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DIMINUICAO DO iNDICE DE NECROSE EM ENXERTOS CUTANEOS EM
COELHOS MEDIANTE A APLICACAO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

XENOGENAS

REDUCING OF THE NECROSIS INDEX IN SKIN GRAFTS IN RABBITS

THROUGH APPLICATION OF XENOGENOUS MESENCHYMAL STEM CELLS

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a inflamagdo em auto-enxertos cutdneos obtidos
no terceiro, sétimo e décimo quarto dia de pds-operatdrio, além disso, buscou-se determinar
diferengas no processo de cicatrizagdo no grupo tratado com células tronco mesenquimais
xenogenas em relacdo ao grupo controle utilizando a avaliagdo microscopica e imuno-
histoquimico. A avaliagdo microscopica foi realizada utilizando cortes histologicos, corados
pela técnica de histoquimica com hematoxilina-eosina (HE), e a imuno-histoquimica os com
cortes foram submetidos a anticorpos especificos. As varidveis analisadas foram quantidade de
vasos, células inflamatérias (COX-2 e Macrofagos) e presenca de necrose. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo software R. A quantidade de vasos foi maior (p<0,0001) no
grupo tratamento (GT) durante o dia 3, enquanto no grupo controle (GC) foi maior no dia 7. No
dia 3 houve menor porcentagem de necrose no grupo tratamento (GT) (p = 0,038). Nos demais
dias avaliados ndo houve diferenca entre a porcentagem de necrose observada nos dois
tratamentos (p = 0,98), sendo de 53% para o grupo controle (GC) e 47% para o grupo tratamento
(GT). Em relag¢ao ao nimero de macrofagos nao houve diferenca entre os grupos (p = 0,5637).
Entretanto, entre os dias houve diferenca significativa (p = 0,0223), sendo menor niumero de
macréfagos no terceiro dia. A imunomarcagao de COX-2 foi similar entre os grupos (p =

0,5637) e entre os dias (p = 0,9843). Portanto, o emprego das células tronco mesenquimais
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xendgenas em enxertos cutaneos promoveu menor ocorréncia de necrose, favorecendo sua
cicatrizacdo, e nao induziu o processo inflamatorio, sendo assim factivel seu uso em cirurgias
reconstrutivas.

PALAVRAS-CHAVE: Células tronco. Cicatrizagdo. Cirurgia reconstrutiva. Enxertos.

Inflamacao.

ABSTRACT

The present study aimed to assess inflammation in skin autografts obtained on the third, seventh
and fourteenth postoperative day, in addition, it sought to determine differences in the healing
process in the group treated with xenogenous mesenchymal stem cells in relation to to the
control group using microscopic and immunohistochemical evaluation. Microscopic evaluation
was performed using histological sections, stained by the hematoxylin-eosin (HE)
histochemistry technique, and immunohistochemistry with sections were subjected to specific
antibodies. The variables analyzed were the number of vessels, inflammatory cells (COX-2 and
Macrophages) and the presence of necrosis. The data were analyzed statistically by software R.
The number of vessels was higher (p <0.0001) in the treatment group (GT) during day 3, while
in the control group (CG) it was higher on day 7. On day 3 there was a lower percentage of
necrosis in the treatment group (GT) (p = 0.038). On the other evaluated days, there was no
difference between the percentage of necrosis observed in the two treatments (p = 0.98), being
53% for the control group (CG) and 47% for the treatment group (GT). Regarding the number
of macrophages, there was no difference between groups (p = 0.5637). However, between days
there was a significant difference (p = 0.0223), with a lower number of macrophages on the
third day. The immunostaining of COX-2 was similar between groups (p =0.5637) and between

days (p = 0.9843). Therefore, the use of xenogenous mesenchymal stem cells in skin grafts
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promoted a lower occurrence of necrosis, favoring its healing, and did not induce the
inflammatory process, thus making its use in reconstructive surgery feasible.

KEY-WORDS: Stem cells. Healing. Reconstructive surgery. Grafts. Inflammation.

INTRODUCAO

O enxerto cutaneo ¢ um segmento de pele separado por completo a partir de uma regiao
saudavel e utilizado novamente para cobrir outra area desprovida de superficie epitelial
(PAVLETIC 2011). Inicialmente o enxerto ¢ desprovido de vascularizacio e sua sobrevivéncia
depende da revascularizagdo, que deve ocorrer até o sétimo ou oitavo dia de pds-operatorio. As
causas mais comuns de insucesso de enxertos sdo a auséncia de conexdes vasculares entre o
enxerto e o leito receptor e as infec¢cdes (FOSSUM 2013).

As células tronco mesenquimais (MSCs) sdo células provenientes da camada
embrionaria da mesoderme (BELTRAN 2012, VOLK & THEORET 2013). Podem atuar no
processo de reparacdo tecidual e possuem fun¢do imunomoduladora e anti-inflamatoria, pois
suprimem os linfocitos T e ndo expressam antigenos de MHC de classe Il (BRACHELENTE
et al. 2013). As MSCs do tipo xendgenas, quando transplantadas, sdo capazes de promover a
recuperagdo do tecido devido a sua capacidade multipotencial e as suas caracteristicas
imunoldgicas (TOBIAS & JOHNSTON 2012). Além disso, participam do processo de
cicatrizagdo tecidual (MAXSON et al. 2012).

No processo de cicatrizagdo, ha a fase inflamatéria, em que ocorre hemostasia, migragao
de leucocitos e inicio da cascata de reparagao tecidual (ISAAC et al. 2010). Primeiramente, ha
amigracao de neutrdfilos provenientes de vasos sanguineos, seguida da migragdo de monocitos,
que se diferenciam em macréfagos. Estes, juntamente com os neutréfilos, sao responsaveis pela
remogao de particulas estranhas, bactérias e tecidos mortos do leito da ferida, além de

produzirem uma diversidade de fatores, como o fator de crescimento de células endoteliais
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(VEGF). No entanto, a duracio excessiva dessa fase ocasiona presenga excessiva de exsudato
na ferida, o que pode separar as camadas do tecido e atrasar a cicatrizagdo (ARNOLD & WEST
1991).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a inflamacdo mediante avaliagdo
histoldgica e imuno-histoquimica em amostras de auto enxertos cutdneos obtidos aos trés, sete
e quatorze dias de pos-operatdrio, e determinar diferengas no processo de cicatrizagao no grupo

tratado com células tronco mesenquimais xenégenas em relacdao ao grupo controle.

MATERIAL E METODOS

As andlises foram realizadas em 30 amostras (blocos de parafina) de pele com tecido
cicatricial de auto-enxertos cutaneos procedentes de 30 coelhos fémeas da espécie Oryctolagus
cuniculus, que foram eutanasiados no projeto de pesquisa intitulado “Efeitos das células tronco
mesenquimais xendgenas de tecido adiposo na neovascularizacdo e cicatrizagdo de auto
enxertos cutaneos em coelhos”, protocolo do comité de ética n® 17346/15.

Das 30 amostras, 15 amostras correspondiam ao grupo controle (GC) e 15 ao grupo
tratamento (GT) intralesional com células tronco mesenquimais xenogenas. As amostras do GC
foram apenas do tecido cicatricial de auto enxerto cutaneo, enquanto as do GT receberam, por
via topica (intralesional), uma dose de 2x10° células tronco no transoperatdrio e uma segunda
dose (intralesional) de 2x10° células tronco mesenquimais xendgenas no sétimo dia do pds-
operatorio. As amostras de ambos os grupos foram coletadas nos dias trés, sete e quatorze de
poOs-operatorio.

Os cortes foram corados pelo método histoquimico para posterior analise em microscopia
optica. Utilizou-se Hematoxilina & Eosina para avaliacdo de epiderme e derme quanto a
presenca de células mononucleares, polimorfonucleares, plasmdcitos, necrose, proliferacao

vascular e fibroblastica.
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As avaliagdes microscopicas da quantificacdo e intensidade da proliferagdo vascular na
derme foram realizadas dividindo o corte em duas por¢des de analises compreendendo: regido
distal do subcutaneo e regido proximal do subcutaneo. A andlise dos cortes histologicos foi
realizada pelo mesmo patologista, sem o conhecimento prévio da identificagdo dos grupos. A
avaliagdo histoldgica das laminas foi realizada em microscopio Optico na objetiva de maior
ampliagdo (40X). Os dados obtidos utilizando Hematoxilina & Eosina foram determinados pelo
método quantitativo (GARROS et al. 2006) e registrados em fichas individuais para cada animal
(BYDLOWSKI 2009).

O procedimento geral para todos os anticorpos foi a desparafinizagao dos cortes do tecido
em estufa a 60°C/1 hora. Apos, as amostras foram hidratadas em soluc¢des decrescentes de xilol
e alcool. Posteriormente, foi realizada a recuperacdo antigénica, o bloqueio da peroxidase
endogena e a incubagdo do anticorpo. Para a avaliagcdo do anticorpo ciclooxigenase-2 (COX-2,
CX-294, Dako) e macrofago (MCA 874, mouse monoclonal, AbD SEROTEC, céd. Batch
1209) foi utilizada a técnica do Sistema de deteccdo Polimero. O percentual de positividade
para COX-2 foi realizado através das imagens do software Image J®, com o plug-in Threshold
Colour, obtendo-se o percentual de imunomarcacdo por meio da andlise de particulas
automatizadas de acordo com selecdo e medida das areas com base na cor. A avaliagdo dos
macrofagos e o indice angiogénico foi realizado pela contagem de células imunorreativas
(MAEDA et al. 1995) com o auxilio de um analisador (Image J) que emite imagens para o
programa computacional de andlise de particulas automatizadas. A contagem foi realizada em
cinco campos, selecionados previamente com elevada densidade de células.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software R (R fundation, Austria). Os
dados histoquimicos foram analisados da seguinte maneira: inicialmente foi testada a
distribuicao dos residuos (Shapiro) e homocedasticidade das variancias (Barlett). O nimero de

células resultante da analise histopatologica foi comparado entre os tratamentos e dias de
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avaliagdo pela andlise de varidncia, com medidas repetidas no tempo. Quando o resultado foi
significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. A porcentagem de necrose foi
comparada entre os grupos para cada dia de avaliagdo pelo teste de exato de Fisher. A
significancia foi fixada em 5% (p<0,05). Os dados da imunomarca¢do de COX-2 e macréfagos

foram comparados pelo teste de Friedman e pos-teste de Dunns.

RESULTADOS

Houve diferenca significativa (p<0,05) nos resultados encontrados quanto a avaliagdo
microscdpica, conforme apresentado na Figura 1. Na andlise histoquimica foi possivel observar
que no dia 3 houve diferenga significativa (p<0,05), sendo que no grupo controle (GC) (Figura
2A) houve maior presenga de neutrdfilos quando comparado ao grupo tratado (GT) (Figura 2D)
(p =0,00001), sendo similar a quantidade dessas células nos demais dias de avaliacdo. Quanto
a presenca de plasmocitos foi similar entre os tratamentos (p = 0,309) e superior no dia 7 em
relacdo ao dia 3 (p = 0,0172) (Figura 3). A quantidade de mondcitos foi significativa, sendo foi
maior (p = 0,0036) no grupo tratamento (GT) quando comparada ao grupo controle (GC)
(Figura 4) em todos os momentos avaliados (p = 0,0683).

Avaliando a presenca de fibroblastos houve diferenca significativa, sendo maior (p =
0,0073) no dia 7 e 14 do que no dia 3 e similares entre os tratamentos (p = 0,827) (Figura 5). A
quantidade de vasos foi maior (p<0,0001) no grupo tratamento (GT) durante o dia 3, enquanto
no grupo controle (GC) foi maior no dia 7 (Figura 6).

No dia 3 houve menor porcentagem de necrose no grupo tratamento (GT) (p = 0,038).
Nos demais dias avaliados nao houve diferenca entre a porcentagem de necrose observada nos
dois tratamentos (p = 0,98), sendo de 53% para o grupo controle (GC) e 47% para o grupo
tratamento (GT). Em relagdo as porcoes da ferida distal e proximal ndo houve diferenca

significativa (p>0,05).
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Houve diferenca significativa (p<0,05) nos resultados encontrados quanto a avaliagdo
imuno-histoquimica de macréfagos, conforme apresentado na figura 7. Em relacdo ao numero
de macréfagos ndo houve diferenga entre os grupos (p = 0,5637). Entretanto, entre os dias houve
diferenga significativa (p = 0,0223), sendo menor nimero de macréfagos no terceiro dia. Nao
houve diferenca significativa (p<0,05) nos resultados encontrados quanto & imunomarcagao
para COX-2, conforme apresentado na figura 8. A imunomarca¢ao de COX-2 foi similar entre

os grupos (p = 0,5637) e entre os dias (p = 0,9843) (Figura 9).

DISCUSSAO

Quando delongam para cicatrizar, as lesdes cutdneas tornam-se cronicas, dificultando o
tratamento, e transformam-se em um desafio para os profissionais do campo da cirurgia
reconstrutiva (GARROS et al. 2006, BYDLOWSKI2009). O processo de cicatrizagdo necessita
da interacdo de diversas células da derme e epiderme, além da liberagdo de mediadores
inflamatorios, fibroblastos e queratindcitos (NAMBU et al. 2009). As células tronco tém
capacidades como a de clonogenicidade, que consiste na habilidade de se duplicar quando se
encontram em ambientes com baixa densidade celular; a de multipotencialidade, que consiste
na habilidade em originar células com maior especializacdo e em grandes quantidades; e de
auto renovagdo; sendo que essas caracteristicas ampliam seu potencial terapéutico
(MEIRELLES et al. 2006). Desse modo, os resultados deste estudo vao de encontro com
Gianotti (2011) e Rosa (2012) em relacao a melhora na cicatrizagao de feridas mediante ao uso
de células tronco mesenquimais.

As cirurgias reconstrutivas proporcionam inimeros beneficios, tais como permitir que o
paciente retorne rapidamente a suas atividades, além de apresentarem melhores resultados
estéticos. Todavia, os enxertos cutaneos desprovidos de artéria e veia estdo sujeitos a necrose €

a isquemia ap6s serem implantados no leito receptor. Diante disso, o emprego de componentes
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que estimulem a angiogénese e favorecam a cicatrizagdo tem sido estudado (PAZZINI et al.
2017), como as células tronco mesenquimais. No presente estudo, a partir da avaliagdo
histoquimica, foi encontrada uma reducdo na porcentagem de necrose no terceiro dia de pos
operatdrio, condizendo com os resultados obtidos por Treichel (2014) e indicando melhora da
cicatrizacdo e inflamag¢do, mediante uso das células tronco.

Em relacdo aos fibroblastos, ndo houve diferenga entre os grupos. Esse resultado ¢é
contrario ao que foi encontrado por Gao et al. 2020, em que houve aumento significativo da
migracdo dos fibroblastos pelos grupos tratados com MSCs comparado ao grupo controle.
Quanto a proliferagdo vascular, esperava-se que ocorresse um aumento da vascularizacdo nos
trés dias analisados. Entretanto, ocorreu aumento da no grupo tratado apenas no terceiro dia de
pos-operatorio, resultado este contrario ao encontrado por Gianotti (2011). J&4 em outro estudo
(WU et al. 2007), foi demonstrado aumento da vascularizacao nos dias 7 e 14 no grupo tratado
com MSCs.

O processo inflamatorio inicia-se como consequéncia ao reconhecimento da agressao,
sendo regulado por meio da acdo de varios fatores, como a quantidade e a qualidade do agente
causador, o estado do organismo do paciente, os mediadores anti e pr6 inflamatdrios liberados
e do sistema imune (FILHO 1998). Nessa fase sdo recrutadas diversas células inflamatoérias
para o sitio da lesdo, como neutréfilos, monocitos e macrofagos. Os macrofagos exercem varias
fungdes imunologicas, no processo de cicatrizagao e na inflamacao (LI & FU 2012). Apesar
disso, na avaliacdo imuno-histoquimica do presente trabalho, ndo houve diferenca entre os
grupos quanto ao numero de macrofagos, resultados contrarios a Treichel (2014), que encontrou
numerosos macréfagos no grupo tratado durante a avaliacao histolédgica.

Pela analise da COX-2, no presente estudo, ndo houve diferenca entre os grupos ou entre
os dias. Este resultado se assemelha ao encontrado por Textor et al. 2018, o qual ndo verificou

diferenca significativa no grupo tratado com MSCs por via topica. No entanto, houve um grande
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aumento da expressdao de COX-2 na primeira semana observada no grupo tratado com MSCs

por via injetavel.

CONCLUSOES
Conclui-se que o emprego das células tronco mesenquimais xendgenas em enxertos
cutaneos promoveu menor ocorréncia de necrose, favorecendo a cicatrizagdo do enxerto, além

de ndo induzir o processo inflamatorio, sendo assim factivel seu uso em cirurgias reconstrutivas.
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316

317  Figura 1 - Resultado da avaliacao microscopica da contagem de células nas amostras de auto
318  enxertos cutaneos de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus obtidos no terceiro,
319  sétimo e décimo quarto dia pos-operatorio.

320

321

322 Figura 2 - Fotomicrografia Optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus

323  submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histolégico da contagem de

12



324  neutrofilos em amostras de auto enxertos cutaneos obtidos no terceiro dia de pos-operatorio.
325  (A) Presenga acentuada de células inflamatorias (neutrdfilos) no GC (regido circunscrita). (B)
326  Presenca discreta de células inflamatorias (neutréfilos) no GT (seta). Coloracdo HE. Aumento
327  de 400X.

328

329

330  Figura 3 - Fotomicrografia optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus
331  submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histologico da contagem de
332 plasmdcito em amostras de auto enxertos cutdneos obtidos no terceiro e no sétimo dia pds-
333 operatorio. (A) Presenga de plasmocitos no GC no 3° dia de pos operatorio (setas). (B) Presenca
334  de plasmocitos no GC no 7° dia de pos operatorio (setas). (C) Presenga de plasmocitos no GT
335 no 3° dia de pds loperatorio (seta). (D) Presenca de plasmocitos no GT no 7° dia de pos
336  operatdrio (setas). Coloracdo HE. Aumento de 400X.

337
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Figura 4 - Fotomicrografia optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histologico da contagem de
mondcito em amostras de auto enxertos cutdneos obtidos no 3° dia pds-operatorio. (A) Presenca
de monocito no GC no 3°, 7° e 14 dia pos-operatdrio (setas). (B) Presenga de mondécito no GC
no 7° dia pos-operatorio (setas). (C) Presenca de mondcito no GC 14? dia pos-operatorio (setas).

(D) Presenca de monocito no GT no 3° dia pos-operatorio (setas). (E) Presenca de monocito no
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345  GT no 7° dia pds-operatorio (setas). (F) Presenga de mondcito no GT no 14* dia pos-operatorio
346  (setas). Coloracdo HE. Aumento de 400X.
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348

349  Figura S - Fotomicrografia optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus

350 submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histologico da contagem de
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351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

fibroblastos em amostras de auto enxertos cutdneos obtidos aos trés, sete e catorze dias pds-
operatdrio. (A) Presenca de fibroblastos no GC no 3° dia pds-operatorio (setas). (B) Presenca
de fibroblastos no GC no 7° dia pds-operatorio (setas). (C) Presenga de fibroblastos no GC no
14* dia pds-operatorio (setas). (D) Presenca de fibroblastos no GT no 3° dia pds-operatorio
(setas). (E) Presenca de fibroblastos no GT no 7° dia pos-operatdrio (setas). (F) Presenca de

fibroblastos no GT no GC no 14? dia pds-operatoério (setas). Aumento de 400X. Coloragdo HE.

Figura 6 - Fotomicrografia Optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus

submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histologico da contagem de
vasos em amostras de auto enxertos cutaneos obtidos aos trés, sete e catorze dias pos-operatorio.
(A) Presenca de vasos no GC no 7° dia de pds operatorio (setas). (B) Presenca de vasos no GT

3° dia de pos operatorio (setas). Coloracdo HE. Aumento de 400X.
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365

366  Figura 7 - Resultado da avaliacdo imuno-histoquimica quanto a imunomarcagao de macrofagos
367 nas amostras de auto enxertos cutdneos de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus

368  obtidos no terceiro, sétimo e décimo quarto dia pds-operatorio.

369

30
251 — _—
20

154 u

10- L "

Imuno marcacao COX-2 (%)

Dia 3 7 14 3 7 14
Tto T1 T2
370

17



371

372

373

374

375

Figura 8 - Resultado da avaliagao imuno-histoquimica quanto a imunomarca¢ao de COX-2 nas

amostras de auto enxertos cutdneos de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus

obtidos no terceiro, sétimo e décimo quarto dia de pos-operatorio.
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Figura 9 - Fotomicrografia 6ptica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva. (A) Imunomarcagdo para Cox-2 no GC
no 3° dia pds-operatério. (B) Imunomarcagdo para Cox-2 no GC no 7° dia pds-operatorio. (C)
Imunomarcagdo para Cox-2 no GC no 14° dia pés-operatério. (D) Imunomarcacdo para Cox-2
no GT no 3° dia pos-operatorio. (E) Imunomarcagdo para Cox-2 no GT no 7° dia pos-operatorio.
(F) Imunomarcagao para Cox-2 no GT no 14° dia pos-operatdrio. Imunomarcagdo com Cox-2.

Aumento de 100x.
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