre as MCBs. Ao serem implantadas em camundongos,
as MCBs foram recobertas com Tegaderm® para ndo perderem
sua umidade caracteristica e suturadas para aumentar seu tempo
sobre as feridas. N&o foram encontrados outros estudos
utilizando dCTMs associadas & MCBs. De acordo com os
resultados, concluimos que MCBs parecem ser um bom veiculo
para inoculacdo das dCTMs sobre lesbes cutaneas, a0 mesmo
tempo em que sdo um curativo efetivo para as mesmas.

Palavras-chave: Queimaduras; Perfil epidemiologico;
Regeneracgdo de pele; Células tronco mesenquimais derivadas da
derme; Celulose bacteriana.



ABSTRACT

The skin is a very complex tissue with multiple functions. Major
trauma in this tissue, such as burns, can cause osmotic
imbalances, hypertrophic scarring, infections and even death.
Burns are skin injuries of high complexity that just in Brazil
affect more than 1 million people per year. They have their own
epidemiology and most of times can be avoided. Problems with
skin regeneration and scarring after the occurrence of burns are
common, and can cause deformity and loss of function. New
strategies for the regeneration of the skin, in order to obtain a
fully recovered tissue morphologically and functionally, are
necessary. One of the approaches to skin regeneration studies is
the association of stem cells (SCs) with biomaterials for
subsequent grafting. Mesenchymal SCs (MSCs), have been
described as an attractive source for tissue engineering, they can
act on the lesions differentiating into the affected cell types, or
through paracrine effects, besides being naturally recruited by the
body to repair damaged tissues. Considering these aspects, the
present study was divided into two parts. First, in order to
analyze the epidemiological profile and get a better
understanding of the problem of burns, one retrospective study
was conducted at Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG),
where 174 cases of burned children between 2007-2009 were
analyzed according to the following variables: age, gender,
causal agent, depth, body length, body location and the
environment where burns occurred, and the need for grafting.
From this study it was concluded that the epidemiological profile
of children burned in HIJG at this period is a boy in preschool
age, which is burned at home, with heated liquids. 62.6% of
patients had 2™ degree burns, 70% had less than 20% of corporal
burned surface area (BSA), most showed spontaneous
epithelialization of the BSA. Children under 6 years burned more
with heated liquids, while children above that age burned more
with flammable liquids especially alcohol. The alcohol was the
most responsible for burns comprising over 20% of the BSA, and
3" degree burns, and among all burns with alcohol, 72% required
skin graft. The second section of this work aimed to evaluate the
therapeutic potential of a combination of MSCs derived from the
dermis (dMSCs) with bacterial cellulose polymers (CBs), aiming



a future application in the repair of damaged skin. To this end,
the viability, morphology and adhesion of these dMSCs with the
CBs were evaluated, it was also standardized a method of
application of the CBs into wounds in mice. The dMSCs were
isolated from human skin, coming from facelift, and CBs were
produced by bacteria Gluconacetobacter hansenii grown in a
suitable medium and static cultivation. After plating the cells on
the CBs, in vitro analyses were performed in various days. The
viability test demonstrated that dMSCs remain viable after 7
days of cultivation on CBs, these cells progressively adhered on
CBs, however did not migrate to the inside of them, furthermore
the cells maintained typical fibroblastic morphology and
immunophenotypic characteristics of MSCs after 4 days growing
on the CBs. When implanted in mice, the CBs had to be covered
with Tegaderm to avoid losing its characteristic humidity and
sutured to increase its time on the wounds. No other studies
using dMSCs associated with CBs were found during the time
this study was performed. According to the results, we concluded
that CBs seem to be a good vehicle for inoculation of dMSCs on
skin injuries, at the same time that it is an effective curative for
the lesions.

Keywords: Burns; Epidemiological profile; Skin regeneration;
Mesenchymal stem cells derived from the dermis; Bacterial
cellulose.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESTRUTURA DA PELE

A pele, ou tecido cutaneo, é um dos maiores 6rgdos do corpo
humano, atingindo cerca de 16% do peso corporal dos individuos. Este
orgdao multifuncional recobre toda a superficie do corpo, protegendo-o
contra a perda de agua, e contra agentes externos como micro-organismos,
raios solares, agdes mecénicas e quimicas (ALONSO e FUCHS, 2003).
Outras fungbes ainda atribuidas & pele sdo: receber informagfes do
ambiente e repassa-las ao sistema nervoso; participar da termorregulagéo do
corpo por meio dos vasos sanguineos, tecido adiposo e glandulas sebaceas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Estruturalmente, a pele é composta de duas por¢des principais, a
epiderme e a derme (Figura 1). A epiderme é a camada mais externa da pele
e possui origem ectodérmica, sendo constituida por um fino epitélio
estratificado pavimentoso e composta principalmente por queratindcitos.
Além deste epitélio queratinizado, a epiderme é constituida por melanécitos
(células pigmentares), células de Langerhans (envolvidas com o sistema
imune) e de Merkel (mecanoreceptores) (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004).

Adjacente a epiderme, encontra-se uma camada de tecido
conjuntivo de origem mesodérmica, denominada derme, a qual é ligada a
epiderme por fibrilas de colageno. A derme é uma camada de espessura
variavel, bastante resistente e rica em colageno, glicosaminoglicanos e
elastina, e é principalmente composta por fibroblastos, além de células
imunes e células do endotélio vascular. Esse tecido é ricamente suprido por
sangue, através de uma densa rede de capilares, chamada de plexo dérmico
(RAMOS, 2004). Nesta mesma regido ainda estdo presentes vasos
linfaticos, terminaces nervosas e estruturas derivadas da epiderme, tais
como foliculos pilosos e glandulas sebaceas e sudoriparas.

Subjacente a derme, ha ainda uma camada de células adiposas,
denominada tela subcutanea, correspondendo a um tecido conjuntivo
frouxo, responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais
se apoia, e proporciona isolamento térmico (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2004).
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Figura 1 - Representa¢do esquematica da estrutura da pele
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(Fonte: JEREMIAS, 2013. Adaptado de:
<http://www.ccsh.org/Cancer/Summary/CDR0000258037/>)

Tendo em vista as diferentes funcdes e a complexidade do tecido
cutaneo, grandes traumas que desestabilizam sua integridade, como as
queimaduras, podem ocasionar desequilibrios osméticos, cicatrizagdes
hipertrdficas, infeccGes e até mesmo a morte.

1.2 LESOES CUTANEAS CAUSADAS POR QUEIMADURAS

As lesdes cutdneas podem ocorrer por muitas razdes, incluindo
doencas genéticas, traumas agudos, feridas crénicas ou até mesmo
intervencdes cirdrgicas (SHEVCHENKO et al., 2010). Essas lesdes geram
uma necessidade de reconstrucdo da pele no mais curto espaco de tempo
possivel para que ndo haja prejuizo de suas funcdes bem como para evitar a
iformacdo de sequelas a pele atingida.

Entre as lesdes de pele, as queimaduras sdo consideradas como as
mais traumaticas e complexas, uma vez que podem provocar grandes danos
as diversas camadas da pele sem a possibilidade de regeneracédo (CZAJA et
al., 2006). Elas podem ser definidas como lesdes teciduais com destruicao
total ou parcial da pele e seus anexos, cuja gravidade esta relacionada a
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profundidade e a extensdo da superficie corporal queimada (SCQ). Essa
lesdo pode ser resultante da exposicdo a chamas, inflamaveis, liquidos
aquecidos, corrosivos quimicos e radiagdo ou por contato com objetos
quentes e corrente elétrica (Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ),
2013).

As queimaduras sdo classificadas como sendo de 1°, 2° ou 3° grau,
de acordo com sua profundidade. As chamadas queimaduras de 1° grau
ocorrem de forma superficial, lesionando apenas a epiderme; as de 2° grau
podem ser subdivididas em superficiais, atingindo a epiderme e as camadas
superficiais da derme, ou profundas, atingindo a epiderme e camadas
profundas da derme. As queimaduras de 3° grau, conhecidas como
queimaduras de espessura total, lesionam a epiderme, a derme e os tecidos
subcutaneos, como musculo, tenddes e 0ssos (TOMITA, 2005).

1.2.1  Estatisticas e Prevencéo

Segundo estimativas, em 2004 a incidéncia de queimaduras
severas, que levaram os pacientes a procurarem atendimento médico foi de
aproximadamente 11 milhdes de pessoas. A quinta maior causa de danos
ndo fatais na faixa etéria de 0-15 anos é a ocorréncia de queimaduras que
compreendem menos de 20% da superficie corporal, afetando cerca de 153
em cada 100.000 criancas no mundo (PECK, 2011).

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ) estima
gue ocorram cerca de 1 milhdo de acidentes com gqueimaduras a cada ano
(ODELLI, et al., 2012). Destes, 200 mil sdo atendidos em servicos de
emergéncia e 40 mil demandam hospitalizacdo (TAVARES, et al., 2011).
No estado de Santa Catarina, o Hospital Infantil Joana de Gusméo (HIJG) é
considerado um centro de referéncia no tratamento de criangas queimadas,
onde ocorrem aproximadamente 100 internac¢Ges por ano, incluindo aquelas
referentes a cirurgias reparadoras de sequelas provenientes de queimaduras
(Servico de Arquivo Médico e Estatistica- SAME, 2009-2013). Em recém
nascidos e criancas de até cinco anos de idade, faixa etaria de alto risco, a
maioria das queimaduras ocorre por escaldamento acidental. Entre
adolescentes e adultos jovens, a maioria ocorre por liquidos inflamaveis, e
no Brasil, o alcool liquido representa um agente causal importante. Em
adultos, a maior causa de queimaduras esta relacionada com acidentes de
trabalho, e ocorrem geralmente com fogo ou eletricidade (TOMITA, 2005).

Apesar de sua gravidade e de sua incidéncia em todas as faixas
etarias, a maioria dos acidentes por queimaduras poderia ser evitada com
trabalhos preventivos (ROSSI et al.,, 1998; ANAMI et al., 2010;
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ESPINDULA et al., 2013). No entanto, os meios utilizados pelo governo,
bem como pelos profissionais da salde e educacdo, ainda ndo tem se
mostrado efetivos em difundir as medidas de seguranga necessarias para
evitar essa situacdo comprovado pelos altos indices relatados na literatura
(ODELL, et al., 2012; TAVARES, et al., 2011).

Justamente pela queimadura apresentar uma epidemiologia propria,
podemos caracterizar: 0s pacientes que se queimam, sua idade, o agente
causador, o local de ocorréncia, além de outras informagdes importantes.
Com isso, é possivel adotar medidas para prevenir essas lesdes, que nado
devem, necessariamente, ser caracterizadas como um acidente, pois
acidentes ndao podem ser totalmente evitaveis, diferentemente das
queimaduras por negligéncia que podem e devem ser prevenidas (PIRES,
2003; PEREIMA 2008).

1.2.2  Enxertos e Matrizes de Regeneracéo Dérmica

Eventos de regeneragdo iniciam automaticamente em nosso
organismo com o intuito de restaurar o tecido cutaneo lesado, porém nem
sempre resulta em uma pele morfologica e fisiologicamente restabelecida
(WICKETT e VISSCHER, 2006). Em ferimentos extensos, onde ha perda
total de tecido dérmico e epidérmico, o processo de cicatrizacdo €
normalmente comprometido. Com isso, a regido afetada fica exposta a
perdas hidricas e agentes externos, como bactérias, que podem aumentar as
comorbidades e agravar o prognéstico do paciente (SCHURR et al., 2009).
Nesses casos o ideal seria o fechamento imediato da ferida, o qual pode ser
realizado com substitutos de pele, curativos ou enxertos (SHEVCHENKO
etal., 2010).

Pacientes que apresentam lesdes por queimaduras de espessura
parcial profunda ou de espessura total, normalmente sdo submetidos a um
procedimento de excisdo tangencial dos tecidos afetados, deixando a regido
afetada sem cobertura cutinea. Nestes casos, hd necessidade de uma
cobertura que proporcione a restauracdo e reparacdo da pele afetada. Esta
cobertura normalmente é realizada com um auto-enxerto, obtido de areas
ndo queimadas dos pacientes.

O auto-enxerto, porém, ndo é indicado em todas as situacdes.
Quando se faz necessario um tecido de melhor aparéncia e qualidade, ou
em grandes gueimados que ndo possuem areas doadoras suficientes, uma
opc¢do ao auto-enxertos é a utilizacdo de Matrizes de Regeneracdo dérmica
(MRDs), como Integra® e Pelnac™. Ap6s a implantagdo dessas MRDs e
posterior regeneracdo dérmica, ainda se faz necessaria a utilizacdo de um



31

enxerto epidérmico, porém de menor espessura, causando menos traumas
aos pacientes. As indicacfes para uso da MRD incluem &reas queimadas
gue necessitam de pele de melhor qualidade para evitar perdas funcionais,
como pescogo, grandes articulacbes, maos e mamas (MAES et al., 2012).

Os resultados que vem sendo obtidos com a utilizagdo das MRDs
tem se mostrado positivos, pois a pele reconstituida possui caracteristicas
mais préximas da normalidade e acompanha o crescimento da pele néo
afetada, além disso, as MRDs ndo desencadeiam respostas imunoldgicas,
sdo estéreis e podem ser armazenadas por longos periodos. Apesar desses
resultados favoraveis para os tratamentos das lesdes, a aplicacdo das MRDs
em todos os pacientes é invidvel devido aos altos custos para sua obtengdo
(MAES et al., 2012). E importante ressaltar que o tratamento de queimados
com as MRDs ji& tem sido realizado pelo SUS, sendo o HNUG -
(Floriandpolis SC), o primeiro hospital brasileiro da rede publica a dispor
da MRD Integra™ para paciente do SUS, desde 2002 (O Estado de S&o
Paulo, 2002).

Os efeitos positivos obtidos com as MRDs comerciais tem aberto
caminho para novas pesquisas na area de regeneragdo de tecidos, incluindo
a busca por novos materiais que possam acelerar ou melhorar o reparo
cutaneo apds a ocorréncia de lesdes de dificil tratamento, e sua associagdo
com fatores e células que possam melhorar ainda mais os resultados para 0s
pacientes afetados.

13 POLIMEROS DE CELULOSE BACTERIANA
1.3.1  Conceitos e estrutura quimica

Estudos em engenharia de tecidos visam melhorar, manter ou
restaurar a funcdo de tecidos e 6rgdos danificados. Existem diferentes
maneiras para reconstruir tecidos, porém sempre estdo envolvidos materiais
que formam arcaboucos (scaffolds) para que a regeneracdo/formacdo do
novo tecido ocorra de forma otimizada. Os arcaboucgos tem a fungdo de
mimetizar a matriz extracelular e guiar as células durante o processo de
formacdo de um novo tecido (HELENIUS et al., 2006). Polimeros naturais
tem despertado um grande interesse para O Seu UuUSO em materiais
biomédicos que possam auxiliar na regeneracdo de tecidos. Entre eles, o
colageno, elastina, alginato, quitosana e celulose tem sido extensivamente
estudados em busca de aplicagdes na engenharia de tecidos (PETERSEN &
GATENHOLM, 2011).
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Entre os polimeros naturais, a celulose bacteriana (CB), tem sido
alvo de diversos estudos (CHIAOPRAKOBKIJ et al. 2011; KANG et al.
2012; FU et al. 2013). A CB consiste em um polimero extracelular
produzido por bactérias de diferentes géneros, incluindo Acetobacter
(renomeado como Gluconacetobacter), Acanthamoeba, Achromobacter,
Zoogloea, sendo a espécie mais amplamente estudada a Gluconacetobacter
hansenii, que consiste em uma bactéria gram negativa, estritamente
aerébica (PETERSEN & GATENHOLM, 2011). Assim como a celulose
presente nas plantas, a CB é um polissacarideo formado por cadeias lineares
ndo ramificadas de moléculas de p—D—glicose, unidas por liga¢do do tipo
B(1—4) glicosidicas, essas cadeias estdo orientadas paralelamente e sdo
unidas por ligacbes de hidrogénio inter e intramoleculares, como
demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica da cadeia p(1—4)-glicana que constiui a CB.

(Fonte: RECOUVREUX, 2008. Adaptado de
www.sameerrahatekar.org/Cellulose_Silk_IL.html, acessado em 25/09/2008).

As bactérias Gluconacetobacter hansenii possuem a capacidade de utilizar
diferentes fontes de carbono para a biossintese de celulose. Quando
cultivadas em meio de cultura adequado, de forma estatica, essas bactérias
produzem uma membrana de celulose bacteriana (MCB) na superficie do
meio de cultivo que esta em contato com oxigénio. O formato e o tamanho
das membranas sdo originados de acordo com o recipiente no qual as
mesmas estdo sendo produzidas, ja sua espessura varia com a quantidade de
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meio de cultura e o tempo de producdo. Apds o tempo determinado a MCB
é submetida a processos de lavagem e esterilizacdo e pode ser processada
para as aplicacbes desejadas (RECOUVREUX, 2008)

Além de ser um polimero natural, a CB se enquadra na classe dos
hidrogéis. Estes consistem em polimeros com elevado teor de agua (> 99
%) que vem sendo extensivamente estudados devido & sua natureza
tridimensional, biocompatibilidade e versatilidade no processamento
(ZHANG & KOHN 2012). A estrutura interligada por pontes de hidrogénio
da CB permite a retencdo de dgua em seu espaco intersticial, formando
assim uma matriz constituida de 99% do volume total de dgua e apenas 1%
de celulose pura (HELENIUS et al., 2006; HUTCHENS et al., 2006).

1.3.2 Aplicabilidade dos polimeros de CB

A CB possui propriedades fisico-quimicas adequadas a diferentes
necessidades de producdo e apresentam alta abundancia e um baixo custo
produtivo. Por essa razdo, as MCBs séo utilizadas em diversas areas de
conhecimento, como demonstrado na tabela adaptada de Lin e
colaboradores, 2013 (Tabela 1). Algumas das variadas aplicagcdes sdo na
indUstria alimenticia e de cosméticos, na fabricacdo de aparelhos
eletroacUsticos, aditivos para a fabricacdo de papel, criacdo de papel
eletrbnico, membranas para filtracdo e recuperacdo de 6leo mineral, entre
outras (RECOUVREUX, 2008, LIN et al., 2013).

Tabela 1 — Resumo de algumas aplicacGes da Celulose Bacteriana

Tipo Descricdo Referéncias
Diafragma de Aplicada para Yamanaka and Watanabe
auto-falante processar filmes (1994), Iguchi et al.

acusticos (2000).
Papel Aumenta a forca de | Stoica-Guzun et  al.
composto materiais para (2012), Grande et al.
manufaturamento de | (2009), W.inter et al.
papel (2010), Cheng et al.
(2011), Quero et al.
(2010), Huang et al.
(2010), Yamanaka and
Watanabe (1994), Iguchi
et al. (2000), Wu and Liu
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(2012), Mohammadi et al.
(2009).

Material de Utilizada para filtrar | Takai (1994), Chen et al.
Filtracéo impurezas utilizando | (20093, b)
sua estrutura ultra-
reticular
Industria Fabricacdo de Okiyama et al. (1992,
Alimenticia alimentos pouco 1993), Khan et al. (2007),
caldricos, nata de Brown Jr., 1998.
€coco, sorvetes e
espessantes
Papel Boa condutividade | Hu et al. (2011), Gutierrez
eletrénico elétrica quando et al. (2012), Choiet al.
incorporada com (2012), Ifuku et al. (2009),
nanoparticulas de Sun et al. (2010), Kang et
ouro e carbono al. (2012), Shah and
Brown (2005), Zhang et
al. (2011), Nogi and Yano
(2008), Legnani et al.
(2008), Ummartyotin et al.
(2012).
* Curativo Aplicada como Barud et al. (2011), Ifuku
curativo devido a et al. (2009), Winter
capacidade de (1962), Alvarez et al.
retencdo de agua, (2004), Legeza et al.
biocompatibilidade e | (2004), Czaja et al. (2006,
propriedades 2007), Meftahi et al.
mecanicas (2010), Szczygielski et al.
(2010), Maneerung et al.
(2008), Portal et al.
(2009), Hu et al. (2009),
Solway et al. (2011), Wei
et al. (2011), Muangman
et al. (2011), Yang et al.
(2012).
* Veiculo Bom carreador de Trovatti et al. (2012),
para drogas devido a Songsurang et al. (2011),

transporte de

grande retencdo de

Amin et al. (2012a, b),
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drogas agua e estrutura Goelzer et al. (2009).
porosa
*Vasos Através de alguns Andrade et al. (2010),
sanguineos peptideos de Fink et al. (2010, 2011),
artificiais revestimentooude | Zahedmanesh et  al.

tratamento quimico,
CB pode ser utilizada
na formagéo de vasos
sanguineos artificiais,
em engenharia de

(2011), Wippermann et al.
(2009), Esguerra et al.
(2010), Mohammadi et al.
(2009), Finkenstadt and
Millane (1998),

tecidos Backdahl et al. (2006),
Schumann et al. (2009),
Backdahl et al. (2011),
Malm et al. (2012).
* Regeneracao Arcabouco Saska et al. (2011),
6ssea promovendo Brackmann et al. (2012),

proliferacdo e adesao
celular através de sua
estrutura porosa

Zaborowska et al. (2010),
Fang et al. (2009); Shi et
al. (2012); Saska et al.
(2012); Cai e Kim (2010);
Extremina et al. (2010);
Zaborowska et al. (2010);
Zimmermann et al
(2011).

* Perfuracéo
do septo nasal

CB possui boa
compatibilidade e
pode ser implantada
em organismos vivos
alternada com tecidos
moles como o septo
nasal

Martinez Neto e Dolci
(2010).

* Arcabouco
para
imobilizacéo
celular

CB pode, através de
modificacOes
quimicas ou

incorporacdes de
elementos,
proporcionar uma boa
adesdo celular

Andrade et al. (2010b),
Andersson et al. (2010),
Bodin et al. (2010), Pertile
et al. (2012), Martinez et
al. (2012), Wang et al.
(2012), Sanchavanakit et
al. (2006), Svensson et al.
(2005), Watanabe et al.
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(1993), Backdahl et al.
(2006), Kohno et al.
(1998), Extremina et al.
(2010), Rezaee et al.
(2008); Ton and Le
(2011b), Ton and Le
(2011), Nguyen et al.
(2009), Yao et al. (2011).

Tabela demonstrando algumas das aplicacBes de polimeros derivados de CB. As

aplicacdes relacionadas & &rea biomédica estdo destacadas com asterisco.
(Fonte: Adaptado de LIN et al. 2013)

Algumas das propriedades fisico-quimicas j& bem descritas para as
MCB sdo: cristalinidade, alta resisténcia a tracdo, alta capacidade de
absorcdo de 4&gua, resisténcia a degradacdo, baixa solubilidade, boa
permeabilidade e biocompatibilidade. Considerando essas propriedades, a
CB se tornou um material de grande interesse também para a area
biomédica, apresentando aplicacdes bastante variadas, entre elas podemos
citar: o tratamento de queimaduras de segundo, terceiro grau e Ulceras; a
criagcdo de micro vasos artificiais; e a producdo de arcaboucos para tecidos
como cartilagens e pele (HELENIUS et al., 2006). Essas e outras aplicaces
biomédicas da CB estéo representadas na Figura 3

Figura 3 — Aplicacdes Biomédicas da CB
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(Fonte: Adaptado de FU et al., 2013)
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1.3.3  Utilizacdo de MCB para o reparo cutaneo

A utilizacdo de MCB para o reparo cutaneo tem sido investigada
por diversos trabalhos, e apresenta resultados promissores in vivo e in vitro.
Primeiramente, a estrutura porosa das MCB permite que sejam transferidos
antibidticos, ou outros produtos (como solugdes aquosas de glicose,
sacarose, etanol, NaCl, KCI, entre outros) para a ferida, ao mesmo tempo
em que serve como uma barreira fisica para fatores externos que poderiam
causar infeccdes. Além disso, as MCBs tem a capacidade de absorver o
exudato das feridas durante sua utilizagdo como um curativo, e sdo
facilmente retiradas das superficies das feridas, ndo causando novos
traumas aos locais das lesbes (FU et al. 2013).

Dentre as caracteristicas da CB, a que se mostra mais importante para
sua aplicacdo como um biomaterial é sua biocompatibilidade. Estudos tem
relatado que o implante de CB subcutanea em ratos Wistar, ndo resulta em
inflamacdo ou rejeicdo ao redor dos implantes. Além disso, foram
registrados novos vasos sanguineos em torno da CB e infiltragdo de
fibroblastos na mesma, mostrando assim resultados promissores
(HELENIUS et al., 2005). Czaja e colaboradores (2006) mostraram que as
MCB séo totalmente biocompativeis e eficientes para proteger regides com
queimaduras de excessiva perda de fluidos, além de acelerar o processo de
cura nessas areas, em modelo animal (CZAJA et al., 2006).

Tem sido relatada a utilizagcdo das MCBs como curativo para lesfes
de pele em pacientes vitimas de queimaduras ou com feridas crénicas como
Ulceras (FU et al., 2012). Em 2009, Portal e colaboradores demonstraram
que para Ulceras cronicas, o tempo requerido para o fechamento de 75% da
lesdo, diminuiu de 315 para 81 dias com o uso de curativo de MCB. Por
outro lado, Czaja e colaboradores (2007), relataram o restabelecimento de
feridas profundas na superficie facial em um paciente com queimaduras de
segundo grau, com o uso MCB, sem necessidade de enxerto, ou ocorréncia
de cicatrizes hipertréficas (Figura 4) (CZAJA, 2007).

Czaja e colaboradores (2007) demonstram ainda, em outro teste
clinico, o tratamento de pacientes de queimaduras de segundo grau,
superficiais e profundas. Dentre os pacientes que receberam cobertura de
MCB, nenhum apresentou hipersensibilidade aos curativos, que se aderiram
bem as feridas, evitando a entrada de microorganismos. Houve ainda
diminuicdo do tecido necrotico, do tempo de reepitelizacdo e do inchaco,
sem retracao das feridas (CZAJA, 2007).
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Figura 4 — Utilizacdo de MCB em um paciente que sofreu queimaduras
faciais de segundo grau

A - Paciente apresentando queimaduras de segundo grau causadas por exposi¢ao as
chamas; B — Mascara de CB aplicada sobre as lesdes; C — Reepitelizagdo observada
17 dias apds a queimadura; D — Face curada apds mais 28 dias.

(Fonte: Adaptado de CZAJA et al., 2007)

Por outro lado, a associacdo de células com biomateriais vem
sendo estudada como uma tentativa de auxiliar no reparo das lesbes
(JEREMIAS, 2013). Trabalhos in vitro demonstraram que a estrutura
tridimensional da CB, com grande capacidade de reter dgua, estimula a
adesdo e proliferacdo celular (FU et al. 2013). Avaliagfes in vitro, das
células cultivadas sobre matrizes de CB demonstraram cerca de 95% de
viabilidade, além de morfologias tipicas (MENDES et al., 2009 & FU et
al., 2011).

Trabalhos recentes tem associado células tronco (CT) a MCB para
reparo de tecidos (BODIN et al.,, 2010; DE OLIVEIRA et al. 2012;
OLYVEIRA et al., 2013). Experimentos considerando a associa¢do de tipos
especificos de CTs a MCB para o tratamento de queimaduras serdo
apresentados no presente trabalho.

1.4 CELULAS TRONCO
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As células tronco (CT) sdo caracterizadas pela capacidade de auto-
renovacdo e pela habilidade de produzir células filhas que possam se
diferenciar em tipos celulares especializados, conhecidas como
progenitores. As CTs podem ser encontradas em tecidos embrionarios,
fetais ou adultos (SANDERS et al., 2006), e dependendo de sua origem
apresentam diferente potencial de diferenciacdo celular. As CTs
totipotentes, presentes até o estagio da morula, possuem capacidade de
diferenciacdo em todos os tecidos e anexos embrionarios As CTs
pluripotentes, encontradas na massa celular interna do blastocisto,
apresentam potencialidade para diferenciacdo em tecidos provenientes dos
3 folhetos embrionarios. Ja as CTs multipotentes, encontradas em tecidos
adultos, apresentam potencial de diferenciacdo mais restrito, contribuindo
para a producdo de apenas algumas linhagens celulares (ALISON &
ISLAM 2009).

Os processos de auto-renovagao e formacao de progenitores podem
ocorrer nas CTs por meio de divisdes celulares simétricas, ou assimétricas,
simultaneas ou ndo. Nas divisdes simétricas, as CTs podem produzir duas
células filhas que continuam a desempenhar um papel de CT (auto-
renovagdo), ou dois progenitores comprometidos com uma mesma
linhagem diferenciada. O processo de divisdo assimétrica gera, a partir de
uma CT, uma CT filha e um progenitor (Figura 5). O balanco entre esses
dois modos de divisdo pode ser controlado por sinais durante o
desenvolvimento ou fatores ambientais, por exemplo, durante os periodos
inicias do desenvolvimento ou ap6s lesGes o nimero de CTs nos tecidos
aumenta. (MORRISON & KIMBLE, 2006).
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Figura 5 — Estratégias de divisdo celular das CTs.

Populagao de Células-tronco

0.0 .0 .0 O

O O é é é é O o o Progenitores

CTs sdo definidas por sua capacidade de auto-renovacdo e formacdo de
progenitores, elas cumprem esta tarefa realizando diferentes estratégias de diviséo
celular. Esta figura ilustra uma combinacfo de divisBes celulares simétricas e
assimétricas, que mantém a populacdo de CTs a0 mesmo tempo em que gera
progenitores.

(Fonte: Adaptado de MORRISON & KIMBLE, 2006)

Apesar de sua pluripotencialidade, os estudos e as aplicagdes
clinicas com as CTs embrionérias ttm se mostrado desafiadores em razéo
de controvérsias éticas em torno de sua utilizacdo. Desse modo, estudos
vém se dedicando a identificacdo de CTs em tecidos adultos como modo de
desenvolver estratégias para a regeneracéo e reparo tecidual, uma vez que
mesmo possuindo uma menor potencialidade, estas células mantém suas
caracteristicas de auto-renovacdo e alto potencial de proliferacdo. Outro
fator importante ao se considerar CTs adultas para o reparo tecidual,
consiste no fato de estas células serem obtidas diretamente do paciente a ser
tratado, o que eliminaria as complicac8es relacionadas a rejeicdo (BAKSH
et al., 2004).

Atualmente tem sido hipotetizado que todos os tecidos adultos
possuem compartimentos tronco, nos quais existem CTs residentes. Estas
sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase dos tecidosao longo da
vida e tendem a auxiliar no reparo de lesdes (JEREMIAS, 2013). A
existéncia destas CTs nos tecidos adultos é suportada por microambientes
especializados denominados nichos. Estes consistem em localizagdes
anatdmicas especificas que regulam como as CTs participam na
regeneracdo, manutencdo e reparo de seus respectivos tecidos. Os nichos
controlam a reposi¢do das CTs de modo que ndo haja grande deplecdo ou
exagerada proliferacdo, que poderia levar a formacdo de tumores
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(SCADEEN, 2006). Apesar de ser clara a influencia do nicho sobre as CTs
contidas nestes, a localizacdo anatbmica dos nichos adultos ndo esta claro
para todos os tecidos (DA SILVA MEIRELLES et al., 2008).

No que diz respeito ao nicho das CTs no tecido cutaneo, pode-se
salientar que ja foram localizados na epiderme, derme e tecido subcuténeo.
O nicho de CT na epiderme encontra-se em trés locais diferentes: bulge do
foliculo piloso, na glandula sebacea e na camada basal da epiderme. As
células desta ultima regido regulam a estratificacao epitelial, foliculogénese
e reparo de lesdes. Os nichos da regido dérmica ainda ndo séo
completamente compreendidos, porém estudos recentes sugerem sua
localizacdo na papila dérmica dos foliculos pilosos, em regibes
perivasculares e na matriz extracelular, como demonstrado na Figura 6
(JEREMIAS, 2013; WONG et al. 2012).

As CTs derivadas da derme possuem caracteristicas fenotipicas e
potencialidades distintas como: aderéncia ao plastico; capacidade de
diferenciacéo in vitro em ostedcitos, adip6citos e condrocitos; marcadores
de superficie mesodermais e atividade imunorregulatéria. Estas sdo
caracteristicas também presentes em Células tronco mesenquimais (CTMS)
(VISHNUBALAJI et al., 2012), por isso no presente trabalho, as CTs
provenientes da derme sdo denominadas de células tronco mesenquimais
derivadas da derme (dCTMs).
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Figura 6 — Nichos das CTs na pele.

Epiderme

Hipoderme

@

Populagdes de CTs (indicadas em verde) tem sido identificadas em varios nichos
por toda a pele. CTs dermais podem existir na papila dérmica, na matriz
extracelular ou em integracdo com vasos.
(Fonte: Adaptado de WONG et al. 2012).

1.4.1 Caracteristicas das CTMs

Em 1968, Friedestein e colaboradores isolaram células da medula
6ssea, com a capacidade de formar col6nias aderentes ao plastico, possuiam
morfologia fibroblastoide e podiam formar ossos quando implantadas de
maneira subcutdnea. Estas células foram chamadas de Células tronco
Mesenquimais (CTM) da medula dssea, baseado na hip6tese de que varios
tecidos de origem mesenquimal poderiam ser gerados através destas células
(SCHIPANI & KRONENBERG, 2008).

Atualmente, tem sido descrito o isolamento de CTMs de outros
orgdos e tecidos como: gordura, sangue do corddo umbilical, liquido
amnidtico, placenta, polpa dentaria, tendGes e musculo esquelético, sendo
que a presenca destas células é sugerida em todos os tecidos e 6rgdos pos-
natais (DA SILVA MEIRELLES, 2008). O conhecimento atual sobre as
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CTMs € baseado principalmente em métodos de cultura, por isso, varios
estudos tem se dedicado a identificar caracteristicas fenotipicas destas
células in vivo, bem como sua origem, participagdo na formacdo dos
tecidos, habilidade de auto-renovacdo e localiza¢do anatdmica (SCHIPANI
& KRONENBERG, 2009).

Baseando-se no comportamento in vitro das CTMs, a International
Society for Cellular Therapy, definiu critérios para a identificacdo de
CTMs, como: proliferacdo; aderéncia ao plastico; expressdo dos
marcadores de membrana CD105, CD73 e CD90 e auséncia da expressao
de CD45, CD34 e CD14; e capacidade de diferenciacdo in vitro em células
como osteoblastos, adipdcitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006).

1.4.2  Utilizagdo das CTMs no reparo de lesdes cuténeas

As CTMs sdo de grande interesse para pesquisas e ensaios clinicos,
apresentando um grande potencial de aplicabilidade em engenharia de
tecidos. Primeiramente, as CTMSs representam baixo risco imunogénico e
tumorogénico, o que as confere a possibilidade de enxerto (ELISSEEFF et
al., 2005). Também ja foi demonstrado que estas células sdo naturalmente
recrutadas pelo organismo para reparar tecidos danificados, porém o
mecanismo de ac¢éo ainda ndo é completamente definido.

As CTMs podem agir em lesdes se diferenciando nos tipos
celulares afetados, porém tém-se notado que elas ndo tem grande sobrevida
no local das lesfes, mesmo apresentando resultados positivos no reparo das
mesmas. De acordo com estas observacdes, recentemente tem se discutido
que o efeito de reparo das CTMs ocorre devido ao seu efeito paracrino. Por
meio de secrecdo de diversos fatores, essas células podem afetar a
migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia de outras células do local da lesédo,
desencadeando um melhor reparo (WONG et al. 2012).

Devido a sua ampla localiza¢do nos tecidos in vivo, ha uma maior
facilidade de obtencdo das CTMs comparados a outros tipos celulares. A
localizacdo destas células em tecidos como a pele, permite que elas sejam
isoladas a partir de uma simples bidpsia, 0 que Se mostra um processo
muito menos traumatico do que a retirada de medula dssea por exemplo. A
utilizacdo da pele como uma fonte de CTs também é facilitada por a pele
ser um tecido muito abundante e estar em constante renovacdo, além de
possuir células originadas da mesoderme e ectoderme e apresentar
diferentes nichos conhecidos de CTs (ROSENBAUN et al., 2008;
VISHNUBALAJI et al. 2012).
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As dCTMs se mostram promissoras para 0 reparo de lesGes
cutaneas. Em 2013, Jeremias demonstrou que estas células podem ser
cultivadas sobre MRDs, mantendo sua viabilidade e caracteristicas
fenotipicas. Quando aplicadas em camundongos, as MRDs juntamente com
as dCTMs aumentam o tecido de granulacdo, promovem o recrutamento de
neutrofilos e macréfagos, estimulam a vascularizacdo, o depdsito de
coldgeno e a re-epitelizacdo. Deste modo tem sido demonstrado que estas
dCTMs aceleram o reparo tecidual, provavelmente através da modulagéo da
expressao de genes relacionados ao reparo tecidual na area da lesdo
(JEREMIAS, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista 0s grandes nimeros de ocorréncias de queimaduras
e a gravidade destas lesGes, € importante que se invista em campanhas de
prevencdo para diminuir estas ocorréncias. No presente trabalho, sugerimos
que o levantamento de dados de prontuarios realizado no HIJG nos
proporcionard um melhor entendimento da probleméatica das queimaduras, e
a possibilidade de tracar um perfil epidemiolégico local. Por meio do
estudo de varidveis como: agente causador, idade, gravidade das lesdes e
superficie corporal queimada, podemos tracar campanhas de prevencao
locais com maior eficacia, além de prover dados para o desenvolvimento de
novos tratamentos para lesfes cutaneas.

A obtencdo de dados sobre os principais tipos de queimaduras,
pode guiar novas pesquisas no desenvolvimento de biomateriais e
integracdo dos mesmos com células e fatores que auxiliem na regenerragao
dessas lesdes.

O uso de biomateriais associados & dCTMs tem se mostrado
promissor para o tratamento de feridas cutdneas (CASTRO, 2013;
JEREMIAS, 2013). Porém a associagcdo de dCTMs com MCBs nédo foi
encontrada na literatura durante a realizagdo do presente trabalho. Além das
caracteristicas fisico-quimicas que tornam a CB um bom biomaterial para a
aplicacdo em lesdes cutaneas, estas membranas apresentam baixo custo de
producdo e podem ser moldadas em diferentes tamanhos, sendo estes
diferenciais em relagdo a MRDs existentes no mercado. Tendo em vista
essas perspectivas, no presente trabalho buscamos avaliar a associacdo de
dCTMs com MCBs, para futura aplica¢do no tratamento de lesGes cutaneas.
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3 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho de conclusdo de curso sera apresentado em dois
capitulos:

I.  Capitulo 1: Estudo epidemioldgico de 2007 a 2009 realizado no
Hospital Infantil Joana de Gusmao.

Il.  Capitulo 2: Avaliagdo da associacdo das células tronco
mesenquimais as matrizes de celulose bacteriana e seu uso no
reparo de lesdes de pele.

Cada capitulo possui objetivos, metodologia, resultados, discussdo e
conclusdo especificos.
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Estudo epidemiol6gico de 2007 a 2009
realizado no Hospital Infantil Joana de

Gusméo

“Tenho a impressdo de ter sido uma
crianca  brincando a  beira-mar,
divertindo-me em  descobrir uma
pedrinha mais lisa ou uma concha mais
bonita que as outras, enquanto o imenso
oceano da verdade continua misterioso
diante de meus olhos”
(Isaac Newton)
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil epidemioldgico dos pacientes queimados
internados na Unidade de Queimados (UQUE) do HIJG, no periodo de
2007 a 2009, visando um maior conhecimento a respeito do trauma e a
disseminacdo de informagOes de prevencao através de diferentes meios de
divulgacéo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Tracar o perfil epidemiolégico das criancas internadas na UQUE
no periodo de 2007 a 2009;

o Identificar e relacionar os principais agentes causadores de
queimaduras, as circunstancias em que ocorreram as lesGes € a
gravidade das mesmas;

e Apresentar dados coletados e medidas preventivas em eventos de
divulgacdo cientifica, como Semana de Ensino Pesquisa e Extensao
(SEPEX) e Semana da Biologia;

o Confeccionar folders para distribuir em escolas, hospitais, etc.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 COLETA DE DADOS DOS PRONTUARIOS

O levantamento de dados referentes ao presente estudo foi realizado
nas dependéncias do HIJG, localizado em Floriandpolis — SC. A consulta
aos prontuarios ocorreu no Servigo de Arquivo Médico (SAME), onde
foram coletados dados registrados dos pacientes internados na UQUE entre
2007 a 2009. O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do HIJG em sobre o parecer n°® 035/2013.

Os dados coletados dos prontuarios foram: idade sexo e cidade de
origem do paciente, agente causador, profundidade, extensdo corporal,
localizacdo corporea e ambiente em que ocorreu a queimadura; profissdo
dos pais; tempo de internagdo; e se houve ou ndo necessidade de enxerto.
Durante a pesquisa, os dados coletados dos prontuarios foram registrados
em um protocolo (Anexo - A), previamente elaborado pelos pesquisadores,
e tabulados em forma de planilha eletrbnica, por meio do programa
Microsoft Excel (Microsoft Corporation™).

Ndo foram considerados dados dos pacientes cujos prontuarios
apresentaram escrita ilegivel ou pacientes internados na UQUE cuja causa
de internagdo ndo fosse por queimaduras.

5.1.1 Agrupamento dos dados coletados para a analise

Os dados coletados nos prontuarios foram agrupados para permitir
uma melhor visualizagdo das varidveis e diminuir problemas com falta de
padronizacdo no preenchimento dos prontuarios. Os agrupamentos foram
realizados conforme as classificagdes descritas a seguir.

Idade

O agrupamento das idades foi feita de acordo com a classificacdo de
Marcondes (1991), e esta representada na Tabela 2.

Regido Corporal

Os dados referentes as regibes corporais lesionadas foram
agrupados de acordo com a classificacdo descrita na tabela 3. Os pacientes
que possuiam queimaduras em mais de uma regido corporal ou que a
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localizag@o das lesdes nos prontuarios foi descrita como “toda a regido
corporal”, foram contabilizados em mais de uma categoria.

Tabela 2 - Classificacdo dos pacientes segundo a faixa etaria

Faixa Etéria Idade
Recém Nascido 0 |- 29 dias
Lactente 29 dias |- 2 anos
Pré-escolar 2 |- 6 anos
Escolar 6 |- 10 anos
Pré-puberes 10 |- 12 anos
Puberes 12 |- 16 anos

Tabela 3 - Classificacdo segundo a regido corporal afetada

Categoria Dados agrupados
Face, couro cabeludo, cabeca e
Cabeca e pescoco
pescoco

Membros Méos, punhos, braco, antebraco e
superiores ombro

Tronco Toérax e abdomen

Costas |  mmememmeeee-

Membros Coxas, Tornozelos, pés, joelhos e
Inferiores pernas

Genitdlia | e

Nadegas | = -
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Superficie corporal queimada (SCQ)

A extensdo corporal das lesbes causadas por queimaduras €
descrita em porcentagem nos prontuarios, com a nomenclatura de
Superficie Corporal Queimada (SCQ). Os pacientes foram classificados em
pequenos, médios e grandes queimados de acordo com a area da SCQ,
conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Classificagdo dos pacientes de acordo com a SCQ

SCQ
Pequenos Queimados 0-10% da SCQ
Médios Queimados 10| - 20% da SCQ
Grandes Queimados > 20% da SCQ

Profundidade

As queimaduras foram classificadas quanto a profundidade em 1°,
2° ou 3° grau. Ndo foram consideradas as divisGes de 2° grau superficial e
profunda, pois esta informagdo ndo constava em muitos prontuarios. Os
pacientes internados que possuiam queimaduras de diferentes
profundidades foram contabilizados em mais de uma classificagdo. Por
exemplo, se o paciente apresentou queimaduras de 1° e 2° grau, ele foi
contabilizado nas duas categorias.

Agentes Causadores

Os agentes causadores foram agrupados de acordo com sua
similaridade em diferentes categorias, conforme descrito na tabela 5. No
presente trabalho o 4alcool foi considerado como uma categoria
independente, apesar de ser um liquido inflamavel, a fim de possibilitar
analises mais diretas relacionadas a este agente causador. Os agentes com
apenas uma ocorréncia e sem aparente relagdo com os demais grupos foram
classificados como “Outros”.
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Tabela 5 - Classificacdo dos agentes causadores em categorias

Agentes Causadores
Categoria Dados Agrupados
quw_dos Agua, café, leite, 6leo, banha e sopa
aquecidos
Alcool
Foqo Fdsforo, isqueiro, chama, brasa, fogueira e fogo
g de palha
Inflaméaveis Gasolina, tiner, verniz e querosene
Contato Espeto, forno, pléstico e toalha quente
Quimicos Produtos quimicos, soda caustica
Eletricidade
Exploséo de aparelho celular, explosdo de spray,
Outros polenta, rojdo, exploséo de panela de presséo e
acidente de transito

5.1.2  Analise dos dados dos prontuarios

As varidveis coletadas foram analisadas independentemente,
através de frequéncia simples e percentual. As relagBes consideradas de
maior importancia para o conhecimento do perfil das criangas queimadas
foram analisadas através de graficos comparativos, montados com o
programa GraphPad Prism®, facilitando a relacdo entre variaveis. N&o
foram analisadas as seguintes varidveis: profissdo dos pais, cidade de

origem e tempo de internacao.
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5.1.3 Divulgacéo de medidas de prevencao

Paralelamente & coleta de dados e analise dos mesmos, foi
realizada divulgagdo de medidas preventivas contra queimaduras, como
parte de um projeto de extensdo desenvolvido no LACERT. Para isso foram
confeccionados: folders utilizando o programa Illustrator®, cartilha online,
banner para a apresentagdo em escolas e SEPEX, e maquete representando
um modelo da pele e suas camadas.
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6 RESULTADOS

No presente estudo foram analisados 188 prontudrios de criangas
internadas no HIJG entre os anos de 2007 e 2009, sendo que 14 destes
prontuarios eram referentes a internagdes por outros motivos que nhao
queimaduras, por isso estes Ultimos ndo foram considerados para a presente
analise. Sendo assim, foram analisados 174 casos de queimaduras no
periodo acima descrito.

Os resultados referentes a idade e sexo dos pacientes queimados
demonstraram que houve uma maior prevaléncia do sexo masculino e uma
maior incidéncia de queimaduras nas faixas etarias dos lactantese pré-
escolares.

A maioria das queimaduras ocorreu no ambiente domiciliar e se
deu em mais de uma regido corporal, sendo que 0s pequenos queimados e
aqueles que ndo necessitaram de enxerto constituiram a maioria dos
pacientes.

Os agentes causadores foram agrupados de acordo com a
classificacdo estabelecida no item 5.1.1, sendo os liquidos aquecidos os
mais expressivos. Ocorreu varia¢do entre 0os principais agentes causadores
considerando os responsaveis por diferentes SCQ, diferentes idades das
criangas e necessidade ou ndo de enxerto.

A fim de divulgar os resultados e transmitir informacGes de
prevencdo, alguns dados do presente trabalho foram apresentados em
estande da SEPEX no ano de 2010; na Escola Padre Anchieta
(Floriandpolis —SC) em 2010, como parte do Bio na Escola; na mostra de
Praticas Pedagdgicas do Curso de Ciéncias Bioldgicas em 2013; e como
parte de um minicurso realizado pelo Laboratério de Células tronco e
Regerenacdo Tecidual (LACERT), na Semana da Biologia em 2013. Para
as apresentacdes foram utilizados: maquete com a estrutura da pele e
representacdo de queimaduras de diferentes profundidades; banner com
informagdes basicas sobre conceitos, prevencdo e primeiros socorros de
queimaduras; distribuicéo de folders (ANEXO B).

As apresentacOes tiveram enfoques diferentes dependendo do
pablico presente. Na Escola Padre Anchieta as apresentacGes foram
voltadas para alunos do ensino fundamental, conceitos bioldgicos e
estatisticos foram abordados de maneira bastante geral, foi dado mais
enfoque na gravidade das lesbes, medidas de prevencdo e primeiros-
socorros. Na mostra de Praticas pedagdgicas, foi dado um enfoque na
importancia de levar este tema para as criangas, a maquete foi um material
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considerado bastante ilustrativo para esta funcdo e houve distribuicdo de
folders.

Durante o minicurso realizado pelo LACERT em 2013, foram
apresentados conceitos bioldgicos, porém o enfoque se deu nos dados
estatisticos encontrados, e na necessidade das campanhas de prevencéo. Ja
no estande da SEPEX o publico foi bastante heterogéneo e o contetdo da
apresentacdo variou de acordo com o interesse das pessoas.

Os resultados desse presente trabalho foram apresentados para a
banca no dia 14 de fevereiro de 20014 e estdo disponiveis na versdo
impressa deste. A versdo online ndo possui todos os resultados, pois estes
estdo em analise para publicacdo.
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7 DISCUSSAO
7.1 IDADE, SEXO E AMBIENTE DE OCORRENCIA

As queimaduras sdo traumas muito severos que desencadeiam
respostas metabdlicas intensas, levando a repercussdes sistémicas e
sequelas fisicas e emocionais. As criangas representam cerca de dois tergos
do total dos queimados da populacdo em geral e possuem epidemiologia e
respostas imune e inflamatéria diferente dos adultos. O conhecimento dos
aspectos epidemiologicos das queimaduras € importante de ser adquirido,
uma vez que, na maioria das vezes estes acidentes poderiam ser evitados.
Paises em desenvolvimento, como o Brasil, necessitam de estudos
epidemiolégicos para que se possa tracar melhores medidas preventivas
direcionadas a este tipo de trauma (PEREIMA, 2008).

No presente estudo, a analise de 174 criangas afetadas por
queimaduras demonstrou que ha uma maior incidéncia desse tipo de trauma
no sexo masculino, estando de acordo com outros trabalhos na literatura
(ANLATICI et al. 2002; PIRES, 2003; PEREIMA, 2008; DASSIE &
ALVES, 2010; LACERDA et al., 2010; YODA, LEONARDI e FENO,
2013). Este fato pode ser explicado pela diferenca de comportamento entre
0s sexos, tendo os meninos mais liberdade para brincar e uma maior
disposicdo para brincadeiras que envolvem maiores riscos de ocorréncia das
gueimaduras (MARTINS & ANDRADE, 2007).

Em relacdo a idade dos pacientes considerados, a faixa etaria
predominante para ambos os sexos foi a dos pré-escolares seguida pela
faixa dos lactentes. De fato, estas faixas etarias sdo descritas por possuirem
um grande namero de criangas afetadas por queimaduras (MUKERJI et al.,
2001). Isso tende a ocorrer, pois, as criangas sdo ativas e curiosas, e ndo
possuem destreza para manipular os objetos, sendo entdo mais vulneraveis
e dependentes da atencdo dos adultos (MARTINS & ANDRADE, 2007).

O ambiente de ocorréncia mais frequente foi a prépria casa das
criancas. Estes nimeros sdo semelhantes aos de outros trabalhos realizados
no HIJG, em periodos distintos (JUNIOR, 2004; PIRES, 2003; DE MELO,
2004). Esses dados sdo importantes, pois ressaltam que o ambiente
domiciliar é potencialmente inseguro, caso medidas preventivas ndo sejam
adotadas, principalmente nos cdmodos da cozinha e banheiro, onde muitos
agentes causadores estdo presentes.
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7.2 AGENTES CAUSADORES

A andlise dos agentes causadores demonstrou que os liquidos
aquecidos foram responsaveis pela maioria das queimaduras. Este padrdo
coincide com a literatura (COSTA, 1999; MARTINS & ANDRADE,
2007), e provavelmente se da pela facilidade que as criangas possuem de ter
acesso a liquidos aquecidos em ambientes como cozinha e banheiro.

Os liquidos aquecidos foram seguidos pelos inflamaveis, sendo que
0 alcool liquido sozinho também possui grande representatividade. A
importdncia de se analisar o alcool liquido como uma categoria
independente consiste em demonstrar a importancia da proibicdo de sua
venda e comparar posteriormente se haverad uma redugdo no nimero das
queimaduras, ou da gravidade das mesmas.

Os acidentes com fogo representaram 6.90% do total de casos.
Outros agentes causadores, como contato, quimicos e eletricidade ndo
foram registrados muito frequentemente. As queimaduras por contato de
maneira geral tendem a causar queimaduras de primeiro grau ou segundo
grau superficiais, ndo levando as pessoas a procurarem atendimento
médico. J& as queimaduras elétricas e quimicas sdo normalmente
encontradas em menores proporcdes em estudos epidemiolégicos (PIRES,
2003; PEREIMA, 2008; DAISSE & ALVES 2010).

7.21 Relagdo entre agentes causadores, idade e prevencdo de
gqueimaduras

E importante salientar que os agentes causadores s&o intimamente
relacionados com a idade dos pacientes. Dentre os lactentes, a maioria foi
queimada com liquidos aquecidos. Segundo Mukerji et al. (2001), isso
ocorre, pois, nesta idade, as criancas tém uma tendéncia a agarrar ou virar
recipientes com liquidos quentes, e sua pouca mobilidade, torna-os mais
vulneraveis em retirar-se de bebidas quentes derramadas ou de uma
banheira de agua quente. Entre os pré-escolares essas queimaduras por este
mesmo agente atingiram a pmaioria dos pacientes, estas criancas tendem a
permanecer a maior parte do tempo dentro de casa, muitas vezes na
cozinha, onde podem puxar toalha de mesa ou até mesmo as panelas do
fogdo por curiosidade, se tornando alvos faceis.

Queimaduras por contato s6 foram registradas em 4 prontuarios,
sendo dois deles entre os lactentes e dois entre os pré-escolares. Estas
queimaduras ocorrem pelos mesmos motivos daquelas com liquidos
aquecidos explicados a cima, e podem ser facilmente evitadas.
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Queimaduras referentes a liquidos aquecidos e contato com objetos
guentes, ocorrendo em casa, indicam certa imprudéncia por parte dos
responsaveis pelas criancas afetadas. Nestes casos, pequenas modificacdes
no ambiente e na atitude dos pais seriam suficientes para evitar as
queimaduras infantis. Algumas dessas medidas seriam: manter a crianca
afastada de fornos, usar toalhas de mesa curtas, ndo carregar criangas no
colo ao cozinhar e ao tomar liquidos aquecidos, ndo deixar cabos de panela
voltados para fora do fogdo, sentir a temperatura da agua do banho e do
leite da mamadeira antes da crianga entrar em contato com esses liquidos.
Medidas como estas sdo eficazes, de baixo custo e tendem a evitar
sofrimento e sequelas que existem em criangas que sofrem queimaduras
(MARTINS & ANDRADE, 2007).

Entre os escolares, pré-puberes e puberes os agentes causadores
mais significativos foram os liquidos aquecidos e o alcool liquido, as
proporcBes de cada agente foram bastante semelhantes. Esta diferenca dos
agentes causadores entre criangas menores maiores de 6 anos ja tem sido
relatada na literatura (JUNIOR, 2004; PIRES, 2003; PEREIMA, 2008).

Na medida em que as criangas crescem, elas comegcam a explorar
mais o ambiente, tendo mais contato com fogueiras, fésforos e isqueiros, 0s
quais sdo essenciais para a combustdo dos agentes inflamaveis. O grande
namero de casos relativos a agentes inflamaveis, principalmente ao alcool
liquido, demonstra a necessidade de retirar estes produtos do alcance das
criangas, e até mesmo de ndo possuir produtos desta natureza em casa, se
estes puderem ser substituidos por semelhantes. Estas ocorréncias
reafirmam a falta de vigilancia e a necessidade de campanhas de
conscientizacdo dos responsaveis e da comunidade. Outras medidas, como
a proibicdo da venda de alcool liquido e dispositivos de seguranga em
acendedores e fosforos também sdo importantes para a reducdo destes
nameros.

Apesar das queimaduras elétricas representarem poucos dos casos
registrados neste estudo, elas tendem a ser bastante severas. Sua prevencao
é importante, ja que esta é a principal causa de invalidez por amputacéo de
segmentos corporais (MEZA-ORTIZ et al., 2000). A prevencdo deste tipo
de queimadura, quando doméstica, pode ser realizada protegendo tomadas e
retirando extensdes e aparelhos elétricos do alcance das criangas. Existem
também os casos de queimaduras que decorrem do contato com fios de alta
tensdo, normalmente ao soltar pipas, onde o importante seria orientar as
criancas a realizarem esta atividade longe das redes elétricas (MARTINS &
ANDRADE, 2007).
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Segundo Panjeshahin e colaboradores (2001), é importante que 0s
pais também sejam instruidos sobre os aspectos preventivos de educacdo as
criangas, proporcionando entretenimento que as mantenham longe de
riscos. Além disso, os professores, em seu papel de educadores, também
poderiam ser treinados a fim de ensinarem as criangas a evitarem situacoes
se risco relacionadas a queimaduras.

7.2.2 Profundidade das lesGes, superficie corporal gqueimada e sua
relagcdo com os agentes causadores

Considerando a profundidade das lesdes, muitos pacientes
possuiam queimaduras de diferentes profundidades, porém houve maior
prevaléncia de queimaduras de 2° grau, seguida por queimaduras de 3° grau.
A maioria desses casos foram registrados em criangas de 0 a 10 anos. Isso
se da provavelmente devido ao grande nimero de escaldamentos nestas
idades.

Os pacientes estudados apresentaram uma SCQ média de 10.9%,
com um predominio dos pequenos e médios queimados, que juntos
totalizaram cerca de 70% dos casos de internacéo. Apenas 30 pacientes dos
174 apresentaram mais de 20% da superficie corporal queimada, esta
distribuicdo pode ser relacionada ao grande nimero de escaldamentos
registrados. Além disso, deve-se considerar que a analise destes dados é
somente pediatrica, ndo considerando queimaduras ocupacionais que
poderiam levar a maiores areas corporais queimadas.

Apesar de queimaduras por escaldamento e alcool representarem a
maioria dos casos registrados no presente trabalho, e serem registrados na
literatura como agentes que podem atingir grandes extensdes de SCQ
(PEREIMA, 2003), a maioria dos casos registrados aqui foram de menos de
20% da SCQ. Porém, entre todos os agentes causadores, foram estes que
causaram as maiores extensdes de queimaduras nos pequenos, médios e
grandes queimados.

Dentre os pequenos e 0s médios queimados, 0s maiores agentes
causadores foram os liquidos aquecido, seguidos pelo alcool e fogo. Porém,
dentre os grandes queimados a maioria dos casos, ocorreu devido ao alcool,
seguido pelos liquidos aquecidos e 0s outros inflamaveis.

Na maioria dos pacientes a reepitelizacdo ocorreu de forma
espontanea, enquanto que 40.23% necessitaram de enxerto. Apesar de o
namero de enxertos realizados apds queimaduras por liquidos aquecidos ser
maior, isso pode ter ocorrido apenas devido ao nlimero de registros de



65

escaldaduras ser maior, ja que observamos que o alcool foi responsavel pela
maioria das queimaduras de 3° grau.

7.3 REGIOES DO CORPO MAIS AFETADAS POR
QUEIMADURAS

No presente trabalho foi possivel observar que a maioria das
criangas tinham mudltiplas regides do corpo afetada pelas queimaduras, isso
se deve ao fato de os principais agentes causadores como liquidos
aquecidos ou explosfes com inflamaveis atingirem mais de uma regido do
corpo. As regides mais afetadas foram os membros superiores, seguidos
pelo tronco e cabega e pescoco. A maior incidéncia de queimaduras nestas
areas corporais ocorre, pois, criancas tendem a se apoiar em superficies e
objetos para alcangar algo de seu interesse, e podem assim, derrubar
liquidos aquecidos sobre a cabeca, membros superiores e tronco, além de
tocar diretamente em objetos quentes queimando membros superiores (DE
MELO, 2004).

Segundo Pereima (2003), queimaduras relativas a explosdes por
alcool também sdo conhecidas por afetarem mais diretamente o tronco e
regides superiores. Ja que o alcool liquido foi um agente bastante
representativo no presente estudo, isto justificaria a maior incidéncia de
gueimaduras nas regides superiores do corpo.

Os membros inferiores também representaram grande parte das
ocorréncias . Podendo estar relacionadas com o fato de criangas um pouco
maiores tenderem a andar perto de fogueiras, ou brincarem com fésforos e
acendedores sentadas no chdo, com o instrumento entre as pernas,
facilitando esse tipo de queimadura. (MARTINS & ANDRADE, 2007)

7.4 CQNSIDERA(}OES SOBRE O ALCOOL LIQUIDO E SUA
PROIBICAO

A maior representatividade do alcool em grandes queimados, sua
maior participacdo nas queimaduras de 3° grau, e sua relagdo com a
necessidade de enxertos, deixa evidente a gravidade das lesbes que podem
ser causadas por este agente. Em 2002, uma resolucdo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), proibiu a comercializacdo de alcool
liquido em suas concentragcdes mais inflamaveis, devido principalmente ao
grande nimero de acidentes e queimaduras que ocorrem primariamente
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com criancas todos os anos, porém por meio de acdo judicial das empresas
produtoras de alcool, essa proibicédo foi derrubada (WERNECK, 2013).

Ainda no ano de 2002, o governo langou informativos explicando a
resolucdo que proibia o uso do alcool, além de demonstrar alguns
importantes nameros relacionados as queimaduras. Segundo este
informativo, aproximadamente 1 milhdo de reais é gasto por més pelo
Ministério da Salde com a internacdo de pessoas com queimaduras graves,
e ocorrem cerca de 45 mil queimaduras com alcool por ano envolvendo
criangas. Esses grandes nimeros ocorrem em razdo do facil acesso que as
criangas possuem a este produto dentro de suas casas, onde o lcool liquido
¢ utilizado para acender churrasqueiras ou para limpeza doméstica
(BRASIL, 2002).

Praticamente 11 anos depois, em fevereiro de 2013, o Tribunal
Regional Federal (TRF), decidiu a favor da ANVISA e determinou
novamente a suspensao das vendas do alcool liquido, com graduag¢do maior
que 54° GL. As empresas que desrespeitarem a proibicdo estdo sujeitas a
multas que variam de R$ 2 mil a R$ 1.5 milhdo (WERNECK, 2013). Ap6s
a medida ter efeito as empresas ainda tinham 180 dias para se adequarem,
por isso ainda ndo é possivel analisarmos se 0s casos de queimaduras por
esse agente causador sofreram diminui¢do desde a proibicdo de sua venda.

7.5 ESCOLHA DOS DADOS E PADRONIZACAO DOS
PRONTUARIOS

A coleta de dados através de analise dos prontuarios nem sempre é
uma tarefa facil, muitas vezes foi observado que ndo havia padronizacao
dos dados coletados. Essa falta de padronizacdo foi encontrada entre
diferentes prontuarios e até mesmo dentro dos préprios prontuarios, onde
eram encontradas informacBes divergentes. Por causa destes fatores as
analises foram bastante demoradas na tentativa de manter a fidelidade dos
dados. Dentro dos prontuarios ainda existem protocolos de coleta de dados
impressos, onde deve-se marcar a SCQ, regifes do corpo afetada, agentes
causadores, etc. Porém essas folhas na maioria das vezes ndo estavam
preenchidas.

Dados presentes na literatura, como a relagcdo das queimaduras
como a renda familiar, ndo estavam presentes nos prontudrios analisados,
assim como ndo foi registrada a presenca ou ndo de adultos no momento
dos acidentes na maioria dos prontuarios. Outra informacao que na maioria
das vezes ndo estava presente, era 0 que levou a ocorréncia das
gueimaduras, explicitando se as mesmas foram acidentais ou intencionais,
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por algum tipo de maus tratos, negligéncia ou tentativa de autoexterminio.
Por este motivo a continuacdo do presente projeto visa a realizacdo de
entrevistas com 0s responsaveis pelas criangas queimadas que estdo
internadas no HIJG, além de coleta de dados de anos mais recentes para
posterior comparacao com os dados coletados.

Muitas vezes, a preocupagdo com o tratamento imediato das lesdes
provocadas por queimaduras acabam suprimindo questionamentos médicos
sobre as circunstancias nas quais as mesmas ocorreram. Além disso, a
grande demanda de pacientes, a falta de protocolos de coleta de dados pré-
estabelecidos e a falta de treinamento de novos profissionais auxiliam nesta
lacuna na coleta de dados. Porém, é importante ressaltar, que ndo ha como
recuperar estas informagdes, as quais sdo essenciais pra se tragar um perfil
epidemiolégico confidvel e realizar campanhas de prevencdo para oS
pablicos mais atingidos. A dificuldade de analise de dados de prontuarios é
relatada em outros trabalhos que seguem este mesmo padrdo (MARTINS &
ANDRADE, 2007).
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8 CONCLUSAO

O perfil epidemioldgico predominante das criangas com
diagnostico de queimadura internadas no HIJG neste estudo é
de um menino (55.5%), em idade pré-escolar (29.9%), que se
gueima em casa (71.26%), com liquidos aquecidos (58.62%).

A maioria dos pacientes (62.6%) apresentou queimaduras de 2°
grau, até 20% da SCQ (70%), e multiplas regibes afetadas,
sendo 0s MS, troco e cabeca as mais frequentes.

Criangas menores de 6 anos de idade tendem a se queimar
mais com liquidos aquecidos, enquanto criangas a cima dessa
idade tendem a se queimar com inflamaveis, especialmente
alcool liquido.

A maioria dos pacientes apresentou epitelizagdo da SCQ
espontaneamente. Excluindo-se os 11 prontuarios que néo
possuiam esta informagao, 43% das interna¢fes necessitaram
de enxertos.

O élcool liquido foi o agente que mais causou queimaduras
compreendendo mais de 20% da SCQ (12 dos 30 casos),
dentre todas as queimaduras com este agente, 72% levaram a
necessidade de enxerto. Corroborando com esta informacdo, o
alcool ainda foi o maior responsavel (34.92%) por
gueimaduras de 3° grau.

A prevencdo através da melhor supervisdo das criangas e
modificacdo do ambiente doméstico, onde ocorre a maioria das
queimaduras, parece ser o melhor caminho para a prevengdo
destas lesdes.

A prevencdo deve ser direcionada para cada etapa do
desenvolvimento, através de campanhas de prevencéo visando
instruir pais, professores e as proprias criangas.
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Capitulo 11

Avaliacdo da associacdo das células
tronco mesenquimais as matrizes de
celulose bacteriana e seu uso no reparo de
lesBes de pele.

"Quem é vocé?" perguntou a Lagarta.
"Eu... eu mal sei, Sir, neste exato
momento...pelo menos sei quem eu era
quando me levantei essa manhd mas
acho que ja passei por varias mudancas
desde entéo"
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9 OBJETIVOS
9.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a integracdo e viabilidade de CTMs derivadas da derme
humana em MCBs e avaliar seu potencial terapéutico in vitro para o
tratamento de lesGes de pele.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade das dCTMs associadas & MCBs in vitro;

e Avaliar a adesdo e morfologia das dCTMs associadas a MCBs in vitro;
e Investigar se ocorrem mudancas na expressdo de marcadores de
superficie tipicos de CTMs apds o cultivo das mesmas sobre MCBs in vitro;
e  Estabelecer uma metodologia de aplicacdo das dCTMs associadas as
MCBs em modelo de leséo de pele em camundongos.
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10 MATERIAIS E METODOS
10.1  OBTENGCAO DOS FRAGMENTOS DE PELE

Os fragmentos de pele humana foram obtidos da regido do couro
cabeludo de pacientes submetidos a cirurgias plésticas (lifting facial),
através de colaboragdo com o Ilha Hospital e Maternidade. Os pacientes
submetidos ao procedimento cirdrgico aceitaram doar os fragmentos de
pele, apds a apresentacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Anexo C).

O presente protocolo estd de acordo com os principios éticos
estabelecidos pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
tendo recebido certificado de aprovagéo (certificado No 98) do Comité de
Etica na Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de
Santa Catarina.

10.2 CULTURA PRIMARIA E ISOLAMENTO DE CTs
DERIVADAS DA PELE

Os fragmentos de pele foram incubados com 12.5 U/mL de dispase
(BD) durante 15 horas, a 4°C, e ap0Os este periodo, a epiderme e a
hipoderme foram retiradas, assim como os foliculos pilosos. O tecido
dérmico foi cortado com o auxilio de tesoura e pinga cirlrgica em
fragmentos menores, os quais foram mantidos em solugcdo de
tripsina/EDTA (BD) durante 45 minutos a 37°C. Apds esse periodo 0s
fragmentos foram colocados em meio de cultura DMEM com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF), para inibir a acdo enzimatica.

A solucdo foi filtrada utilizando-se um cell strainer (poros de 70
pum) e centrifugada por 7 minutos a 1.200 RPM. As células obtidas foram
ressuspensas e mantidas em DMEM suplementado com 10% de SBF,
estreptomicina e penicilina, em garrafas de cultura de 25 cm? a 37°C, 5%
CO,. Apods aproximadamente 4 dias, o meio de cultivo foi trocado,
selecionando assim apenas as células aderentes ao plastico.

Ao atingir confluéncia de aproximadamente 80%, as células
aderentes ao plastico, foram retiradas das garrafas de cultura com a
utilizacdo de tripsina 0,05% durante 3 minutos a 37°C, ap6s este periodo a
acdo enzimatica foi inibida com DMEM suplementado com 10% de SBF e
as células centrifugadas (1.200RPM) durante 7 minutos. As células foram
entdo replaqueadas em novas garrafas de cultura e mantidas em DMEM
suplementado com 10% de SBF a 37°C, 5% CO,. Esse processo foi
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repetido diversas vezes, sendo que cada uma delas foi contabilizada como
uma passagem celular. As células do presente trabalho foram utilizadas
entre as passagens 5 e 8.

Para o presente trabalho foi utilizada uma linhagem de células
provenientes de um paciente, em passagens distintas, as quais foram
previamente caracterizadas como CTMs em nosso laboratdrio através de
marcadores de superficie especificos e diferenciagdo celular (JEREMIAS,
2013).

10.3  PRODUGCAO DA MATRIZ DE CELULOSE BACTERIANA

As matrizes de CB foram desenvolvidas em parceria com o
Laboratério de polimeros e compositos do centro de engenharias da
mobilidade (campus Joinville UFSC), seguindo os protocolos estabelecidos
em Recouvreux (2008). Para a produgdo destas matrizes, foi utilizada a
bactéria Gluconacetobacter hansenii, linhagem ATCC 23769, obtida da
"Colecédo da Cultura Tropical (CCT)" (Fundagdo André Tosello), Campinas
— SP.

O cultivo das bactérias foi realizado utilizando-se meio de cultivo
composto por manitol (25 g-I-1), extrato de levedura (5,0 g-l-1) e
bactopeptona (3,0 g-I-1). Apds o meio de cultivo ser esterilizado por
autoclavagem e resfriado, foram adicionados 5% (v/v) do in6culo de
bactérias preparado previamente. Esta solugdo contendo bactérias e meio de
cultura foi distribuida em placas de 96 e 24 pogos, nos volumes respectivos
de 100 e 300 pL. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por
um periodo de trés a sete dias. O tempo de permanéncia do cultivo foi
proporcional a espessura do arcabougo hidrogel desejado, quanto maior o
tempo, maior a espessura do arcabougo produzido.

Decorrido o tempo de cultivo a matriz de CB foi coletada e
submetida ao tratamento de purificagdo. O tratamento de purificacdo
consiste na imersdo da membrana hidrogel em uma solucdo de NaOH a 0,1
M, a 90°C, por 24 horas, para remover as impurezas bacterianas e 0s
eventuais residuos contaminantes. Ap6s esse tratamento a matriz foi lavada
com agua destilada durante 7 dias, com trocas a cada 24 horas. As matrizes
foram entdo autoclavadas a 121°C por 20 minutos, e armazenadas em
PBS1X na geladeira até 0 momento da utilizagéo.



76
104  CULTURA DAS CELULAS DERIVADAS DA PELE EM MCB

Para a realizacdo do cultivo das dCTMs sobre as MCB, estas foram
mantidas imersas em meio de cultura DMEM + 10 %SBF por no minimo 2
horas, para incorporacdo do meio de cultura nas mesmas. Apds este
periodo, as MCBs foram inseridas em pocos de placas de cultura de 24 e 96
pocos e as dCTMs e semeadas sobre estas matrizes de CB.

O plaguemento em gota foi realizado com 35 pL de dCTMs
diluidas em meio de cultura, sobre MCBs produzidas em placas de 24
pocos, as quais, apés 1 hora, foram completadas com 300pL do mesmo
meio. Estd técnica foi utilizadas para a visualizacdo das dCTMs com
microscopio de contraste de fase. Para as analises de microscopia eletronica
de varredura (MEV) e viabilidade celular, o plagqueamento foi realizado em
suspensdo. Para isso, foram utilizados 100ul ou 300 pL de meio de cultura
em placas de 96 e 24 pogos respectivamente. A quantidade de células
plagueadas variou com o tipo de analise desejada.

105  ANALISE MORFOLOGICA DAS CELULAS DERIVADAS DA
PELE

A andlise da morfologia e adesdo das dCTMs associadas as MCB
foi realizada através de visualizacdo em microscépio de contraste de fase
optico (OLYMPUS).

10.5.1 Anélise da viabilidade celular (MTS)

Para avaliar a viabilidade celular sobre as matrizes de CB foi
realizado o ensaio de MTS (Promega) [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4sulfofenil)-2H-tetrazolium]. O ensaio de MTS é
um método colorimétrico baseado na biorreducdo deste composto em um
produto cromogénico de cor puarpura, solivel em meio de cultura
(formazan). A biorreducdo do MTS é realizada por enzimas mitocondriais,
quanto maior a atividade mitocondrial, maior a producdo de cristais de
formazan. A mudanca de coloracdo do meio é diretamente proporcional a
atividade celular, podendo ser medida em termos de absorbancia. Desta
forma, a leitura da absorbancia desta solucdo, mensurada por
espectrofotometria, sera proporcional a atividade mitocondrial e, por
conseguinte, a proliferacdo celular.

Para avaliar a viabilidade das dCTMs cultivadas sobre as MCBs,
foram plaqueadas cerca de 1x10° dCTMs em cada matriz, em placas de 96
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pocos. A absorbancia foi medida em trés pontos diferentes: dia 1, dia 4 e
dia 7 ap6s o plaqueamento. Em cada um desses dias as matrizes de CB com
as células plagueadas foram incubadas por 3 horas com MTS dissolvido em
DMEM suplementado com10% de SBF em estufa a 37°, 5% CO,, e logo
apos foi realizada a leitura de absorbancia (490 nm) em multileitora de
placas (Tecan Infinite M200) no LAMEB | (UFSC).

Para evitar interferéncias de células que, por ventura, tenham
aderido ao pléstico, as matrizes de CB foram transferidas para novos pogos
antes da incubag¢do com MTS.

10.5.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A fim de verificar a aderéncia e morfologia das CTMs aderidas as
MCB, foi empregada a técnica de MEV. Para isso CTMs foram cultivadas
sobre as matrizes de CB por 1, 4 e 7 dias com as mesmas condigdes
descritas no item 10.5.1, e ap6s esse periodo passaram por processo de
fixacdo e desidratacdo. Primeiramente as amostras foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% por 24 horas, apds esse periodo foi realizado o processo
de desidratacdo em sequéncia de alcool em concentragGes crescentes (30%,
50%, 70%, 90% e 100%), as amostras foram incubadas em cada série
durante 20 minutos, a Ultima etapa (alcool 100%) foi repetida trés vezes por
periodos de 30 minutos. Ap6s a desidratacdo, as amostras foram submetidas
a secagem no equipamento de ponto critico de CO, (Leica EM CPD 030),
neste processo as particulas de alcool sdo substituidas por CO,.

Ao final, as amostras foram metalizadas com uma cobertura de
ouro de 30nm (metalizador Sputter Leica EM SCD 500) e entdo analisadas
no microscopio eletrénico de varredura por captura de elétrons secundarios
em 15kV (Jeol JSM-6390LV). Os procedimentos de secagem em ponto
critico, a metalizacdo e as analises no MEV foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

10.5.3 Analise dos marcadores de CTMs por citometria de fluxo

A caracterizacdo fenotipica dos antigenos de superficie CD 105,
CD 90, e CD 73 da populacdo de dCTMs associadas as MCB foi realizada
através de citometria de fluxo. Para esta caracterizacdo, foram utilizados os
anticorpos conjugados a fluorocromos (BD Biosciences) descritos na
Tabela 6.
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Para os marcadores CD34 e CD45 foram utilizadas células
mononucleares como controle positivo, uma vez que as dCTMs séo
caracteristicamente negativas para estes marcadores.

Tabela 6 - Marcadores de superficie utilizados na citometria de fluxo

Anticorpo Fluorocromo conjugado Isotipos

. L 1gG1 de
Anti-CD34 PE (Ficoeritrina) camundongo

Anti-CD45 FITC (Isoﬂognato de 1gG1 de
fluoresceina) camundongo

Anti-CD73 PE lgG1 de
camundongo

Anti-CD90 FITC lgG1 de
camundongo

Anti- PerCP (Complexo proteico 1gG1 de
CD105 clorofila peredinina) camundongo

Isotipo 1 PE lgG1 de
camundongo

Isotipo 2 FITC e
camundongo

Isotipo 3 PerCP lgG1 de
camundongo

Para a realizacdo do ensaio, as células cultivadas no plastico (placa
de cultivo) e nas MCBs foram tripsinizadas, contadas e ressuspensas em
PBS suplementado com 10% de SBF. Em seguida, aproximadamente
2.5x10° células formam incubadas com os anticorpos descritos na tabela 8
durante 1h a 4°C protegido de luz. Ap6s o periodo de incubagdo das
amostras, as células foram lavadas com PBS suplementado com 10% de
SBF e centrifugadas a 1200 RPM durante 5 minutos. Ao final, os pellets
resultantes foram ressuspendidos em 100uL de PBS suplementado com
10% de SBF e procedeu-se a analise no citdmetro de fluxo FACS Calibur
(BD) no LAMEB | (UFSC). Os dados foram gerados pelo software
FACSDiva 6.0 e analisados pelo Flowing Software 2.
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10.6  IMPLANTACAO DAS MCBs EM CAMUNDONGOS

Para definir um método de implantagdo das MCBs em
camundongos foram utilizados animais disponibilizados pelo Biotério do
LACERT, sendo que todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica de Animais (CEUA) da UFSC sob niimero de protocolo PP00810
(Anexo D). Foram utilizados camundongos de ambos 0s sexos, da
linhagem C57BL/6, entre 4-8 meses e peso variando entre 20-30g.

Os animais foram acondicionados em caixas individuais de
plastico com maravalha, em ambiente com temperatura e umidade
controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas, ragdo 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).

Todos os animais receberam anestesia geral com quetamina
(100mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) por via intramuscular. Posteriormente,
foi realizada a tricotomia e assepsia da regido dorsal dos animais, com
solucdo de lodopolvidona 10%e alcool 70°GL. Nesta regido foi realizada
uma lesdo de pele de espessura total, deixando exposta a fascia muscular.
Foram testados 3 procedimentos de implantagédo descritos a seguir.

(1) Lesdes de aproximadamente 1.5 cm X 1.5 cm, na regido
mediana do dorso do animal. Um molde com o tamanho especifico foi
utilizado para demarcar a area da lesdo e a pele da regido foi entdo
cirurgicamente removida com auxilio de tesoura e pinca. Logo apds, a
lesdo foi recoberta apenas com as MCBs produzidas em placas de 24
pogos (aproximadamente 15,4 mm de diametro), as quais foram suturadas
na area lesionada, utilizando fio de sutura 6.0 (Technofio).

(2) Lesbes de aproximadamente 6,0 mm na regido dorsal. Um
punch cirdrgico de 6mm foi utilizado para excisdo dos fragmentos da pele.
Logo ap6s, MCBs produzidas em placas de 96 pocos (aproximadamente
6,0 mm de didmetro), foram posicionadas nas lesdes e cobertas com o filme
adesivo Tegaderm™ (3M). Para evitar a retirada do filme adesivo foi
suturado ao redor da lesdo um anel de silicone de 8 mm de didmetro.

(3) Lesbes de aproximadamente 9,0 mm na regido dorsal. Um
punch cirdrgico de 9,0 mm foi utilizado para foi utilizado para excisdo dos
fragmentos da pele. Logo ap6s, a lesdo foi recoberta com as MCBs
produzidas em placas de 24 pocos (aproximadamente 15,4 mm de
didmetro), e cobertas com o filme adesivo Tegaderm™ (3M). Para evitar a
retirada do filme adesivo foi suturado ao redor da lesdo um anel de silicone
de 1,2 cm de diametro.
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11 RESULTADOS

111 BIOCOMPATIBILIDADE E INTERACAO DAS dCTMs COM
MCB:s in vitro

Com o intuito de buscar novas alternativas que possam acelerar e
melhorar o reparo de lesbes cutaneas foi avaliado no presente estudo a
associacdo de dCTMs com MCBs in vitro. Para isso a analise da
biocompatibilidade das células com as MCBs foi avaliada por meio de
testes de viabilidade, integracdo, adesdo e morfologia celular.

11.1.1 Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade/proliferacdo celular das dCTMs, as
dCTMs foram cultivadas sobre as MCBs, e submetidas ao ensaio de MTS
em trés dias diferentes (1, 4 e 7) ap6s o plagueamento. Os resultados
obtidos mostraram que ndo foram constatadas diferengas (P>0.05) nos
valores de MTS entre os dias analisados.

- Analise através de microscopia de varredura

Uma vez que o microscépio de luz ndo permite uma visualizacdo
ideal destas MCBs, por consistirem em um ambiente tridimensional (3D) e
heterogéneo, foi realizada também a andlise da adesdo e morfologia através
de MEV para que fosse possivel entender melhor a interagdo das dCTMs
com as MCBs. Para esta analise as células foram plaqueadas em suspensao
para que as dCTMs ficassem mais espacadas, permitindo uma melhor
observagdo. Os intervalos de tempo foram os mesmos realizados nos testes
de viabilidade celular (1, 4 e 7 dias).

A figura 10 mostra a estrutura 3D da face superior das MCBs em
diferentes amplificacBes. Nesta superficie foram observados o0s
microfilamentos que compde as MCBs e sua organizacdo entrelacada. Além
disso, foram visualizados os poros formados, sendo que estes apresentam
dimensBes muito pequenas e tamanhos desiguais (Figura 10).
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Figura 7 - Estrutura 3D das MCBs vista em MEV
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11.3 ESTABLECIMENTO DO IMPLANTE DE MCBs EM
CAMUNDONGOS

A fim de avaliar o uso terapéutico da associacdo das dCTMs com
as MCBs em teste pré-clinicos em modelo de lesdo cutdnea em
camundongos, foram testados trés procedimentos de implantagdo das
matrizes nos locais lesionados descritos no item 9.6.

Os resultados desse presente trabalho foram apresentados para a
banca no dia 14 de fevereiro de 20014 e estdo disponiveis na versdo
impressa deste. A versdo online ndo possui todos os resultados, pois estes
estdo em analise para publicacéo.
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DISCUSSAO

A CB representa um polimero natural com diversas aplicacGes
potenciais (Tabela 1), muitas delas relacionadas as areas biomédicas, como
por exemplo, sua utilizacdo em forma de curativos, visando a regeneracao
cutanea em casos de lesdes cronicas ou queimaduras de espessura parcial.
Ainda hoje, lesbes por queimaduras sdo frequentes e muitas vezes
necessitam ser tratadas com curativos, enxertos ou substitutos de pele. Por
este motivo, muitos substitutos de pele tem sido desenvolvidos ao longo do
tempo, porém ainda ndo sao considerados ideais (FU et al, 2012).

A utilizacgdo de MCB para o tratamento de queimaduras e
tratamento de feridas cronicas se mostra promissor por essas matrizes
possuirem a capacidade de absorver exudato das feridas enquanto as
recobrem, além de serem facilmente removidas da superficie das mesmas,
nao causando lesfes secundarias provenientes de sua utilizagdo, como pode
ocorrer com outros curativos como gaze (FU et al 2013). As MCBs ainda
sdo facilmente moldaveis e de baixo custo de producdo, assim podem ser
produzidas para a cobertura de grandes areas corporais ou para locais
delicados como rosto e articulagdes, onde mantém um ambiente Umido,
possuem boa adeséo e reduzem a dor (Czaja et al., 2006 e 2007). Visando a
utilizacdo destas MCB para melhorar e acelerar a regeneracdo de lesbes de
pele de espessura total e parcial, o presente trabalho sugere a unido das
MCBs com dCTMs.

As CTMs de maneira geral sdo atrativas para estudos envolvendo
regeneracdo de tecidos, uma vez que possuem potencial de diferenciacdo
que pode ser utilizado para regenerar o tecido lesado; promovem reparacdo
de tecidos pela secrecdo de fatores que promovem regeneracao; estimulam
a proliferacdo e diferenciacdo de progenitores celulares enddgenos e
diminuem respostas inflamatdrias e respostas imunes (SCHNEIDER et al.,
2010).

As CTMs utilizadas neste trabalho consistem em dCTMs, esta
escolha se deu, pois: a obtencdo destas células pode ser realizada de
pequenos fragmentos de pele, podendo ser facilmente expandidas in vitro;
células retiradas do préprio tecido que se quer regenerar parecem ser mais
adequadas para estudos de regeneracdo e um protocolo de isolamento e a
caracterizacdo destas células foi previamente realizado no LACERT. Para
avaliar a possibilidade de utilizagcdo das dCTMs juntamente com as MCBs,
foram realizados testes de viabilidade, integracdo e adesdo destas células as
matrizes, assim como uma analise do perfil imunofenotipico das mesmas,
observando se as MCBs induziram mudancas neste perfil ou nao.
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121  AS MCBs SAO BIOCOMPATIVEIS COM dCTMs

A adesdo das dCTMs foi analisada por microscopia de luz e MEV.
As células se mostraram capazes de aderir as MCB, em tempos diferentes.
Esse resultado vai de encontro ao artigo de Torres e colaboradores (2012),
que relata que células ndo se aderem a superficies de CB sem que estas
superficies sejam modificadas previamente, utilizando moléculas aderentes,
por exemplo. A adesdo de outros tipos celulares sobre MCBs tem sido
relatada em diversos estudos como: fibroblastos e condrdcitos (ZONG-
LIANG et al., 2009); CTs derivadas do tecido adiposo (FU et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2012); CTs pluripotentes induzidas (iPS) (OLIVEIRA et
al., 2012); CTMs equinas derivadas de medula 6ssea (FAVI et al., 2013);
CTMs caninas derivadas de medula 6ssea (MENDES et al., 2009); CTMs
derivadas da placenta humana (HECK, 2012); entre outras. Porém nao
foram encontrados relatos de trabalhos utilizando dCTMs sobre estas
matrizes.

Apbds 24 horas de plagueamento, foi possivel observar extensdes
citoplasmaticas e conexdes das dCTMs com as fibras das matrizes, além
de uma morfologia bastante alongada, porém muitas células ainda nao
haviam se aderido. Uma melhor adesdo foi observada apds 3 dias de
plaqueamento. Esse padrdo de adesdo foi observado por Jeremias (2013),
em uma das MRDs avaliadas em seu trabalho, segundo a autora, as dCTMs
associadas & MRD Pelnac® mostraram pouca aderéncia nas primeiras 24
horas.

Provavelmente essa demora inicial de adesdo das dCTMs sobre as
MCBs em comparacdo a superficie do plastico ocorra por diferencas na
rigidez dos dois substratos, além de placas de cultura também serem
tratadas para aumentar a adesao celular. Em trabalhos anteriores, utilizando
fibroblastos, Lo e colaboradores (2000), demonstraram que em substratos
mais rigidos, células geram uma maior forca de tracdo e apresentam uma
morfologia mais ampla e plana do que em substratos menos rigidos, mesmo
que os dois substratos sejam igualmente adesivos.

O plaqueamento das dCTMs em gota resultou em aglomerados
celulares, ndo possibilitando a visualizagdo de muitas células
individualmente, porém o plagueamento em suspensdo torna dificil a
visualizacdo destas células no microscopio de luz, devido ao seu
espalhamento. O MEV nos permitiu observar que as dCTMs se aderem e se
expandem progressivamente ao longo dos dias de cultura, tendo em 7 dias
uma caracteristica bastante semelhante aquela encontrada em culturas
bidimensionais como o plastico.



84

A viabilidade das CTMs sobre s MCBs é de extrema importancia
para a continuidade de sua utilizagdo como um material promissor em
campos como a engenharia de tecidos, possibilitando futuros estudos in
vivo. Os resultados de viabilidade deste trabalho indicaram que as dCTMs
se mantiveram viaveis nas MCB apds 7 dias de cultivo, os valores de
viabilidade apresentaram tendéncia crescente, porém esta ndo foi
estatisticamente significante. Ja foi demonstrado que outros tipos de CTMs
como as CTMs da placenta humana proliferam quando em contato com as
MCBs (HECK, 2012), a pequena elevagdo nos valores da viabilidade
celular, observados no grafico 8 e as imagens ao passar dos dias (Figura 8
A e B) indicam que as dCTMs também proliferam sobre estas MCBs.

O maior tempo necessario para as dCTMs aderirem as MCBs deve
ter reflexos sobre a viabilidade das células plagqueadas. O mesmo niimero de
dCTMs foi plagueado nos pogos de plastico e nas MCBs, porém ao
analisarmos as imagens no microscépio de luz, esta quantidade parece ser
menor nas MCBs. Esse nimero reduzido pode se dar pelo fato de nem todas
as células conseguirem aderir nas MCBs rapidamente, o que pode causar
morte celular em um primeiro momento. Outro motivo para a menor
quantidade observada nas MCBs pode ocorrer pelo fato de algumas células
deslizarem das matrizes, se aderindo ao pléstico abaixo ou em volta da
mesma.

Desse modo, para encontrarmos diferencas significativas nos testes
de viabilidade, seria interessante o cultivo das dCTMs sobre as matrizes por
um maior tempo, como tem sido realizado por Favi et al. (2013) e Oliveira
et al. (2012), os quais cultivaram, respectivamente CTs de origem da
medula dssea por 14 dias e do tecido adiposo por 21 dias sobre MCBs e
encontraram um aumento da viabilidade e proliferacdo celular,
estatisticamente significantes. Utilizando esses maiores tempos de cultivo é
possivel que o efeito inicial de morte celular se dilua ao longo do tempo e
que os valores de viabilidade sejam mais representativos.

E possivel que apos atingir confluéncia sobre as MCBs, as células
tendam a apresentar um comportamento diferenciado, como foi observado
por Yeung e colaboradores (2005), células como fibroblastos, param de
depender da rigidez da matriz na qual estdo apoiados, ap6s atingir certa
confluéncia. Isso ocorre, pois, 0 contato entre as proprias células produz
sinalizacBes que levam ao espalhamento e proliferacdo celular (YEUNG et
al., 2005).

Ainda que a adesdo celular tenha sido satisfatoria, as dCTMs
interagiram apenas com as fibras mais superficiais das MCBs. Apesar de as
células ficarem em focos ligeiramente diferentes quando observadas na
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microscopia de luz e na microscopia de fluorescéncia, isso deve ocorrer,
pois as MCBs ndo sdo totalmente homogéneas em sua superficie. O fato de
as dCTMs ndo migrarem para 0 interior das matizes ocorre devido a
dimensdo dos poros deste hidrogel em comparacdo com o tamanho das
células. E suposto que as células, durante seu crescimento e migragao,
possam deslocar as fibras de alguns polimeros, crescendo entre elas, porém
isto ndo ocorreu com a celulose, provavelmente devido a sua microestrutura
(HECK, 2012).

De maneira geral, os resultados in vitro suportam a viabilidade,
proliferacdo e adesdo das dCTMs associadas as MCB, demonstrando uma
boa biocompatibilidade deste biomaterial.

Testes in vivo tem demonstrado a biocompatibilidade das MCB,
isso pode ocorrer pela similaridade destas matrizes com componentes da
matriz extracelular como o colageno. Fibras de colageno possuem didmetro
similar a fibras de celulose e sdo montados extracelularmente em cadeias de
polimeros (TORRES, 2012). A biocompatibilidade desses polimeros in vivo
ainda foi observada quando compostos de CB foram implantados para
substituir artérias em porcos e de maneira subcutanea em ratos, em ambos
0s casos ndo houve sinais macroscopicos de inflamacdo em torno dos
implantes (FU et al., 2013).

Os resultados do presente trabalho corroboram com estudos citados
a cima que utilizaram diferentes tipos celulares plaqueados sobre MCBs, e
tem importancia na validagcdo de MCB como um biomaterial para o cultivo
de dCTMs.

122 AS dCTMs ASSOCIADAS AS MCBs MANTEM SUAS
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

A composicdo e as caracteristicas mecanicas do ambiente
extracelular tem grande impacto em cascatas de sinalizacdo intracelular, as
quais influenciam  comportamentos  celulares, como  migracdo,
sobrevivéncia e destino fenotipico (JEREMIAS, 2013). Por esse motivo,
deve-se considerar se as MCBs influenciam as dCTMs a seguirem algum
caminho de diferenciacdo ou participam da manutencdo destas células
como CTMs.

Os resultados obtidos com a imunofenotipagem das dCTMs por
citometria de fluxo mostram que as dCTMs, ap6s 4 dias de cultivo sobre as
MCBs expressam marcadores tipicos de dCTMs. Os valores de expressao
sdo semelhantes aos valores encontrados na literatura referentes a marcacéo
de dCTMs (JEREMIAS, 2013).
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Uma vez que esses marcadores nao sdo exclusivos de CTMs, seria
interessante ainda estudar marcadores de pluripotencialidade para analisar
se as dCTMs mantém sua expressao apds o cultivo sobre as MRDs, ou se
estas estdo levando as células para caminhos mais diferenciados. Também
seria possivel realizar experimentos de diferenciacdo das dCTMs sobre as
matizes, para analisar essa potencialidade, como mostrado por Favi et al.
(2013).

12.3 UTILIZA(;@O DAS MCBs COMO ARCABOUCOS OU
CURATIVOS CUTANEOS

As MCBs sdo citadas em diversos artigos como um potencial
arcabougo para ser utilizado em engenharia de tecidos, essa &rea de
conhecimento busca melhorar, manter e restaurar a funcdo de tecidos e
6rgdos lesados (HELENIUS et al., 2005; MENDES et al., 2009; BODIN et
al., 2010). Algumas das caracteristicas que mais chamam atencdo neste
biomaterial sdo: biocompatibilidade, resisténcia mecénica e pureza. Porém,
algumas caracteristicas consideradas essenciais para um arcabougo, como:
controle do tamanho dos poros e reabsor¢do pelo organismo, ndo estdo
presentes neste biomaterial, por este motivo tratamos a CB como um
biomaterial para auxiliar a regeneracdo cutanea e ndo como um arcabougo
para engenharia de tecidos.

Atualmente, por diversos processos de producdo diferenciados, €
possivel criar celuloses com poros de variados tamanhos e em diferentes
densidades, por meio da utilizacdo de porogénicos durante a sintese das
MCBs (RAMBO et al.,, 2008; ZABOROWSKA et al., 2010), ou até
mesmo com a modificagdo dos meios de cultivo (GRANDE et al., 2009),
além de aderir moléculas & sua superficie que facilitam a adesdo e
proliferacdo celular. Certamente a producdo de poros auxiliaria na
colonizacdo das MCB por dCTMs, porém a estabilidade fisica e a baixa
degradacdo deste material no corpo humano podem representar grandes
desafios para esse biomaterial ser utilizado como um arcabougo em
engenharia de tecidos (TORRES et al., 2012).

Recentemente CTMs tem sido utilizadas em trabalhos de
regeneracdo com o intuito de modular eventos que ocorrem durante o
reparo de lesdes cutaneas, como recrutamento, proliferacdo, diferenciacéo e
morte celular. Porém métodos de aplicacdo destas células, como injecdo na
caudas de camundongos, ou aplicacdo direta sobre o local da leséo,
apresentam uma baixa eficiéncia, ja que apenas cerca de 4% das células
ficam realmente no local da lesdo. De modo a melhorar o transporte e
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manutencdo de CTMs em lesBes de pele, é necessario que haja, além de
uma fonte de células, uma matriz artificial, na qual as células possam
continuar vivas e ser entregues nos locais das lesées (YEUM et al., 2012).

Considerando as propriedades da celulose como um biomaterial,
sua utilizacdo em reparo de lesdes de pele, e suas baixas taxas de
degradacdo in vivo, sugere-se que as MCBs sejam utilizadas como veiculos
para o transporte de dCTMs para os locais de lesdes cutaneas. Desse modo
0 reparo de tecidos que ja é auxiliado pelo uso da CB poderia ser
amplificado ou acelerado com a utilizacdo das dCTMs.

Quanto a implantacdo das MCB em camundongos, uma
metodologia de inser¢cdo e manutengdo destas no local das lesGes ndo é
clara na literatura. Apesar de em 2012 Fu e colaboradores, compararem
polimeros de CB com outros 5 curativos para queimaduras, e demonstrarem
que a CB é eficiente pra o tratamento dessas feridas, ndo fica claro quantos
dias estes curativos permaneceram nas lesdes e nem como estas membranas
foram fixadas. Nos testes de implantagdo do presente trabalho os curativos
contendo estas MCBs, mesmo com 4 pontos cirdirgicos, permaneceram em
média por 7 dias, sendo assim supde-se que em estudos mais longos 0s
curativos devam se desprender e o que é apresentado como resultado final
seja apenas o efeito inicial dos curativos.

Tendo em vista que alguns trabalhos demonstram a participagdo
das CTMs apenas no periodo inicial do reparo cutaneo, curativos com uma
fixacdo de aproximadamente 10 dias seriam o ideal nestes casos (YEUM et
al., 2011). Uma alternativa a necessidade de fixar os curativos por longos
periodos seria troca-los a cada 2 dias como realizado por Lin e
colaboradores (2013), porém, ao considerarmos a aplicacdo de
aproximadamente 1X10° dCTMSs juntamente com as MCBs, como sugerem
Yeum e colaboradores (2011), o nimero de dCTMs para realizar trocas
constantes de curativos seria bastante elevado e de dificil obtencdo (em
torno de 60x10° de dCTMs para 3 grupos de 5 animais, eutanasiados nos
dias 3, 7 e 14 apos a cirurgia).

Né&o se considerou necessaria a utilizacdo de mais de um animal
nas duas primeiras condi¢Ges de teste de implantacdo das MCBs, pois nas
duas desvantagens de aplicacdo ficaram bastante evidentes. O primeiro
método ndo foi considerado eficiente pelo fato de as MCBs perderem sua
elevada umidade, a qual é considerada uma dos principais beneficios de
usar este material para o reparo da pele; e no segundo pelo fato de que a
celulose dentro da ferida ndo seria totalmente colonizada por células dos
camundongos e provavelmente ndo seria reabsorvida, reforcando a
necessidade de usar este biomaterial como um curativo e ndo como um
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arcabouco. Devido aos melhores resultados apresentados pelo terceiro
método, este ja estd sendo testado em experimentos iniciais no LACERT,
juntamente com dCTMs.

Os resultados verificados no presente trabalho demonstram a
biocompatibilidade, a capacidade de manutencdo das caracteristicas
imunofenotipicas das dCTMs e a possibilidade de utilizacdo das MCBs
como veiculos para a inoculagdo de dCTMs nos locais das lesfes. Estes
achados indicam um potencial de aplica¢do destas células em conjunto com
as MCBs in vivo. Dessa forma, este estudo fornece resultados importantes
para uma nova estratégia terapéutica no reparo de lesdes cutaneas,
consistindo na combinacdo de dCTMs com um polimero natural, e de
baixo custo de produgéo.
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13 CONCLUSAO

As dCTMs se mantiveram viaveis sobre as MCBs ap0s sete dias de
cultivo.

As dCTMs apresentaram capacidade de aderéncia nas MCBs
mesmo nao se aderindo totalmente nas primeiras 24 horas.

Testes de viabilidade apds periodos mais longos de cultivo devem
ser realizados, para se excluir o efeito inicial da demora da adeséo
celular, e para um melhor entendimento do comportamento das
dCTMs sobre as MCBs.

As MCBs ndo permitiram migracdo das dCTMs para o interior do
hidrogel.

A morfologia fibroblastdide tipica de culturas bidimensionais pode
ser observada ap6s 7 dias de cultivo das dCTMs sobre as MCBs

As dCTMs cultivadas nas MCBs mantem as caracteristicas
imunofenotipicas de CTMs, semelhante ao observado no cultivo
bidimensional em monocamada.

Para a implantacdo das MCBs nos camundongos é necessario que
as mesmas sejam recobertas para ndo perderem sua umidade
caracteristica. E possivel das pontos nas matrizes, porém métodos
que exigem menor manipulacdo das mesmas mostraram melhores
resultados.

As MCBs apresentam potencial como veiculo para inoculacdo das
dCTMs sobre lesbes cutneas, a0 mesmo tempo em que Sa0 um
curativo efetivo para as mesmas.
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ANEXOS

ANEXO A - PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS DOS
PRONTUARIOS

e A coleta dos dados devera ser realizada no Servico de Arquivo
Médico e Estatistica (SAME) do Hospital Infantil Joana de
Gusmao (HIJG);

e Na&o anotar os nomes ou dados que possibilitem a identificacdo do
paciente;

o Identificar os pacientes com numeracgao crescente, comegando em
001 para os dados primeiro paciente;

e Os dados a serem coletados dos prontuarios séo:

Paciente n°:

Idade:

Sexo:

Cidade de Origem:

Profissdo dos pais:

Agente causador:

Espessura da Lesdo:

Extensdo (porcentagem da superficie corporal queimada):
Local da lesdo:

Ambiente de ocorréncia:

Data de entrada e saida:
Necessidade ou ndo de enxerto:

e Os dados devem ser escritos no formato de uma tabela como
exemplificada a seguir:

Paciente Idade Sexo Cidade de Origem, etc
001 08 M S&o Joaquim

002 05 F Floriandpolis

003 12 F Palhoca

e [Fazer observacbes na tabela quando ndo encontrar os dados
solicitados ou quando a escrita ndo for compreensivel.
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ANEXO B — FOLDERS CONFECCIONADOS PARA DISTRIBUICAO
(EXTERNO)

Princando
dogm fogo

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

W

Laboratorio de Células-Tronco o
Regenoragdo Tacidual

Projeto de
ol =

de medidas p simples e

eficazes”

Confeccionado por:

Rafaela Grecco Machado (rafigrecco@gmail.com)
Matheus Reck (matheus-reck@hotmail.com)
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FOLDERS CONFECCIONADOS PARA DISTRIBUICAO (INTERNO)

Profundidadg ou Grau

rimgiros-s0corros rgvgneao
da qugimadura Friing Preveng

*Lave a 4rea Com agua fria e limpa, ndo A maior parte das queimaduras ocorre
*Queimaduras de 1e grau: 5O atingem 3 Use gelo. et Casa, Muitas vezes junto a familia.
Camada mais externa da pele Chamada DeSSP _modo, culdaags b_asnoo§ 530 ne-
de epiderme, Causando Vermelhiddoe  *Cubra a queimadura Com uma faixa Cessarios para reduzir a inCidéncia de
ardéncia. esterilizada ou pano limpo. queimaduras, por exemplo:
*Quelmaduras de 2. grau: atingem toda e : :
a epiderme e parte da derme, Apresen-  SREmova anéis, Cintos, sapatos e roupas ° EVité toalnas Compridas na mesa, Cri-
ta bolhas e desprendimento de Cama-  @ntes do Corpo ficar inchado. angas podem puxar, Causando acidentes
das de pele. : ) )
«Queimaduras de 32. gral: hd uma +Caso a roupa grude na pele, ndo At?o m“f;a" de"‘g as par;ems como
destruicao de todas as Camadas da pele. Temova. Cabo Voitado para dentro do £0gao.
L i o i +Monitore 0s sinais Vitais. *N&o fume nem segure liquidos quentes

quando estiver com um bebé no colo.

«Procure um médico assim que possivel.
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: "Queimaduras: estudo epidemiolégico e avaliagdo da associacao
de células tronco mesenquimais & matrizes de celulose bacteriana para o reparo
cutaneo”.

Pesquisador Responsavel: Prof® Dr* Andréa Gongalves Trentin. RG:4518154-3
Pesquisador participante: Rafaela Grecco Machado

Telefones para contato: (48) 37216905/ (48) 96728334

Prezado Senhor (a),

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario(a), do trabalho de
pesquisa “Queimaduras: estudo epidemiolégico e avaliagdo da associagdo de células
tronco mesengquimais a matrizes de celulose bacteriana para o reparo cutdneo”, de
responsabilidade da pesquisadora Prof®* Dr* Andréa Gongalves Trentin. A seguir lhe
serdo apresentados informagdes e esclarecimentos a respeito da proposta do
trabalho. Qualquer divida o (a) Sr(a) podera esclarecer entrando em contato com o
Laboratorio de Celulas Tronco e Regeneragdo Tecidual, da Universidade Federal de
Santa Catarina, pelo telefone 37216905.

INFORMAGOES 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 aplicagao terapéutica representa um novo caminho para o
tratamento de inumeras doencas.

Para a realizacao desta pesquisa serao utilizados fragmentos de pele retirados
durante as cirurgias plasticas, que normalmente sdo descartados em lixos hospitalares
apods o procedimento cirdrgico. A partir destes fragmentos, realizaremos culturas de
células tronco da pele para compreendermos melhor o comportamento destas células.
Estudos como estes s&o necessarios, uma vez que nos proporcionarao
conhecimentos que futuramente poderdo ser empregados no desenvolvimento de
terapias, como por exemplo, no tratamento de pacientes com lesSes de pele graves.
Reforgamos que os fragmentos de pele que venham a ser doados serao utilizados
somente em procedimentos laboratoriais.

Se vocé estiver de acordo em participar desta pesquisa, permitindo a utilizacéo
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 :
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UNIVERSIDADE FEDI-;RA-L DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu, , RG s
fui esclarecido (a) sobre a pesquisa "Queimaduras: estudo epidemiologico e
avaliagdo da associag@o de células tronco mesenquimais & matrizes de celulose
bacteriana para o reparo cutdneo” e concordo em participar do estudo, como
voluntario.

Assinatura do paciente ou responsavel:

Floriandpolis, de de 20 .
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ANEXO D — APROVACAO DA CEUA PARA A REALIZACAO DOS
TESTES EM ANIMAIS

do de Solicitacdo de Pr:

Protocolo

PP00810

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

Consideracdes

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 Trentin - Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genetica
-CCB

Prezado(a) Professor(a),
Emrelagio 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 canundongos

(Mus musculus).
Procedéncia Biotério Setorial LACERT (BEG/CCB)

Por ocasiio do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formulério ON
LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatorio Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do pr lo ou no da apr ao de um
novo protocolo)
Data 28/02/2017

Data 29/11/2012

Parecer(es):

q) =~
( "WJ O,(,L'\ A

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE — UFSC
PRESIDENTE




