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RESUMO

Introducdo: Lesdes provocadas por queimadura de espessura total sdo consideradas
como uma forma severa de trauma, com elevado indice de morbimortalidade
mundialmente, capaz de promover destruicdo do tecido cutdneo e comprometer
morfuncionalmente o organismo. O uso de células-tronco derivadas do tecido adiposo
(ADSC) e laser de baixa poténcia (LBP) sdo alternativas terapéuticas promissoras
exploradas pela medicina regenerativa. O objetivo deste estudo foi estabelecer um
modelo de isolamento eficaz para células ADSC mais homogéneas; avaliar os efeitos
das ADSC e LBP no processo de cicatrizagdo cutanea e investigar a associacao das
técnicas (LBP e ADSC) no tratamento para queimadura de espessura total em modelo
experimental de rato. Material e métodos: As obtencbes das ADSC foram realizadas
por meio do isolamento imonumagnético por proteina CD49d e cultivo convencional.
Um total de 150 ratos Wistar foram divididos em grupo controle e grupos tratados com
ADSC CD49d positiva, ADSC CD49d negativa, células-tronco de isolamento
convencional (CULT), LBP, ADSC+LBP e ADSC-LBP. Foram induzidas queimaduras
por escaldadura no dorso de cada animal, com posterior debridamento cirurgico.
Utilizou-se LBP com comprimento de onda de 660 nm, 30 mW de poténcia em cinco
pontos da ferida, sob fluéncia total de 450 Joules/cm? e aplicacdo total de 5 Joules.
Foram realizadas analises macroscépicas e histopatologicas de acordo com bidpsias
coletadas nos dias 5, 14 e 21 pds-lesdo, processadas e coradas pelas técnicas de
Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de Gomori (TG). As analises estatisticas
foram feitas por Teste de Tukey e analise de Variancia (ANOVA), Teste de Kruskal-
Wallis (ndo-paramétrico) e Teste de T-Pareado. Para todas as analises empregou-se o
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: Os resultados apontaram diferenca
estatistica na morfometria entre os grupos com melhor grau de reepitelizacdo e
diminuicdo da area de lesdo apresentado pelos tratamentos ADSC+ e CULT aos 21 dias
de bidpsia. A andlise histopatoldgica evidenciou que os tratamentos ADSC+, LBP e
ADSC+LBP influenciaram significativamente o processo de cicatrizacdo apresentando
melhora quanto ao aumento de infiltrados inflamatérios mononuclear, maior
angiogénese, diminuicdo do edema, aumento no tecido de granulacdo, no nimero de
fibroblastos no inicio do reparo tecidual, além de promover reepitelizacdo de forma
mais organizada com maior deposicdo de colageno e formacdo de anexos epiteliais aos
21 dias apo6s a lesdo. Conclusdo: A fotobiomodulagdo por laser de baixa poténcia das
células ADSC potencializou o processo de reparo em feridas por queimadura de
espessura total demonstrando uma interacdo significativa para o remodelamento da
matriz extracelular e tecido cutaneo. Estudos adicionais sdo necessarios para mensurar
os efeitos do LBP e a atividade das ADSCs no reparo do tecido cutaneo.

Palavras-chave: Células-tronco. Tecido adiposo. CD49d. ADSC. MSC.
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ABSTRACT

Introduction: Injuries caused by full-thickness burns are considered a severe form of
trauma with a high worldwide morbidity and mortality rate capable of promoting
destruction of skin tissue and morphologically compromising the organism. The use of
stem cells derived from adipose tissue (ADSC) and low-level laser (LLL) are promising
therapeutic alternatives explored by regenerative medicine. The aim of this study was to
establish an effective isolation model for more homogeneous ADSC cells; to evaluate
the effects of ADSC and LBP on the skin healing process and to investigate the
association of techniques (LBP and ADSC) in the treatment for full-thickness burn in an
experimental rat model. Material and methods: The obtaining of the ADSC was carried
out by means of imonumagnetic isolation by CD49d protein and conventional culture. A
total of 150 Wistar rats were divided into a control group and groups treated with ADSC
CDA49d positive, ADSC CD49d negative, conventionally isolated stem cells (CULT),
LLL, ADSC+LLL, ADSC-LLL. Scald burns were induced on the back of each animal,
with subsequent surgical debridement. LLL with a wavelength of 660 nm, 30 mW of
power at five points of the wound was used, under total fluence of 450 Joules / cm2 and
total application of 5 Joules. Macroscopic and histopathological analyzes were
performed according to biopsies collected on days 5, 14 and 21 post-injury, processed
and stained using the techniques of Hematoxylin and Eosin (HE) and Gomori's
Trichrome (GT). Statistical analyzes were performed using Tukey's test and analysis of
variance (ANOVA), Kruskal-Wallis test (non-parametric) and T-Paired test. For all
analyzes, a significance level of 5% (p <0.05) was used. Results: The results showed a
statistical difference in morphometry between the groups with the best degree of
reepithelization and reduction in the lesion area presented by the ADSC+ and CULT
treatments at 21 days of biopsy. Histopathological analysis showed that ADSC+, LLL
and ADSC+LLL treatments significantly influenced the healing process, showing
improvement in the increase of mononuclear inflammatory infiltrates, greater
angiogenesis, decreased edema, increased granulation tissue, in the number of
fibroblasts at the beginning of tissue repair, in addition to promoting re-epithelialization
in a more organized manner with greater deposition of collagen and formation of
epithelial attachments at 21 days after the injury. Conclusion: low-power laser
photobiomodulation of ADSC cells enhanced the repair process in full-thickness burn
wounds, demonstrating a significant interaction for the remodeling of the extracellular
matrix and skin tissue. Additional studies are needed to measure the effects of LBP and
the activity of ADSCs on skin tissue repair.

Keywords: Stem cells. Adipose tissue. CD49d. ADSC. MSC.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS
1. Introducéo

As lesBes provocadas por queimaduras térmicas sdo consideradas formas
severas de dano ao tecido bioldgico capazes de destruir diversas estruturas e camadas do
epitélio, provocando prejuizo local e sisttmico para o organismo. Podem ser causadas
por chamas, vapores, liquidos ou objetos quentes dependentes da temperatura e do
tempo de contato com a pelel. De acordo com o Ministério da Satde? aproximadamente
1 milhdo de pessoas no Brasil sofrem acidentes por queimadura ao ano. No mundo,
estima-se que 11 milhdes de pessoas sejam acometidas anualmente®*.

As lesbes por queimadura podem ser classificadas segundo o grau de
destruicdo celular de forma que a capacidade da pele em regenerar-se depende da
profundidade da lesdo®. Na derme estdo presentes elementos como macrofagos,
fibroblastos, fatores de crescimento e de reserva epitelial formada pelos foliculos
pilosos, que sdo responsaveis pela regeneracao tecidual. Assim, lesBes mais superficiais
limitadas a epiderme e derme papilar apresentam tendéncia a rapida recuperacdo com
sequelas minimas, enquanto as lesdes de derme reticular possuem recuperacdo mais
demorada, com potencial de cicatrizes hipertroficas e sequelas mais sérias®.

O tratamento convencional para ferida por queimadura profunda tem como
objetivo prevenir processos infecciosos e remover tecidos necréticos, sendo realizado
por meio do desbridamento cirtrgico seguido de curativo oclusivo que contém agentes
umidificantes e microbicidas (p.e. sulfatiazida de prata a 2%) que favorecem o processo
de reparo®. Embora este tipo de tratamento tenha se mostrado eficiente, aumentando a
taxa de sobrevida, hd também um aumento do ndmero de individuos que passam a
apresentar graves disfuncGes motoras e problemas de ordem psico-emocional e social
em consequéncia as contraturas cicatriciais e deformidades estéticas resultantes’.

O desenvolvimento de novas perspectivas terapéuticas nas ultimas décadas
tem demonstrado que a terapia celular e laserterapia sdo abordagens bastante
promissoras para diminuir as sequelas geradas pelas cicatrizes extensas, favorecendo a
reconstrugdo morfoldgica e restauragdo funcional de 6rgdos e sistemas®®. Entretanto o
uso de populagdes celulares capazes de otimizar os processos de reparo e regeneracao
tecidual em diferentes condicdes clinicas depende de vérios fatores, como cultivo

adequado, purificacéo celular e expansdo in vitro®,
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A terapia com Celulas-Tronco (CT) tem se mostrado um importante
alternativo terapéutico, cujo resultados podem variar desde uma melhora na qualidade
de vida do paciente até a cura em alguns casos'. As células-tronco se diferem das
demais por preservar seu potencial de autorenovacao, autoproliferacdo e capacidade de
diferenciacdo. Podem ser encontradas durante o desenvolvimento embrionario e em
tecidos adultos, onde sdo classificadas como Células-Tronco Embrionérias (CTE) e
Células-Tronco Adultas (CTA) do tipo hematopoiética (CTH) ou mesenquimal
(CTM)®,

Na medicina regenerativa, a fonte de CTM mais utilizada € o tecido
adiposo, devido a sua facil acessibilidade, abundéncia, propriedades de autorrenovacao,
plasticidade e capacidade de proliferar e diferenciar-se. Embora o tecido adiposo tenha
sido inicialmente considerado apenas um local de armazenamento de substratos para
producdo de energia e regulacdo térmica, atualmente, diversas atribui¢bes de natureza
endocrina e imunoregulatéria também sdo vistas como aspectos fundamentais de sua
atividade fisioldgica®®.

As células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs) demonstram
potencial terapéutico para varias doencas cronicas, alteragdes neuroldgicas,
oesteoartrites, lesdes tendinosas e diabetes!*!®, Lim e Yoo (2010)*, por exemplo,
mostraram que a aplicacdo de ADSC em modelos de ferida cutanea experimental em
ratos é capaz de acelerar o fechamento da ferida, promover reepitealizacdo parcial e
aumento da deposicdo de tecido de granulacdo. Além disso, a capacidade regenerativa
das células ADSC parece estar associada a sintese de fatores de crescimento e citocinas,
como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator bésico de crescimento
fibroblastico (FGF), que estimulam a proliferacdo e diferenciacdo celular®®. Assim, o
potencial de reparo tecidual das ADSC apresentou equivalente a capacidade
regenerativa dos fibroblastos dermais no tratamento de feridas cutaneas em ratost?.

Outro método terapéutico promissor é a laserterapia de baixa poténcia
(LBP). Pesquisas demonstram que o laser atua na aceleragcdo do processo de reparo
tecidual, com efeitos analgésicos, anti-inflamatdrios e de regeneracdol’!8, Esse método
trata de dispositivos que geram radiacdo eletromagnética em diferentes comprimentos
de onda, de acordo com seu agente emissor, por um processo de emissdo estimulada. Na
dermatologia, os lasers se classificam de acordo com seu tipo, comprimento de onda e
suas funcionalidades, podendo ser definido como Laser de Baixa Poténcia ou Laser de

Alta Poténcial®.
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O LBP é classificado, pela International Electrotechnical Commission,
com base no conceito de Limites de Emissdo Acessivel, e possui como caracteristicas a
fotoativacdo biologica sem gerar efeitos térmicos com poténcia Optica util de até
500mW?!°. A bioestimulagio promovida pela irradiagdo deste equipamento tem
demonstrado promover aumento da angiogénese, proliferacdo e diferenciacao celular no
local da leséo, contribuindo assim para o reparo tecidual mais rapido®®.

Em estudo de lesGes cutdneas em ratos atimicos, utilizando ADSC
mutualmente ou ndo com o LBP, foi observado que as associac@es entre ambas as
terapias foram capazes de potencializar o processo de cicatrizacdo, aumentar a
neovascularizacdo, melhorar a regeneracdo dos anexos dérmicos, reduzir o nimero de
apoptose no leito da ferida e aumentar a producdo de fatores de crescimento!®. Dessa
forma, a utilizacdo do LBP, como agente bioestimulador para células-tronco parece
proporcionar melhores resultados no reparo de tecidos lesionados, pois possui alta
capacidade de inducéo da proliferacéo e diferenciacéo celular'!.

Assim, o desenvolvimento da medicina regenerativa com a utilizacdo de
células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC) associadas a estimulacdo por LBP
tém proporcionado o0 surgimento de uma terapia promissora, capaz de melhorar a
qualidade de cicatrizacdo das lesbes com a diminuicdo do custo, devido a reducdo do
tempo de tratamento e menor risco de contaminacdo secundaria bem como aumentar
significativamente o percentual de pacientes que sobrevivem a tais lesbes %1520,
Estudos apontam que ha divergéncias nos resultados devido a impasses metodolégicos,
como poténcia e comprimento de onda ideais do laser, regime de aplicacéo e tipos de
andlises realizadas'? 13 1420, Dessa forma, investigacdes que permitam elucidar os riscos
e padronizacdo dos parametros utilizados na terapia por ADSC isoladas ou associadas
ao LBP sdo necessarias para a determinacdo do possivel papel destas terapias no

tratamento de feridas por queimaduras.

1.1 Caracterizacao do tecido cutaneo

A pele é o 6rgdo que promove a interacdo entre 0 organismo e 0 meio
ambiente de forma que envolve processos fisico-quimicos bastante elaborados se
submetida a acbes de agentes agressores. E considerada o maior 6rgéo do corpo humano
por ocupar uma area de aproximadamente 2 m2, o que representa cerca de 15% do peso

corporal seco de um individuo adulto?®. Esse sistema além de atuar como um manto
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protetor, também desempenha outras fungdes consideradas vitais, como: conservagado
homeostatica, termorregulacdo, sensibilidade, secrecdo de residuos metabdlicos e
sintese da vitamina D%,

Embora, atualmente, a pele seja considerada um sistema multifuncional de
grande importancia, por muito tempo foi definida apenas como um 6rgdo de
revestimento com funcdo de barreira. Essa classifica¢do sé foi possivel gracas a estudos
que revelaram uma estrutura complexa com diversas camadas, sendo cada uma com
caracteristicas peculiares. Histologicamente a pele € formada por tecidos de origem

ectodérmica e mesodérmica que se arranjam em duas camadas distintas: a epiderme e a

derme (Figura 1),
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FIGURA 1 — Camadas da pele. Diferentes camadas e anexos que compde o tecido epitelial.
Fonte: Adaptado de Tortora e Nielsen®

A epiderme é um tecido epitelial estratificado queratinizado, com variagdes
estruturais e funcionais significativas na dependéncia do seu sitio anatdomico e
espessura. De forma geral, € uma camada avascular que apresenta terminagdes nervosas
livres e células migratérias. Anatomicamente pode ser subdividida em quatro a cinco
subcamadas, de acordo com a localizacdo em: extrato corneo, extrato licido, extrato

espinhoso, camada granulosa e camada basal (Figura 2)°.
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FIGURA 2 — Principais constituintes da epiderme. Subcamadas da epiderme em
imagem esquematica e fotomicrografia.
Fonte: Adaptado de Tortora e Nielsen®,

Ao longo da epiderme encontram-se o sistema ceratinocitico, constituido
por células denominadas queratindcitos, cuja principal funcdo é produzir queratina, uma
proteina fibrosa maledvel responsavel por garantir a impermeabilidade cutanea e
protecdo, bem como a formacdo de alguns anexos (pelos e unhas); o sistema melanico,
formado por ninhos de melandcitos, produtores de melanina, um pigmento castanho que
absorve os raios UV; o sistema imunolégico, composto por células imunitarias,
principalmente células de Langerhans, também chamadas de células gigantes e com
prolongamentos membranares; e o sistema sensorial composto por células de Merkel,
integrada ao sistema nervoso, e células dendriticas indeterminadas, cuja funcdo esta

relacionada com a interagdo do organismo ao meio externo333,

A derme localiza-se abaixo da epiderme e € formada por uma extensa
variedade de células, redes de fibras proteicas ricas em colageno, elastina e
proteoglicanos?®. E caracterizada por apresentar resisténcia, maleabilidade, com
propriedades visco elasticas, formada principalmente por proteinas envolvidas em
substancia basal amorfa®. Nesta camada também estdo presentes vasos linfaticos e
sanguineos, que fornecem a nutricdo de todo o epitélio, glandulas sebaceas e
sudoriparas, nervos, receptores adicionais e musculos eretores dos pélos®. Dentre os
sensores presentes na derme podemos incluir varios tipos: Corpusculo de Vater-Pacini,
sensores de adaptacdo rapida que detectam vibracOes nas faixas de 30 — 800 Hz;
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Corpusculo de Meissner com funcdo de deteccdo de pressdes de frequéncia diferente;
Corpusculo de Krause, sensiveis ao frio (pele glabra); Orgdo de Ruffini, sensiveis ao
calor; Célula de Merckel, sensiveis a tacto e pressdo; Foliculo piloso, com terminagdes
nervosas associadas; e terminacdo nervosa livre, com dendritos livres sensiveis a dor e
temperatura®.

Além disso, a derme é quase 25 vezes mais grossa do que a epiderme e pode
ser subdividida em duas camadas: camada papilar em contato com a epiderme, formada
por tecido conjuntivo frouxo, e a camada reticular, constituida por tecido conjuntivo
denso ndo modelado, onde predominam as fibras colagenosas. Como todo tecido
conjuntivo frouxo, a derme contém muitos tipos de células, incluindo fibroblasto,
fibrécitos, macréfagos teciduais, melano6fagos, mastécitos e leucdcitos sanguineos,

particularmente neutréfilos, eosindfilos, linfocitos, monocitos e plasmacitos®(Figura 3).
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FIGURA 3 — Camadas da derme. Subdivisdes da derme em camada papilar e
reticular.
Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro?,

Durante a vida, a pele sofre varias mudancas, desde o ambiente hidrico da
gestacdo até o contato com ar ao nascimento. Mudancas adicionais também podem
ocorrer, como enfermidades, traumas, exposi¢cdo ao meio ambiente, além do processo de

envelhecimento®. Quando essa barreira é rompida, uma cascata de eventos celulares e



24

moleculares sdo ativadas para reparar 0s danos e restaurar sua integridade. Entretanto,
se as mudancgas de adaptacdo celular frente a um estimulo nocivo ndo ocorrer, ou este
estimulo for excedido, instalam-se danos que, dependendo do estagio, podem ndo ser
revertidos?’.

Estimulos exdgenos por danos de origem térmica, como a queimadura em
particular, geram morte celular por necrose na regido mais afetada, que se manifesta
pela tumefacdo ou ruptura das células, desnaturacdo e coagulacdo das proteinas
citoplasmaticas com faléncia das organelas celulares®”®. A queimadura é estimulo que
também pode provocar reacbes complexas da microvasculatura do tecido conjuntivo
(derme), gerada pela liberacdo de mediadores inflamatdrios, principalmente de
histamina e de bradicinina. Estes levam ao aumento da permeabilidade vascular, com
perda de fluidos e proteinas do espacgo intravascular para o intersticio, fenbmeno
conhecido como inflamacdo. A resposta inflamatoria € um mecanismo de protecdo do
organismo e ocorre em favor da regeneracdo tecidual. No entanto, quando a qualidade
do reparo é diminuida, hd uma maior deposicdo de biomoléculas cicatriciais que,
dependendo do tamanho da area afetada, pode produzir cicatrizes espessas, retrateis
e/ou desfigurantes, comprometendo morfofisiologicamente o tecido cutaneo e
prejudicando a qualidade de vida do paciente3:3°,

Além da aparéncia, as cicatrizes comprometem as funcGes cutaneas, pois o
tecido reparado ndao possui nenhum dos anexos epidérmicos atuando basicamente como
uma barreira de protecdo fisica. Em casos de pequenas lesdes, o tecido cicatricial ndo é
capaz de promover morbidade, entretanto, em casos mais severos, as cicatrizes podem
provocar deformacoes e retracOes graves. 1sso acontece porque a pele cicatrizada possui
menos elastina e colageno, o que torna o tecido muito mais rigido, podendo até

dificultar a movimentagao, caso esteja presente em areas de articulagdes.

1.2 Queimaduras

Por definicéo, as lesdes por queimadura podem ser caracterizadas pela des-
truicdo parcial ou total da pele, provocada por trauma térmico, elétrico, quimico ou
radioativo. De acordo com a profundidade, extensdo da superficie corporal queimada,
localizagdo do corpo, idade do individuo, doencas preexistentes e lesdes associadas,

define-se a gravidade e o prognostico da lesdo*#2,
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No Brasil, estima-se em torno de 1.000.000 de incidentes por queimaduras
ao ano, sendo que apenas 10% dos pacientes buscam atendimento hospitalar e, destes,
cerca de 2,5% irdo a Obito direta ou indiretamente em funcéo de suas lesGes?.

Embora as queimaduras pequenas sejam a maioria e geralmente ndo causem
risco de vida, as queimaduras maiores ainda representam ameaca quando nao tratada
adequadamente pois podem causar maior morbidade devido a dor, cicatrizes
hipertroficas, queldides e contraturas®®. Além disso, o comprometimento funcional e
estético causado por cicatrizes podem resultar em niveis de incapacidade equivalentes
aos de doencas cronicas, afetando a capacidade de relacionamento, o trabalho e a
autoestima, seguindo para o sofrimento psicossocial com altos indices de depressao,
ansiedade e pensamentos suicida*.

Fisiopatologicamente, as queimaduras podem ser definidas como uma leséo
ocasionada por intenso estresse de oxigénio, produzido por uma associacdo de isquemia
inicial com reperfusdo subsequente, acompanhada de uma reacgdo inflamatéria*. No
local da lesdo por queimadura é possivel observar macroscopicamente a formacéo de
trés regides: (1) a area de coagulacdo, que esteve em intimo contato com o agente
agressor e onde ocorre necrose imediata do tecido com desnaturacdo das proteinas e
liberacdo de fatores moleculares; (2) a area de estase vascular, localizada de forma
periférica a anterior e a responsavel por reter o fluxo sanguineo mantendo a viabilidade
tissular; (3) a regido de hiperemia, mais extensa, onde ocorre 0 aumento da perfusédo
local, e com féacil recuperacdo tecidual mesmo com hipoperfusdo prolongada ou
infeccdo®®. Ao nivel microscopico, é possivel observar destruicdo severa das células
com extravasamento capilar que acentua o estado de choque hipovolémico. Neste
contexto ocorre a ativagdo da resposta imune, com consequente aumento na producao
de 6xido nitrico sintase, 0 que aumenta a vasodilatacio e a hemorragia*.

AlteracGes sistémicas dependem da superficie corporal afetada. Quando a
queimadura acomete mais de 10% da area corporal, normalmente a homeostase é
alterada severamente devido a liberagdo de hormdnios reguladores da insulina e
citocinas pro-inflamatdrias. AlteracGes dos niveis hormonais favorecem a hiperglicemia
e a hiperinsulinemia e induzem estados hipercatabolicos, imunodeficiéncias humoral e
celular, distarbios do equilibrio hidro-eletrolitico, alteragdo na temperatura corporal,
alteracdo da absorcdo hemodindmica e de nutrientes, que aumentam o risco de
desenvolvimento de infecgBes secundarias*’. Nestes casos a internacdo hospitalar em

centros especializados e suporte em unidade de terapia intensiva (UTI) se faz
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necessaria, principalmente devido as mudancas sistémicas e alteracdo da homeostase
corporea que podem levar o paciente a um quadro de choque hipovolémico e resultar
em morte*,

Segundo o Ministério da Satde (2012)?, as lesdes por queimadura podem
ser classificadas de acordo com sua extensdo e profundidade. A profundidade da
queimadura varia segundo o grau de destruicdo celular e, conforme a Sociedade
Brasileira de Queimaduras*®, pode ser identificada como: (1) espessura superficial ou de
primeiro grau, quando atinge apenas a epiderme e a camada papilar da derme; (2)
espessura parcial ou segundo grau, quando alcanca a camada reticular da derme; e (3)
espessura total ou terceiro grau, em que ocorre lesdo profunda, atingindo o tecido
subcutaneo, até mesmo tecido muscular e 6sseo.

As queimaduras de espessura superficial afetam somente a epiderme,
promovendo edema, dor e eritema e geralmente ndo ha formacéo de bolhas. Estas les6es
séo curadas em torno de 4 a 6 dias e ndo deixam cicatrizes (Figura 4A). As queimaduras
de espessura parcial podem ser superficiais, quando afetam epiderme e a por¢éo
superficial da derme, ou mais profundas, quando atingem epiderme e uma parte inicial
da derme reticular (Figura 4B). As mais superficiais apresentam bolhas cuja base é
rosea, Umida e dolorosa, enquanto as mais profundas, além de apresentarem bolhas,
estas possuem base esbranquicada ou enegrecida e sdo menos doloridas que as
gueimaduras mais superficiais, devido a destruicdo de algumas fibras nervosas da
regido. A restauracdo destas lesdes ocorre dentro de 14 a 21 dias e pode haver certo grau
de formagc&o de cicatriz*°.

As queimaduras de espessura total atingem toda a epiderme e derme,
podendo atingir os tecidos adjacentes, abaixo da pele. E uma lesdo esbranquicada ou
enegrecida e apos a lesdo total, passa a ser indolor, pela destruicdo das fibras nervosas
locais. Nesses casos pode ser necessaria a realizagdo de enxerto de pele, pois, a
reepitelizagdo espontanea ndo ocorre facilmente (Figura 4C)*. Lesdes profundas e
extensas como as lesdes causadas por algumas queimaduras de espessura parcial
profundas e de espessura total, favorecem a formacdo de cicatrizes patoldgicas e
inestéticas que se desenvolvem em bandas fibréticas sem elasticidade, com cor ou

texturas normais representando um grande desafio terapéutico 24’ (Figura 4C).
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FIGURA 4 - Classificacdo das lesGes por
gueimadura.  (A)  espessura
superficial, (B) espessura
parcialmente profunda e (C)
espessura total. Adaptado de
Paggiaro AO e Bertolli E>.

Além dos efeitos locais, quando a queimadura € extensa, com mais de 25%
da superficie corporal atingida, a lesdo térmica pode exercer efeitos deletérios sobre 0s
diferentes sistemas do organismo (Figura 5). A resposta fisiologica que ocorre nestes
pacientes queimados € complexa e pode ser dividida em duas fases. A primeira fase se
inicia nas primeiras 48 horas apds o trauma térmico, enquanto a segunda fase ocorre
apos esse periodo®,
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FIGURA 5 — Fisiopatologia das lesdes térmicas. Eventos fisiologicos
envolvidos na queimadura.
Fonte: Paggiaro AO e Bertolli E®.

Durante as primeiras 48 horas ap0s o trauma, é possivel observar alteracdes
hemodindmicas devido a liberacdo de substdncias vasoativas a partir da area
traumatizada. Dessa forma, ocorre a modificagdo na permeabilidade capilar,
promovendo a perda de liquidos e proteinas para o meio extravascular, com
consequente hipotensdo. Além disso, observa-se a formacdo de edema, que costuma
atingir o seu pico entre 36 e 48 horas. Primariamente o débito cardiaco diminui
proporcionalmente ao tamanho da queimadura e em associagdo ao aumento da
resisténcia vascular periférica®.

Com o fim das primeiras 48 horas se inicia a segunda fase da resposta
fisiolégica que corresponde a resposta hipermetabolica, caracterizada pelo aumento do
débito cardiaco, aumento da contratilidade miocéardica, baixa resisténcia vascular
periférica, aumento da producdo de proteinas de fase aguda pelo figado (fibrinogénio,
haptoglobina, entre outras), e diminuicdo da sintese de proteinas constitutivas, como
albumina e transferrina. Esse processo € um mecanismo de defesa do organismo que
busca potencializar a resposta imunoldgica, da cicatrizacdo das feridas e da

coagulagdo®.
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Concomitantemente ocorrem alteracbes hematoldgicas em que ha perda de
plasma, bem como destruicdo de eritrécitos em proporcdo direta com a extensdo da
queimadura. As células eritrocitarias sofrem lise pelo calor e trombose microvascular
nas areas de tecido lesionado, representando uma perda continua entre 8 e 12% da
massa eritrocitaria por dia. Além disso, ocorre déficit na sintese de novas hemécias
devido ao desvio do metabolismo proteico em favorecimento da reepitelizacdo (Figura
5)%0.

Sistemicamente, ocorrem, ainda, modificacbes do padrdo endocrino-
catabolico, caracterizado por niveis elevados de glucagon, cortisol e catecolaminas e por
niveis diminuidos de insulina e tri-iodotironina (T3). Os niveis sdo reestabelecidos ap6s
a hidratagdo, favorecendo o anabolismo®. No inicio da lesdo, o trato gastrintestinal
também sofre modificacbes e responde com um quadro de ileo paralitico,
principalmente em casos com mais de 25% da Superficie Corpdérea Queimada (SCQ)
que retorna a normalidade apds o 3° até o 5° dia. Essas alteracbes precisam ser
observadas, pois o quadro pode ser agravado pelo desenvolvimento de lesdes da mucosa
gastrica e duodenal, secundarias a isquemia focal, com risco de desenvolvimento de
tlceras de Curling, adicionando a chance de hemorragia digestiva®.

Por fim, o sistema imunolégico se torna bastante comprometido devido a
secrecdo de fatores presentes no exsudato liberado pelas células necroticas. Além da
perda da barreira mecanica natural da pele, a presenca de tecido necrético favorece a
colonizacdo por microrganismos resultando em complicacGes e risco aumentado de
morte®,

Desse modo, as lesdes térmicas podem comprometer significativamente a
sobrevivéncia e qualidade de vida do paciente acometido visto que as alteracdes
fisioldgicas da pele provocadas pela queimadura podem gerar uma insuficiéncia cutanea
aguda com comprometimento das fungdes como barreira, termorregulatéria, imune,
hormonal e de interagcdo com o meio. Em geral, a insuficiéncia cutanea aguda pode
aparecer quando a area afetada representa mais de 20% da superficie corporal e devido a
sua gravidade e extensdo, podem levar ao aparecimento de multiplas complicagdes
sistémicas com risco de morte®!. Portanto, métodos terapéuticos capazes de acelerar o
processo de cicatrizacdo bem como favorecer a regeneracdo das funcdes cutaneas sao

extremamente necessarios.
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1.3 Cicatrizacgao do tecido cutaneo

O processo de cicatrizagdo pode ser classificado em primeira e segunda
intencdo de acordo com a proximidade das bordas da lesdo. Na cicatrizagdo por primeira
intencdo as bordas da ferida estdo proximas, os danos tissulares sdo menores de forma
que a reepitelizacéo é facilitada com baixa taxa de fibrose. Na cicatrizacdo por segunda
intencdo ha perda extensa de tecido, alto indice de angiogénese com intensa proliferacao
de fibroblastos e deposicéo de colageno, favorecendo a formacgdo de uma cicatriz mais
densa que posteriormente sofrera contragio®> 3.

Esses eventos podem ser divididos em trés fases: (1) a inflamagé&o, na qual
havera o aumento do fluxo sanguineo e a migracao de leucGcitos para a area lesionada;
(2) a proliferacdo de fibroblasto e deposicdo da matriz extracelular e por fim (3) a
remodelacéo tecidual®* (Figura 6). Nessas etapas ocorrerdo eventos como coagulagio,
inflamacédo, proliferacdo celular, contracdo da ferida e remodelagdo que possuem

caracteristicas  especificas fundamentais para 0 avanco do processo de
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FIGURA 6 - Fases do processo de cicatrizacao de feridas.
Fonte: Adaptado de Campos ACL et al.*®,
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Inicialmente, logo ap6s a queimadura cutanea, ocorre a coagulacdo com
desnaturacdo das proteinas celulares, formacdo de trombo e vasodilatacdo, o que
promove aumento da pressdo osmotica intercelular, liberagdo de aminas vasoativas
como: a serotonina, a histamina e as a prostaglandinas, concomitante com a adesédo de
plaquetas e leucdcitos ao endotélio?®. De modo geral, nas lesdes causadas pelo calor, ha
necrose coagulativa da epiderme e tecidos adjacentes, com profundidade determinada
pelo tempo e temperatura do material o qual foi exposto, seguido pela lise celular
resultante da progressdo isquémica na derme e importante hiperemia com prolongada
fase inflamatoria®.

A inflamacdo é uma resposta tecidual localizada com funcéo de proteger
o tecido lesionado (Figura 7). Nesta fase, 0s vasos sanguineos se contraem e 0 sangue
extravasado coagula, devido a acdo de trombdcitos, plaquetas e fatores de crescimentos
que se combinam em uma rede de fibrina para formar uma barreira contra a invasao de
microrganismos. Além disso, ocorre a organizacdo da matriz extracelular que por sua
vez restaura a funcdo da pele como barreira protetora e possibilita a migracdo de células
e a formacéo de fibroblastos na area lesionada®. As plaquetas também participam da
secrecdo de varios mediadores ao sofrerem a degranulacdo plaquetaria induzida pela
trombina e liberam varios fatores de crescimento, como o derivado de plaquetas
(PDGF), o de crescimento transformante beta (TGF-B), o de crescimento epidérmico
(EGF), o de crescimento transformante alfa (TGF-a) e o fator de crescimento de células
endoteliais (VEGF), além de glicoproteinas adesivas como a fibronectina e

trombospondina, que sdo importantes constituintes da matriz extracelular provisoria®.
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Fonte: Reink S,

Durante o periodo inflamatério também ocorre o recrutamento de
leucdcitos, que coincide com os primeiros sinais da inflamacdo, ambos estabelecidos
nas primeiras 24 horas ap6s a lesdo, caracterizando-se por eritema e edema local.
Células imunes como 0s mastdcitos, células T gama/delta e células de Langerhans, sdo
ativados e secretam quimiocinas e citocinas contribuindo para a liberagdo de enzimas
lisossomais e espécies reativas de oxigénio®*. Neutréfilos e monécitos também migram
para o leito da ferida, onde além da funcdo de fagocitose de bactérias, fragmentos
celulares e corpos estranhos, produzem fatores de crescimento que preparam a area de
lesdo para a fase proliferativa, quando fibroblastos e celulas endoteliais também serdo
recrutados®® (Figura 7).

Os macrdfagos sdo as principais células promotoras do processo de reparo
tecidual, pois degradam e removem componentes do tecido conjuntivo danificado, além
de secretarem fatores quimiotaticos que atraem outras células inflamatorias ao local da
ferida e produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores,
afetando a permeabilidade dos microvasos. A liberacdo de fatores de crescimento por

plasma, fibroblastos e macrofagos/neutréfilos ativa os queratindcitos localizados nas
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margens e no interior do leito da ferida. Durante a contracdo da ferida e reorganizacao
da matriz, ocorre a liberacdo de KGF7, um dos principais reguladores da proliferacdo de
queratindcitos, assim como o TGF-B, principal responsavel pelo estimulo inicial da
migracdo das células epiteliais®. Dessa forma a resolucdo da fase inflamatéria ocorre
gradualmente dentro de poucos dias ap6s o ferimento e é acompanhada por apoptose
celular,

Concluindo a fase inflamatoria, inicia-se a fase proliferativa (Figura 8) cujo
objetivo é a diminuicdo da area lesionada por angiogénese, fibroplasia e reepitelizacao,
que se inicia nas primeiras 48 horas ap0s a leséo e se estende até o 14° dia*’. Nesta fase,
as celulas epidérmicas e dérmicas migrantes e os fatores de crescimento produzidos
pelas células inflamatdrias remanescentes atuam de maneira autdcrina, paracrina e
justacrina para induzir e manter a proliferacdo celular e a formacdo de tecido de
granulacdo, a0 mesmo tempo em que suportam a epitelizacdo®. Para que a cicatrizacio
progrida normalmente, € necessaria uma resposta angiogénica satisfatoria. Os fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o de fibroblastos 2 (FGF-2) e PDGF,
inicialmente liberados pelas plaquetas e depois pelas células residentes no leito da

ferida, sdo os mediadores centrais da indugéo angiogénica®!.
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FIGURA 8 - Fase proliferativa da cicatrizagéo.
Fonte: Reink S*°
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A fibroplasia e angiogénese compdem o chamado tecido de granulagédo
responsavel por ocupar o tecido lesionado cerca de quatro dias apds a lesdo. Os
fibroblastos do tecido adjacente migram para o leito da ferida e produzem a nova matriz
extracelular enquanto 0s novos vasos sanguineos carreiam oXxigénio e nutrientes
necessarios ao metabolismo celular local. Com um suprimento sanguineo adequando
ocorre a migracdo e proliferacdo de células epidérmicas e dérmicas que levam a
reepitelizacdo da ferida. Esta fase se inicia por estimulacdo mitogénica e quimiotatica
dos queratindcitos produzidas pelo TGF-a (Fator de transformacdo do crescimento
alfa), EGF (Fator de crescimento epidérmico) e metaloproteases®’.

A terceira fase da cicatrizacdo consiste no remodelamento (Figura 9), que se
inicia duas a trés semanas apos o inicio da lesdo e pode durar até mais de um ano* 3.
Essa fase é marcada por maturacdo dos elementos e alteracbes na matriz extracelular
ocorrendo o depdsito de proteoglicanas e coldgeno. Ao longo do remodelamento os
fibroblastos do tecido de granulacdo transformam-se em miofibroblastos comportando-
se como um tecido contratil promovendo a contracdo da lesdo e a remodelacdo da

matriz a fim de alcancar a maxima resisténcia a tragao®’=L,
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FIGURA 9 - Fase de remodelamento.
Fonte: Fonte: Reink S%°
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Concomitantemente ocorre a reorganizacdo da matriz extracelular que se
transforma de provisoria, composta por colageno tipo Ill, fibrina, fibronectina e acido
hialurdnico, em definitiva contendo principalmente colageno tipo I. Por fim, durante o
processo de maturacdo e remodelagem, a maioria dos vasos, fibroblastos e células
inflamatdrias desaparecem do local da ferida mediante processos de emigracao,
apoptose ou outros mecanismos de morte celular. Esses eventos sdo mediados,
principalmente, pelas citocinas fator de necrose tumoral (TNF-o), interleucina (IL-1),
PDGF e TGF-B que levam a formagéo de cicatriz com reduzido niimero de células®’.

Uma evolucdo normal das fases de cicatrizagdo geralmente determina uma
cicatriz final com bom aspecto estético e funciona, sendo que, a intensidade fenotipica
das cicatrizes é diretamente influenciada pela intensidade dos fenémenos que
ocorreram, bem como o grau de equilibrio ou desequilibrio entre eles®®. Entretanto, a
hiperproliferagdo de fibroblastos, com consequente acimulo de matriz extracelular
ocasionada pela excessiva formacéo de colageno, pode levar a formacéo de cicatrizes de
ma qualidade do tipo hipertréfica e/ ou queldides?.

Em lesGes provocadas por queimadura, € possivel observar
microscopicamente a derme papilar cicatricial com presenca de miofibroblastos, o que
ndo ocorre em cicatrizes provocadas por outro tipo de agente lesivo. Estruturas como
nodulos dérmicos com alta densidade de colageno, vasos sanguineos proeminentes e
fibras colagenas ao longo das linhas de tensdo cutanea paralelas a superficie da pele
também podem ser observados neste tipo de lesdo®. Tais caracteristicas favorecem o
desenvolvimento de afeccGes cicatriciais do tipo hipertréfica aumentando a chance de
comprometimento morfuncional de acordo com a extensdo e localizacdo da éarea
acometida®’,

Neste contexto novas metodologias terapéuticas tém sido descritas para
promover uma recuperacdo mais morfofuncional e com melhores resultados no
tratamento de tecidos danificados por queimaduras graves®. Estudos tem demostrado
que a utilizacdo de populagdes celulares com caracteristicas de proliferacdo e
diferenciacdo, sdo capazes de proporcionar uma melhor cicatrizacdo deste tipo de
feridal®'., Porém, para utilizacdo de populacOes celulares capazes de otimizar o
processo de reparo tecidual é importante identificar fontes abundantes de células, de

facil aquisicdo e alto potencial terapéutico®?,
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1.4 Células-tronco

As células-tronco (CT) possuem caracteristicas moleculares de
multipoténcia com capacidade de diferenciar-se em varias linhagens celulares sob certas
condicdes fisiologicas e experimentais, por isso, representam uma alternativa
promissora para UsO nha reparacio e regeneracdo tecidual®. O potencial de
autorenovacdo, autoproliferacdo e especializacdo apresentado por esse tipo de células
permitiu o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos com perspectivas
inovadoras para o tratamento de diversas doencas sistémicas, traumatismos, fraturas,
inflamagdes, necroses, neoplasias nos 6rgaos e tecidos e perdas por senilidade?.

As células-tronco podem ser agrupadas em duas categorias, as Células-
tronco Adulta (CTA) e Células-tronco Embrionarias (CTE). Apesar de as CTE
possuirem um maior potencial de diferenciacdo, sendo classificadas em totipotentes e
pluripotentes, seu uso € limitado em terapia celular e pesquisas por questdes de
histocompatibilidade, seguranca e bioética. Dessa forma, as células-tronco adultas tem
sido amplamente estudada pela medicina regenerativa®?

As CTA podem ser isoladas e caracterizadas em diferentes 6rgdos, como
encéfalo, polpa de dente, tecido adiposo e, principalmente, na medula dssea e cordao
umbilical’. Embora sejam classificadas como células multipotentes, sio capazes de se
diferenciarem somente em alguns tipos de tecido, em especial no qual residem, com
importante funcdo na homeostase tecidual*®. As CTA encontradas na medula 6ssea, por
exemplo, se distinguem em duas linhagens: as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e
as células-tronco mesenquimais (CTM). Esses grupos celulares sdo facilmente
identificados e quantificados por meio da expressdo de imunomarcadores de superficie.
Assim, as CTH expressam 0 antigeno CD34 como glicoproteina de membrana,
enquanto as células mesenquimais ndo possuem nenhum marcador?. Dessa forma, 0 uso
das CT na terapia celular tem se destacado por serem de facil obtencdo, possuirem alta
capacidade de proliferacéo e diferenciagdo, serem utilizadas de forma autdloga, de facil
manipulacdo laboratorial, serem pouco imunogénicas e possuirem habilidade de
integracdo ao tecido hospedeiro e interagdo com o tecido circunjacentel?.

Transplantes de medula 6ssea tém sido realizados na medicina regenerativa
h& décadas como método de utilizacdo de CT para o tratamento de diferentes doencas
que afetam o sistema hematopoiético. Com o desenvolvimento médico cientifico,

porém, o sangue do corddo umbilical e placentario de recém-nascidos tornou-se uma
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fonte alternativa para a obtencdo de CT, apresentando vantagens como prescindibilidade
de compatibilidade completa entre doador e receptor; menor risco de desenvolvimento
da imunoincompatibilidade; e maior disponibilidade, diferentemente dos bancos de
medula dssea, que possuem apenas os dados de possiveis doadores**2,

Apesar de a medula dssea e corddao umbilical serem fontes primarias bem
estabelecidas para coleta de CT, seu uso € restrito devido ao baixo nimero de doadores,
de dificil obtengdo e quantidade reduzida de células obtidas. Diante disso, estudos tém
demonstrado que o tecido adiposo é uma promissora fonte de CTA para aplicacOes
terapéuticas devido ao facil acesso, procedimentos de isolamento simples,
disponibilidade em grandes quantidades por meio da lipoaspiragdo e minima morbidade
ao doador®*%", Além disso, em comparacgdo com as células mesenquimais derivadas da
medula 6ssea, as células estromais derivadas do tecido adiposo apresentam potencial
igual para se diferenciarem em células e tecidos de origem mesodérmica, como
adipdcitos, cartilagens, 0ssos e musculos esqueléticos, apresentando clara vantagem no
processo de obtencéo®®.

O tecido adiposo se distingue em dois tipos: tecido adiposo branco (TAB) e
tecido adiposo marrom (TAM)?*. Em humanos adultos, 0 TAM encontra-se em pequena
quantidade, enquanto, o depdsito do TAB se distribui no organismo como tecido
adiposo subcutaneo (TAS) e tecido adiposo visceral (TAV)?:. A gordura branca
apresenta um papel de grande importancia pois possui CT multipotentes em abundancia,
responsaveis pela renovacéo continua do tecido?. O fracionamento do tecido adiposo
por digestdo enzimatica e posterior centrifugacdo, permite a obtencdo da Fracgdo
Estromal Vascular (FEV) que é composta por um pool de células como adipdcitos
maduros, pré-adipocitos, fibroblastos, células de musculo liso vascular, células
endoteliais, mondcitos e macrofagos, linfocitos e células-tronco derivadas do tecido
adiposo (ADSC)%,

Por sua vez, as ADSC proveniente da FEV sdo encontradas em maior
quantidade e com taxa de proliferacdo mais intensa quando comparadas com as CTA
derivadas do estroma da medula 6ssea (CTA-MO)%%. Segundo Torres et al.®? é possivel
obter aproximadamente 2 a 3 x10® CT para cada 300 mL de tecido adiposo coletado,
enquanto o material extraido da medula éssea, € capaz de gerar apenas uma CT para
cada 10° células estromais. Ademais, as ADSC podem diferenciar-se, in vitro, em
maultiplas linhagens, isto é, ndo apenas mesenquimais como adipdcitos, condrocitos,

osteoblastos, células neuronais, células endoteliais e cardiomidcitos%7, mas também
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em tecidos de linhagem ndo mesenquimal, fendmeno este definido como
transdiferenciacdo’*!t. Entretanto a proliferacio e diferenciagdo das ADSC durante o
cultivo in vitro pode apresentar diferenca das caracteristicas que estas células tém in
vivo*919,

Nesse ambito, estudos buscam caracterizar e isolar de forma mais
especifica, as CTM por meio de marcadores de superficie. Porém, devido a dificuldade
para definir um dnico antigeno especifico, a Sociedade Internacional para Terapia
Celular propos critérios minimos como: capacidade celular de aderéncia ao plastico dos
frascos de cultivo, com caracteristica morfoldgica semelhante a fibroblastos; potencial
de diferenciacdo multipotente para linhagens condrogénica, adipogénica e osteogénica;
expressdo de marcadores de superficie mesenquimais (CD105, CD73 e CD90) e
auséncia de marcadores endoteliais hematopoiéticos (CD45, CD34, CD14, CD11b,
CD79a, CD19 e HLA-DR)®4,

Os estudos de caracterizagcdo dos diferentes tipos de CT tém demonstrado
que os marcadores de superficie sdo semelhantes entre as populacdes de ADSC e CTM
expressos no cultivo in vitro®2%*, Sullivan et al®® observaram alta taxa de expressdo para
os biomarcadores CD90+, CD44+ e CD45- em células coletadas do tecido adiposo de
caes, apesar de serem marcadores caracteristicos de CT derivadas da medula dssea.
Riccobono et al.® também, encontraram expressdo positiva para os marcadores
CD90+, CD44+ e negativas para CD45 em células derivadas do tecido adiposo de
suinos. Shawn et al.% isolaram células do tecido adiposo da regido inguinal de
camundongos e caracterizaram a populacdo homogénea, apds trés passagens em cultivo,
pela expressdo de 97% dos marcadores CD105+, CD90+ e CD45-. Em tecido humano
foi possivel identificar, também, o mesmo padrdo de expressao, com 0s biomarcadores
CD29, CD90 e CD105 positivos*?. Entretanto, alguns pesquisadores concluiram que é
possivel identificar algumas diferencas na expressdao de marcadores entre as CTM e
ADSC39'4O’45.

John K. Fraser et al®® demonstraram, por analise de citometria de fluxo que,
em cultivo, as ADSC expressam marcadores de superficie celular semelhantes aos
expressos por CTM, incluindo CD105, SH3, Stro-1, CD90 e CD44, contudo eles ndo
expressam o marcador hematopoiético CD45 nem o marcador endotelial CD31. Além
disso, foi observado que as ADSC expressam CD49d enquanto as CTM expressam
CD106, sendo, portanto, uma caracteristica que permite separar essas duas

populacdes®*®” (Tabela 1). Assim, é possivel caracterizar as ADSC de acordo com o
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seguinte padrdo de expressao para alguns marcadores, tais como CD105, CD90, CD13,
CD29, CD54, CD73, MHC I, CD207, CD49d CD166 (Tabela 1). Entretanto, as células
dificilmente expressam todos os marcadores de superficie com mais de 90% de pureza,

isto é, as ADSC n&o formam populages completamente homogéneas®’-°,

TABELA 1 — Imunomarcadores expressos na superficie de células-tronco mesenquimais e

derivadas do tecido adiposo.

Marcadores positivo e negativo para caracterizar isolamento

CT™M ADSC
Positivo Negativo Positivo Negativo
CD105 CD45 CD105 CD45
CD73 CD34 CD73 CD34
CD90 CD14 ouCD11b | CD90 CD14 ou CD11b
CD106 CD79a.0u CD19 | CD36 CD79a ou CD19
HLA-DR CD29 HLA-DR
CD38 CD44 CD38
CD19 CD49d CD31
CD31 CD151 CD45
CD45 CD13 CD106
CD49d MHC | CD19
CD207
CD166
CD13

Fonte: adaptado de Alonso-Goulart et al.

A proteina de superficie CD49, é caracterizada como uma molécula de
adesdo celular pertencente a subfamilia o (alfa) 4 das integrinas, as quais séo expressas
em leucdcitos e parecem estar envolvidas na adesdo leucocitaria ao endotélio durante o
processo de transmigracgdo do vaso ao tecido em processo inflamatorio’.

Estudos de imunofenotipagem das ADSC mostraram que a expressdo dos
biomarcadores de superficie pode mudar durante a expansdo de cultivo da célula,
provavelmente influenciado pela aderéncia plastica ao frasco e proliferagdo em meio
com concentracOes elevadas de soro fetal bovino (SFB) tornando o cultivo menos

homogéneo®. Dessa forma, um método mais adequado de isolamento das ADSC,
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diretamente apd6s a obtencdo do FEV ou sua expansao in vitro, permitiria 0 emprego
dessas células em diferentes patologias, ou seja, a utilizacdo de marcadores de
identificacdo pre-cultivo garantiria um grau de pureza mais elevado do que o obtido

com uma selecio baseada apenas na aderéncia ao plastico® ',

1.5 Cicatrizacao cuténea e células-tronco derivadas do tecido adiposo

No ambito das novas perspectivas terapéuticas que se desenvolveram nas
ultimas décadas, a terapia celular é vista como uma abordagem promissora para a
reconstrugdo morfoldgica e restauracdo funcional de lesdes cutaneas por queimaduras.
A aplicacgéo efetiva de populag¢Oes celulares capazes de otimizar os processos de reparo
e regeneracao tecidual em diferentes condi¢cbes clinicas depende de varios fatores,
dentre eles o reconhecimento de fontes abundantes de células com grande potencial
terapéutico®.

O potencial terapéutico das ADSCs expandidas por cultivo, a partir do
isolamento da FEV, foi analisado em diversos modelos pré-clinicos e clinicos e, assim,
parecem estar associados com um importante papel imunomodulatorio sistémico no
tratamento de individuos portadores de esclerose multipla e reparo de fistulas de
Crohn*%, Neste contexto, Karimi et al.1® mostraram que a aplicacdo de ADSCs isoladas
do tecido adiposo acelerou o processo de reepitalizacdo e o aumento da deposicao de
tecido de granulacdo em modelos de ferida cutanea em ratos. Em cultivos organotipicas
equivalente a pele humana, a adicdo de ADSCs foi capaz de promover aceleracdo do
reparo de feridas induzidas por laser de alta poténcia apresentando recuperacao
completa em dois dias ap6s a inducdo, exibindo tecido cutaneo reconstituido em
multiplas camadas .

Estudo com lesbes por queimadura de espessura parcialmente superficial e
profunda em ratos, também, demonstrou que a aplicacdo de células derivadas do tecido
adiposo promoveu reparo tecidual precoce devido ao aumento da proliferacdo celular,
neovascularizacio, reducdo da inflamagdo e aumento da atividade de fibroblastos®3.
Resultados semelhantes foram observados também em lesGes por queimadura de
espessura total em camundongos tratados com ADSCs. Neste estudo verificou-se
aumento da sintese de colageno, do nimero de macrofagos e linfocitos e reducdo da
area de superficie da ferida®. Yoo e Lim (2010)7? também mostraram que a aplicagio

de ADSCs em modelos de ferida cutanea experimental em ratos foi capaz de acelerar o
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fechamento da ferida, promover reepitealizacdo parcial e aumento da deposicao de
tecido de granulacéo.

Dessa maneira, o potencial regenerativo das ADSCs estd associado a
producdo de diversos fatores de crescimento e citocinas sinalizadoras da proliferacéo e
diferenciacdo celular, como VEGF, FGF e o Fator de Crescimento de Queratindcito
(KGF) expressas por essas células no local da lesdo®. Assim, a sintese e liberagio
destas moléculas bioativas regenerativas correspondem ao eixo central de comando dos
complexos eventos que caracterizam a cicatrizacdo®. Nesse d&mbito, o aumento dos
niveis locais e sistémicos de fatores de crescimento como TGF-B, FGF, PDGF e¢ fator de
crescimento epidermal (EGF) tem sido utilizado em modelos de ferida cutanea
apresentando resultados satisfatorios®”. Entretanto, as dificuldades técnicas na
administracdo continua desses fatores associados ao alto custo dessas substancias
tornam tais intervencdes extremamente limitadas como estratégia terapéutica®.

Além disso, a aplicacdo de agentes bioestimuladores associados a terapia
celular tem sido evidenciada como um bom incremento ao aumento da viabilidade, do
potencial proliferativo, da diferenciacdo e organizacdo morfofuncional das células
ADSC¥*1, Dentre estes agentes, o laser de baixa poténcia (LBP) esta associado a
eficdcia progressdo dos processos regenerativos pois parece exercer efeitos

modulatdrios da resposta inflamatdria importantes nas fases iniciais do reparo tecidual®.

1.6 Laser de baixa poténcia

A palavra “laser” ¢ um acronimo, que em lingua inglesa significa: “Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation” (amplifica¢do de luz por emissao
estimulada de radiacdo), e pode ser definida como uma radiacdo eletromagnética nédo
ionizante, monocromatica, coerente e colimada, produzida por emissdo espontanea’ 8,
Essas propriedades diferem o laser de demais radiagbes eletromagnéticas néo
ionizantes, pois as cristas das ondas encontram-se pareadas e unidirecionais e o foco da
luz pode ser mantido mesmo com o aumento da distancia focal’®.

No contexto histérico, o primeiro laser foi construido em 1960 por
Theodore Mainan, o qual utilizou um cristal de rubi. Em 1962, Leon Goldman foi o
primeiro a usar o laser de alta poténcia, que ficou conhecido como laser cirargico por
apresentar poténcia acima de 1W e algumas caracteristicas especificas como precisao de

corte e a ablagdo de pedra dentro do organismo de forma menos invasiva’’. O laser de
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baixa poténcia sé surgiu na década de 1970, com o médico e professor hungaro Endre
Mester, sendo utilizado na cicatrizacéo de feridas e Ulceras abertas inicialmente, com a
finalidade de estimular a cicatrizagdo tecidual’”’. Atualmente o LBP é estudado
mundialmente e é amplamente utilizado na rotina clinica em varios paises, em especial
pelo custo relativamente baixo do equipamento®-82,

A maioria dos equipamentos que utilizam laser é composta pelos seguintes
elementos segundo Damante et al.?%: ressonador, que é um tubo ou cavidade ptica com
disposicao de espelhos; um meio ativo, como o neodimio, érbio ou semicondutores de
arseneto de galio e aluminio (GaAsAl) e arsenito de galio (GaAs), que determinam o
comprimento de onda emitido e, pelo mecanismo de excitacdo ou bombeamento por
meio de uma fonte de energia externa, excitam os elétrons do meio ativo. Os tipos de
laser diferem em relacdo a suas propriedades, que sdo determinadas pelo comprimento
de onda e invariabilidade, podendo ser divididos em laser de baixa poténcia (LBP), que
agem por meio da bioestimulacéo, e de alta poténcia, que atuam através da producéo de
calor. O laser de alta poténcia ou cirargico € indicado para procedimentos cirirgicos
como cortes, coagulacdo e cauterizacdo. Ja o laser de baixa poténcia é usado para fins
terapéuticos e bioestimulantes, atuando como acelerador da cicatrizacio’®. O LBP opera
na faixa entre 50 a 300mW e por isso ndo produz aquecimento nos tecidos vivos
superior a 1°C. Logo, o laser de baixa poténcia se difere do laser de alta poténcia por
ndo produzir nenhum efeito térmico consideravel e suas reacdes sdo limitadas a
fotobioestimulacio celular?.

A luz pode ser identificada como uma emissdo eletromagnética e €
classificada de acordo com o ““espectro de radiacdes eletromagnéticas™’, no qual ela é
dividida em radia¢des, como infravermelhas, visiveis, ultravioletas, raio-X entre outras,
sendo o critério usado para estabelecer esses parametros o comprimento de onda de
cada uma. Os lasers utilizados na satde emitem radiacdes, principalmente, na faixa de
luz visivel e infravermelha, sendo possivel observar essa faixa de atuacdo (Figura 5)

observando o comprimento de onda da luz usada’®.

“Raio X o} Ultravioleta 7T Visivel proximo ao IF ¢ IF médio t IF distante A
0.1|nm 1rim 1l‘i0 lZIZIIO 3010 400 590 812:0 700 8(110 9l2|l0 10:)0 Sﬁm 3llem 1n;|m
*IF - Infravermelho

FIGURA 10 - Intervalo do Espectro Eletromagnético onde o Laser de baixa poténcia atua
terapeuticamente (Faixa amarela).
Fonte: Tarasov®’.
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O laser possui pardmetros de modulagdo ou irradiacdo, como
comprimento de onda e dose, que quando alterados podem modificar os efeitos
desejados durante a aplicacdo do LBP®. A emissdo de energia que da origem ao feixe
luminoso dos lasers ocorre quando um atomo, ja excitado, é golpeado por uma onda
magnética emitida por outro atomo de mesma caracteristica fisica. Entretanto, a onda
magnética priméria emitida para excitar o atomo ndo é absorvida por ele, mas, sim,
serve como um gatilho que o impulsiona e o excita a emitir um foton e, posteriormente,
a retornar ao seu estado no excitado®.

Alguns fatores influenciam no sucesso das terapias com o LBP como
caracteristicas individuais, condicdo clinica, caracteristicas do tecido alvo e a dosimetria
da luz empregada®?. Fisiologicamente, a aplicacdo do LBP age em nivel celular
provocando o aumento de producdo de colageno através da proliferacdo de fibroblastos,
aumento da sintese de ATP, angiogénese e potencializagdo do sistema imune®. Os
efeitos terapéuticos do LBP sdo atribuidos a capacidade da luz, principalmente nos
comprimentos de onda proximos ao vermelho ou infravermelho, de modificar o
metabolismo celular em consequéncia da absorcdo desta por fotorreceptores existentes
nas células®. O alvo dessa laserterapia € um tecido onde a radiacéo tende a estabelecer
uma homeostasia energética acarretando em uma maior ativacdo das células, com
objetivo de estimular sua proliferagcdo, diferenciacdo e secrecdo de citocinas. Outro
efeito observado nessa terapia € uma modulacdo do processo inflamatério, com
consequente diminuicdo do tempo necessario no processo de cicatrizacio®®’. O efeito
fotoquimico ocorre devido a presenca de moléculas sensiveis a determinados
comprimentos de onda que, quando estimuladas, podem alterar suas atividades, gerando
alteracdo de atividades enzimaticas e reacdes fotoquimicas. Ja a fotorregulacdo, ocorre
por meio de alteracBes nos receptores que geram mudancas na atividade funcional e
metabolica da célula®.

Nesse contexto, o uso terapéutico do LBP tem sido amplamente descrito,
apresentando eficicia em diversas aplica¢fes, como: doengas inflamatdrias cronicas,
disfuncGes articulares, aceleracdo do reparo tecidual de feridas cuténeas, reducdo de
fadiga e dano muscular ap0s exercicio, neuropatias periféricas, patologias bucais e dor
cronica®8. Em estudo de lesBes cutaneas tem se observado importantes contribuicdes
terapéuticas do LBP com grande potencial no processo de cicatrizacdo de feridas

graves®®9L,



44

1.7 Laser de baixa poténcia na cicatrizacao cutéanea

O efeito biomodulatério do LBP pode ser observado principalmente na fase
inflamatdria, porém também exerce efeito positivo na fase tardia, acelerando o processo
de cicatrizagdo em lesdes cutaneas. Diversos estudos demonstram que a radiagéo laser
reduz a proliferacdo de linfocitos, diminui a quantidade de mastocitos, aumenta a
angiogénese, facilita a diferenciacdo de miofibroblastos, aumenta a proliferacdo de
células epiteliais e a sintese do colageno, acelerando, consequentemente, 0 processo
cicatricial 67:6869¢ 70,

De modo geral, os mecanismos de agéo da luz no tecido séo classificados
em primarios e secundarios. Acredita-se que primariamente a luz gera um efeito sobre
as moléculas fotorreceptoras da cadeia respiratéria celular por meio do componente
citocromo C oxidase, tornando-o eletronicamente excitado o que altera seu estado redox
e promove aceleracdo na transferéncia de elétrons na cadeia respiratdria®. Além disso,
na presenca de oOxido nitrico (NO) a absorcdo da luz pode reverter a inibicdo do
citocromo C oxidase pelo NO e aumentar a taxa respiratéria com consequente aumento
da producio de anions superdxidos®’%,

Em relacdo aos mecanismos secundarios das reacdes fotobioldgicas, estes sdo
responsaveis por conectar a resposta a acdo da luz pelos fotorreceptores localizados na
mitocondria aos mecanismos de sintese de DNA e RNA localizados no nucleo. Uma
série de eventos moleculares de sinalizacdo, transdugdo e amplificacdo do sinal
promovem alteracfes na homeostasia celular, no ATP, na sintese de DNA e RNA, na
permeabilidade e despolarizacio de membrana e na alcalinizacéo do citoplasma®84,

A interacdo entre a radiacdo laser e o tecido bioldgico depende do comprimento
de onda da luz e das propriedades Opticas, pois certos elementos teciduais como células,
mitocondrias e vasos podem provocar dispersdo da luz®. Ao incidir sobre os tecidos,
parte da luz sofre desvios, de forma que apenas uma pequena quantidade é absorvida e
transmitida, interagindo com moléculas fotorreceptoras especializadas, denominadas de
cromdforos, produzindo entdo uma reacdo fotobioldgica®. Este fendmeno estabelece
um estado molecular eletronicamente excitado que resulta em modulagédo da atividade
celular®.

Além disso, é importante salientar que, o estado geral redox e o pH da célula

influenciam a resposta celular a luz. Em situagfes patoldgicas, o laser influencia no
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processo de troca idnica e potencializa o incremento de ATP, apresentando efeitos mais
expressivos do que nas células em estado de homeostasia, onde os efeitos sdo quase
nulos®2%,

Os modos de acdo da fotoestimulacdo gerada pelo LBP demonstram que a luz
coerente é capaz de promover a ativacdo de complexos eventos na membrana
plasmatica, mitocondrias e ntcleo celular®®. O efeito fotoelétrico, do laser contribui com
a normalizagdo da mobilidade idnica nas células e, indiretamente, estimula o aumento
de ATP favorecendo o reestabelecimento do equilibrio e da vitalidade celular, bem
como a reorganizacdo de suas fungbes, devido a reposicdo de energia organica
perdida®. O LBP possui ainda como caracteristica, a capacidade de bloquear a
transmissdo do estimulo doloroso entre as fibras nervosas, bem como a atividade
cicatrizante, devido ao aumento da angiogénese e diminuicdo do infiltrado de
polimorfonucleares e hemorragia®®-°2.

Outra propriedade terapéutica da laserterapia esta relacionada com sua
capacidade anti-inflamatoria, relacionada com as prostaglandinas (PG) capazes de
alterar a pressdo hidrostastica intracapilar, melhorando assim a absorcdo de liquidos
intersticiais, com reducdo de aproximadamente 50% de volume do edema®. Além
disso, o LBP gera um aumento da vasodilatacdo o que facilita a migracdo de neutréfilos
e mondcitos, promovendo a reabsorcdo do exsudato fibrinoso produzido pela
epitelizacdo basal e consequente aumento do ritmo de divisao celular®®.

Neste contexto, foi observado em alguns estudos que ao fazer irradiacdo com
LBP, ocorre aumento da proliferacdo e viabilidade celular, a partir da estimulagdo da
atividade mitocondrial. Foi demonstrado que a irradiacdo laser foi capaz de aumentar a
producdo de ATP; aumentar a sintese de DNA e de RNA; ativar cascatas da sinalizacao
celular; promover a liberacdo de NO e ativacdo do citocromo C oxidase; modificara
atividade da membrana de organelas intracelulares; alterar o fluxo de célcio e gerar
mudangcas na expressdo de proteinas relacionadas ao estresse®*.

Em estudo com células tronco derivas da medula dssea irradiada com LBP,
Giannelli et al. ®® avaliaram o efeito positivo na proliferagio celular devido a ativacio de
canais de K+ (Kir) especificos, sugerindo um papel fundamental dessas estruturas na
coordenacdo do ciclo celular. Silveira et al.®”, também demonstraram uma melhora na
cicatrizacdo de ferida cutdnea em ratos, quando tratada com irradiacdo por laser de
arsenieto de gélio (GaAs) e hélio-néon (HeNe) em dose variando de 1 a 3 J/cm?. Foi

observado um aumento da sintese de colageno e reducdo de alguns parametros, como:
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tamanho da ferida, niveis de lipideos, oxidacdo de proteinas (grupos carbonilo) e
atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
comprovando que a fotomodulagdo é capaz de reduzir a fase inflamatoria e estimular
um processo de cicatrizacdo mais organizado, que influencia até mesmo no aspecto
morfofuncional da cicatriz °°.

Os efeitos benéficos do laser de baixa poténcia na cicatrizacdo de feridas
podem ser explicados por meio dos mecanismos biologicos basicos de inducdo da
expressao de citocinas e fatores de crescimento responsaveis por muitas fases da

cicatrizagio'®

. O laser He-Ne (632,8 nm), por exemplo, € capaz de estimular a sintese
de proteinas e aumentar os niveis de mRNA e de interleucinas (IL) 1 e 8 nos
queratindcitos responséaveis pela fase inflamatoria inicial do processo de cicatrizagdo®.
Além disso, o LBP também regula citocinas responsaveis por estimular a proliferacédo e
migracdo de fibroblastos, promove aumento de fatores de crescimento como VEGF e
TGF-B, responsaveis por induzir neovascularizagio e sintese de colageno®.

De acordo com o estudo realizado por Carvalho et al.!%? envolvendo
aplicacdo de laser HeNe, o efeito mais importante do LBP sobre o processo de
cicatrizacao de feridas foi o aumento da sintese de colageno por fibroblastos recrutados
para a regido em reparo tecidual. Ainda, segundo o estudo, esse recrutamento se deu
principalmente por fatores liberados por plaquetas ativadas no processo inflamatério
decorrente da lesdo e resulta em grande producdo de colageno nos dias 3 e 7 pds
cirGrgico. Outro estudo, realizado por Pugliese et al.!%, atribuiu ao laser um aumento
expressivo de deposicdo de colageno consequente de indugdo da proliferacdo celular
e/ou ainda por aumento no processo de sintese e secrecdo proteica. Uma explicacdo para
isso seria por acdo fotobiomoduladora que estimule a neovascularizacao, favorecendo
assim a fibroplasia e até a conversio precoce de fibroblastos em miofibroblastos®°2,

Assim, uma pesquisa conduzida por Busnardo & Biondo-Simdes!®
verificou o incremento da densidade de colageno tipo Il no 3° dia pds-operatério,
aumento no percentual total de colageno, diminuicdo do infiltrado inflamatorio e
precoce resolucdo da fase inflamatoria nas feridas irradiadas resultantes da aplicacdo de
laser HeNe em feridas induzidas em modelos animais. Por fim, um estudo realizado por
Reis et al.1%, utilizando laser GaAlA notou, além do aumento da densidade de colageno,
melhor arranjo da matriz extracelular, processo este dependente de metaloproteinases,
enzimas remodeladoras de matriz extracelular que possui sua producdo aumentado por

acdo de LBP. Nesse sentido, a soma dos estudos aponta para a contribuicdo do LBP
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para a cicatrizacdo ndo so na sua fase inflamatdria, mas também nas fases proliferativa e

de remodelamento.

1.8 Fotobiomodulacéo das celulas-tronco derivadas do tecido adiposo

A medicina regenerativa tem buscado unir terapias na tentativa de obter
melhores resultados, como na utilizacdo de ADSCs associadas a estimulagdo por LBP,
que tem proporcionado o surgimento de uma terapia promissora, capaz de melhorar a
qualidade de cicatrizacdo das lesGes e proporcionar a diminui¢cdo dos custos, devido a
reducdo no tempo de tratamento e menor risco de contaminagdo secundaria®. Isso
ocorre devido as propriedades terapéuticas do LBP como agente bioestimulador de CT,
acarretando em uma alta capacidade de proliferacdo e diferenciacdo celular que,
consequentemente, acelera o processo de recuperacéo do tecido.®

A irradiacdo com o LBP em cultivos de CT mostrou ser capaz de promover
0 aumento da migracdo, proliferacdo e viabilidade celular, ativando a producdo de
proteinas e induzindo a diferenciacdo em células progenitoras variadas’. Além disso, a
aplicacdo do LBP associada a implantacdo local de CTA-MO em modelos de fratura e
osteogénese imperfeita promoveu aceleragdo do reparo 6sseo por meio do aumento da
proliferacéo e diferenciacdo celular no local da les&o®.

Em estudo de lesdes cutaneas em ratos atimicos, utilizando ADSC associada ou
ndo com o LBP, foi observado que a associacdo entre ambas as terapias é capaz de
potencializar o processo de cicatrizagdo em consequéncia do aumento da
neovascularizacdo, da melhor regeneracdo dos anexos dérmicos, da redugdo do nimero
de apoptoses no leito da ferida e do aumento da producéo de fatores de crescimento’?.
Em outro estudo elaborado com CTM irradiadas com LBP, previamente ao seu implante
no coracgdo de ratos infartados, observou-se que o laser é capaz de aumentar a taxa de
sobrevivéncia e proliferacdo celular, diminuindo a formacdo de tecido cicatricial e
promovendo aumento da angiogénese no tecido cardiaco infartado®.

No entanto, poucos estudos desenvolvidos avaliam a associagdo entre o uso
de ADSC e a aplicacdo de LBP no tratamento de feridas cutdneas em modelos in vivo.
Kim et al. (2012)!%, porém, implantaram ADSC caninas em modelos de lesdo cutinea
em ratos atimicos e irradiaram as lesdes com LBP. Os resultados mostraram que 0
grupo tratado com ADSC e o grupo tratado com ADSC e LBP apresentaram aceleragéo

do reparo tecidual. Além disso, o grupo no qual foi realizada a associacdo entre ADSC e
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LBP apresentou resultados superiores quanto a neovascularizacdo, regeneracdo de
anexos dérmicos, reducdo de apoptose das ADSC no leito da ferida e aumento da
producio de fatores de crescimento, quando comparado ao grupo tratado com ADSC °.

Embora a associacdo entre ADSC e LBP apresenta-se como promissora,
muitas questdes ainda precisam ser elucidadas para que seu uso clinico seja efetivado de
forma segura e eficaz. Em relacdo ao aspecto bioestimulatério promovido pelo LBP, a
determinacdo dos parédmetros de irradiacdo mais eficazes assume importancia capital
para o sucesso da terapia®.

Portanto, sdo necessarias investigacfes para a determinacdo do possivel
papel destas intervencbes no tratamento de feridas por queimadura, de forma a
enderecar os beneficios e riscos da terapéutica por ADSC isolada ou em associacao ao
LBP, em comparacdo as terapias convencionais, tendo em vista os potenciais beneficios

gue esses tratamentos apresentam.

1.9  Modelo experimental de queimaduras

O desenvolvimento de novos tratamentos clinicos para queimadura tem
diminuido a taxa de mortalidade nos ultimos anos. No entanto, as alteracdes
morfofuncionais envolvidas sd0 uma questdo de salde publica?, representando uma
forma grave de trauma®®. Para aprimorar o conhecimento da fisiopatologia da
qgueimadura e estudar possiveis agentes terapéuticos, diversos modelos experimentais
podem ser utilizados: a) pesquisa em cultivo de células e tecidos para avaliar o potencial
de agentes terapéuticos e substitutos de tecido queimado; b) estudos em animais sobre
diferentes tamanhos, formas e massa corporal, a fim de os fenémenos bioldgicos in vivo
- e, apos essas etapas, a realizacdo de estudos clinicos em humanos - com aspectos de
seguranca verificados em experimentos pré-clinicos em animais?’.

Os processos criticos relacionados a cicatrizacdo de feridas foram
descritos, inicialmente, usando modelos animais'®. Dentre eles, os ratos e humanos
apresentam caracteristicas fisiolégicas e patologicas comuns em Varios sistemas
orgénicos bem estabelecidos na literatura. Em relacéo ao epitélio, seres humanos e ratos
compartilham das principais camadas (epiderme, derme), no entanto, a pele do rato néo
imita perfeitamente a arquitetura da pele humana devido a sua morfologia de pele unica
e principalmente, devido a elasticidade e a falta de uma forte adesdo as estruturas

subjacentest®.
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Os ratos séo classificados como "animais de pele solta”, e essa caracteristica
desempenha um papel significativo na cicatrizagdo de feridas nesses animais que ocorre
por meio da contracdo da ferida, em oposicdo a reepitelizacdo observada em

humanos'®’

. Os ratos possuem um musculo denominado panniculus carnosus localizado
no subcutaneo que facilita a cicatrizacdo da pele, tanto pela contracdo da ferida quanto
pela formacéo de colageno!’®. Dessa forma, a contracdo da ferida é rapida, o tempo total
de cicatrizagdo dos ratos € substancialmente reduzido o que 0s torna menos propensos a
sepse sisttmica e imunossupressdo permitindo que 0s pesquisadores estudem
rapidamente a mecénica da cicatrizacio de feridas'®.

As diferencas entre a pele humana e de rato também podem ser observadas
molecularmente, pois os ratos possuem a enzima L-gluconolactona que converte L-
glucono gamma-lactona em vitamina C, enquanto 0s humanos nao possuem essa
enzima'®® Durante o processo de cicatrizagdo essa caracteristica pode influenciar
diretamente nas avaliacdes, pois a vitamina C desempenha uma importante funcdo na
sintese de colageno®?’.

Embora os ratos ndo desenvolvam feridas de uma maneira que se assemelhe
aquelas que surgem em humanos, 0 processo natural de cicatrizacdo de feridas em
mamiferos adultos, progride em quatro fases comuns que se sobrepdem no tempo:
coagulacdo, inflamacdo, proliferacdo da migracdo (incluindo deposicdo da matriz) e
remodelacdo®®. Além disso, varios fatores devem ser considerados ao escolher uma
espécie  animal para experimentos de feridas. Isso inclui  custo,
disponibilidade, facilidade de manuseio, familiaridade do investigador e semelhanca
morfofuncional com os seres humanos. Ademais, um modelo animal reprodutivel e de
facil manuseio facilita a triagem de tratamentos, permite o estudo preciso de cada fase
do processo de cicatrizacdo e diminui o0 tempo e o custo de manutencao, visto que, ratos
S80 menos propensos a sepse sistémica e a imunossupressdo quando comparados a
animais maiores, além de precisarem de um tempo reduzido para cicatrizacao,
permitindo o estudo mais rapido da mecénica da regeneracéo de feridas®®®.

Véarios modelos de feridas usam ratos devido ao seu tamanho, ampla
disponibilidade e natureza tratavel. O rato wistar (ractus novergiccus) é um dos modelos
animais mais utilizados em estudos envolvendo lesGes cutaneas, principalmente por
queimaduras, pois nestes casos ocorre a perda da funcdo contratil do paniculus
carnosus, uma camada muscular fina no subcutaneo, capaz de aproximar as bordas da

lesdo e diminuir a &rea cicatricial. A funcdo inibida desse musculo no rato, diminui suas
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vantagens regenerativas em relacdo ao homem, deixando sua evolucéo cicatricial mais
semelhante a da pele humana, sugerindo assim, um modelo confiavel para estudo da

remodelagdo dérmica a longo prazo®*.
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Précis:
Low-level laser photobiomodulation in the skin burn healing reduced the time of wound
repair, increased angiogenesis, deposition, and maturation of collagen, besides promoting

better remodeling of the extracellular matrix.
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Abstract

INTRODUCTION: Burns is a significant cause of morbidity and mortality. These lesions
repair process can be accelerated and amplified by mechanisms such as low-level laser
photobiomodulation (LLL). This work's objective was to evaluate the possible advantages of
LLL in burns induced in animal model. MATERIALS AND METHODS: 40 Wistar rats were
used, divided into a control group (GC=20) and a laser-treated group (LLL=20). Burns was
induced on the back of each animal, with subsequent surgical debridement. The LLL group
was treated with a laser at a wavelength of 660 nm, 27 mW power, and an average irradiance
of 0.954 W/cm? in five points of the wound, under total fluency of 350 Joules/cm? and total
application of 5 Joules. Macroscopic and histopathological analyses were performed
according to biopsies collected on days 3, 7, 15, and 21 post-lesion, processed and stained by
Hematoxylin and Eosin (HE), Gomori's trichrome (TG) and Picrosirius red techniques.
Statistical analysis was performed using Tukey's Test and Analysis of Variance (ANOVA),
Kruskal-Wallis Test (non-parametric) and T-Paired Test. For all analyses, a significance level
of 5% (p<0.05) was used. RESULTS: There was a relative statistical difference in
morphometry between the GC and LLL groups. Histopathological analysis showed
improvement in the occurrence of inflammatory infiltration, angiogenesis, granulation tissue,
and collagen deposition, presence of fibroblasts, matrix organization, and reepithelialization.
CONCLUSION: Low-level laser photobiomodulation is a mechanism that can make the

wound repair process more efficient.

Keywords: healing; photobiomodulation; laser therapy; regenerative medicine.
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1 Introduction

The lesions caused by a total thickness burn are considered a severe form of damage to
biological tissue that can destroy various structures and layers of the skin and may affect
adjacent tissues, causing local and systemic damage to the organism?. According to an
estimate made by the Brazilian Society of Burns, millions of burns occur annually in the
country, with about 40.000 of those requiring hospitalization.?

These wounds healing process has complex physiological mechanisms and involves
the inflammation, proliferation, and cell maturation phases. Each stage has specific
characteristics that are fundamental to the tissue repair process's progress and allows
differentiating them®. However, these mechanisms can suffer deregulation that results in
sequels, resulting in a high prevalence of morbidity after injury, functional disability and
esthetic damage in patients with severe burns. 23>’

Conventional treatment for third-degree burn wounds only aims to prevent infectious
processes and remove necrotic tissues. However, to accelerate the tissue repair process,
increase its effectiveness and avoid possible sequel, several strategies are being developed, as,
for example, photobiomodulation with low level laser (LLL)>®®,

The biomodulatory effect of LLL can be observed mainly in the inflammatory phase.
Still, it also positively impacts the late phase, accelerating the healing process in skin lesions.
Several studies show that laser radiation reduces the proliferation of lymphocytes, decreases
the number of mast cells, increases angiogenesis, facilitates the differentiation of
myofibroblasts, and increases the proliferation of epithelial cells and the collagen synthesis,
accelerating the healing process®*3. The photostimulation action mechanisms caused by LLL
occur through the activation of complex events in the plasma membrane, mitochondria, and
cell nucleus®. The LLL's consistent light promotes action on prostaglandins (PG) by
changing the intracapillary hydrostatic pressure and thus improving the absorption of
interstitial fluids with a 54% reduction in edema volume increase?®. Besides, LLL generates
an increase in vasodilation, which facilitates the migration of neutrophils and monocytes,
generating reabsorption of fibrinous exudate produced by basal epithelialization, increasing
cell rate division®.

The photoelectric effect of the laser also contributes to the normalization of ion
mobility in cells. It indirectly stimulates the increase in the synthesis of adenosine
triphosphate (ATP), favoring the reestablishment of cell balance and vitality and the
reorganization of its functions, due to the replacement of lost organic energy!’. The

increments of mitochondrial ATP produced after irradiation promotes many events that
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interfere with cell metabolism*®. Furthermore, LLL blocks the transmission of the painful
stimulus between the nerve fibers and the healing activity, increasing angiogenesis,
decreasing the polymorphonuclear infiltrate, and bleeding.%2°,

In this sense, the present study aimed to evaluate low-level laser interference in the
inflammatory phases, proliferation, and collagen synthesis during the healing of skin wounds
by the full-thickness burn in rats.

2 Materials and methods

2.1 Animals and experiment location

The experiment was conducted at the Morphofunctional Laboratory of the Medical
Course at the Federal University of Jatai and at the Vivarium of the University Center of
Mineiros (UNIFIMES, Mineiros-GO). The project was submitted to the Ethics Committee on
the use of animals at the Federal University of Goids (CEUA-UFG), approved by protocol
087/2016. Forty healthy female Wistar rats (Ratus norvegicus albinus), weighing between
300 and 350 grams, with three animals per cage, fed with food and water ad libitum was used.
Bed changes were made two or three times a week, using autoclaved shavings.

The experimental design was completely randomized, with two groups, four biopsy
moments (3, 7, 14, and 21 days post-lesion) and five repetitions, being: control group (CG -

n=20) and low-level laser group (LLL - n=20), with the application of LLL in lesions.

2.2 Animal handling and induction of lesions

Pre-anesthetic agent Diazepam at a dose of 2.5 to 5 mg/kg intraperitoneally was used
to reduce stress due to animal containment and handling according to Kawano et al.?! Then,
the skin wounds were induced by the process of the third-degree thermal lesion by immersing
the dorsal region in the water at 95°C for 14 seconds. For this purpose, two 5ml syringes were
used transversely coupled by a two-outlet tap forming, with the tube of one of the syringes,
the opening with 1cm? at one end, the other end is used to inject hot water. After the
procedures, Tramadol (0.3 mg/kg) was used subcutaneously as an analgesic agent, every 12
hours, for three days, being replaced by Tramadol (1-2 mg/mL) in the water of the animals for
four more days. The animals were handled in a room separate from the place where they were
kept to avoid fear or anxiety, and during all procedures, saline solution was applied, and the
eyeball was occluded with moistened cotton to prevent dry eyes. The day after the induction

of lesions, surgical debridement was performed in all animals, removing necrotic tissue in the
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entire area of the lesion. At the end of this procedure, an occlusive adhesive dressing

(Tegaderm™) was used on the wound.

2.2 Low-level laser application

For LLL applications, a Photon Laser 11 laser device (DMC Equipamentos) was used,
with a wavelength of 660 nm, with 27 mW of useful optical power and an average irradiance
of 0.954 W/cm?. The applications were punctually applied in four equidistant points of 1 cm
on the edge of the lesions and an application in the central bed of the wound. The LLL
fluency at the edges was 70 Joules/cm? (per point), and the LLL fluency at the wound bed was
35 Joules/cm?. With the standardization of these parameters, the time of application of LLL in
the bed of each wound was 10 seconds; the time of application of LLL at each point of the
wound edge was 10 seconds; the energy deposited on the bed and at each point on the edge of
each wound was 1 Joule; the total energy deposited in each wound was 5 Joules, and the total
fluency deposited by the wound was 350 Joules/cm?. LLL applications were performed daily,
starting 24 hours after lesion induction until the period defined by the biopsy time of 3, 7, 14,

and 21 days post-lesion.

2.3 Macroscopic analysis of lesions

On the same days of LLL applications, the lesions were assessed macroscopically for
inflammation, necrosis, granulation tissue formation, degree of epithelium formation and scar
evolution and recorded on a digital machine attached to support positioned 20 cm away from
the lesion, according to Lamaro et al. (2019)*. Macroscopic images to measure wound area
were analyzed with the semi-automatic software Image Processing and Analysis in Java,
version 1.44 (Image J, NIH, USA).

2.4 Biopsies and microscopic Analysis

The groups were submitted to four biopsy moments: 3, 7, 15, and 21 days after lesion
induction. After this period, the animal was anesthetized with a 0.01 mL/g solution of 10%
ketamine and 2% xylazine, applied intraperitoneally, and trichotomy of an area of 3 cm? was
performed on the dorsal region, and the tissue was removed from the lesion place. The
collected fragments were processed and stained using Hematoxylin and Eosin (HE), Gomori's
Trichrome (TG) and Picrosirius red techniques. The slides stained with HE were evaluated for
the intensity of vascular and fibroblast proliferation, degree of tissue necrosis, the formation

of crust, edema, type and intensity of cell infiltrate (polymorphonuclear or mononuclear), the
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formation of epithelium (evaluated for the extent and thickness of the epithelial layer and
keratinization), the formation of granulation tissue with the reorganization of the extracellular
matrix of the dermis and the presence of hair follicles and sebaceous glands. The slides
submitted to TG staining were analyzed under optical microscopy for the presence and/or
absence of collagen in blue staining, with the formation of granulation tissue and the
reorganization of the extracellular matrix of the dermis, differentiation of the superficial
dermis (loose connective tissue with light blue color) and deep (dense connective tissue not
modeled with dark blue color) and the presence of hair follicles and sebaceous glands. For the
microscopic parameters of HE and TG, scores from zero to four were established, being:
score O (absent); score 1 (up to 25% of the fragment); score 2 (between 25 and 50% of the
fragment); score 3 (between 50% and 75% of the fragment); and score 4 (from 75% to 100%
of the fragment). The results of the measurements were expressed in numerical values for
statistical analysis of the data.

The slides submitted to picrosirius red staining were analyzed and photomicrographed
under polarized light microscopy in an objective of 20X, as to the density of collagen stained
by the area marked in green (type 11l collagen) or reddish-yellow (type I collagen). The
photomicrographs obtained were analyzed by optical color density and converted into pixels,
using the semi-automatic software Image J, version 1.44 (NIH, EUA).

2.5 Statistical analysis

Tukey's test and analysis of variance (ANOVA) were used to analyze the
morphometry of the lesions. For the analysis of HE histopathological variables, the Kruskal-
Wallis test (non-parametric) was used. The histopathological variables of TG and picrosirius
red were analyzed together, using the Tukey-Anova Test and the T-Paired Test. For all
analyzes, a significance level of 5% (p<0.05) was used with the Sigma Stat 2.3 software
Statistic.

3 Results

Regarding the morphometric analyses of the lesions (Table 1), in the control group,
the statistical analyses showed an important reduction (p<00.1) in the size of the wounds after
15 days. In the LLL, this reduction can already be seen in seven days. When the two groups
were compared, an important difference was observed at seven days. This difference can be

demonstrated by the analysis of macroscopic photos (Figure 1). This demonstrates a marked
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reduction, in a shorter period, of the size of the wounds in the treated group compared to the
control.

Through histopathological analysis with HE (Table 2), it was possible to observe
significant differences regarding the evolution of the healing process. Regarding necrosis,
there was no difference between groups. Both showed a significant reduction in the necrotic
process up to 7 days, and absent at 15 days. Similar results were found in the evaluation of
hemorrhage and edema. However, it is highlighted that the average scores for edema were
higher in the GC than in the LLL, although the statistical analysis did not show significant
differences. The evaluation of the crust did not result in a significant difference between the
groups, despite the formation and permanence of crusts in the GC compared to the LLL.

Regarding mononuclear and polymorphonuclear inflammatory infiltrates, no
significant difference was found between the groups. In the polymorphonuclear infiltrate, a
progressive reduction in the number of cells was observed in all groups. It is noteworthy that
the reduction in the treated group was more pronounced, although there was no significant
difference. With the mononuclear infiltrate, it was observed maintenance of the cellular
quantity up to 15 days, with reduction at 21 days for the GC, and reduction from 15 days for
the LLL

As for the assessment of angiogenesis, there was an increase in the formation of new
vessels until the 7th day, more evident in the LLL group and a decrease after the 15th day.
There was a progressive increase in granulation tissue in both groups; however, it is observed
that the formation of this tissue was accelerated in the treated group. It is noteworthy in this
respect that a score of 4 was assigned to the LLL at 15 days, while for the GC; a score of 2.4
was assigned at 15 days and 3.25 at 21 days.

Similarly, the pattern of occurrence of fibroblasts in the lesions was observed, with a
greater number of cells after the 7th day of the lesion and a greater amount in the LLL group.
Next, the formation of epithelium was observed from the 7th day in both groups, however,
with greater layer thickness and extension of the epithelium in the LLL groups compared to
the controls, significance was observed in the groups of 3 days compared to the groups of 15
and 21 days of the treated group.

Figure 2 shows histological photomicrographs of both groups that can be observed in
3 and 7 days. In them, an important difference can be observed between the two groups at 7
days. In E and F, the group treated with laser is observed at 7 days, and in D, the control
group is observed at 7 days. The application of therapy promoted greater angiogenesis, greater

infiltration of mononuclear cells, and fibroblasts, in addition to promoting greater deposition
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of the extracellular matrix. These results show that laser-treated wounds are at a more
advanced stage of the tissue repair process, compared to the control group.

In Figure 3, A and B are photomicrographs of the lesions in the control group at 15
days, while C and D are in the treated group at 15 days. Comparing the images, a greater
organization of the dermis is observed in the treated group, with the beginning of the
separation of the superficial and deep dermis indicated by the asterisk. The results at 21 days,
indicated by the control group in E and treated in F, also corroborate the previous results. The
treated group has greater tissue organization, in addition to a greater amount of hair follicles
than the control group, showing that the repair process was faster and more efficient with the
intervention.

Regarding the analysis of slides submitted to the Gomori Trichrome staining
technique, there were differences between the Laser Group (LLL) and the Control Group
(GC). Samples from the 3rd day after lesion induction showed improvement in the tissue
repair process in the LLL group compared to the GC, with a slight increase in collagen
deposition and a greater presence of fibroblasts (Figure 4). There was no difference between
the averages of the 5 samples of each group regarding the microscopic parameters of
granulation tissue and organization of the extracellular matrix, both as a result of score 1,
however, the analysis of fibroblasts showed an increase from 1.2 in GC to 2.2 in the LLL as
shown in Table 3 and Figure 5.

As for the 7th day after the lesion (Table 3), there was an increase in the average of the
5 samples, with a score 2 in GC to 2.8 in LLL in the formation of granulation tissue, an
increase from 1 in GC to 1.2 in LLL in the organization of the extracellular matrix and
increase from 1.8 in GC to 3.2 in LLL in the presence of fibroblasts. It is possible to observe a
better organization of the connective tissue of the dermis (Figure 6). There was no significant
difference (p>0.05) in the statistical analysis between the groups on days 3 and 7 of the
Tukey-Anova Test and the T-Paired Test.

Regarding the 15th day after the lesion, still, from the perspective of Gomori's
Trichrome stain, it was possible to observe (Table 3 and Figure 5) that there was a difference
in the formation of granulation tissue, with a moderate formation in the GC (2.4) and the LLL
group a diffuse formation (4). Regarding the matrix organization, a great difference was noted
between the groups, with a mild/moderate organization in the GC (1.6) and in the LLL group
a marked organization (3.4) resembling more the normal superficial and deep dermis. The
presence of fibroblasts between the groups was not so discrepant, with an important presence
of such cells both in the GC (3) and in the LLL group (3.4), but with greater intensity in the
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LLL group. However, despite the histological difference, there was no statistical difference
(p>0.05) when comparing data between groups and days.

Regarding the 21 days, it was observed (Table 3 and Figure 5) the intense formation of
granulation tissue in the GC (3.25) with the maintenance of the diffuse form of the LLL group
(4). The matrix organization was assessed as intense in the GC (3) and intense/diffuse in the
LLL group (3.6), as well as the presence of fibroblasts in the GC (3) and the LLL group (3.6).
However, despite the histological difference, there was no statistical difference (p>0.05) when
comparing data between groups and days using the Tukey-Anova Test and the T-Paired Test.
Histopathological images referring to these groups can be seen in Figures 7 and 8.

From the perspective of microscopic analysis of polarized light from samples
submitted to Picrosirius red staining, a quantitative measurement of the amount of collagen in
pixels was performed, as seen in Table 4 and Figure 9. There was a decrease in the means
between the five samples from 235.73 pixels in GC to 155.746 in LLL on the 3rd day after the
lesion. On the 7th day, there was a smaller decrease from 157.44 in GC to 154.39 pixels in
LLL, showing less presence of type 1l collagen and greater maturation of the matrix with
more type | collagen. There was no significant difference (p>0.05) in the statistical analysis
between the groups on days 3 and 7 in the Tukey-Anova Test and the T-Paired Test. By
analyzing samples from the 15th day, it was possible to observe in the GC an average of
178.018 pixels and in the LLL group an average of 213.154. On the 21st day, an average of
145.484 pixels was noted in the GC and the LLL group, an average of 153.207 pixels.

However, there was no statistical difference when comparing data between groups and days.

4 Discussion

The mechanisms involved in the photobiomodulatory effects are still being studied.
The absorption of wavelengths by mitochondrial enzymes, such as cytochrome C oxidase
(CCO), is one of the best-described mechanisms. The CCO stimulus increases the production
of ATP and reactive oxygen species (ROS) in cells. With this, there is cell signaling for
activation of different biochemical pathways, which stimulate protein synthesis, enzymatic
activation, and cell proliferation®.

Some studies show that the photobiomodulatory effects also regulate cell membrane
ion channels and stimulate the synthesis of cytokines, such as TGF-B?°. The activation of
these diverse mechanisms promotes cell proliferation, endothelial migration, which results in
greater angiogenesis, immunomodulation, increases matrix deposition by fibroblasts, and

accelerates the contraction of wounds?®°.
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In the morphometric analysis of this study, it is observed, especially when observed on
the 7th day, a more accelerated contraction of the wounds in the treated group when compared
to the control group. When looking at Figure 1, there is an important difference in the sizes of
the lesions on the 7th day. While in the GC, there was little reduction in the wound compared
to the 3-day group, in the LLL, there is a marked contraction of the wound size. Gupta et al?
found similar results, reporting a 50% difference in lesion contraction.

Both groups were histologically evaluated by three slide staining methods,
Hematoxylin and Eosin (HE), Gomori's Trichrome and Picrosirius red. The latter two better
observe the deposition and maturation of collagen and organization of the extracellular
matrix. One of the first aspects evaluated was necrosis, which shows that cell death occurred
after the burns. No statistically significant difference was observed between the two groups at
any time during the study. This allows us to conclude that the therapy, despite not reducing
tissue necrosis, but did not aggravate it. With the evolution of the process of repair and
formation of granulation tissue, there was a reduction of dead cells and replacement with new
ones.

The formation of crust and edema is influenced by exudative cellular processes.
Histologically, a greater formation of crust and edema was observed in the control group.
They are indicating that the LLL reduces the exudative cellular processes. Greater
angiogenesis was also observed in the treated group, which allows greater tissue drainage and,
consequently, greater reduction of edema.

A greater polymorphonuclear infiltrate was observed in the treated group in the three-
day analysis. This indicates a more severe inflammatory phase. The inflammatory phase is
important for tissue cleaning, phagocytosing dead cells, damaged matrix and pathogens, and
foreign bodies that contaminate the wound. Thus, a greater polymorphonuclear infiltrate in
the treated group allows the creation of a microenvironment that promotes the proliferative
phase more quickly.’

So, a marked reduction in polymorphonuclear cells early in the treated group is
normal, as well as the presence of mononuclear infiltrate earlier when compared to the control
groups. This fact shows that the immunomodulatory effects allow accelerating the tissue
repair process, promoting a more intense initial inflammatory phase and the late inflammatory
phase and the repair phase before expected.

These results were also described by Gupta et al?? and Jin et al?3, in their works, after

the application of LLL, there was a reduction in the local inflammatory process. Several
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authors point to the reduction of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-8, as a
possible mechanism for a more favorable inflammatory profile for tissue repair.>%222

The presence of more growth factors and cytokines, such as VEGF, induced by
therapy, would also justify the occurrence of a more intense and faster reepithelization in the
treated group.®2* Greater proliferation of fibroblasts and angiogenesis was also observed in
groups receiving laser therapy. One with greater angiogenesis allows better nutrition and
oxygenation to the tissue, in addition to allowing more cells to be recruited to the place. A
greater number of cells, especially macrophages and fibroblasts, which act directly in the
production and remodeling of the extracellular matrix, accelerate the wound closure and
ensures better organization of tissue architecture.>’

The treated group showed a higher collagen deposition rate on days 3 and 7. As also
reported by Fidrio et al®®. There was less deposition of type 111 collagen and a greater presence
of type I collagen in the treated group, which shows an earlier tissue maturation process in
this group.

Through Gomori's trichrome staining, a greater formation of granulation tissue and
extracellular matrix organization was observed histologically at 15 days after induction of
burns in the treated groups, compared to the control groups. This histological description
shows that the tissue organization happened more quickly due to the therapy. Besides, by
staining with Picrosirius red, it was possible to observe collagen maturation in both groups. It
was observed over time that in the treated group, there was a much more accelerated
maturation for type | collagen than in the control group.

In a systematic review of 17 studies, Ocon et al® evaluated the effects of
photobiomodulation on third-degree burns in animal models. In this review, the authors
concluded that there is a beneficial effect of photobiomodulation on burns. However, they
point out that there are divergences in the results. This can occur due to methodological
impasses, such as ideal laser power and wavelength, application regime, and the types of
analysis performed.

As noted, the use of LLL promotes benefits for the wound healing process, speeding it
up, reducing complications, and making it more efficient. Clinically, these benefits can reduce
time and costs with the treatment of these lesions, in addition to ensuring a better quality of
life for patients. Also, likely, this therapy will not have systemic repercussions because its
effects are specific to the place of use. Thus, there is a reduction in contraindications to
therapy and a greater possibility of patients accessing the LLL. It is necessary to conduct

clinical trials that prove and standardize the use of low-level laser in humans.
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As limitations of the study, the authors recognize that impasses regarding the best
wavelength, laser power, and physical properties still require further studies for
standardization. In this way, it will be possible to understand which modulation of the
characteristics of the light will be more efficient for the objective. In addition, the form of
statistical analysis of biopsies may have contributed to a little statistically significant
difference between groups.

5 Conclusion

This study concluded that the use of low-level laser photobiomodulation in the main
phases of the skin burn healing process reduced the time of wound repair, increased
angiogenesis, deposition, and maturation of collagen, besides promoting better remodeling of
the extracellular matrix. In this way, the low-level laser improved the macro and microscopic
aspects of the lesions. Further studies are needed to standardize the technique with different
protocols and their effects.
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Table 1: Average in cm? of the morphometric measurements of the wounds, in the

control and LLL groups, at 3, 7, 15, and 21 days after the burn lesions in rats.

ANALYZED GROUPS 3DAYS  7DAYS 15 DAYS 21 DAYS

CONTROL GROUP 1.296A4 1.668AC¢ 0.1938B0b 0.24680PP
LLL 1.69642 0.638P 0.348Bb 0.238Bb

Note. Images analyzed with Image J software version 1.3.1, to measure the wound area.
Different lower case letters in the same column indicate the existence of a significant difference
between groups by the Tukey and ANOVA tests (p<0.05). Different capital letters on the same
line indicate the existence of a significant difference between the days in the group by the Tukey
and ANOVA tests (p<0.05).
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Table 2: Average values of the scores (0 to 4) of histopathological evaluations by HE

staining of the control and LLL groups on days 3, 7, 15, and 21 after the burn lesion in

rats.
A3 A7 A 15 A2l
PARAMETERS
DAYS DAYS DAYS DAYS
GC pAce 0.4472 9 =2 0 B2
Necrosis
LLL 2.4Aa 0.8A2 QBa 0B
GC 2Aa 1Aa 0 Ba 0 Ba
Bleeding
LLL  2.24 1.248 0Ba 0B
GC ) A1 il A QBa o)
Edema
LLL 2.2ha 0.6"2 0Aa pAa
Polymorphonuclear GC  2.8% 2.2Ma 0.442 0 Ba
Infiltrate LLL  3.24@ 1.24a 0 Ba 0B
GC g 7 3Aa By il
Mononuclear Infiltrate
LLL 3.2A2 3.8M 2.2ha 2.4A8
G C 1Aa 2Aa 1 ) 6Aa 1Aa
Angiogenesis
LLL 1.8Aa 3 ABa 1 ACa 0.8 ACa
GC 0.8A2 2.4A2 oAa 0Aa
Crust
LLL  0.8” 0.6%2 (Vad 0Aa
_ _ GC A e D 4E 3.25%2
Granulation Tissue
LLL 1Aa 2.8Aa 4 Ba 4 Ba
GC 12 ACa 18 ACa 3 ACa 3 BDa
Fibroblasts
LLL 2.2 3.2A4 3.4M2 3.6
GC 0Aa 0.6%2 3.6" /) 28
Reepithelization
LLL 0Aa 2.2Aa 3.88B2 4 Ba

Note. Scores from 0 to 4, being: score 0: absent; score 1: up to 25%; score 2: between 25 and
50%; score 3: between 51% and 75%; and score 4: from 76% to 100%. Different lower case
letters in the same column for the same parameter, indicate the existence of a significant
difference between groups by the Kruskal-Wallis test (p<0.05). Different capital letters on the
same line indicate the existence of a significant difference between the days in the group by the
Kruskal-Wallis test (p<0.05).
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Table 3: Average values of the scores (0 to 4) of histopathological evaluations by
Gomori's trichrome staining of the control and LLL groups on days 3, 7, 15, and 21

after the burn lesion in rats.

PARAMETERS 03days O07days 15days 21 days
GC 1Aa 2ACa 2 4ACa 3.25BCa
Granulation Tissue LLL 184 2 gACa 4BCa 4BCa
GC 1Aa 1 ACa 1.6 ACa 3 BDa
Matrix Organization LLL 144 1.2 ACa 3.4 BCa 3 6 BDa
Fibroblast GC 1.248 1.8% e 3ha
ibroblas
LLL 2.2 3.2% 3.4% 3.6

Note. Scores from 0 to 4, being: score 0: absent; score 1: up to 25%; score 2: between 25 and
50%; score 3: between 51% and 75%; and score 4: from 76% to 100%. Different lower case
letters in the same column for the same parameter, indicate the existence of a significant
difference between groups by the Kruskal-Wallis test (p<0.05). Different capital letters on the
same line indicate the existence of a significant difference between the days in the group by the
Kruskal-Wallis test (p<0.05).

Table 4: Average values of collagen quantification, in pixels, by histopathological
evaluations by Picrosirius red staining of the control and LLL groups on days 3, 7, 15,

and 21 after the burn lesion in rats.

CONTROL GROUP LLL GROUP
3 days 235.73 pixels™® 155.746 pixels”?
7 days 157.44 pixels”? 154.39 pixels”?
15 days 178.018 pixels”? 213.154 pixels”?
21 days 145.484 pixels”? 153.207 pixels”?

Note. Different lower case letters in the same column indicate the existence of a significant
difference between groups by T-paired test (p<0.05). Different capital letters on the same line
indicate the existence of a significant difference between the days in the group by Tukey test
(p<0.05).
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Figure 1. Photos of the third degree burn lesions on the biopsy day of each group. CG =
control group; LLL = group treated with low level laser.
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by HE staining. A: CG 3

Figure 2. Photomicrograph of third-degree burn lesions in rats,
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Figure 3. Photomicrograph of third-degree burn lesions in rats, by HE staining
(continuation). A and B: CG 15 days, complete epithelialization with loose connective
tissue and local outside the lesion with normal skin (dotted line), 20x; C and D: LLL
group 15 days, complete epithelization is observed with loose connective tissue, onset
of formation of dense non-modeled connective tissue (asterisk) and hair follicle (black
arrow), 20x; E: CG 21 days, formation of hair follicles and sebaceous glands (black
arrow) 20x; F: LLL group 21 days, formation of hair follicles and sebaceous glands
(black arrow) and greater dermis organization, 20x.



Figure 4. Photomicrograph of third-degree burn lesions in rats, by Picrosirius red and
Gomori staining. A: Normal skin stained with Picrosirius red, type | collagen marked in
yellow and red and hair follicles in the white arrow, 20x; B: Normal skin stained with
Gomori, connective tissue stained in shades of light blue and dark in the superficial and
deep dermis, and hair follicles in the black arrow; C: CG 3 days, there is an area with
inflammatory infiltrate and bleeding (black arrow) and an area of edema with tissue
disorganization and little evident collagen, 10x; D: C; E: CG 3 days, little type |
collagen marked in red with Picrosirius red, 20x; F: CG 3 days, conversion of the mark
in E to pixels in the Image J program; G: LLL 3 days, there is an area with
inflammatory infiltrate and bleeding (black arrow) and an area of edema with tissue
disorganization and little evident collagen (asterisk), 10x; H: area described in G with a
20x objective.
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Figure 5. Histological scores assessed by Gomori's trichrome staining in third-degree burn
lesions in rats. Scores from 0 to 4, being: score 0: absent; score 1: up to 25%; score 2: between
25 and 50%; score 3: between 51% and 75%; and score 4: from 76% to 100%. CG: Control
Group and LLL: group treated with Low Level Laser.
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Figure 6. Photomicrograph of third-degree burn lesions in rats, by Picrosirius red and Gomori
staining (continuation). A: CG 7 days, area with crust (asterisk) and area with beginning of
tissue organization with loose connective tissue stained in light blue (black arrow) - (dotted line
limit for the area without lesion), 10x; B: area described in A with a 20x objective. C: LLL 7
days, there is an area with loose connective tissue more organized stained in light blue and
angiogenesis, 10x; D: area described in C with a 20x objective; E: CG 7 days, little type |
collagen marked in red with Picrosirius red, 20x; F: LLL 7 days, little type I collagen marked in
red with Picrosirius red, 20x.
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Flgure 7. Photomlcrograph of third-degree burn lesions in rats, by Plcrosmus red
and Gomori staining (continuation 1). A: Normal skin stained with Picrosirius red,
type | collagen marked in yellow and red and hair follicles in the white arrow; B:
Normal skin stained with Gomori, connective tissue stained in shades of light blue
and dark in the superficial and deep dermis, and hair follicles in the black arrow; C:
CG 15 days, superficial dermis (*) and deep dermis (**) with hair follicle
formation (black arrow), 10x; D: area described in C with a 20x objective; E: GC
15 days, little type | collagen marked in red and more type 11l collagen marked in
green with Picrosirius red, 20x; F: LLL 15 days, little type I collagen marked in red
and more type Ill collagen marked in green, and beginning of demarcation of
superficial dermis (*) and deep dermis (**), with Picrosirius red, 20x; G: LLL 15
days, there is an area of superficial dermis (*) and deep dermis (**) more
organized with the formation of hair follicles with keratin (black arrow), 10x; H:
area described in G with a 20x objective.
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Figure 8. Photomicrograph of third-degree burn lesions in rats, by Picrosirius red and
Gomori staining (continuation 2). A: CG 21 days, there is an area of superficial dermis
(*) and deep dermis (**) with the formation of hair follicles (black arrow), (dotted line
limit for the area without lesion, 10x; B: area described in A in 20x objective; C: LLL
21 days, there is an area of superficial dermis (*) and deep dermis (**) with greater
density and formation of hair follicles (black arrow); D: area described in C with a 20x

objective.
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Figure 9. Quantification of collagen in pixels assessed by Picrosirius red staining in third-
degree burn lesions in rats.
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CAPITULO 3 - ARTIGO 2 - ISOLAMENTO MAGNETICO E
DIFERENCIACAO IN VITRO DE CELULAS-TRONCO DERIVADAS DO
TECIDO ADIPOSO

MAGNETIC INSOLATION AND IN VITRO DIFFERENTIATION OF STEM
CELLS DERIVED FROM ADIPOSE TISSUE

Resumo

Introducdo: As células-tronco mostraram-se promissoras no que diz respeito ao
processo de cicatrizacdo em queimaduras de espessura total. No entanto, métodos de
isolamento e tecido de origem obtencéo dessas células ainda estdo sob investigacdo. As
células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC) expressam CD49d, o que nao
ocorre com as demais células tronco mesenquimais, enquanto estas expressam CD106.
O presente estudo teve como objetivo investigar a viabilidade do isolamento de ADSCs,
por meio da separacdo magnética utilizando microbeads marcadas com receptor de
superficie CD49d. Material e métodos: Células primérias derivadas de tecido adiposo
foram isoladas por meio de imunomarcacdo do antigeno de superficie CD49d ligado a
microbeads magnéticas (MACS). O crescimento celular e a formagao de col6nias foram
determinados pela contagem e microscopia de luz, respectivamente. As células também
foram submetidas a diferenciagéo celular e analisadas por RT-PCR para determinar seu
potencial condrogénico, adipogénico, osteogénico e perfil de expressdo para 0s
marcadores de ceélulas-tronco. Resultados: Observou-se uma proliferagdo celular
aumentada e formacéo de coldnias em células CD49d positivas em comparacdo com as
células CD49d negativas na primeira passagem. Apds a inducdo de diferenciacdo,
expressao do colageno, depositos de calcio e goticulas lipidicas foram detectados. A
expressdo de mRNA para identificacdo das células-tronco confirmou que o isolamento
de CD49d + por MACS ¢ viavel. Conclusdo: Assim, o0 CD49d pode ser usado como um
marcador relativamente especifico para a selecdo de ADSCs. Estudos adicionais sdo
necessarios para definir este método de selecdo como o mais adequado para o
isolamento e expansdo in vitro dessas células.

Palavras-chave: CD49d. ADSC. Imunomarcacdo magnética.
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Abstract

Introduction: Stem cells have shown promise with regard to the healing process in full-
thickness burns. However, methods of isolation and tissue originating from obtaining
these cells are still under investigation. Stem cells derived from adipose tissue (ADSC)
express CD49d, which does not occur with other mesenchymal stem cells, while these
express CD106. The present study aimed to investigate the viability of the isolation of
ADSCs, by means of magnetic separation using microbeads marked with a CD49d
surface receptor. Material and methods: Primary cells derived from adipose tissue
were isolated by immunostaining the CD49d surface antigen bound to magnetic
microbeads (MACS). Cell growth and colony formation were determined by counting
and light microscopy, respectively. The cells were also subjected to cell differentiation
and analyzed by RT-PCR to determine their chondrogenic, adipogenic, osteogenic
potential and expression profile for stem cell markers. Results: Increased cell
proliferation and colony formation was observed on CD49d positive cells compared to
CD49d negative cells on the first pass. After differentiation induction, collagen
expression, calcium deposits and lipid droplets were detected. The expression of mMRNA
to identify stem cells confirmed that isolation of CD49d + by MACS is viable.
Conclusion: Thus, CD49d can be used as a relatively specific marker for the selection
of ADSCs. Additional studies are needed to define this selection method as the most
suitable for the isolation and in vitro expansion of these cells.

Keywords: CD49d. ADSC. magnetic immunostaining
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Introducéo:

A cicatrizagdo de lesdes cutaneas extensas tem sido uma grande problematica na
populacdo devido ao comprometimento funcional e estético que podem resultar em
niveis de incapacidade equivalentes aos de doencas cronicas, afetando a capacidade de
relacionamento, o trabalho e a autoestima, seguindo para o sofrimento psicossocial com
altos indices de depressdo, ansiedade e pensamentos suicidal. Embora existam diversos
métodos terapéuticos ainda se observa muitas pessoas que apresentam graves alteragdes
morfofuncionais como consequéncia do processo de cicatrizacdo insatisfatorio das
leses®.

O desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, tem demonstrado que a
terapia celular é uma abordagem bastante promissora para 0 processo de reconstrucao
tecidual?®. As células-tronco tem sido amplamente explorada na medicina regenerativa
por se tratar de um tipo celular com caracteristicas moleculares de multipoténcia e
capacidade de diferenciar-se em varias linhagens celulares, alta capacidade de
proliferacdo e diferenciacao®.

As CTA encontradas na medula 6ssea podem ser distinguidas em duas linhagens
distintas: as hematopoiéticas e as células progenitoras ou mesenquimais. As células-
tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) sdo um tipo de células-tronco mesenquimal
(CTM) de facil obtencdo e por isso se tornaram-se um importante modelo de pesquisa
para a medicina regenerativa, devido ao seu alto potencial proliferativo, de
diferenciacdo e transdiferenciacdo. Além da obtencdo, também possuem facilidade de
cultivo, quando comparada as células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
(CT-MO)**,

As CTM sdo definidas por meio da expressdo positiva de algumas proteinas de
superficie da linhagem mesenquimal como a CD105, CD73 e CD90, e sem a expressao
de marcadores endoteliais hematopoiéticos (CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a,
CD19 e HLA-DR). Porém, de acordo com o tecido de origem das células, existem
algumas diferencas na expressio de certos marcadores entre as CTMs*%° como
exemplo as ADSC que expressam a CD49d, enquanto as CT-MO, expressam a
CD106*810,

Tradicionalmente, a metodologia utilizada para o isolamento de ADSC constitui
em digestdo celular com centrifugacdo seguida de cultivo celular com a adesdo das
células ao plastico dos frascos de cultivo. No entanto, esses métodos ndo sdo

completamente especificos, pois as células oriundas das primeiras etapas do cultivo
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celular apresentam apenas cerca de 60 a 80% de marcadores de ADSC, indicando que néo sdo
populagdes completamente homogéneas®?.

Para a utilizacdo dessas populacgdes celulares em engenharia de tecidos, o ideal é
que se obtenha uma populagdo celular bem padronizada, com suas caracteristicas
funcionais bem estabelecidas®. Nesse sentido, a sele¢io de células por meio de proteinas
especificas de superficie (CD), pode permitir o isolamento e expansdo in vitro dessas
células com um grau de especificidade mais elevado do que o obtido apenas pela
selecdo baseada na aderéncia celular ao plastico'. Uma alternativa de isolamento inclui
a separacdo das células usando antigenos especificos com esferas imunomagnéticas ou
citometria de fluxo, que requerem um curto periodo experimental e garantem maior
especificidade nos cultivos de células-tronco®?,

Neste sentido, a proteina CD49d, um antigeno especifico para ADSC, é um bom
marcador para a separagdo celular magnética das populagdes celulares presentes no
tecido adiposo, pois permite o isolamento das ADSC evitando a contaminacdo do
cultivo por fibroblastos e células-tronco mesenquimais oriundas de outros tecidos como

endotélio.

Objetivo:

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do isolamento de células-tronco derivadas
do tecido adiposo (ADSC) por meio da separacdo magnética com microbeads marcadas
com anticorpo anti proteina de superficie CD49d em relacdo a homogeneidade das

populacdes celulares selecionadas.

Materiais e métodos

O experimento foi conduzido em duas etapas: a etapa de extracdo das
células e o isolamento magnético foi realizada no Laboratério Multiusuario da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Goias (UFG); o
estabelecimento e analise do cultivo celular foi realizado no Laboratorio Multiusuario
da Universidade Federal de Jatai (UFJ). A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFG) e aprovada sob o Protocolo 015/2019 (Anexo 1).
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Isolamento da fragdo estromal vascular (FEV)

A extracdo das células tronco mesenquimais de tecido adiposo foi adaptada
conforme (Vieira N.M., Brandalise V., Zucconi E., Secco M., Strauss B.E. & Zatz M.
2010. Isolation, characterization, and differentiation potential of canine adipose-derived
stem cells. Cell Transplant. 19:279-289). A FEV foi obtida por meio da digestdo
enzimaética do tecido adiposo de ratos, para posterior isolamento das ADSC (Figura 1).
Para tal, foram utilizadas duas ratas fémeas, da linhagem Wistar (Ratus norvegicus
albinus), saudaveis, com peso médio de 250 gramas. Ap0s a eutanasia dos animais com
sobredose de anestésico seguida por deslocamento cervical, foi realizada a tricotomia e
a retirada do tecido adiposo da regido inguinal, seguindo de lavagem e imersédo do
tecido em tampdo fosfato salino (PBS). Em seguida, este foi submetido a digestdo
enzimatica com colagenase tipo | por 30 minutos a 37°C (Figura 1a, b, c). Apds esse
periodo, fez-se a neutralizacdo da colagenase com a imersdo do conteddo em meio de
cultivo DMEM alta glicose com 10% Soro Fetal Bovino (SFB) e seguiu-se de
centrifugagdo celular por 10 minutos a 3.500 rpm, conforme Lamaro-Cardoso et al.'*

(2019), obtendo-se ao final um pellet celular referente a FEV.

Separacdo magnética e cultivo das células-tronco derivadas do tecido adiposo
(ADSC)

O pellet celular da FEV foi entdo submetido a duas lavagens com PBS, e em
seguida foi incubado com anticorpo primario Rat CD49d (ITGA4 Monoclonal Antibody
— ThermoFisher®) por 20 minutos a 4°C. Em seguida as células foram novamente
lavadas com solucdo tampao e centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. O pellet foi
ressuspendido em solucdo tampdo MACS® (2mM EDTA [&cido etilenodiamino tetra-
acético] e 0,5% BSA [Albumina de Soro Bovino] em 500mL de PBS [Tampdo fosfato-
salino]) e prosseguiu a incubacdo com anticorpo secundario acoplado a microbeads
magnéticas (Anti-Mouse IgG1l MicroBeads - MACS®, Miltenyi Biotech), conforme
instrucGes do fabricante (Figura 1d). Por fim, as células consideradas CD49d positivas
(+) e CD49d (-) negativas, foram transferidas para dois diferentes frascos de cultivo de
25cm? contendo meio de cultivo celular (DMEM alta glicose com 10% SFB, 1% de
antibiotico e antimicGtico) e mantidas em estufa Umida a 5% de CO? a 37°C, por

aproximadamente 10 dias até atingir o periodo de confluéncia celular. Ao atingir a
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confluéncia celular de 80% as células foram retiradas dos frascos com tripsina
(TrypLE™ Express, Invitrogen, Carishad, USA) a 37°C e submetidas a quantificagdo e
avaliacdo da viabilidade celular, utilizando-se o corante Azul de Trypan, em camara de
Neubauer. As células foram entdo depositadas em frascos de cultivo celular de 25cm?

em quantidade de 5x10* células por frasco e mantidas sob cultivo até 52 passagem

celular.
Tecido adiposo Digestio enzimatica Fragdo Estromal Vascular
d ,C Anti-TgG1
~
A
| N . ”
N 7 Colagenase A ) A
\‘, | | - 7
; s> | y ! A >~
\ \7 ~ r J Y ADSC
e X
~ Y Anti-CD49d -
3 2N
Separagdo magnética das células ADSC

FIGURA 1. Isolamento e separacdo das células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC).
Separagdo magnética ADSC por meio de separagdo com microbeads magnéticas.
A, B e C: o tecido adiposo é submetido & digestdo enzimatica para obtencdo da
FEV. D: a FEV ¢é incubada com anticorpo anti-CD49d acoplado a microbeads e
isoladas por meio de coluna magnética, e separadas as populacdes celulares
positivas e negativas. Fonte: Adaptado de Guangpeng Liu and Xi Chen, 2018%.

Analise do potencial de diferenciacdo celular das ADSC CD49d positivas e

negativas

Na primeira passagem, apos atingir confluéncia de 80% as células CD49d
positivas e negativas foram removidas dos frascos de cultivo utilizando tripsina
(TrypLE™ Express, Invitrogen, Carisbad, USA) a 37°C, centrifugadas com o meio de
cultivo celular para obtencdo do pellet celular, e entdo submetidas a quantificacdo e
avaliacdo da viabilidade celular, utilizando-se o corante Azul de Trypan, em camara de

Neubauer. Em seguida, transferiu-se 5x10° células para cada poco de uma placa de
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cultivo com 24 pogos contendo 500ul de meio de cultivo DMEM, distribuidas em duas
colunas com trés fileiras contendo células CD49 positivas e trés fileiras contendo
células CD49d negativas, de forma que a Gltima fileira de células foi considerado o
controle negativo.

Apos 72h, ja com confluéncia de aproximadamente 60%, o meio de cultivo de
cada poco foi substituido pelos respectivos meios de inducdo de diferenciacdo nas
linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica (StemPro Osteogenesis Kit, Gibco,
USA), exceto as células de controle negativo, que receberam meio DMEM. O cultivo e
as avaliacOes das diferenciacdes foram realizados de acordo com as recomendacfes do
fabricante. A capacidade de diferenciacdo das células ADSC em cartilagem, 0sso e
tecido adiposo foram avaliadas aos 14 e 21 dias de cultivo utilizando-: 1) a coloragéo de
Alcian Blue 1% nos pocos que receberam estimulo condrogénico; Il) a coloracdo de
Alizarin Red nos pocos que receberam estimulo osteogénico; 111) a coloracdo de Oil Red

nos pocos que receberam estimulo adipogénico.

Analise da expressdo génica dos antigenos de superficie das ADSC e células-tronco

mesenquimais (CTM)

A andlise da expressao génica dos marcadores de superficie das células ADSC e
CTM foi feita por meio técnica de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa (RT-PCR). Para isso, as células mantidas em cultivo foram removidas sob acao
da tripsina (TrypLE™ Express, Invitrogen, Carisbad, USA), lavadas com PBS e
centrifugadas para obtencdo do pellet celular. O RNA total foi extraido das células apds
duas passagens usando Trizol (Invitrogen, CA). O cDNA foi obtido conforme Planat-
Benard et al. (2004)?’. A RT-PCR foi realizada com diferentes primers, especifico para
CTM e ADSC. A expressdao de mRNA de CD49d foi analisado para células ADSC e de
CD106 para células CTM. A expressaio de mRNA para Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi quantificada como um controle interno positivo. As

sequéncias de primers para cada gene analisado estdo listadas na Tabela 1.
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TABELA 1 - Primers da reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa
(RT-PCR) para as células ADSC e CTM.

Gene Senso Antisenso

CD49d 5’ CGTGACACCAACAGCAGTCT -3’ 5’-GATGCCATGATATGGAAGGG - 3’

CD106 5’ - TACATGTCATGGGACTGTTCCG -3° | 5> —CCACAAACCAAGCTATGCATTC -3°

GAPDH 5’ - AGCCAAAAGGGTCATCATCT -3’ 5’- GGGGCCATCCACAGTCTTCT -3’

Andlise estatistica

O ndmero médio de células ao longo do tempo foi comparado pelo teste
ANOVA para Medidas Repetidas (RM-ANOVA) e apresentado pela média e erro
padrdo da média. Para comparar as diferencas de proliferacdo entre ADSC CD49d+ e
ADSC CD49d- foi realizado Teste t de duas amostras. Para as avaliacdes estatisticas, P
<0,05 foi considerado significativo. As analises foram realizadas no software estatistico
SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

Resultados

Crescimento celular e morfologia das ADSC CD49d+ e ADSC CD49d-

Apds a separacdo magnética, as células se aderiram ao plastico do frasco
apresentando morfologia semelhante a fibroblastos. Inicialmente, o crescimento das
duas populagdes celulares foi lento, atingindo aproximadamente 80% de confluéncia
apos 10 dias de cultivo. A populacdo de ADSC CD49d+ apresentou, inicialmente,
crescimento significativo (P<0,05) na taxa de proliferacdo celular até primeira passagem
(7,6 x 10° +0,188 células/mL) em relagdo a populagdo de CD49d- (2,6 x 10° +0,299
celulas/mL).

Apds 3 a 4 dias do primeiro repique, observou-se um aumento concomitante da
taxa de proliferacdo celular nas duas populagcfes celulares. Apos segunda passagem o
crescimento de CD49d+ (1,7 x 108 células/mL +0,107) foi maior em relagdo ao cultivo
CD49d- (1,4 x 10° células/mL). Em seguida ambas se mantiveram mais estacionarias
até a terceira passagem (Figura 2). Nos dois cultivos foi possivel observar células
alongadas e fusiformes com morfologia semelhante a fibroblastos, ricas em

prolongamentos citoplasmaticos.
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FIGURA 2. Proliferacdo celular de cultivos ADSC CD49d+ e CD49d-. A) Em primeira e
segunda passagem, o cultivo ADSC CD49d+ apresentou taxa de proliferacdo
significativamente maior representada por média + desvio padrdo e comparada
usando o teste t das amostras, * P <0,05. B) O crescimento de CD49d- foi continuo
apos a segunda passagem.

Potenciais de diferenciacéo celular das ADSC CD49d + e ADSC CD49d -

Aos 14 dias ap6s a inducdo condrogéncia por meio de cultivo diferencial,
observou-se mudanca mofoldgica no cultivo que passou a apresentar-se com coloragédo
esbranquicada, formato arredondado e consisténcia elastica. No décimo quarto dia ap6s
inducdo osteogénica, as células comecaram a sofrer uma mudanca na morfologia que
passou da forma de fuso para uma aparéncia mais poligonal. Neste periodo observou-se
alguns depositos de coloragdo marrom nos cultivos ADSC CD49d positivas e negativas
com aspecto de mineralizagdo nodular corados com Alizarin Red nos grupos induzidos,
e que ndo foram encontrados no controle negativo (Figuras 3A e 3B). Com relacéo a
inducdo adipogénica, inicialmente os cultivos apresentaram reducdo na proliferagdo
celular e alteracdo na morfologia das células, sendo possivel visualizar pequenas
goticulas lipidicas no citoplasma. Aos 14 dias, adipdcitos maduros puderam ser
observados e a coloracdo Oil Red revelou citoplasmas contendo lipidios (Figuras 3C e
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3D). A coloragéo por Alcian blue 1% revelou a expressao de colageno citoplasmatico de
cloragdo azul em ambos os grupos de ADSC induzidos (Figuras 3E e 3F).O nimero de
adipdcitos e goticulas lipidicas foi maior no grupo CD49d+ do que no grupo CD49d-.

Né&o foram observadas alteracdes evidentes nos grupos ndo induzidos (Figura 3G e 3H).
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FIGURA 3. Potencial de diferenciagdo celular com 14 dias de inducdo. A e B: Aspectos
microscopicos da diferenciagdo celular de cultivos ADSC CD49d+ e CD49d- em
linhagem osteogénica coradas por corada por Alizarin Red mostrando a
deposicdo nodular de calcio (setas). C e D: Diferenciacdo celular de cultivos
ADSC CD49+ e CD49d- em linhagem adipogénica corada por Oil Red
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apontando as goticulas de lipidios (seta) no citoplasma (asterisco) celular. E e F:
Diferenciacdo celular de cultivos ADSC CD49+ e CD49d- em linhagem
condrogénica com sintese de colageno (setas) coradas por Alcian Blue 1%. G e
H: Células CD49d+ (seta) e CD49d- (asterisco) sem indugdo de diferenciacdo —
controle negativo mostrando morfologia fusiforme caracteristica de células-
tronco.

Nos grupos induzidos por 21 dias, foi possivel observar maior grau de
diferenciacéo celular com os trés meios de indugdo, com maior presenca de colageno no
meio condrogénico, grande quantidade de depdsitos marrons no cultivo induzido por
meio osteogénico e intensa quantidade de lipidios corados nas células adipogénicas
(Figura 4).
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FIGURA 4. Potencial de diferenciacdo celular com 21 dias de indugdo. A e B: Aspectos
microscopicos da diferenciacdo celular de cultivos ADSC CD49d+ e CD49d- em
linhagem osteogénica coradas por corada por Alizarin Red mostrando intensa
mineralizacdo da matriz extracelular (setas). C e D: Diferenciacdo celular de cultivos
ADSC CD49+ e CD49d- em linhagem adipogénica corada por Oil Red apresentando
refringéncia na imagem devido a presenca de lipidios no meio bem como morfologia
arredondada das células adipogénicas (setas)o as goticulas de lipidios (seta) no
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citoplasma (asterisco) celular. E e F: Diferenciacdo celular de cultivos ADSC CD49+
e CD49d- em linhagem condrogénica com intensa deposicdo de colageno (setas)
coradas por Alcian Blue 1%. G e H: Células CD49d+ e CD49d-, respectivamente, sem
indugdo de diferenciagdo — controle negativo mostrando morfologia fusiforme e
aderente caracteristica de células-tronco.

Expressao génica dos antigenos de superficie

A expressdo dos antigenos de superficie das células ADSC foram avaliadas
utilizando PCR dos marcadores para os genes ITGA4 (CD49d) e VCAM-1 (CD106). Foi
possivel observar a expressdao do gene ITGA4 nos cultivos de células denominadas
CD49d+ e auséncia de expressdo na populacdo CD49d-. O gene VCAM-1 por sua vez
foi expresso apenas nos cultivos considerados CD49d-, sugerindo a presenca de células
tronco mesenquimais (Figura 5). O gene constitutivo GAPDH foi expresso em ambos os

cultivos de células.

CD49d + CD49d-

h
(=)}

Marker 1 2 3 4

ITGA4 143 bp

VCAM-1 236 bp
GAPDH 73 bp

FIGURA 5. Expressdo dos genes ITGA4 (CD49d) e VCAM-1 (CD106) em cultivos
ADSC CD49d+ e CD49d-. Cultivo ADSC CD49+ apresentou
expressdo para 0 gene ITGA4, enquanto cultivo ADSC CD49d-
apresentou expressdo para VCAM-1, conforme demonstrados pelos
tracos mais claros nas colunas 1 e 5 respectivamente. Colunas 3 e 6
apresentam a expressdo do gene constitutivo GAPDH usado como
controle positivo da técnica.
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Discuss&o:

Os métodos de isolamento de ADSC sdo baseados na sua capacidade de
aderéncia ao plastico. Por isso, o0 método de cultivo in vitro em frascos plasticos
acrescidos de meio de cultivo e SFB é o mais utilizado para isolar e enriquecer as
ADSC a partir da extragdo da FEV do tecido adiposo!*. Alguns estudos demonstraram
que a proliferacdo e diferenciacdo dessas células podem ser modificadas durante a
cultivo in vitro®™!, Dessa forma a separagdo das células de interesse por meio de
imunomarcadores tem se tonado um método importante para adquirir populacdo de
células bem definidas, com fungBes bem caracterizadas®®.

Estudos de caracterizacdo dos diferentes tipos de células tronco tem
demonstrado semelhanca ente os biomarcadores de superficie das células ADSC e
CTM. Ambas parecem expressar as proteinas CD90+ e CD44+, mas ndo expressam
CD45-1718 Shawn et al.?%, ao isolar células do tecido adiposo da regido inguinal de
camundongos, caracterizaram a populacdo homogénea, apos trés passagens em cultivo,
pela expressdo de 97% dos marcadores CD105+, CD90+ e CD45-. O mesmo foi
observado em tecido adiposo humano, com expressdo dos biomarcadores CD29, CD90
e CD105 positivos?. Dessa forma, as células ADSC podem ser diferenciadas das CTMs
pela expressdo da proteina CD49d e ndo expressdo do marcador edotelial
CD106%162223 g que possibilita um isolamento mais puro dessa populacéo celular.

A expressdo génica das ADSCs CD49d positivas e negativas foram analisadas e
demonstraram expressar 0s antigenos CD49d no grupo considerado positivo e CD106
no grupo considerado negativo. O mesmo foi observado por Fraser et al?*, que ao
realizar analise comparativa por citometria de fluxo de células ADSC e CTM
cultivadas, relatou que as ADSC expressam CD49d e ndo CD106, enquanto CTMs
expressam CD106, mas ndo CD49d.

Mitchell et al®*® investigaram similarmente os marcadores de superficie em
células obtidas de aspirados de gordura; os marcadores de superficie nessas células
incluiam CD13, CD29, CD44, CD63, CD73, CD90, CD105 e CD166, que eram
semelhantes aos observados nas células-tronco derivadas da medula 6ssea (CTM-MO).
A expressdo desses marcadores, incluindo CD49d, CD44, CD90, CD105, CD13 e
CD71, ficou estavel por até 7 passagens e 3 meses em cultivo®®. Izadpanah et al (2006)3?

propuseram que ADSC e CTM-MO eram positivos para 0s antigenos de células-tronco
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embrionarias, Oct-4, Rex-1 e Sox-2. No presente estudo, as ADSC foram positivas para
0 antigeno de superficie CD49d, mas ndo para CD106 relacionado a CTM. Esses
achados sugerem que a separacdo magnética de células ADSC é capaz de eliminar as
CTM, além de celulas contaminantes e possivelmente outras ndo CTM.

A homogeneidade da cultivo de células-tronco tem se mostrado importante, uma
vez que a expressdo dos biomarcadores de superficie das ADSCs pode mudar durante a
expansao de cultivo devido as condi¢gdes do microambiente como aderéncia pléastica ao
frasco e concentracfes elevadas de soro fetal bovino, influenciando na proliferacédo e
diferenciacdo celular®®. Assim, o isolamento das células-tronco imediatamente apos a
obtengcdo do tecido adiposo diminui contaminantes do cultivo, como fibroblastos,
angioblastos que poderiam influenciar na sintese de fatores importantes para o
desenvolvimento das ADSCs.

Neste estudo foi realizado o isolamento de células ADSC a partir da FEV obtida
de tecido adiposo de rato. As ADSC foram separadas com base na expressdo do
marcador de superficie CD49d. As ADSC CD49+ apresentaram aumento da
proliferacdo celular em comparacdo com as células CD49d-. No teste de inducédo a
diferenciacdo, as ADSCs CD49d+ apresentaram maior capacidade de se diferenciar em
condrdcitos, ostedcitos e adipdcitos do que o observado para ADSC CD49d-, embora
ambas tenham apresentado capacidade de diferenciacdo, o que também foi observado
em outros estudos que avaliaram sua capacidade de se diferenciar em condrécitos®,
osteoblastos?®, células endoteliais?®, células musculares?’?8 e até hepatdcitos®.

Ao realizar a dissociacdo imunomagnética das células-tronco a partir do tecido
adiposo é possivel garantir uma maior homogeneidade dessa populacao celular evitando
a contaminacdo do cultivo por outras células como fibroblastos, angioblastos, células
endoteliais, linfécitos, mieldcitos, pericitos e pré-adipocitos presentes na fracdo
estromal vascular®*. Dessa forma, o potencial proliferativo e de diferenciacio associado
as ADSC pode ser mais evidenciado pelo grupo CD49d positivo, visto que 0 grupo
CD49d negativo possivelmente é composto por células de diferentes linhagens bem
como fibroblastos. Corroborativamente, Fuoco et al*® demonstraram que a separacio
mecanica das células ADSC apresentou inicialmente maior curva de crescimento e
menor tempo de proliferacdo comparado ao método convencional de isolamento por
digestdo com colagenase e aderéncia ao plastico, sugerindo que o método tradicional

pode comprometer o potencial proliferativo das células-tronco.
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Para demonstrar a necessidade de um método simples de obter e purificar ADSC
a partir de uma populagédo mista como a FEV, neste estudo foi realizado um ensaio
imunomagnético de esferas com microbeads semelhante a Jiang et al®® e Xiao-Jie et al3.
De modo semelhante, Griesche et al®’ compararam varios métodos de obtencdo de
populacdes homogéneas de células tronco a partir do tecido adiposo, relatando uma
pequena vantagem do uso de isolamento imunomagnético com a desvantagem do baixo
rendimento. Assim, a separagdo de ADSC utilizando o ensaio imunomagnético de
esferas pode atingir uma populacéo de células alvo de alta pureza.

Para determinar se as células separadas tinham as caracteristicas das células-
tronco, foram avaliadas sua morfologia, capacidade de auto-renovacdo e
multipotencialidade. Ambos os cultivos de células-tronco, tanto CD49d positivas quanto
negativas apresentaram morfologia fusiforme e alongada semelhante a fibroblastos. Ao
observar o tamanho das colénias formadas as células ADSC CD49d positivas
apresentaram maior tamanho (> 0,5 cm) em relacdo as ADSCs CD49d negativas apés 3
semanas de cultivo. Entretanto, em estudo semelhante, Jiang et al®®, ao separar as
ADSCs utilizando o marcador CD105 por citometria de fluxo, ndo encontraram
diferencas na proliferacdo ou formacdo de coldnias. Isso pode ser causado por
diferencgas na fonte de tecido, condi¢do de cultivo e, mais importante, nos métodos de
separacao.

Ao avaliar o potencial de diferenciacdo das células ADSC CD49d positivas e
negativas para o CD49d, ambas ndo apresentaram diferenca nos potenciais
condrogenéticos e osteogénicos, 0 que é semelhante ao observado por Jiang et al.
(2010)%. As estruturas semelhantes a lacunas dsseas e a presenca de colageno foram
pouco observadas nos cultivos de ADSC CD49d-, quando comparada com as células
CD49d+. As diferencas no potencial adipogénico foram relativamente pequenas entre as
duas populagdes celulares, o que pode ser atribuido a presenca de células precursoras de
gordura em ambos os cultivos.

Esses resultados sugerem que, embora em menor grau, as células CTM possuem
capacidade de diferenciacdo celular, e que a presenga de células precursoras de gordura,
de condroblastos e de osteoblastos no cultivo CD49d- ndo pode ser descartada,
evidenciando que a populacdo celular oriunda do tecido adiposo de ratos corresponde a
uma populacao de celulas estromais mesenquimais multipotentes.

Resumidamente, a principal vantagem de utilizacdo da separacdo

imunomagneética em relacdo a digestdo enzimatica das células ADSC refere-se ao
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tempo de proliferacdo celular. Como se observa na Figura 2, a taxa de proliferacdo
das células obtida por dissociagdo imunomagnética apresentam um crescimento
inicial muito maior relativamente para a digestdo enzimatica. Os demais parametros
ndo apresentaram diferencas significativas. Tal observacdo confere a este estudo um
aspecto original e altamente relevante, uma vez que a metodologia apresentada
mostra a viabilidade e eficiéncia de um novo método para isolamento e cultivo de
ADSC.

Concluséo:

Conclui-se que a imonumarcacao para proteina CD49d seguida de separacdo
magnética permitiu o isolamento de células com maior capacidade proliferativa e
potencial de diferenciacdo em relagdo as células CD49d negativas. Assim, em funcao
dos resultados encontrados, propde-se que a dissociagdo imunomagnética das células
ADSC apresenta-se como uma alternativa viavel e promissora em comparacao a técnica
convencional com utilizacdo de colagenase para isolamento e cultivo de células
provenientes do tecido adiposo, particularmente quando se tem por finalidade o
emprego de ADSC em protocolos clinicos de terapia celular em pacientes humanos.
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CAPITULO 4 - ARTIGO 3 - TRATAMENTO DE QUEIMADURAS DE
ESPESSURA TOTAL COM CELULAS-TRONCO DERIVADAS DO TECIDO
ADIPOSO ASSOCIADO COM LASER DE BAIXA POTENCIA EM MODELO
PRE-CLINICO

TREATMENT OF TOTAL THICKNESS BURNS WITH STEM CELLS DERIVED
FROM THE ADIPOSE TISSUE ASSOCIATED WITH LOW-LEVEL LASER IN
PRE-CLINICAL MODEL

Resumo

Introducdo: A queimadura pode ser definida como uma lesao traumatica geralmente de
origem térmica que acomete o tecido epitelial e adjacentes podendo ser classificada de
acordo com a profundidade atingida. A complexidade do reparo tecidual envolvido
nesse tipo de lesdo é um desafio para os métodos tanto pela sua gravidade, como pela
multiplicidade de complicacdes. A medicina regenerativa tem apostado na utilizacdo da
terapia por fotobiomodulacdo por laser de baixa poténcia (LBP) e células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ADSC), especialmente em fases iniciais do processo, para
promove uma melhor cicatrizacdo e menor tempo de reparo. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar a acdo do LBP (660nm) e ADSC no processo de reparo do tecido
cutaneo queimado; e investigar a associacao das técnicas (LBP e ADSC) no tratamento
de queimadura de espessura total. Materiais e métodos: Para isso foi realizado estudo
in vivo utilizando 96 ratos (Wister) e modelo de queimadura por escaldadura com agua
em temperatura de 95°C e exposi¢do do dorso do animal por 14 segundos. Os animais
foram aleatorizados em sete grupos e trés momentos de bidpsia, cinco, 14 e 21 dias:
GC: Grupo controle. ADSC-: Grupo tratado com células CD49d negativa. ADSC+:
Grupo tratado com células CD49d positiva. CULT: Grupo tratado com células de
isolamento convencional. LBP: Grupo tratado apenas com Laser de Baixa Poténcia
LBP. ADSC-LBP: Grupo tratado com células CD49d negativa associada ao LBP.
ADSC+LBP: Grupo tratado com células CD49d positiva associado ao LBP. Os grupos
tratados com LBP (660nm; 5J/cm?) receberam as irradiaces trés vezes por semana, em
dias alternados durante cinco, 14 e 21 dias, de acordo com 0 momento de bidpsia. Os
grupos tratados com ADSC receberam de uma a trés aplicacdes das células em volume
total de 1000uL com inicio logo apds o debridamento cirdrgico da queimadura. Foi
realizado o monitoramento fotogréafico nos periodos de 5, 14 e 21 dias ap6s o inicio do
experimento para avaliar o grau de contracdo da lesdo. Foram realizadas analises
macroscopicas, morfometricas e histopatologicas. Resultados: Os resultados apontaram
reepitelizacdo significativa bem como melhora no processo de cicatrizacdo dos grupos
ADSC+, LBP e ADSC+LBP. Foi possivel observar efeitos na reducdo da fase
inflamatdria, aumento da agiogénese, diminuicdo do edema, maior deposicdo de
coldgeno, melhor organizacdo de matriz extracelular comparado aos demais
tratamentos. Além disso, a separagdo imunomagnética das células ADSC por meio da
expressdo da proteina CD49d mostrou-se uma forma vidvel para obtencdo de uma
populacdo mais homogénea de células com papel fundamental na regeneracgéo tecidual
comparada aos grupos ADSC- e CULT. Conclusdo: O estudo concluiu que a
associacdo das ADSC+ com LBP foi eficaz para acelerar o processo de reparo de
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qgueimaduras, de forma a estimular a proliferacdo celular e auxiliar a formagdo de um
tecido cutaneo de qualidade e formar um tecido cutaneo de qualidade.

Palavras-chave: Queimadura. Fotobiomodulag&o. Laserterapia. Células-tronco.
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Abstract

Introduction: Burns can be defined as a traumatic injury usually of thermal origin that
affects the epithelial and adjacent tissues and can be classified according to the depth
reached. The complexity of tissue repair involved in this type of injury is a challenge for
the methods both because of its severity and the multiplicity of complications.
Regenerative medicine has invested in the use of low power laser photobiomodulation
(LBP) therapy and stem cells derived from adipose tissue (ADSC), especially in the
early stages of the process, to promote better healing and less repair time. Thus, the
objective of this study was to evaluate the action of LBP (660nm) and ADSC in the
process of repairing burnt skin tissue; and to investigate the association of techniques
(LBP and ADSC) in the treatment of full-thickness burns. Materials and methods: For
this, an in vivo study was carried out using 96 rats (Wister) and scalding scald model
with water at a temperature of 95°C and exposure of the animal's back for 14 seconds.
The animals were randomized into seven groups and three biopsy moments, five, 14 and
21 days: CG: Control group. ADSC-: Group treated with CD49d negative cells. ADSC
+: Group treated with CD49d positive cells. CULT: Group treated with conventional
isolation cells. LBP: Group treated only with LBP Low Power Laser. ADSC-LBP:
Group treated with CD49d negative cells associated with LBP. ADSC + LBP: Group
treated with CD49d positive cells associated with LBP. The groups treated with LBP
(660nm; 5J / cm2) received irradiations three times a week, on alternate days for five,
14 and 21 days, according to the time of biopsy. The groups treated with ADSC
received from one to three applications of the cells in a total volume of 1000puL,
beginning shortly after the surgical debridement of the burn. Photographic monitoring
was performed in the periods of 5, 14 and 21 days after the beginning of the experiment
to assess the degree of contraction of the lesion. Macroscopic, morphometric and
histopathological analyzes were performed. Results: The results showed significant
reepithelialization as well as improvement in the healing process of the ADSC +, LBP
and ADSC + LBP groups. It was possible to observe effects in reducing the
inflammatory phase, increasing agiogenesis, decreasing edema, greater collagen
deposition, better organization of extracellular matrix compared to other treatments. In
addition, the immunomagnetic separation of ADSC cells through the expression of the
CD49d protein proved to be a viable way to obtain a more homogeneous population of
cells with a fundamental role in tissue regeneration compared to the ADSC- and CULT
groups. Conclusion: The study concluded that the association of ADSC + with LBP
was effective to accelerate the burn repair process, in order to stimulate cell
proliferation and assist in the formation of a quality skin tissue and form a quality skin
tissue.

Keywords: Burn. Photobiomodulation. Lasertherapy. Stem cells.
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Introducéo:

As lesbes provocadas por queimaduras de espessura total consideradas como
forma severa de dano ao tecido biolégico, sendo capaz de destruir diversas estruturas e
camadas da pele e tecidos adjacentes, provocando prejuizo local e sistémico para o
organismo?.

O tratamento convencional para ferida por queimadura de espessura total tem
como objetivo prevenir processos infecciosos e remover tecidos necrdticos®. Embora
este tipo de tratamento tenha se mostrado eficiente, hd também um aumento do ndmero
de individuos que passam a apresentar graves disfungdes motoras e problemas de ordem
psico-emocional e social em consequéncia as contraturas cicatriciais e deformidades
estéticas resultantes®. Assim, novos métodos terapéuticos vém sendo estudados para
promover uma recuperacdo mais adequada e com melhores resultados no tratamento de
tecidos danificados por queimaduras °.

Atualmente, o tecido adiposo, tem sido utilizado em enxertos autélogos no
tratamento de lesBes traumaéticas, por apresentar atividade enddcrina e
imunoregulatéria®. O fracionamento dos componentes celulares do tecido adiposo por
digestdo enzimatica e posterior centrifugacdo do material levantou novas possibilidades
de utilizacdo deste tecido em terapia regenerativa e permitiu 0 avanco no uso das células
tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC) para a obtencdo de melhores
resultados na reparacéo de tecidos lesionados’-°.

No entanto os métodos tradicionais de isolamento sdo inespecificos tornando o
cultivo com 40 a 20% de heterogeneidade o que pode comprometer seu potencial de
proliferacéo e diferenciacdo®. Uma vez que para a utilizagio dessas populacdes celulares
em engenharia de tecidos, o ideal é que se obtenha uma populacdo celular bem
padronizada, a selecdo de células por meio de proteinas especificas de superficie pode
permitir 0 isolamento e expansdo in vitro com um grau de especificidade mais
elevado®’. Neste sentido estudos tem caracterizado a populacdo de ADSC de acordo
com seu padrdo de expressao de moléculas de adesdo, de forma que a proteina CD49d é
um marcador capaz de diferenciar as ADSC das células-tronco derivadas da medula
6ssea (CT-MO)13,

Além disso, a aplicacdo de agentes bioestimuladores junto a terapia celular tem
mostrado ser uma alternativa promissora e de baixo custo no aumento da viabilidade,

potencial proliferativo, de diferenciagdo e organizacdo morfofuncional das células
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ADSC5, Dentre estes agentes, o laser de baixa poténcia (LBP), tem sido associado a
eficcia progressdo dos processos regenerativos, pois parece exercer importantes efeitos
modulatérios na resposta inflamatdria nas fases iniciais do reparo tecidual®.

A utilizacdo do LBP, como agente bioestimulador em associacdo com células-
tronco mesenquimal (CTM) parece proporcionar melhores resultados na cicatrizacao de
tecidos lesionados, pois apresentam alta capacidade de inducdo da proliferacdo e
diferenciacdo celular®. Assim o desenvolvimento da medicina regenerativa, com a
utilizacdo das ADSC associadas a estimulacdo por LBP tem demonstrado ser uma
terapia promissora, capaz de melhorar a qualidade de cicatrizacdo das lesdes extensas e
com a diminuicdo do custo, pela reducdo do tempo de tratamento e menor risco de
contaminagéo secundarial®. Desta forma, frente aos beneficios que essas terapias podem
proporcionar para o processo de reparo tecidual, ha a necessidade de realizacdo de mais
estudos para melhor elucidacdo os riscos e beneficios da terapia por ADSC isoladas e

associadas ao LBP no tratamento de feridas por queimaduras.

Objetivos:

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da utilizacdo do cultivo de células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ADSC) obtida por método tradicional e separadas
imunomagnéticamente pela expressdo da proteina CD49d, quando aplicadas de forma
isoladas ou associadas ao laser de baixa poténcia (LBP) no processo de cicatrizacdo em

modelos de ferida por queimadura de espessura total em ratos.
Metodologia:

Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo prospectivo, quali/quantitativo e descritivo conduzido
no Laborat6rio Multiusuério do Curso de Biomedicina, Laboratorio de Morfofisiologia
do Curso de Medicina e Biotério de Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Jatai (UFJ), Jatai-GO. O projeto foi submetido ao Comité de Etica no uso de animais
(CEUA) da UFG aprovado sob protocolo 087/2016 (Anexo 1) e 015/2019 (Anexo 2).
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Grupo amostral

No experimento foram utilizados 105 ratos da linhagem Wistar (Ratus
norvegicus albinus) do Biotério Central da UFG, Goiania/GO, fémeas, higidas com
peso entre 250 a 300 gramas, mantidos em trés animais por gaiola, com alimentacédo a
base de racdo e agua ad libitum. As trocas das camas foram realizadas duas a trés vezes
por semana, utilizando-se maravalha autoclavada. O delineamento experimental foi
inteiramente casualisado, com sete grupos, composto por cinco repeticdes cada, em que
foram coletados material para analise microscopica em trés momentos de biopsia: 5, 14
e 21 dias apos inducdo da lesdo. Os grupos foram organizados da seguinte forma: 1.
GC: grupo controle; 2. ADSC+: grupo tratado com injecdo de células-tronco derivadas
do tecido adiposo CD49d positivas nas lesdes; 3. ADSC-: grupo tratado com injecdo de
ADSC CDA49d negativas nas lesdes. 4. ADSC+LBP: grupo tratado com injecdo de
ADSC CD49+ e irradiagdo de LBP nas lesbes; 5. ADSCLBP: grupo tratado com
injecdo de ADSC CDA49- e irradiacdo de LBP nas lesdes; 6. LBP: grupo tratado com
irradiacdo de LBP nas lesdes. 7. CULT: grupo tratado com ADSC isoladas por cultivo

convencional.

Manuseio e condicBes experimentais com 0s animais

Os animais receberam pré-anestésico Diazepam na dose de 2,5 a 5 mg/Kg via
intraperitoneal para reduzir o estresse por contengdo e manuseio seguido de solugéo
anestésica (0,01 mL/g de ketamina a 10% e xylazina a 2%) aplicada
intraperitonealmente), conforme descrito por Kawano et al.?l. Apo6s anestesiados,
realizou-se a tricotomia de 3cm? do dorso dos animais, seguida pela inducio da lesdo
térmica através do contato da regido epilada com &gua a 95°C por 14 segundos. Para tal,
foram utilizadas duas seringas unidas por uma torneira de duas saidas formando angulo
de 90°, em que uma das extremidades abertas do embolo com &rea de 1cm? continha
agua quente. Por fim, foram utilizados como agente analgésico o Tramadol (0,3
mg/Kg) via subcutdnea, a cada 12h, por trés dias, sendo substituido pelo uso do
Tramadol (1-2 mg/mL) na agua dos animais, por mais quatro dias.

Durante os procedimentos experimentais o ressecamento ocular foi evitado
através da aplicacdo de solugdo fisioldgica e oclusdo com algoddo umedecido. Os

animais foram manuseados em sala distinta do local em que foram mantidos para evitar
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medo ou ansiedade. Apos 24 horas de inducdo das lesdes, foi realizado o desbridamento

cirargico retirando-se o tecido necrotico na area da lesdo de todos os animais.

Coleta, isolamento e cultivo das células ADSC

Para a coleta do tecido adiposo foram utilizados seis ratos que néo fizeram parte
dos grupos citados acima. ApoOs a eutanasia dos ratos, com sobredose de Tiopental
(100mg/Kg), foi retirado o tecido adiposo da regido de flanco ventral. A obtencdo da
fracdo estromal vascular (FEV) foi realizada por meio de digestdo enzimatica do tecido
adiposo com colagenase tipo | e centrifugacéo celular, conforme Martins et al.!! (2011).
Uma parte do pellet celular obtido foi utilizado para separagdo celular por meio de
imunomarcacdo com microbeads magnéticas CD49d positivas, que permite isolar por
coluna magnética somente as células ADSC, e outra parte foi cultivada em frasco de
cultivo para separacdo das células-tronco por meio de suas propriedades adesivas ao
plastico, conforme Atalay et al. (2014).

As células imunomarcadas com CD49d foram separadas utilizado microbeads
magnéticas inicialmente marcadas pelo anticorpo primario Rat CD49d (ITGA4
Monoclonal Antibody — ThermoFisher) e Anti-Mouse 1gG1 MicroBeads (MACS®,
Miltenyi Biotech) como anticorpo secundario seguindo-se as recomendacdes do
fabricante.

As células positivas e negativas, bem como a populacdo celular que ndo recebeu
imunomarcagdo, foram cultivadas e expandidas em garrafas de 75cm? com meio de
cultivo celular (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 10% de Soro fetal bovino e 2%
solugdo de antibidtico e antimicotico [10,000 IU/ mL penicilina, 10,000 pg/mL
streptomicina, 25 pg/mL amfotericina]) e estufa imida a 5% de CO? a 37°C, até atingir
o periodo de confluéncia celular de 75%. Apds esse periodo, as células foram removidas
com tripsina 0,25% e adicionadas a novas garrafas de cultivo (repiques/passagens). As
células foram mantidas em cultivo por um periodo maximo de cinco passagens, sendo
em seguida retiradas para aplicacgdo nas feridas.

Uma aliquota de 1 x 10°® células de cada garrafa foi destinada ao cultivo para
diferenciacdo celular nas linhagens condrogénica, osteogénica e adipogénica para
confirmagdo da linhagem de células-tronco mesenquimais. A concentragdo celular
preconizada para as injecdes de células foi de 5 x 10° células, em cada lesdo de todos os

grupos.
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Aplicacéo das células-tronco e laser de baixa poténcia

Logo apos o debridamento cirurgico foi iniciado a aplicacdo dos tratamentos
de forma especifica para cada grupo. As células-tronco, em concentragdo de 1x10°
células/mL e diluidas em PBS (tampao fosfato-salino), foram injetadas intradérmicas ao
em quatro pontos equidistantes ao redor das lesdes e diretamente sobre o leito da ferida
(0,2 mL por ponto).

Para as aplicacdes do LBP foi utilizado aparelho de laser Physiolux Dual P.
5040 (comprimento de onda 660 nm, 30 mW de poténcia, BIOSET Equipamentos). As
aplicacBes do LBP tiveram inicio 24 horas ap0s a inducéo das lesdes e foram realizadas
diariamente, de forma pontual em quatro aplicacfes equidistantes de 1 cm nas bordas da
ferida e uma aplicagdo no leito central da ferida, sendo 1 Joule/cm? em cada ponto, cujo
tempo de aplicacdo foi de aproximadamente 3 segundos por ponto. Dessa forma, a
energia depositada no leito e em cada ponto da borda da ferida foi de 1 Joule totalizando

5 Joules de energia com fluéncia de 450 Joules/cm? total depositada na les3o.

Avaliagdes macroscopicas das lesoes

Nos mesmos dias das aplicacdes de LBP as lesdes foram avaliadas
macroscopicamente quanto a: inflamacao, necrose, formacdo do tecido de granulacéo,
grau de formacdo de epitélio e evolucdo cicatricial; e analisadas em scores de 0 a 3 (0-
ausente, 1- discreto; 2- moderado; 3- acentuado), conforme Lamaro et al. (2019).
Concomitantemente, as lesGes foram registradas em maquina digital acoplada a um
suporte posicionado a 20 cm de distancia da lesdo. Para mensuracdo da area das feridas,
as imagens macroscopicas das lesdes foram analisadas com o software o software semi-

automatico Image Processing and Analysis in Java, versdo 1.44 (Image J, NIH, EUA).

Bidpsias e analises microscépicas

Para as avaliagdes microscopicas, os grupos foram submetidos a quatro
momentos de bidpsia: 5, 14, e 21 dias ap6s inducdo da lesdo. Apos esse periodo os
animais foram submetidos a eutanésia e foram coletados fragmentos de pele e fixados

por 24 horas em formol tamponado a 10% seguido de processamento histoldgico. O
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material foi cortado a 4 pum e corado pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) e
Tricdmico de Gomori (TG). Por meio de microscopia dptica, as laminas coradas com
HE foram avaliadas quanto a intensidade de proliferacdo vascular e fibroblastica, grau
de necrose tecidual, formacdo de crosta, edema, tipo e intensidade do infiltrado celular
(polimorfonuclear ou mononuclear), formacdo de epitélio (avaliado quanto a extenséo,
espessura da camada epitelial e queratinizacdo), formacéo do tecido de granulagdo com
a reorganizacdo da matriz extracelular da derme e a presenca de foliculos pilosos e
glandulas sebéceas.

As laminas submetidas a coloracdo de TG, foram avaliadas quanto a
presenca e/ou auséncia de colageno, formacgdo do tecido de granulacdo, reorganizacao
da matriz extracelular da derme com diferenciacdo em superficial (tecido conjuntivo
frouxo com coloracdo azul claro) e profunda (tecido conjuntivo denso ndo modelado
com coloracdo azul escuro) e a presenca de foliculos pilosos e glandulas sebaceas. Para
0s parametros microscépicos de HE e TG, foram estabelecidos escores de zero a quatro,
sendo: escore 0 (ausente); escore 1 (até 25% do fragmento); escore 2 (entre 25 e 50% do
fragmento); escore 3 (entre 50% e 75% do fragmento); e escore 4 (de 75% até 100% do

fragmento), conforme Lamaro et al. (2019).

Analise estatistica

Os resultados das mensuracGes em escores foram expressos em valores
numéricos que permitiram posterior analise estatistica dos dados. Os dados
morfométricos foram submetidos aos Teste de Tukey e Analise de variancia (ANOVA).
Histopatologicamente as variaveis em HE foram analisadas utilizando Teste de Kruskal-
Wallis (ndo-paramétrico). As variaveis histopatologicas do TG foram analisadas por
meio do Teste de Tukey-Anova e Teste de T-Pareado. O nivel de significancia adotado
para todas as analises foi de 5% de significancia (p<0,05), utilizando-se o software
Sigma Stat 2.3. Estatistic.

Resultados:
As avaliacbes macroscopicas das lesdes (Tabela 1) mostraram que nos

tratamentos com LBP, ADSC CD49d+, ADSC CD49d- e CULT houve reducédo
significativa (p<0,05) da area das feridas principalmente no grupo ADSC CD49d+ aos



117

15 dias apdés a inducdo da lesdo (98%). Entretanto, ao longo do processo de
remodelamento, observou-se no tempo de biopsia de 21 dias, que o grupo CULT
(100%) apresentou significativamente (p=0,017) menor area de lesdo, demonstrando
uma reducdo acentuada do tamanho das feridas deste grupo em relacdo aos outros
tratamentos (Figura 1). Esses resultados foram seguidos pelos grupos que receberam
aplicacdo do LBP associado as ADSC CD49d positiva e negativa, bem como somente a
aplicacdo do LBP (Figura 1). Essa diferenga pode ser demonstrada pelas analises

macroscopicas das lesdes (Figura 2).
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FIGURA 1. Porcentagem de diminui¢do do tamanho da area das lesdes por queimadura de
espessura total em ratos nas diferentes fases do processo de cicatrizagéo (5,
15 e 21 dias). ADSC-: Grupo de células CD49d Negativo; ADSC+: Grupo
de células CD49d Positivo; CULT: Grupo de células sem isolamento
imunomagnético; LBP: grupo tratado com Laser de Baixa Poténcia.
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05 dias 14 dias 21 dias

ADSC-LBP

ADSC+LBP

FIGURA 2. Fotos das lesdes por queimadura de espessura total no dia da biopsia de cada
grupo. A, B e C) Grupo controle momento de biopsia 05, 14 e 21 dias apés a
lesdo. D, E e F) Grupo tratado com células CD49d negativa nos dias de
inducdo da lesdo, momento de bidpsia 05, 14 e dias ap6s a lesdo. G, H e I)
Grupo tratado com células CD49d positiva nos dias de indugdo da lesdo,
momento de bidpsia 05, 14 e dias ap6s a lesdo. J, K e L) Grupo tratado com
células de isolamento convencional nos dias de inducdo da lesdo, momento de
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bidpsia 05, 14 e dias apds a lesdo. M, N e O) Grupo tratado apenas com Laser
de Baixa Poténcia (LBP) nos dias de inducdo da lesdo, momento de bidpsia
05, 14 e dias apo6s a lesdo. P, Q e R) Grupo tratado com células CD49d
negativa associada ao LBP nos dias de inducdo da lesdo, momento de bidpsia
05, 14 e dias ap6s a lesdo. S, T e U) Grupo tratado com células CD49d
positiva associado ao LBP nos dias de indugdo da lesdo, momento de bidpsia
05, 14 e dias ap06s a lesdo.

Quando confrontados os dados de retracdo de ferida e formacéo epitelial notou-
se que aos 15 dias apds a inducdo da lesdo, o grupo tratado com ADSC CD49d-
associado com LBP apresentaram, de forma significativa (p<0,01), maior espessamento
epitelial (Figura 3A). Aos 21 dias, embora o grupo tratado com células-tronco isoladas
pelo método convencional tenham apresentado menor &rea da lesdo, o grau de
reepitelizacdo foi significativamente (p<0,01) menor em relacdo aos demais grupos.
Neste mesmo periodo o grupo com maior formacao de epitélio foram tratados somente
com LBP (Figura 3A).

A formacdo de epitélio foi observada a partir do 14° dia na maioria dos
tratamentos, exceto nos grupos ADSC-LBP e ADSC-, estatisticamente diferente do
grupo ADSC+LBP em que se observou o maior indice de reepitelizacdo neste periodo.
Na fase de remodelamento os grupos com maior formacgdo significativa de epitélio
foram LBP, ADSC+LBP e ADSC+ apresentando ainda maior espessura de camada e
extensdo do epitélio em relacéo aos demais (Figura 3B).



100%

90%

BO%

70%

B0

Ed

50

i

4%

30

Ed

20

i

10

E

0%

31500

28000

24500

21000

/ ‘ X 17500

I 14000

10500

| 7000
| 3500
ADSC ’
GC

P égﬁﬁ " CULT LEP ADSC-LBP ADSC+LEP

EE S dias B 1S dias N 2] digs =——me=15 dias =—ge=32] dias

120

B
4
3.6
3,2
8
24
2
L6
12
0.8
0.4
5 |
5 dias 15 dias 21 dias
Reepitelizacio

B GC W ADSCCD4%d+ MADSCCD49d- ©CULT MLEP m ADSC+LEP m ADSC-LEP

FIGURA 3. Retracgdo da ferida e reepitelizacdo. A) Porcentagem de diminui¢do do tamanho da &rea das lesdes por queimadura de terceiro grau em ratos
nas diferentes fases do processo de cicatrizacdo (5, 15 e 21 dias) e o Grau de reepitelizagdo em relagdo a espessura do epitélio formado aos
15 e 21 dias apds a lesdo. B) Média dos escores histoldgicos de reepitelizacdo avaliados pela coloragcdo de HE em lesdes por queimadura de
terceiro grau em ratos. Escores de 0 a 4 sendo: escore 0: ausente; escore 1: até 25%; escore 2: entre 25 e 50%; escore 3: entre 51% e 75%; e
escore 4: de 76% até 100%. Grupo Controle; NEG: Grupo de células CD49d Negativo; POS: Grupo de células CD49d Positivo; CULT:
Grupo de células sem isolamento imunomagnético; LBP: grupo tratado com Laser de Baixa Poténcia.

Histopatologicamente (HE), foi possivel observar diferencas significativas quanto a evolucdo do processo cicatricial (Tabela 1). Com

relacdo a necrose, houve reducéo significativa, ao longo do processo de cicatrizagdo, nos grupos GC (p=0,040), ADSC+ LBP (p=0,040) e ADSC-

(p=0,024). Ao verificar a formacdo de crosta nas feridas os resultados ndo apresentaram nenhuma diferenca entre os grupos e dias (Figura 4).



TABELA 1 - Valores da moda, mediana e erro padrdo da média dos escores (0 a 4) das avaliagdes histopatoldgicas pela coloracdo de HE dos grupos 1<:%1ntrole
e tratados nos dias 5, 14 e 21 dias apos a lesdo por queimadura em ratos.

CONTROLE LBP ADSC+LBP ADSC-LBP ADSC- ADSC+ CULT p

5 dias 1,040 (1)° 0,33%0,33 (0) 2+0,58(0)% 25+0,50 (2)  1,750,25(25)?°  0,75%0,75(0)  2,040,99 (1) 0,113
NECROSE 15dias  0,2+0,20 (0)° 0,00,0 (0) 0,0£0,0 (0)° 0,00,0 (0) 0,0+0,0 (0)° 0,0£0,0 (0) 0,0£0,0 (0) 0,757

21 dias 00 (0)° 0,00,0 (0) 0,0£0,0 (0)° 0,0+0,0 (0) 0,0+0,0 (0)° 0,0£0,0 (0) 0,0£0,0 (0) 1,000

P 0,040* 0,791 0,040* 0,0137 0,024* 0,848 0,071

5 dias 0,75+0,75 (0) 0,33+0,33(0) 2,37+1,33(4)  0,520,50 (0,5) 0,00,0 (0) 0,0+0,0 (0) 1,67+1,2 (1) 0,231
CROSTA 15 dias 1,4+0,68 (1) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 2,33%1,2 (3) 2,0+2,0 (2) 0,5+0,5 (0,5) 0,0£0,0 (0) 0,204

21 dias 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,0£0,0 (0) 0,0£0,0 (0) 1,000

P 0,390 0,791 0,281 0,294 0,627 0,651 0,361

5 dias 3,0£0,0 (3)A 0,0£0,0 (0)A 2,0£0,58 () 1,0£1,0 (1)"® 3,040,558 (3)A"  1,5¢0,5 (1)"8 3,330,338 0,022*
EDEMA 15dias  1,4+0,51 (1)*8®  0,0£0,0 (0)"® 0,0£0,0 0)"  1,67#0,33(2)® 1,505 (1)"6® 120,0 (1)"8 0,330,338 0,026*

21 dias 0,0+0,0 (0)® 0,00,0 (0) 0,00,0 (0)° 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,25+0,25 (0) 0,33%0,33 0,479

P 0,007** 1,000 0,040* 0,105 0,011* 0,125 0,071

5 dias 3,25:0,25 (3)*  2,33%0,67 (3)? 1,67+1,20 (1) 1,5+0,5 (1,5) 1,75¢0,75(2)  1,75£0,48 (1,5)* 1,33%0,33 (1) 0,373
HEMORRAGIA 15 dias 0,2+0,2(0)° 0,33%0,33 (0)° 0,00,0 (0) 1,0£0,0 (1) 0,5+0,5 (0,5) 0,0£0,0 (0)®  0,33%0,33 (0) 0,152

21 dias 0,0+0,0 (0)° 0,00,0 (0)° 0,00,0 (0) 1+0,0 (1) 0,67+0,33 (1) 0,0£0,0 (0)®  0,67+0,33 (1) 0,099

p 0,009%* 0,007** 0,281 0,457 0,384 0,020* 0,178

5 dias 0,0+0,0 (0) 1,0£0,0 (1)78 0,33:0,33 (0)"®  0,0¢0,0 (0)*  0,25:0,25 (0)*®  1,540,29 (1,5)%% 1,33+0,33 (1)8  0,010*
INFILTRADO PMN  15dias  0,4%0,24 (0)*® 0,0+0,0 (0) 0,0£0,0 (0)  0,67#0,33 (1)"®  0,0£0,0 (0)"® 0,0£0,0 (0)"®  1,0£0,0 (1)® 0,047*

21 dias 120,0 (1) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,00,0 (0) 0,0£0,0 0)*  0,33+0,33(0)  0,004*

p 0,091 0,050 0,742 0,346 0,844 0,020* 0,254

5 dias 4,0£0,0 (4)? 4,0£0,0 (4)? 4,0£0,0 (4)? 4,0£0,0 (4)? 3,75:0,25 (4)  3,75:0,25(4)°  4,0:0,0 (4) 0,686
INFILTRADO MN  15dias  3,0+0,0(3)®  2,67+0,33(3)®  1,5%0,29 (1,5)®  3,00,0 (3) 2,5+0,5 (2,5) 3,000 (37  2,33%0,88 (2) 0,093

21dias  2,0£0,0 ()"  2,0£0,41 (2)A8 1,0£0,0 (1)% 1,0£0,0 (1)*  2,33%0,33 (0,88)8° 1,5¢0,29 (1,5)*8 2,67+0,67 (2)  0,013*

P <0,001* 0,011* 0,018* 0,005* 0,033* 0,001* 0,228

5 dias 0,0+0,0 (0)° 1,0£0,0 (1) 1,00,58 (1) 1,0£0,0 (1) 0,5+0,29 (0,5)* 1,040,412 0,0+0,0 (0)? 0,074
FIBROBLASTO 15dias  1,6£0,24 ()8  2,67+0,33 (3)*®  2,75:0,75 (3)®°  2,68+0,35 (3)B  0,0£0,0 (0)" 3,0£0,0 (3)8°  2,68+0,88 (3)8>  0,047*

21dias  2,670,33 (3)**  3,75%0,25 (4)° 4,0£0,0 (4)8  3,520,29 (3,5)°8  3,68+0,33 (4)*  4,0£0,0 (4)  2,33:0,33 (2>  0,013*
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0 <0,001* 0,004* 0,061 0,046 0,030 0,002 0,026
5 dias 0,040,0 (0)° 0,040,0 (0)° 0,040,0 (0)° 0,040,0 (0)° 0,00,0 (0) 0,0:00 (0 0,0£0,0 (0) 1,000
éii',\?&i'é 0 15dias  1,8+0,58 (2)%®  0:330,33 (0)  3,25+0.48 (3)® 0,000 (0)% 050505  2,0+41,0 (28>  10+0,58 (1)  0,008*
21dias 3674033 (A8 40£0,0 (4)B  35+0,20 (3,5)% 204071 (L5)AB  20+1,15(2)"8  4,0+00 (4B  0,33£0,33 ()  0,019%
o 0,060 0,013* <0,001* 0,024 0,294 0,002 0,127
5dias  3,25%0,75 (4) 4,000 (4)° 268£0,88 (3)  4,0%0,0 (4)° 325:0,75 (4)  35%0,29 (35)7 033033 (0) 0,074
ANGIOGENESE 15dias  32+¢058 (4)F  233:033 (2% 075025 (1)A  2,0:058 (2% 3,0:00(3)® 15405 (1A% 1334033 (0)*® 0,049
21dias  0,67+0,33 (1) 1,0£0,0 (1)° 054029 (0,5)  0,75:0.25(1)°  0,67+033 (1)  0750.48 (05)°  0,0£0,0 (0) 0,365
0 0,099 0,001 0,135 0,004 0,086 0004+ 0,100
5 dias 0,040,0 (0)¢ 0,040,0 (0)* 0,040,0 (0)* 0,040,0 (0)* 0,040,0 (0)* 0,0:00 (0 0,0£0,0 (0) 1,000
REEPITELIZACAO  15dias  2,040,63 (3)®% 033033 (0)"  4,0+0,0 (4  0,040,0 (0)™ 0,000 (0)A  20£2,0 (2" 2,67+1,33 (4"  0,042*
21dias 3674033 (48 4,00,0 (4) 40400 (4)B 375025 (4)"B  333:033 (3)*®  40:00 (@)%  30+00(3)* 0025
D 0,007+ 0,013 0,040 0,024* 0,051 0,046 0,168

Nota. Escores de 0 a 4 sendo: 0: ausente; escore 1: até 25%; escore 2: entre 25 e 50%; escore 3: entre 51% e 75%; e escore 4: de 76% até 100%. PNM: Polimorfonuclear;
MN: Mononuclear. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna, para 0 mesmo parametro, indicam a existéncia de diferenca significativa entre grupos pelo teste de
Kruskal-wallis (p<0,05)*. Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam a existéncia de diferenca significativa entre os dias no grupo, pelo teste de Kruskal-wallis

(p<0,05).
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FIGURA 4. Média dos escores histologicos de necrose e crosta avaliados pela coloracdo de HE
em lesBes por queimadura de espessura total em ratos. Escores de 0 a 4 sendo:
escore 0: ausente; escore 1: até 25%; escore 2: entre 25 e 50%; escore 3: entre 51%
e 75%; e escore 4: de 76% até 100%. Grupo Controle; NEG: Grupo de células
CD49d Negativo; POS: Grupo de células CD49d Positivo; CULT: Grupo de
células sem isolamento imunomagnético; LBP: grupo tratado com Laser de Baixa
Poténcia.

Em relagdo ao edema observa-se que aos 5 dias ap6s a lesdo o grupo com
aplicacdo de LBP isolado apresentou diminuicdo significativa (p=0,022) em relacdo aos
demais grupos. Enquanto isso, na fase seguinte, os grupos com significativamente
(p=0,026) resolucdo do edema foram os animais com aplicacdo de LBP, ADSC+LBP e
CULT. Aos 21 dias apés a lesdo somente os grupos com ADSC+ e CULT ainda

apresentaram algum edema (Figura 5).
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FIGURA 5. Média dos escores histologicos de edema e hemorragia avaliados pela coloragéo
de HE em lesGes por queimadura de espessura total em ratos. Escores de 0 a 4
sendo: escore 0: ausente; escore 1: até 25%; escore 2: entre 25 e 50%; escore 3:
entre 51% e 75%; e escore 4: de 76% até 100%. Grupo Controle; NEG: Grupo de
células CD49d Negativo; POS: Grupo de células CD49d Positivo; CULT: Grupo
de celulas sem isolamento imunomagnético; LBP: grupo tratado com Laser de
Baixa Poténcia.

A avaliacdo da hemorragia ndo resultou em diferenca significativa entre os
grupos, apesar de ter sido observado que mesmo aos 21 dias os grupos ADSC-LBP,
ADSC- e CULT ainda apresentavam manifestacGes hemorragicas. Enquanto isso, 0s
grupos GC, LBP e ADSC+ apresentaram reducdo significativa desses eventos aos 15
dias apds a lesdo (Figura 5).

Em relacdo aos infiltrados inflamatérios polimorfonuclear (PMN) e
mononuclear (MN) foram encontradas diferencgas significativas entre 0s grupos e ao
longo do processo de cicatrizagdo. No infiltrado PMN, observou-se reducéo progressiva
da quantidade de células na maioria dos grupos (5 dias: p=0,010; 15 dias: p=0,047; 21
dias: p=0,004). Aos 5 dias ap0s a lesdo o grupo ADSC-LBP, assim como o GC, ndo
apresentaram praticamente nenhum infiltrado desse tipo, enquanto o grupo tratado com
células ADSC+ continha intensa quantidade de PMN. Durante a fase proliferativa, aos
15 dias, houve uma reducdo significativa (p=0,020) desse infiltrado inflamatorio no
grupo ADSC+ enquanto o GC apresentou aumento progressivo no ndmero de

polimorfonucleares até a fase de remodelamento da ferida, sugerindo uma possivel
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modulacdo de PNM pelos diferentes tratamentos. J& no infiltrado MN, foi observado
reducdo significativamente progressiva da quantidade celular em todos os grupos ao
longo da evolucdo cicatricial, entretanto destaca-se, aos 21 dias, uma diminuicdo
significativa (p=0,004) nos grupos ADSC+LBP e ADSC-LBP (Figura 6).
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FIGURA 6. Média dos escores histoldgicos de infiltrados polimorfonucleares (PNM) e
mononucleares (MN) avaliados pela coloracdo de HE em lesdes por queimadura
de espessura total em ratos. Escores de 0 a 4 sendo: escore 0: ausente; escore 1:
até 25%; escore 2: entre 25 e 50%; escore 3: entre 51% e 75%; e escore 4: de
76% até 100%. Grupo Controle; NEG: Grupo de células CD49d Negativo;
POS: Grupo de células CD49d Positivo; CULT: Grupo de células sem
isolamento imunomagnético; LBP: grupo tratado com Laser de Baixa Poténcia.

De maneira semelhante, foi observado em todos os grupos o padrdo de
ocorréncia de fibroblastos nas lesdes, com aumento significativo do numero de células
apos o quinto dia de lesdo, exceto para o grupo ADSC-. No 14° dia houve uma diferenca
significante entre os grupos, com maior namero de fibroblastos nos grupos tratados com
células CD49+ (ADSC+ e ADSC+LBP). De maneira progressiva, aos 21 dias os dois
grupos mantiveram aumento no nimero de fibroblastos, enquanto houve reducgdo deste
numero no grupo CULT (Figura 7).

Quanto a avaliacdo do tecido de granulacdo, houve aumento progressivo e

significativo na maioria dos grupos, exceto nos GC e CULT, visto que no segundo
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houve reducdo do 14° para o 21° dia. Aos 15 dias apds a inducéo da lesdo o tecido de
granulacdo apresentou-se significativamente mais desenvolvido nos grupos ADSC+LBP
e ADSC+, enquanto aos 21 dias o grupo LBP apresentou-se mais expressivo (Figura 7).

Em relacdo a angiogénese, ocorreu o aumento da formagéo de novos vasos até o
quinto dia principalmente nos grupos LBP, ADSC-LBP e ADSC+ com diminuicéo
significativa nestes grupos apds esse periodo. No 14° dia apds a lesdo, o GC ainda

apresentou uma expressiva quantidade de vasos neoformados (Figura 7).
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FIGURA 7. Média dos escores histoldgicos de angiogénese, fibroblastos e tecido de granulacdo
avaliados pela coloracdo de HE em les6es por queimadura de espessura total em
ratos. Escores de 0 a 4 sendo: escore O: ausente; escore 1: até 25%:; escore 2: entre
25 e 50%; escore 3: entre 51% e 75%; e escore 4. de 76% até 100%. Grupo
Controle; NEG: Grupo de células CD49d Negativo; POS: Grupo de células CD49d
Positivo; CULT: Grupo de células sem isolamento imunomagnético; LBP: grupo
tratado com Laser de Baixa Poténcia.

As imagens fotomicrografias histolégicas em coloracdo de HE evidenciam
importante diferenca entre 0s grupos aos 5, 14 e 21 dias (Figura 8 e 9). Os grupos que
receberam irradiacdo laser apresentaram maior angiogénese, diminuicdo do edema,
maior infiltrado de células mononucleares e aumento no ndmero de fibroblastos no
inicio do reparo tecidual, além do tecido conjuntivo aparentar melhor organizagéo e

formacdo de anexos epiteliais aos 21 dias apos a lesdo (Figura9-G al).
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FIGURA 8. Fotomicrografia das lesGes por queimadura de espessura total em ratos, pela coloracao
de HE. A: GC 5 dias, observa-se presenca de neovasos (asterisco) e infiltrado
inflamatdrio (setas), 40x; B:GC 14 dias, presen¢a de vasos sanguineos (seta) e area
de necrose (asterisco), 40x; C: GC 21 dias, presenca de fibroblastos (seta), 40x; D:
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ADSC- 5 dias, observa-se area com hemorragia (asterisco), presenca de angiogénese
(setas preta) e infiltrado inflamatdrio intenso (setas brancas), 40x; E:ADSC- 14 dias,
presencga de crosta (asterisco) e intensa quantidade de células inflamatorias (setas),
40x; F: grupo ADSC- 21 dias, observa-se ainda presenca de angiogénese (asterisco)
e intenso infiltrado (setas), 40x; G: ADSC+ 5 dias, observa-se células com aspecto
fusiforme (setas) e quantidade moderada de infiltrado inflamatdrio (asterisco), 40x;
H e I: ADSC+ 14 e 21 dias com reepitelizacdo completa (setas), 40x e 4x
respectivamente. J e K: CULT 5 e 14 dias, observa-se moderada presenca de PMN e
MN (asterisco e setas), 40x; L: CULT 21 dias, reepitelizagdo (seta), 10x.
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FIGURA 9. Fotomicrografia das lesdes por queimadura de espessura total em ratos, pela
coloracdo de HE (continuacdo). A: LBP 5 dias, observa-se presenca de
neovasos (setas) e infiltrado inflamatorio intenso (asterisco), 40x; B: LBP 14
dias, reepitelizacdo completa (asterisco), 4x; C: LBP 21 dias, presenca de
anexos epiteliais (seta preta), boa organizacdo da matriz extracelular
(asterisco) e presenca intensa de fibroblastos (seta branca), 40x; D: ADSC-
LBP 5 dias, observa-se area com hemorragia (setas branca), crosta (asterisco)
e presenca de angiogénese (setas preta), 40x; E:ADSC-LBP 14 dias, presenca
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de crosta (asterisco) e edema (setas), 4x; F: grupo ADSC-LBP 21 dias,
observa-se presenca moderada de fibroblastos (setas) organizacdo moderada
do tecido conjuntivo (asterisco), 40x; G: ADSC+LBP 5 dias, observa-se
intensa angiogénese (asteriscos) e quantidade moderada de infiltrado
inflamatorio (setas), 40x; H: ADSC+LBP 14 dias com reepitelizacdo completa
(seta) e presenca de neovasos (asterisco), 40x; I: ADSC+LBP 21 dias,
observa-se presenca de anexos epiteliais, 10x.

Ao comparar os grupos ADSC+ e ADSC- (Figura8 — D a I) com ADSC+LBP e
ADSC-LBP (Figura 9 — D a I), observa-se que os dois primeiros apresentaram processo
de cicatrizacdo mais lento, de forma que, aos 21 dias ainda foi possivel observar tecido
de granulacdo, bem como infiltrado inflamatorio MN. Além disso, 0s grupos tratados
com células ADSC+ e ADSC- que receberam irradiacdo de LBP demonstram aumento
importante na angiongénese e células MN durante a fase inflamatéria (Figura8 —D a ).

De forma semelhante, o grupo CULT apresentou um reparo eficiente da ferida
com alto indice de angiogénese e reepitelizacdo desde os 14 dias apds a inducdo da
lesdo (Figura 8 - J, K, L).

Além disso, a andlise das laminas submetidas a técnica de coloracdo de
Tricrédmico de Gomori (TG), demonstrou diferengas entre os grupos tratados e controle
(Tabela 2). Embora ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos em relacdo a
quantidade de fibroblastos no inicio do processo de cicatrizacao, aos 5 dias apds a lesao
é possivel observar aumento dessas células nos grupos LBP e ADSC- seguido de
diminuicdo significativamente (p<0,05) progressiva do numero de fibroblastos em todos
0s grupos ao longo das fases. J& em relacdo ao tecido de granulacdo, observou-se,
inicialmente, uma expressao significativa (p<0,001) nos grupos LBP e ADSC-LBP,
porém com diminuicdo estatisticamente significante (p<0,05) na maioria dos
tratamentos aos 15 e 21 dias. Da mesma forma, uma melhor organizagdo de matriz foi
apresentada aos 5 dias apds induc¢do da lesdo, pelos grupos LBP, ADSC+LBP e ADSC+
(p=0,010). Este resultado se manteve estatisticamente significativo aos 21 dias, embora
houvesse melhora progressiva da organizagdo de matriz em todos os grupos, apos
indugdo da leséo, esses resultados foram mais evidentes de forma significativa nos
grupos LBP, ADSC+LBP e ADSC+ (Tabela 2).
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TABELA 2: Valores de mediana, erro padrdo e moda dos escores (0 a 4) das avalia¢fes histopatoldgicas pela coloracdo de Tricrémio de
Gomori dos grupos controle e LBP nos dias 3, 7, 15 e 21 apds a lesdo por queimadura em ratos.

GC LBP ADSC+LBP  ADSC-LBP ADSC- ADSC+ CULT p
5 dias 3,5+0,5(4)>  4,040,0 (4)° 3,33+0,68 (4)° 2,0+0,0(2)**  4,0+0,0 (4)° 3,5+0,029°  2,0£0,0 (2) 0,058
Fibroblastos 15 dias 2,4+0,24 (2)  2,0+¢0,0 (2)* 2,33+0,33 (2)® 2,67#0,33 (3)° 2,5#0,5(2,5)® 1,0£0,0(1)* 2,020,0(2) 0,109
21 dias 1,0¢0,0 (1)*  1,04¢0,0 (1)* 1,02¢0,0 (1)* 1,25+0,25 (1)*  1,0¢0,0 (1)*  1,0£0,0 (1)* 1,33%0,33(1) 0,552
p 0,021* 0,011* 0,003* 0,017* 0,005* 0,020* 0,361
5 dias 2,5+0,64 (2,5)"% 4,0£0,0 (4)% 3,68+0,33 (4)5* 4,0£0,0 (4)® 3,5+0,29 (3,5)% 3,5+0,29 (3,5)* 1,0£0,0 (1)* <0,001*
gi‘ggglggéo 15 dias 2,240,20 (2)  2,33+0,33 (2)* 2,68+0,33 (3)* 1,68+0,33(2) 2,0+0,0 (2)® 2,5%0,5(2,5)® 1,33+0,33 (1) 0,141
21 dias 1,0#0,0 (1)  1,25+0,25(1)° 1,8+0,2(2)° 1,25+0,63(1) 1,0+0,58 (1)° 0,5+0,29 (2)> 2,0+0,58 (2) 0,227
p 0,180 0,004* 0,012* 0,064* 0,008* 0,004* 0,252
5 dias 1,0£0,0 (1)"82 2,33+0,33 (2)B 2,0£0,58 (2) 1,0+0,0 (1)*** 0,5+0,29 (0,5)"* 2,0£0,0 (2)® 1,0+0,0 (1)***  0,010*
doz:gl\‘jl‘g{if‘z‘?ao 15 dias 2,8£0,2 (3)°  3,67%0,33 (4)° 3,33+0,33 (3)® 2,67+0,33 (3)® 2,0¢0,0 ()  3,0£0,0 (3)® 2,33+0,33(2)° 0,066
21 dias 2,5+0,5 (2,5)"%  4,0+0,0 (4)% 3,8+0,20 (4)®° 3,25+0,25 (3)"BP 3,33+0,33 (3)"®" 3,75+0,25 (4)® 2,0+0,0 (2)*** <0,001*
p 0,009* 0,005* 0,017* 0,013* 0,005* 0,004* 0,049*

Nota. Escores de 0 a 4 sendo: 0: ausente; escore 1: até 25%; escore 2: entre 25 e 50%; escore 3: entre 51% e 75%; e escore 4: de 76% até 100%. Letras minusculas
diferentes na mesma coluna, para 0 mesmo parametro, indicam a existéncia de diferenca significativa entre grupos pelo teste de Kruskal-wallis (p<0,05)*. Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indicam a existéncia de diferenca significativa entre os dias no grupo, pelo teste de Kruskal-wallis (p<0,05)*
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Ainda nas analises histopatologicas coradas por TG foi possivel observar a
organizagdo da matriz extracelular bem como a formacdo e maturacdo do coldgeno
(Figura 10 e 11). Dessa forma, observou-se no grupo controle (GC) aos 5 dias ap0s
inducdo da lesdo (Figura 10 A) intenso edema com matriz extracelular desorganizada e
grande quantidade de infiltrado. Neste mesmo grupo, aos 14 dias houve pouca evolugéo
no processo de cicatrizagdo, em que o epitélio ndo se apresentou integro, bem como o
edema e tecido de granulagdes mantiveram-se de forma intensa (Figura 10 B). Ja ap0s
21 dias da lesdo, foi possivel observar completa reepitelizacdo da ferida (Figura 10 C).
Entretanto, a deposicdo de fibras colagenas apresentou-se ainda de forma imatura e

tecido de granulagéo pouco evidente (Figura 10 C).



5.

LBP

ADSC+LBP

ADSC-

132

21 dias

K
3 — - ‘
Nk . = * ‘:‘v :
xa0 [T

.—)

| *.

To0 o K e Rl E x40

FIGURA 10. Fotomicrografia histopatolégica das lesdes por queimadura de espessura

total em ratos, Coloragdo: Tricromio de Gomori. A e B: GC 5 e 14 dias,
observa-se presenca intensa de edema (asterisco e seta, respectivamente),
40x e 4x; C: GC 21 dias, presenca de células inflamatérias (seta) e
deposicdo desorganizada de coldgeno (asterisco), 40x; D: LBP 5 dias,
observa-se intensa area com angiogénese (seta), 40x; E:LBP 14 dias, pouca
presenca de células inflamatérias (seta), 40x; F: grupo LBP 21 dias,
observa-se reepitelizacdo completa (seta) e matriz extracelular com fibras
organizadas (asterisco), 40x; G: ADSC+LBP 5 dias, observa-se
angiogénese intensa (setas), 40x; H: ADSC+LBP 14 dias apresenta intensa
quantidade de fibras colagenas (asterisco) e quantidade moderada de
fibroblastos (seta), 40x; I: ADSC+LBP 21 dias com reepitelizacdo
completa e presenca de queratina (seta) e fibras coldgenas madura com
inicio da diferenciacdo de derme superficial e profunda (asterisco), 40x. J e
K: ADSC- 5 e 14 dias, observa-se moderada presenca de PMN e MN (seta)
com pouca deposi¢do de coldgeno e matriz extracelular desorganizada
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(asterisco), 40x; L: ADSC- 21 dias, reepitelizacdo completa (seta) com
matriz extracelular desorganizada, 10x.

Os grupos ADSC- e CULT, por sua vez, apresentaram evolucdo semelhante nas
analises por TG (Figura 10 - J, K, L e 11 — D,E,F). Aos 5 dias apos inducéo da leséo foi
possivel observar grande quantidade de células mononucleares, matriz extracelular
desorganizada, pouco tecido de granulacdo e angiogénese (Figura 10 - J e 11 - D).
Durante a fase de proliferacdo, aos 14 dias, embora tenha ocorrido completa
reepitelizacdo da ferida o numero de infiltrado inflamatorio permaneceu aumentado e a
deposicao de coladgeno deficiente em ambos os grupos (Figura 10 - K e 11 - E). Aos 21
dias do processo de cicatrizagcdo houve formacgédo incompleta do tecido epitelial, com
reepitelizacdo parcial da ferida, porém sem formacao de anexos, pouca organizacao da
matriz extracelular, pouca formacéo de tecido conjuntivo denso ndo modelado na derme
papilar com presenca moderada de PMN e MN (Figura 10 - L e 11 - F).

Os animais que receberam irradiacdo laser, independente de tratamento
adicional, apesentaram intensa angiogénese na fase inicial do processo de cicatrizacdo
(Figura 10 - D a l e 11 — A,B,C), similar ao grupo ADSC+ (Figura 11 G,H,I). Além
disso, no 14° dia de cicatrizacdo observou-se intensa quantidade de tecido de granulagéo
com baixa quantidade de PMN e MN, reepitelizacdo parcial da ferida e matriz
extracelular mais organizada dos grupos tratados com LBP em relagdo ao grupo
controle (Figura 10 — D a I), exceto para o grupo ADSC-LBP (Figura 11 - B). Na fase
de remodelamento, os grupos ADSC+, LBP e ADSC+LBP demonstraram completa
reepitelizacdo, deposicdo de fibras colagenas densas e finas, além de uma melhor
organizacdo da matriz extracelular (Figura 11 — I; 10 — F e I, respectivamente), embora
no grupo ADSC+LBP tenha sido observado discreto grau de hemorragia (Figura 10 - ).
Ja no grupo ADSC-LBP foi possivel observar infiltrado inflamatério MN ainda aos 21
dias ap0s inducdo da lesdo e deposicéao frouxa de fibras colagenas (Figura 11 - C).

Comparando as imagens, observa-se maior organizacdo da derme nos grupos
ADSC+, LBP e ADSC+LBP, com o inicio de separacao de derme superficial e profunda
(Figura 11 — I; 10 — F e I, respectivamente). Esses grupos tratados apresentaram maior
organizacdo de matriz extracelular, com maior deposi¢do de tecido conjuntivo denso
ndo modelado, de coloracdo mais azul escuro, além de maior quantidade de foliculos
pilosos do que o grupo controle, mostrando que o processo de reparo foi mais rapido e

eficiente.
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FIGURA 11. Fotomicrografia histopatologica das lesdes por queimadura de espessura total em
ratos. Coloragdo: Tricrbmio de Gomori (continuagdo). A: ADSC-LBP 5 dias,
observa-se presenca de neovasos (setas), 40x; B: LBP 14 dias, angiogénese
(asterisco) e infiltrado inflamatorio intenso (seta), 40x; C: ADSC-LBP 21 dias,
presenca fibras coldgenas moderadamente organizadas (asterisco) e presenca de
celulas inflamatdrias (seta), 40x; D: CULT 5 dias, observa-se presenca moderada de
PMN e MN (setas), 40x; E: CULT 14 dias, demonstra intensa deposicdo
desorganizadas fibras colageno (asterisco), 40x; F: grupo CULT 21 dias, observa-se
intensa presenca de celulas inflamatdrias (setas), 40x; G: ADSC+ 5 dias, observa-se
intensa angiogénese (setas), 4x; H: ADSC+ 14 dias com reepitelizagdo completa
(seta), 10x; I: ADSC+ 21 dias, observa-se presenca de papilas na epiderme e matriz
extracelular com fibras densas de colageno (asterisco), 40x.

Discussao:

A utilizacdo do LBP como método terapéutico tem sido associado a eficacia na
progressao dos processos regenerativos, pois exerce efeitos fotobiomodulatérios na resposta

inflamatdria durante as fases iniciais do reparo tecidual'®. Diversos estudos demonstram
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que a fotobiomodulacdo a laser é capaz de alterar o metabolismo celular, estimular a
proliferacdo celular tornando o processo de cicatrizagdo muito mais eficiente!213:17,

No presente estudo foi possivel observar que o0s grupos tratados com irradiacdo
LBP de forma isolada apresentaram melhor cicatrizacdo da lesdo por queimadura de
espessura total. Os resultados apontam aumento da angiogénese e infiltrado inflamatério
PMN, bem como diminuicdo do edema, durante a fase inicial do processo de reparo
comparado ao grupo controle que 14° dia apds a lesdo ainda apresentou uma expressiva
quantidade de vasos neoformados, sugerindo um atraso no processo de cicatrizagdo
nestes animais. De forma semelhante, os autores Dadpay et al'® e Novaes et al'
demonstraram que a laserterapia € capaz de acelerar a fase inicial da cicatrizacdo
promovendo o aumento da neovascularizacdo no tecido lesionado e de células
inflamatdrias necessaria para liberacdo de fatores de crescimento e fagocitose dos
detritos celulares.

Ao verificar a formagdo de crosta nas feridas os resultados ndo apresentaram
nenhuma diferenca entre 0s grupos e dias, provavelmente devido a utilizacdo do
curativo Tegaderm™, que impediu o ressecamento e formacdo de crosta na ferida
durante a cicatrizacdo. Além disso, como a formacdo de crosta e do edema é
influenciada pelos processos exsudativos celulares, histologicamente foi observado
maior formacdo destes eventos nos grupos que nao receberam inducdo a laser. Esse
resultado pode indicar que o LBP reduz os processos exsudativos celulares, favorecendo
a reducdo do edema, aliado ao fato de maior angiogénese local.

O aumento da angiogénese, além de antecipar as etapas da fase inicial da
inflamacéo, possibilita maior drenagem tecidual e, consequentemente, maior reducao do
edema bem como contribui para nutricdo e oxigenacao local, favorecendo a proliferacédo
celular. De forma corroborativa, Brassolatti et al'?, ao avaliar os efeitos do LBP (660
nm) em fluéncias de 12,5 J/cm? e 25 J/cm? (por ponto de aplicagdo) em queimaduras de
espessura total em ratos, relataram que o laser foi capaz de reduzir a fase inflamatoria e
estimular a angiogénese, restaurando assim a microcirculagdo local, essencial para a
migracdo e proliferacdo celular.

Além disso, durante a fase proliferativa, foi observado maior quantidade de
tecido de granulagdo seguido de reepitelizagdo mais eficaz nos grupos tratados com
LBP. Alguns autores sugerem que a energia do laser de um determinado comprimento
de onda é absorvida pelos componentes da cadeia respiratoria mitocondrial, levando a

aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e niveis de ATP. Isso
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aumenta a expressdo de fatores de crescimento e citocinas, levando a proliferacédo
celular e consequentemente maior formagéo do tecido de granulagio®®-2,

Dentre as citocinas liberadas pode-se citar o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator basico de crescimento fibroblastico (FGF), que estimulam a
proliferacdo e diferenciacdo celular®. Dessa forma, estudos demonstram que o tecido
adiposo tem sido utilizado no tratamento de lesdes traumaéticas, por apresentar atividade
das células-tronco presentes junto a sintese de fatores de crescimento e citocinas >1%1%,
O mecanismo de acdo pelo qual as ADSC modulam a proliferacdo parece estar
relacionado com a sinalizagdo paracrina, principalmente do VEGF que é o principal
mediador da angiogénese e contribui muito para o reparo tecidual?®.

Lim e Yoo®, por exemplo, mostraram que a aplicacdo de células-tronco
derivadas do tecido adiposo em modelos de ferida cutdnea experimental em ratos é
capaz de acelerar o fechamento da ferida, promover reepitealizacdo parcial e aumento
da deposicdo de tecido de granulacio. De forma semelhante, Martins et al'* também
demonstraram que as ADSC apresentam o potencial de reparo tecidual equivalente a
capacidade regenerativa dos fibroblastos dermais no tratamento de feridas cutaneas em
ratos'?.

Neste estudo, as analises histopatologicas, demonstraram que houve reducdo
significativa dos scores de necrose até 5 dias apds a lesdo, enquanto as avaliagcdes
morfométricas e macroscépicas apontam contracdo mais acelerada das feridas no grupo
tratado com ADSC cultivadas de forma convencional (CULT) quando se observa a
Figura 1. Esses dados corroboram com Singer et al*, que ao utilizar células-tronco no
tratamento de lesdes por queimadura de espessura total em ratos, observaram uma reducao
significativa da area de necrose nos interespacos ndo gqueimados em um modelo de
pente.

Além da atividade sinalizadora das ADSC estudos apontam que a associacao
com LBP para cicatrizacdo de lesdes cutaneas em ratos atimicos é capaz de
potencializar o processo de cicatrizacdo, aumentar a neovascularizagcdo, melhorar a
regeneracdo dos anexos dérmicos, reduzir o nimero de apoptose no leito da ferida e
aumentar a producéo de fatores de crescimento®®?, revisaram a literatura sobre o efeito
do LBP em vaérias linhagens celulares cultivadas, incluindo as ADSC e relataram que a
irradiacdo laser é capaz de promover um aumento da proliferacdo celular, segundo a

maioria dos estudos.
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De forma semelhante, neste estudo, os grupos tratados com LBP associado a
ADSC+ e ADSC- apresentaram parametros satisfatérios de cicatrizagdo. Ao comparar
0s grupos ADSC+ e ADSC- com ADSC+LBP e ADSC-LBP, observa-se que os dois
primeiros apresentaram processo de cicatrizacdo mais lento, de forma que, aos 21 dias
ainda foi possivel observar tecido de granulacdo, bem como infiltrado inflamatério MN.
Além disso, os grupos tratados com células ADSC+ e ADSC- que receberam irradiagdo
de LBP demonstram aumento importante na angiongénese e células MN durante a fase
inflamatdria. Esses achados mostram que as feridas tratadas com laser estavam em um
estdgio mais avancado do processo de reparo tecidual, em relacdo ao GC e demais
tratamentos.

Morfométricamente foi possivel observar reducdo significativa na area da leséo
nos grupos tratados com LBP e ADSC bem como maior grau de reepitelizacdo tanto em
14 quanto em 21 dias ap06s inducdo da lesdo. Outrossim, as analises microscopicas
mostraram que 0s grupos LBP e ADSC+LBP apresentaram maior angiogénese,
infiltrados inflamat6rios PNM e MN e nimero de fibroblastos no inicio do processo de
cicatrizacdo evoluindo com aumento da quantidade no tecido de granulacdo aos 14 dias
em relacdo aos demais tratamentos. Neste norte, foi observado reducdo
significativamente progressiva da quantidade de células inflamatérias em todos os
grupos ao longo da evolucdo cicatricial, entretanto destaca-se, aos 21 dias, uma
diminuicdo significativa nos grupos LBP, ADSC+LBP e ADSC-LBP, apontando o
favorecimento da interacdo entre o LBP e ADSC na diminuicdo do processo
inflamatorio.

A fase inflamatdria favorece a fagocitose do detritos celulares e liberacdo de
fatores importantes para a progresséo do processo de cicatriza¢do. Dessa forma, o maior
infiltrado inflamatério bem como angiogénese para mobilidade celular e aporte
nutricional favorecem ao microambiente para que este progrida a fase de proliferacao
mais  rapidamente?®.  Corroborativamente, diversos autores apontam uma
fotobiomodulagdo do LBP no processo inflamatorio de lesbes cutaneas por queimadura
em ratos'*?’, diminuindo o nimero de infiltrado, contribuindo com proliferacdo celular,
deposicdo de colageno, diminuicdo de mastocitos nas fases tardias e acelerando o
periodo de inflamag&o.

Ademais, foi observado nos grupos LBP, ADSC+ e ADSC+LBP, maior
proliferacdo de fibroblastos e maior angiogénese o que contribuiu para melhor

organizacdo da matriz extracelular com maior deposicdo de coldgeno nesses animais
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durante a fase de remodelamento, como observado também pela coloracdo de tricromio
de Gomori. Estudo sugere que o laser de baixa poténcia induz a atividade mitética dos
fibroblastos, a partir da estimulacdo na sintese do fator de crescimento fibroblasto
basico (FGFb), um polipeptidio multifuncional com capacidade para induzir a
proliferacdo e diferenciacdo fibroblastica, afetando as células secretoras de citocinas e
outros fatores regulatérios do crescimento para fibroblastos?. Tal fato pode explicar os
melhores resultados encontrados nos grupos com interacdo do LBP e ADSC+.

Em sintese, os tratamentos com ADSC+ e LBP demonstraram influenciar de
forma significativa no processo de cicatrizacdo, de forma que a aplicacdo do LBP
associado as ADSC+ parece ter promovido maior angiogénese, diminui¢do do edema,
um maior infiltrado de células mononucleares e aumento no numero de fibroblastos no
inicio do reparo tecidual, além de promover reepitelizacdo de forma mais organizada e
com formacéo de anexos epiteliais aos 21 dias apos a lesao.

Esses resultados permitem demonstrar que a utilizacdo de uma populacdo mais
homogénea de células comprovadamente ADSC, por meio da expressdo da proteina
CD49d e imunoseparacdo magnética, apresentou papel fundamental na regeneragdo
tecidual comparada ao grupo ADSC- e CULT. Esse fato pode estar relacionado a funcao
das integrinas que permitem diferenciar as células ADSC das demais CTM,
principalmente derivadas da medula dssea'!.

A proteina CD49d expressa pelas células ADSC, é definida como alfa 4
integrina que forma um heterodimero com CD29 para criar um antigeno de ativacdo
tardia (VLA-4) e atua na mediacdo de interacbes célula a célula®®. Dessa forma, a
adesdo das ADSC a proteina frobronectina presente na matriz extracelular parece ser
facilitada permitindo a instalacdo dessas células no microambiente lesionado e
favorecendo a cicatrizacdo através da liberacdo de fatores de crescimento e citocinas.
Viérios estudos mostram um papel central das integrinas f1 antigeno 4 muito tardias
([VLA-4] CD29 / CD49d) e VLA-5 (CD29 / CD49e) na adesdo de células progenitoras
hematopiéticas a componentes do estroma da medula 6ssea®*3. Além disso, 0 VLA-4 é
expresso na maioria das células hematopoiéticas mononucleares e liga-se a molécula-1
de adesdo celular vascular (VCAM-1), bem como a proteina-fibronectina da matriz

extracelular?.
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Conclusao:

Dessa forma, podemos concluir que a utilizagdo do LBP, como agente
bioestimulador para ADSC+ isoladas imunomagnéticamente parece proporcionar
melhores resultados no reparo de tecidos lesionados, pois possui alta capacidade de

inducdo da angiogénese, proliferacéo e diferenciacdo celular.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho permitiu avaliar os efeitos das células-tronco derivadas do tecido
adiposo e laser de baixa poténcia no tratamento de feridas por queimadura de espessura
total em um modelo animal de rato. Os resultados apresentados demonstram que o LBP
¢ capaz de fotobiomodular principalmente a fase inflamatéria do processo de
cicatrizacdo por meio do estimulo a angiogénese, diminuicdo do edema e infiltrado de
PMN e MN, favorecimento da fase proliferativa e diferenciacdo celular, aumento da
deposicao de colageno e contracdo do tecido cutaneo.

Além disso, foi possivel verificar a viabilidade do isolamento de células ADSC
a partir do tecido adiposo por meio de imunomarcacdo magnética pela proteina
especifica CD49d com intuito de garantir uma populacdo celular mais homogénea.
Neste sentido, ao comparar com o isolamento convencional de aderéncia ao plastico e
ADSC-, observou-se que 0s grupos tratados com ADSC+ apresentaram maior deposicao
de colageno, melhor organizacdo da matriz extracelular e reepitelizacdo mais eficiente
com presenca de anexos epiteliais.

Ao associar o LBP com as células ADSC os resultados foram muito mais
expressivos no grupo ADSC+LBP sugerindo que o laser € capaz de fotobioestimular as
células-tronco a sintetizar ainda mais fatores de crescimento e citocinas que favorecem
0 processo de reepitelizagdo e remodelamento da matriz extracelular em lesbes por
qgueimadura de espessura total.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram-se interessantes para uma
terapia eficaz na aceleracdo da cicatrizacdo de ferida por queimadura de espessura total,
entretanto estudos complementares sdo necessarios para mensurar os efeitos do LBP e a
atividade das ADSCs no reparo do tecido cutaneo.
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O Preve Projeto Piloto: Mio

0O Especie animal ufilizada’ nomero total de animais/ MNimero de animais por fratsmento ou grupo
experimental: Wistar'®§ animais/30 snimais por ratamento.
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Umidade relativa do ar de §5%. A ventilacio & comtrolada por exanstor e ar condicionado. O hioterio
enconira-se em isolamento total em relagio a luz natural com lminosidade controlada de 200 Lux e
peniodos alternados e regulares de luz e escuridao de 17h. Os animais serso acondicionados em caixas de
policarbonato medinds 30 cm de larpora, 35 cm de comprimenio & 20 cm de profimdidade. Oz amimais
serap alojados em laboratorio de mamrtencio, localizado em drea com reduzida movimentacio de pessoas
e velculos, e distante de Areas comtaminadas cu com rmudos. As caixss confendo os Snimais serdo
acondicionadas em estante fixa com confrole de ventlacio e exsustio do ar. Com densidade de 2
amimais/gaiola

O Utilizagio de apente infecciosogravidade da infecgio a ser observada e analise dos riscos aos
pesguisadores/alonas:

Risco de mordedura dos animais. Para evitar rsos os pesquisadores e ahmos serio treinados e irfo mannsear
o5 animais de maneira sdequada paramentsdo com equipamento de proteqEe individual.

Serap realizadas queimaduras de terceino gram nos animais, sendo observados riscos de dor ou inflamagao

O Procedimentos experimentsis do projets de pesquisa:

Queimadura: Para reduzir o esitesse por contencio e mamuseio dos animais sera feito uso do apente pre-
anestésico Diazepam na dose de 2.5 2 5 mg'Eg via intraperitoneal de acordo com Eawmno et al.21. Em
segnida cada animal sera anestesiado (com solucio de 0,01 ml'p de ketamina 3 10% e xylazina 3 2%
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em ggma a4 95°C per 14 sepundos. O awimal sera colocads em cilindre plastico (FVC) com aberturas de 2x2
rm e selado nas extremidades, sepnnde Morsis et sl Dursnte oz procedimentos experimentais o
ressecamento ocular sera evitado atraves da aplicacao de solugao fisioldgica e oclusio com algodso
umedecido. Logo apds os procedimentos serio utilizados os seguimtes apentes snalpésicos, Buprenorfina
{0,02-0.5 mg/Kg) via subcutines, a cada 12h, por trés dias e Acataminofeno (Paracetamol) (1-2 mp'ml) na
dgna, por sete dizs Os animais serSo mamsesdos em sala distinty do local em que serio mantidos para
evitar medo on ansiedade.

Coleta de célulss tronco: Para a coleta do tecido adiposo serso utilizados seis ratos que n3o fario parie dos
grupos citados acima. Apos 3 entandsia dos ratos, com sobredose de Tiopental (100mgEg), sera retirado o
tecido adiposo da regiso de flanco ventral. A obtencio da fracio tronco adiposa (FTA) sera feita apenas com
a digestSo enzimstica do tecido adiposo com colagenase tipo I e centrifugacao cehalar, conforme Marting et
al 11 {2011}, e o pellet celnlar obtido serd utilizado para o coltive das ADSC conforme Brave et al 19

O Metodos ufilizados para minimizar o soffimento e aumentar o bem-estar dos animais anfes, durante e
apds a pesquisa. Pomtos Pinais Humanitarios:

Para reduzir o estresse por contengio & mamiseio dos swimais serd feito uso do agente pré- amestésico
Diapepam na dose de 2.5 8 5 mpEg via intraperitonesl de acorde com Eawano et al. (2015). Em sepuida
cada animal serd amestesizdo {com sohigio de 001 Ve de ketsmina 3 10% e xylazing 3 2% aplicada
intraperitonealmente) para inducio da lesd3o térmica de terceiro grau Durante os procedimentos
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algodio umedecido. Logo apos os procedimentos, serso ufilizados os segnintes apentes amalgésicos,
Buprenorfina (0,02-0.5 mp/Eg) via subcutines. a cada 17h, por trés diss e Dipirona (150- 600 mg/Eg) via
oral, a cada 8h por sete dias. Alem disso, os animais serdo manuseados em sala distinta do local em que
serip mantidos para evitar medo ou ansiedade. Os animais serdo enfanasiados logo apds o momento das
biopsias, com sobredose de Tiopental (100mzEz).

0O Gran de imvasividade: G3 (o pesquisador indicon G2)

O Material nfilizado em cufros projetos: Mao se aplica

O Metodo de eutanasia: Schredose de tiopental (1 00mgkg intraperitoneal)
0 Destinn do animal:

As carcacas 530 acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em freezers do biotério central
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