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RESUMO

Objetivo: Avaliar a seguranca e a eficacia do tratamento tépico de feridas com células estromais mesenquimais
derivadas da medula 6ssea cultivadas e suspensas em lisado plaquetario. Método: Estudo prospectivo
intervencionista e controlado com 42 camundongos C57BL/6 com ferida excisional induzida. Eles foram
divididos em quatro grupos de tratamento: hidrogel (tratamento padrdo de feridas), gel salino (controle), gel de
lisado de plaquetas e gel de lisado de plaquetas contendo as células estromais mesenquimais. As analises
foram feitas no dia 7 (n=5) e no dia 13 (n=7) para imuno-histoquimica, e no dia 21 (n=30) para seguranca.
O acompanhamento ocorreu por meio de avaliacdo clinica (eventos adversos, peso, dor, comportamento,
reducao do tamanho da ferida) e histoldgica (cicatriza¢do, vascularizacao, colageniza¢do). Resultados: Em
relacdo a seguranca, ndo foram identificados eventos adversos ou altera¢des fisiologicas relacionados ao
tratamento. O grupo tratado com células apresentou melhores resultados na cicatrizagdo através das avaliagdes
macro e microscopicas, seguido pelo grupo gel de lisado plaquetario. Conclusao: A aplicacdo tépica de células
estromais mesenquimais foi segura e mostrou resultados favoraveis.

DESCRITORES: Cicatrizagdo de feridas. Célula estromal mesenquimal. Terapia celular. Lisado plaquetério.
Estomaterapia.

Mesenchymal stromal cells suspended in a
platelet lysate gel improve wound healing in mice

ABSTRACT

Objective: To assess the safety and efficacy of topical wound treatment with mesenchymal stromal cells derived
from bone marrow cultured and suspended in platelet lysate. Method: A prospective, interventional, controlled
study was conducted with 42 C57BL/6 mice with induced excisional wounds. They were divided into four
treatment groups: hydrogel (standard wound treatment), saline gel (control), platelet lysate gel, and platelet
lysate gel containing mesenchymal stromal cells. Immunohistochemistry analyses were performed on day 7
(n=5) and day 13 (n=7), and safety on day 21 (n=30). Follow-up was conducted through clinical (adverse events,
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weight, pain, behavior, wound size reduction) and histological (healing, vascularization, collagenization)
assessments. Results: Regarding safety, no adverse events or physiological changes related to the treatment were
identified. The group treated with cells showed better results in wound healing through macro and microscopic
assessments, followed by the platelet lysate gel group. Conclusion: The topical application of mesenchymal
stromal cells was safe and showed favorable results.

KEYWORDS: Wound Healing. Mesenchymal Stromal Cell. Cell Therapy. Platelet Lysate. Stomatherapy.

Células estromales mesenquimales suspendidas en un gel de
lisado plaquetario mejoran la cicatrizacion de heridas en ratones

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la seguridad y la eficacia del tratamiento tépico de heridas con células estromales mesenquimales
derivadas de meédula ésea cultivadas y suspendidas en lisado plaquetario. Método: Estudio prospectivo,
intervencionista y controlado con 42 ratones C57BL/6 con una herida por escisién inducida. Fueron divididos en
cuatro grupos de tratamiento: hidrogel (tratamiento estandar para heridas), gel salino (control), gel de lisado
plaquetario y gel de lisado plaquetario que contenia células estromales mesenquimales. Los analisis se realizaron
el dia 7 (n=5) y el dia 13 (n=7) para inmunohistoquimica, y el dia 21 (n=30) para seguridad. El seguimiento se llevé
a cabo mediante evaluacién clinica (eventos adversos, peso, dolor, comportamiento y reduccién del tamafio de la
herida) e histolégica (cicatrizacién, vascularizacion y colagenizacion). Resultados: En relacién con la seguridad, no
se identificaron eventos adversos ni alteraciones fisioldgicas relacionadas con el tratamiento. El grupo tratado con
células presentd mejores resultados de cicatrizacion en las evaluaciones macro y microscopicas, seguido por el
grupo tratado con gel de lisado plaquetario. Conclusién: La aplicacién tépica de células estromales mesenquimales
fue segura y mostré resultados favorables.

DESCRIPTORES: Cicatrizacién de Heridas. Célula Estromal Mesenquimatosa. Terapia Celular. Lisado de Plaquetas.
Estomaterapia.

INTRODUCAO

Feridas sdo definidas como a ruptura de qualquer tecido ou integridade celular devido a lesdes mecinicas, fisicas ou
metabdlicas'. Virias terapias buscam otimizar o tempo de cicatrizagio, mas existem casos que sio dificeis de curar ou que ndo
respondem a qualquer tratamento disponivel. Nesse contexto, Células Mesenquimais Estromais (CTMs) tém se mostrado
candidatas potenciais para a cicatriza¢o de feridas agudas e cronicas, independentemente da etiologia. Estudos mostraram
a eficdcia e seguranca das CTMs para o tratamento de queimaduras?, tlceras do pé diabético® e lesdo por pressio, tanto
em ambientes pré-clinicos quanto clinicos?, ajudando a recuperar o microambiente tecidual®. O efeito anti-inflamatério
orquestrado pelas CTMs deve-se a sua capacidade de migrar para os locais de inflamagfo e secretar moléculas bioativas,
como citocinas e fatores de crescimento, influenciando outros tipos celulares e polarizando macréfagos para um fenétipo
pré-inflamatério ou anti-inflamatdrio®.

As CTMs podem ser aplicadas em feridas de diferentes maneiras, como inje¢des intramusculares ou intradérmicas.
No entanto, hd relatos de complicagdes, uma vez que o ambiente intra e perilesional ja estd danificado’. As inje¢des sucessivas
necessdrias para a aplicagdo homogénea ao longo da drea da ferida podem causar microlesdes importantes em pacientes
com dificuldades de cicatrizagio®. A melhor via de administragio visando a seguranga parece ser a tépica, idealmente em
apresentagido de gel, pois o produto permanecerd em contato com o leito da ferida, sem escorrer’.

O lisado de plaquetas é um produto biolégico rico em fatores de crescimento, com um conteido proteico di-

versificado e elevado, relacionado a processos celulares essenciais como prolifera¢io, morfogénese, diferenciacio,
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biossintese, adesdo e metabolismo™. Além de ser usado como substituto do soro bovino fetal, ele pode também ter
algum beneficio na cicatrizagio, o que requer investigagio!'. Geralmente preparado em forma liquida, se gelatini-
zado pode servir como um veiculo para células, fornecendo uma matriz que mantém sua viabilidade'?. A associagio
entre células-tronco e derivados de plaquetas, como o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) ou plasma gel no cuidado
de feridas, demonstrou aumentar a capacidade regenerativa das células®. Parece haver uma modulagio do metabo-
lismo energético celular, resultando em maior potencial pré-angiogénico'* e maior produ¢io de ATP (Adenosina
Trifosfato) mitocondrial, acelerando, assim, o processo de fechamento da ferida e melhorando a elasticidade da pele
recém-regenerada.

Este estudo pré-clinico buscou avaliar a seguranga e eficicia de CTMs derivadas de medula 6ssea humana cultivadas
em lisado plaqueta e produzidas sob condi¢des de BPF (Boas Praticas de Fabrica¢io) para futuros ensaios clinicos sobre

cicatrizagio de feridas.

OBJETIVOS

Avaliar a seguranca do tratamento tépico de feridas com células mesenquimais estromais derivadas da medula 6ssea
humana cultivadas e suspensas em um gel de lisado plaquetirio (através da avaliagio de eventos adversos, aspectos com-
portamentais, dor e peso). Secundariamente, foram analisadas viabilidade e eficdcia (aspecto da cicatrizagio através de
escala PUSH (Pressure Ulcer Scale for Healing), redugio do tamanho da drea da ferida por meio de medigfo, angiogénese

por imuno-histoquimica e fibras de coligeno).

METODOS

Estudo in vivo, prospectivo e controlado realizado na Unidade de Experimentagdo Animal do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (UEA/HCPA), apés aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais da instituicio (CEUA), sob o
nimero 2023-0051, e pela Plataforma Brasil sob o Certificado de Apresentacio de Apreciagio Etica (CAAE) nimero
68762923.1.0000.5327. Todos os principios éticos na experimentagio animal foram seguidos ao longo do estudo, de acordo
com as leis locais (Conselho Nacional de Controle e Experimenta¢io Animal — Concea). A diretriz CONSORT (Conso-
lidated Standards of Reporting Trials) foi utilizada para preparagio do projeto de pesquisa.

Amostra

Quarenta e dois camundongos (Mus musculus) C57BL/6, machos, isogénicos, com 8 semanas de idade ¢ um peso
corporal médio de 21 gramas foram estudados. O tamanho amostral foi calculado considerando um tamanho de efeito
£=0,57, com o desfecho taxa de cicatrizagio, de acordo com estudo semelhante, significincia (p) de 0,05 e poder estatistico
de 80% (G*Power software, v3.1.9.7)".

Os animais foram alojados individualmente em microisoladores contendo serragem com temperatura, umidade e ciclo
de claro e escuro controlados. Ragdo animal e 4gua foram oferecidas livremente. Houve monitoramento quanto ao peso e
a0s aspectos comportamentais.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos:

Grupo 1 - Controle: hidrogel (n=6);

Grupo 2 — Tratamento: gel de lisado plaquetirio (n=13);

Grupo 3 — Tratamento: gel de lisado plaquetirio contendo células mesenquimais estromais (n=15);

Grupo 4 — Controle: gel salino (n=8).

O estudo foi dividido em diferentes segmentos: até o dia 7 (n=5) e dia 13 (n=7) para avalia¢do imuno-histoquimica,

e até o dia 21 para eventual ocorréncia de eventos adversos e andlise histolégica (n=30, com 10 animais em cada grupo).
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Anestesia, fabricacdo da lesdao e analgesia

Os animais foram submetidos a anestesia inalatéria geral usando isoflurano vaporizado em 500 ml de oxigénio
(5% para indugdo e 2-3% para manutengio), por meio de uma mdscara facial. Sob anestesia, foi aplicado tramadol 20
mg.kg-1 por via intraperitoneal, seguido pela antissepsia da regido dorsal com uma solugio de clorexidina alcodlica a 2%.
Uma lesdo excisional experimental foi induzida, demarcando a drea da ferida com um molde circular de 6 mm na regido
do dorso entre as duas escapulas. A pele demarcada foi removida, e uma ferida de espessura total (epiderme, derme e hi-
poderme) foi obtida até a superficie externa da fiscia muscular. No periodo pés-operatério, durante trés dias, os animais
receberam cloridrato de tramadol (20 mg.kg-1) por via intraperitoneal a cada 12 horas para controle da dor. A avaliagio

da dor foi feita utilizando a escala Grimace!®.

Tratamento

O hidrogel é um produto produzido localmente pela farmécia industrial do HCPA, composto por 77,7% de édgua,
20% de propilenoglicol e 2,3% de carboximetilcelulose. O gel salino é a base de 0,9% de cloreto de sédio e utiliza 0 mesmo
agente gelificante farmacéutico utilizado no gel de lisado de plaquetas. A férmula exata dos produtos (gel salino e gel de
lisado de plaquetas) é atualmente confidencial, conforme recomendado pelo Centro de Inovagio e Transferéncia de Tec-
nologia da institui¢do.

O lisado plaquetdrio foi produzido a partir do poo/ de bolsas de plaquetas humanas descartadas de doadores do Banco
de Sangue devido a data de validade vencida, e apds testes sorolégicos negativos para doengas infecciosas. O método de
produgio foi descrito anteriormente!’. Em resumo, as plaquetas passaram por ciclos de congelamento e descongelamento
para serem ativadas, seguidos de centrifugacio e filtragdo, adi¢io de heparina, e posteriormente foram transformadas em
gel pela adi¢do de um agente gelificante.

Ap6s obtengdo do consentimento livre e esclarecido por escrito, células mesenquimais estromais foram obtidas lavando
bolsa e filtro, que seriam descartados apds o transplante de medula 6ssea, de doadores saudaveis. As células foram plaquea-
das em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco) enriquecido com lisado de plaquetas até
atingirem 80% de confluéncia e passaram por ciclos de tripsinizagio trés vezes (PO, P1 e P2)'8. Elas foram criopreservadas
2 -80°C enquanto testes de controle de qualidade eram realizados (citometria de fluxo, microplasma, detecgio bacteriols-
gica e de endotoxinas). Sdo caracterizadas como >97% de CD90+, CD75+, CD105+; <3% de CD14+, CD34+, CD19+ ¢
<3% de CD45+, CD3+, HLA-DR+".No momento de uso, foram descongeladas e ressuspensas no gel de plaquetas a uma
concentragio de 2x1076 células/cm? da drea da ferida®. Para avaliar a viabilidade das células no gel de lisado de plaquetas,

dois métodos foram utilizados: Azul de Tripan e Corante Tetrazolium (MTT).

Curativo

Ap6s a aplicagdo topica do tratamento, as feridas foram protegidas por um curativo multicamadas para respeitar
os principios de cicatrizagio, preservando a ferida de contaminantes e traumas. O curativo foi adaptado do modelo de
Amorim*. Como cobertura primdria, foi utilizada uma malha adesiva de silicone (Cuticell® Contact) medindo 1,5x2 cm,
seguida por uma compressa de gaze de algodio estéril (Hérika®) do mesmo tamanho e fixada pela aplicagio de dois filmes
de poliuretano adesivos transparentes (Hypafix®) medindo 3x8 cm. O primeiro filme foi fixado na dire¢io dorso-ventral e
o segundo na dire¢io oposta, dando duas voltas em torno do corpo do animal (Figura 1).

A aplicagio de tratamento e as trocas de curativos foram realizadas nos dias 0, 3, 6 ¢ 9 apds a cirurgia, com os
animais sob leve sedagdo. No dia 12, os curativos foram removidos porque as feridas haviam praticamente cicatriza-
do. Durante as trocas de curativo, as feridas foram limpas com uma haste flexivel estéril embebida em solugio salina
0,9%. Em caso de crostas, estas foram removidas delicadamente para que os tratamentos pudessem ser reaplicados

diretamente na lesio.
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Avaliacao clinica das feridas

A avaliagio macroscépica foi realizada nos dias 0, 3, 6,9, 12,15 e 21 apds a excisio da ferida, com os animais sob breve
anestesia. Aspectos clinicos como dor, prurido, escoriagio, odor, infecgio, hiperemia, edema, crostas, hematoma, quantidade
e aparéncia do exsudato (seroso, sero-hemdtico, sanguinolento e purulento), tipo de tecido (necrético, esfacelo, granulagio
ou epitelizagio) foram observados. A avaliagio das feridas também foi realizada utilizando a Escala de Ulcera de Pressio
para Cicatrizagdo (PUSH Tool, U. S. National Pressure Injury Advisory Panel, Schaumburg, Illinois, EUA), validada para
feridas humanas de diferentes etiologias. As feridas foram fotografadas com uma camera digital Sony® Alpha 7 com con-
figuragdo ISO 400, uma lente macro Sigma® 50 mm com abertura definida em /8.0, apenas com luz artificial do ambiente
e um suporte acrilico transparente, mantendo a mesma distdncia em todas as fotos. A drea da ferida foi medida utilizando
o software ImageJ]® (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

Coleta de amostras e eutanasia

Com os animais sob anestesia profunda por isoflurano, os fragmentos de pele foram removidos contendo a drea da ferida
com margem cutanea sadia. A eutandsia foi realizada por exsanguinagio sob anestesia profunda e por pungio intracardia-
ca; coragdo, pulmio, bago, rim e figado foram removidos para andlise futura. As amostras coletadas foram imediatamente

acondicionadas em formaldeido tamponado a 10% e processadas pela técnica de inclusdo de parafina rotineira local.

Avaliacao microscépica das feridas

Os aspectos microscépicos da cicatrizagio analisados foram: infiltragio inflamatéria, tipo de tecido, colagenizagio e vascula-
rizagdo. O patologista estava cego quanto aos tratamentos e utilizou o microscépio Nikon® Eclipse Si microscope, com aumento
de campo de 10x. Para a avaliagfo histoldgica, as se¢des foram coradas com hematoxilina e eosina. A infiltragio inflamatdria
foi avaliada quanto 2 sua densidade, e um valor de 0 a 3 foi atribuido: 0 para a auséncia de infiltragio inflamatéria, 1 para leve,
2 para moderada e 3 para severa. Em relacio ao tipo de tecido, foi considerado 0 quando ndo foi possivel identificar alteragdes

em relagdo ao restante da lamina (indicando cicatrizagio completa), e 1 quando o tecido de granulagio foi identificado.

Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 1. Curativo multicamadas. (A) Aplicagdo do filme transparente na direcdo ventro-dorsal, finalizando sobre outras camadas;
(B) Resultado final do curativo fixado.
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Fibras de coldgeno foram avaliadas pela coloragio Tricromico de Masson (T M). Cinco imagens foram obtidas em
cada lamina, e a drea foi analisada com o software Image]®, utilizando o plugin “deconvolugio de cores”. A colagenizagio
foi quantificada pela drea média dos cinco campos. Para avaliar a angiogénese, o teste imuno-histoquimico CD31 foi uti-
lizado, com um aumento de 20x na microscopia. Cinco imagens foram capturadas, e os vasos sanguineos foram contados,

totalizando os vasos presentes em cada amostra.

Estatistica

A anilise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS (SPSS Inc. langado em 2009. PASW Statistics para
Windows, Versdo 18.0. Chicago: SPSS Inc.). A distribui¢do das varidveis em relagio a normalidade foi avaliada usando o
teste de Shapiro-Wilk e o grifico Q-Q. Varidveis categéricas, como células inflamatérias, tipo de tecido e edema, foram
comparadas entre os grupos usando o teste exato de Fisher.

Para comparar as caracteristicas ao longo do acompanhamento entre os grupos, foi utilizado o modelo de Equagées de
Estimacio Generalizadas (EEG), com distribui¢io binomial e fungio de ligagio logit para varidveis categéricas dicotomi-
cas, como a presenca de crostas. Para testes continuos como a medigdo da drea da ferida, grau de escoriagdo, pontuagio na
escala PUSH e tipo de exsudato, a mesma andlise por Equagio de Estimagio Generalizadas foi utilizada, com distribui¢do
normal e fungio de ligacio de identidade.

O valor de p foi considerado significativo quando inferior a 0,05.

RESULTADQOS

Dois animais foram perdidos no periodo pés-operatério imediato (um devido a hemorragia e o outro devido a perda
de peso maior que o limite final estabelecido para ética no uso de animais (<10%), os quais foram excluidos do estudo por
overdose de isoflurano.

A viabilidade celular no gel de lisado plaquetdrio foi verificada usando MT'T por reagio colorimétrica e pelo método de
Azul de Trypan, através de cultura em um incubador (37 °C, 5% CO2) por diferentes tempos. Apés 24 horas, 56% das células
permaneceram vidveis; ap6s 48 horas, 26%; e apds 72 horas, 11,5%. Experimentos realizados em triplicata para cada método.

Os curativos permaneceram cobrindo as feridas 97,47% do tempo; apenas 4 animais os removeram em uma tinica opor-
tunidade cada. Os animais mostraram atengio constante 4 presenca das bandagens, tentando remové-las persistentemente.
Quando abrasées foram identificadas, elas foram tratadas com tintura de iodo a 2% apenas no local afetado.

Comparando os grupos, nio houve diferenca na perda de peso (p=0,118), apenas variacio de peso ao longo do tempo
em cada grupo (p<0,001), pois os animais recuperaram peso em dias diferentes até atingirem o peso inicial (Tabela 1).
Os do grupo 3 recuperaram peso muito antes dos outros.

Os animais foram avaliados quanto a aspectos comportamentais e clinicos pelo mesmo avaliador nio cego. Nenhuma
alteracdo relacionada aos tratamentos foi observada em termos de comportamento ou indicios de dor. Ndo houve eventos

adversos graves, como deficiéncia funcional ou morte. Os 6rgios nio apresentaram alteracbes macroscépicas durante a

Tabela 1. Peso dos animais. Comparagdo entre o peso médio inicial dos animais por grupo antes do experimento (d-1) e o peso apés
o procedimento (d+1), com as respectivas porcentagens de perda de peso e o tempo que levaram para recuperar o peso inicial.

Grupo Peso médio Peso médio Perda de Tempo para recuperar o
(d-1) (d+1) peso (%) peso inicial (dias)

1. Hidrogel 2245 (DP 2.57) 21.69 (DP 2.57) 3.39% 15

2. Gel de lisado de plaquetas 20.83 (DP 2.30) 19.80 (DP 1.90) 4.4% 15

3. Gel de lisado de plaquetas + CTMs 20.92 (DP 2.10) 20.40 (DP 1.86) 2.49% 3

4. Gel salino 19.83 (DP 1.54) 19.37 (DP 1.66) 2.32% 9

Peso em gramas.
d: dias; DP: desvio padrao.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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inspe¢do post-mortem. Nenhuma alteragio foi encontrada nas feridas, como necrose, desprendimento, hematoma, hiper-
cromia ou sinais infecciosos como a presenca de contetdo purulento, hiperemia ou irritagdes como dermatite perilesional,
em nenhum dos grupos. Um leve edema nas bordas foi identificado no terceiro dia pés-operatério em todos os grupos, o
qual desapareceu nos dias seguintes. O exsudato drenado ndo esteve presente durante a maior parte do estudo (60,5%) e
esteve mais presente nos primeiros dias, diminuindo até o dia 12. O tipo mais observado foi o seroso (26,3%), seguido pelo
hematico (10,5%) e sero-hemitico (2,6%). A ocorréncia de exsudagio foi igual entre os grupos. A formagio de crostas foi
observada do dia 3 ao dia 15 do experimento, em 30% dos animais, em todos os grupos.

Imediatamente apés o procedimento cirdrgico, as dreas excisadas nio diferiram entre os grupos (p=0,508). No 3¢ dia,
houve um aumento de 6,9% na drea (média de 0,31 mm) nos grupos 1,2 e 3; e uma redugio no grupo 4. Nos dias seguintes,
todos os grupos tiveram o mesmo tamanho médio da ferida até o fechamento (dia 12), epitelizagio (dia 15) e crescimento
de pelos (dia 21) (Figura 2). Houve uma diferenga entre os grupos no que tange ao tamanho da ferida em relagio ao dia
(p=0.001), porque o grupo 3 teve um fechamento ligeiramente mais lento do que os outros, e o grupo 4 fechou apés os outros.

A escala PUSH tem como pontuagio a soma de trés pardmetros: drea da ferida (pontuagio de 0 a 10), quantidade de
exsudato (de 0 a 3) e aparéncia do leito da ferida (de 0 a 4). A pontuagio maxima alcancada foi de 6 pontos. As pontuagdes
diminuiram ao longo do tempo em todos os grupos, indicando cicatriza¢do. Os grupos de tratamento 2 e 3 apresentaram
pontuagdes ligeiramente mais baixas ao longo do tempo, indicando uma tendéncia em dire¢do a melhores parametros de
cicatrizagio (p=0,027).

Colagenizagio semelhante foi observada entre os grupos, com 196 fibras de coldgeno no grupo 1 (média, DP 3,0), 191
no grupo 2 (DP 9,4), 186 no grupo 4 (DP 4,8) e 183 no grupo 3 (DP 4,8) (Figura 3).

Ao avaliar a angiogénese, o grupo 3 apresentou um maior nimero de vasos (média de 51,6, DP 11,6), seguido pelo
grupo 2 (46, DP 5,6), em relagio 2 média dos grupos controle 1 e 4 (41,6, DP 0,7). No entanto, esse resultado nio apre-
sentou significincia estatistica (p=0,493) (Figura 3).

Os Grupos 2 e 3 mostraram um padrio semelhante de infiltrado inflamatério leve, com uma média de 0,9 (DP 0,7) e
1 (DP 0,8) ponto. Os grupos de controle 1 e 4 apresentaram resultados opostos, um com uma inflamagio severa no grupo
1 (3 pontos, DP 0), 0 mais alto entre todos os grupos (p<0,001); e outro com a menor inflamagio no grupo 4 (média 0,20,
DP 0,4). O tecido de granulagio esteve presente em 20,7% dos animais, com os grupos 1 e 3 mostrando 100%, diferente-

mente dos outros grupos (p<0,001), e 20%, respectivamente (Figura 4).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 2. Cicatrizagdo ao longo do tempo. Evolu¢do das feridas, representativa de cada grupo ao longo do tempo (D = dias). (A)
Grupo 1 - Hidrogel; (B) Grupo 2 - Gel de lisado de laquetas; (C) Grupo 3 - Células mesenquimais estromais + gel de lisado de
plaquetas; (D) gel salino.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 3. Avaliac6es microscopicas. Na primeira coluna, o teste CD31, com vasos sanguineos identificados com setas no grupo 3
(A), grupo 2 (B) e grupo 1 (C); na segunda coluna, o colageno é corado com TM, no grupo 3 (D), grupo 2 (E) e grupo 1 (F).

.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 4. Infiltrado inflamatério. Colorido com HE, sem infiltrado (A), infiltrado leve (B), infiltrado moderado (C), infiltrado severo
(D) com tecido de granulagdo (seta), (E) e (F) tecido de granulagdo (seta).
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DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a seguranca do uso tépico de células estromais mesenquimatosas suspensas em um gel de
lisado plaquetdrio para tratar feridas em camundongos. Nenhum evento adverso relacionado ao tratamento foi identificado.
Alteragdes fisiolégicas, como a presenca de edema nas bordas das feridas nos primeiros dias pés-operatérios bem como
drenagem de exsudatos e a formagdo de crostas, ocorreram igualmente entre os grupos. Esses achados sdo comuns na fase
inflamatéria, em que o dano tecidual é o estimulo inicial para a cicatrizagio, colocando elementos sanguineos em contato com
coldgeno e outras substincias da matriz extracelular — o que degranula plaquetas e ativa a cascata de coagulagio, liberando
mediadores vasoativos (como histamina, serotonina e bradicinina) e agentes quimiotiticos. Em seguida, células inflamatérias
sdo atraidas para a ferida, causando calor, vermelhidio e edema, este ultimo devido ao aumento da permeabilidade capilar,
ocasionando extravasamento de fluidos para o espago extracelular.

O animal escolhido para este estudo foi o camundongo C57BL/6, 0 modelo mais amplamente estudado na pesquisa
biomédica com células-tronco®. Essa linhagem também apresenta uniformidade genética, o que garante a mesma resposta
fisiolégica. Em relagdo ao curativo utilizado, ele permaneceu fixo, um desafio com roedores pequenos e agitados. O curativo
assegurou a permanéncia dos tratamentos e manteve a drea da ferida protegida.

O peso é um importante preditor da saide de um animal. Todos os camundongos perderam peso de forma semelhante
no pés-operatério (p=0,118), o que era esperado. A cirurgia de formagio de feridas teve um grau moderado de invasivida-
de, causando extensa ulceragio de pele exposta, manipulagio constante, anestesia, dor do procedimento cirdrgico (embora
medicados) e desconforto devido as trocas de curativo. O tempo para recuperar o peso inicial foi diferente entre os grupos
(p<0,001), pois o grupo tratado com células levou apenas trés dias, provavelmente tendo a recuperagio pés-operatoria
facilitada pelas CTMs devido ao menor gasto de energia, uma vez que a cicatrizagio de feridas é um processo de alta
intensidade de taxa metabdlica®.

Todos os grupos atingiram a cicatrizagio completa das feridas antes do final da observagio (dia 21). As lesées tra-
tadas com células apresentaram um fechamento de feridas ligeiramente mais lento, o que pode ser explicado por um
aprimoramento do processo de cicatrizagio. Houve tempo de recuperagio de peso pés-operatério mais curto, taxas de
cicatrizagdo ligeiramente melhores verificadas pela escala PUSH e indice de inflamagio leve, além de tendéncia a ter a
melhor vascularizagio entre os grupos. O lisado de plaquetas teve a melhor média na referida escala ao longo do tempo e
um perfil inflamatério leve. O gel salino teve o menor perfil inflamatério e foi o Gnico com redugio de tamanho no dia 1
do pés-operatério, no entanto, nio cicatrizou antes dos outros e apresentou a terceira média pela escala PUSH. O hidrogel
mostrou o perfil inflamatdrio mais alto e os piores indices de cicatrizagio, tendendo a ter a menor vascularizagio e o maior
tecido de granulagio microscépico residual.

Embora o grupo tratado com células, seguido pelo lisado plaquetario, tenha apresentado um maior nimero de vasos
sanguineos na ferida, esse resultado nio péde ser confirmado estatisticamente devido ao tamanho reduzido da amostra.
Este trabalho supde que esses grupos de tratamento apresentaram mais vasos, de acordo com a literatura que atribui isso
a uma maior presenca de Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), que induz a neoangiogénese®. A andlise de
segurangca foi priorizada em relagio a eficdcia do tratamento para evitar sacrificar mais animais. Nossos resultados prelimi-
nares estdo em concordincia com a literatura sobre o assunto.

Microscopicamente, o tecido de granulagio foi identificado nos fragmentos de tecido da ferida nos animais do grupo
1 (em 100%) e 3 (em 20%) no dia 21. A persisténcia do tecido de granulagio no grupo 1 poderia ser explicada pelo pior
desempenho de cicatrizagio e maior inflamagio, que poderia ser observada microscopicamente como um atraso no processo
de cicatrizagdo em comparagio aos outros grupos, uma vez que o tecido de granulacio tende a regredir 4 medida que o
infiltrado inflamatdério ¢ dissolvido. O grupo 3 apresentou tecido de granulagio, provavelmente porque a taxa de cicatriza-
¢do foi ligeiramente mais lenta que nos outros, possivelmente devido a uma cicatrizagio mais elaborada, que fornece um
abundante tecido de granula¢do que ainda estd sendo degradado.

O ntmero de fibras de coldgeno entre os grupos foi considerado similar, no entanto, pode haver diferencas relacionadas a

qualidade das fibras, que nio foram verificadas. A derme possui aproximadamente 80% de coldgeno tipo I e 20% de coligeno
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tipo I1I; enquanto o tecido de granulagio possui até 40% de coldgeno tipo III, considerado imaturo. Portanto, hipotetiza-se
que os grupos com melhor cicatrizagio podem ter fibras de coldgeno aprimoradas.

Quanto ao infiltrado inflamatério, o maior indice apresentado foi no grupo do hidrogel, enquanto os grupos de células e
lisado apresentaram uma inflamagio leve. O menor indice foi no grupo do gel salino. A inflamagdo ¢ uma parte fundamental
do processo de cicatrizagio e pode levar a uma cicatrizagio incorreta ou atrasada se excessiva ou insuficiente. O baixo perfil
inflamatério do gel salino nio apresentou beneficios, o que reforca a ideia de que algum nivel de inflamagio é necessério
para a cicatrizagio. Embora as células mesenquimatosas sejam reconhecidas principalmente como anti-inflamatérias®, elas
mantém o microambiente com baixos niveis de interleucina-1 e fator de necrose tumoral-alfa, ambos pré-inflamatérios.
Portanto, elas tém capacidade imunomodulatéria, aumentando a inflamagio quando necessério e suprimindo-a quando
exageradamente presente®.

As lesdes neste estudo eram agudas, sem patofisiologia subjacente, portanto, uma resposta inflamatéria controlada era
esperada, e o tratamento consistia em gerenciar o ambiente e prevenir infecgdes. Em feridas cronicas, que podem ter uma
multiplicidade de etiologias, o tratamento clinico subjacente deve sempre ser considerado além das medidas de gerenciamento
local. Barreiras para a recuperagio relacionadas a doengas subjacentes e/ou fatores de risco aumentados podem resultar em
um curso de cicatriza¢do imprevisivel, cujo estado de inflamagdo persistente deve ser controlado. Os tratamentos biolgicos
apresentados neste artigo podem ser melhor pesquisados em feridas de dificil cicatrizagio.

Quanto aos tratamentos, o gel de lisado plaquetdrio, além de manter a viabilidade celular quando associado a células
mesenquimatosas, também confirmou suas propriedades biolégicas na cicatrizagio quando utilizado isoladamente. Ele se
qualifica como uma nova possibilidade terapéutica porque oferece vesiculas, fatores de crescimento, entre outras moléculas
conhecidas por serem importantes para quimiotaxia'®. As células estromais mesenquimatosas confirmaram suas propriedades
cicatrizantes, tendendo para os melhores resultados do estudo. Todos os tratamentos foram preparados de acordo com as
diretrizes de Boas Praticas de Fabricagdo utilizadas para produtos biolégicos submetidos a manipulagio, com rastreabilidade
de origem e material de fonte segura, conforme exigido pela legislagdo nacional, estabelecida pela Resolugdo da Diretoria
Colegiada (RDC) nimero 508 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®.

O gel de lisado plaquetdrio com ou sem células estd de acordo com pesquisas recentes nas dreas de bioengenharia, terapia
celular e cuidados com feridas, que recomendam o uso de biomateriais que servem como estruturas para células, gerando
matrizes tridimensionais. E importante combinar células mesenquimais com outros tratamentos regenerativos, servindo
como meio para o transporte de fatores de cicatrizagio soltveis, através de uma estrutura como a matriz extracelular natural
com propriedades biocompativeis, bioativas e biodegradaveis quando liberam produtos em sistemas biol6gicos. Portanto, os
trés produtos desenvolvidos para o estudo mostraram resultados terapéuticos diferentes e atingiram o objetivo pretendido.
Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar a aplicagio tépica em feridas de células estromais mesenquimatosas

da medula dssea cultivadas e suspensas em lisado plaquetdrio.

LimitacBes do estudo

Embora o grupo de células, seguido pelo grupo de lisado de plaquetas, tenha contabilizado um nimero maior de vasos
sanguineos na ferida, esse resultado nfo pdde ser confirmado estatisticamente devido ao baixo tamanho da amostra. A amos-
tra de CD31 nio foi aumentada para evitar prejudicar mais animais em um aspecto com uma base cientifica estabelecida.
Foi priorizada a andlise de seguranca (que se estendeu até o dia 21). O ntimero de fibras de coligeno entre os grupos foi

considerado similar, no entanto, pode haver diferencas relacionadas & qualidade das fibras que nio puderam ser verificadas.

Recomendacdes

Os resultados sugeriram que a combinagio da célula mesenquimal com o gel de lisado plaquetdrio apresentou melhores
resultados de eficicia na cicatrizagio de feridas, seguida do gel de lisado plaquetirio isolado. Ambos devem continuar a ser

estudados como alternativas terapéuticas para ajudar pacientes com feridas de dificil cicatrizagio.
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CONCLUSAO

Células-tronco mesenquimatosas da medula éssea humana produzidas sob condi¢des de GMP foram seguras quando
aplicadas topicamente em feridas em camundongos, sem eventos adversos além dos efeitos secundérios esperados do mo-
delo de ferida escolhido. Os resultados sugeriram que a combinagdo da célula mesenquimal com o gel de lisado plaquetdrio
apresentou melhores resultados de eficdcia na cicatrizagio de feridas, seguida do gel de lisado plaquetario isolado. Ambos

devem continuar a ser estudados como alternativas terapéuticas para ajudar pacientes com feridas de dificil cicatrizagio.
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