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RESUMO

A criocirurgia tem sido utilizada no tratamento de diferentes enfermidades de sistemas e drgdos. Contudo,
sdo relatados efeitos adversos, como cicatrizagdo lenta, cicatrizes extensas, disfungdo estética e funcional.
As lesdes que ocorrem naturalmente pela exposicdo ao frio extremo, comumente, resultam em gangrena.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia das células-tronco mesenquimais de origem
adiposa (ADSCs) na fase de proliferacdo da cicatrizacdo de feridas cutneas. Por meio da aplicacdo do
nitrogénio liquido pela técnica do spray aberto, realizou-se a inducéo de uma ferida, de aproximadamente
15mm de didmetro, na regido dorsal de cada rato. A ferida recebeu o tratamento de acordo com o grupo
ao qual pertencia: 1) aplicagdo das ADSCs no 15° dia (grupo tratado); 2) aplicacdo da solucéo cloreto de
sodio 0,9% no 15° dia (grupo sham); 3) nenhuma intervengdo até o momento da eutandsia (grupo
controle). O grupo tratado com as ADSCs apresentou as maiores taxas de contracdo média das feridas e
obteve diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo sham quanto a neovascularizagdo. A
terapia com as ADSCs proporcionou uma relevante evolucéo clinica das feridas, podendo ser constatada
ao final do periodo de avaliagdo por cicatrizes mais estreitas e compridas.

Palavras-chave: cicatrizacdo, lesdo causada por congelamento, criocirurgia, célula-tronco mesenquimal
ABSTRACT

Cryosurgery has been used to treat different diseases of systems and organs, although adverse effects
have been reported such as delayed wound healing, large scars, esthetical deformation and functional
impairment. Injuries caused naturally by the exposure to extreme cold weather conditions mostly result in
gangrene. This study aims to evaluate the influence of adipose-derived stem cells (ADSCs) in the
proliferation phase on cutaneous wound healing. Through the application of liquid nitrogen by the
spraying technique, a 15 millimeter diameter lesion was produced in the dorsal region of each rat. The
wound received treatment according to the group it belonged: 1) ADSCs application on the 15th day
(treated group); 2) application of 0.9% sodium chloride solution on the 15th day (sham group); 3) no
intervention until euthanasia (control group). The group treated with ADSCs showed the highest wound
average contraction rate; this group got a significant statistical difference in relation to the sham group
when it refers to neovascularization. The ADSCs therapy provides an important clinical evolution of
wounds. This was verified at the end of the evaluation period through narrower and longer scars.

Keywords: healing process, frostbite, cryosurgery, stem cell
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INTRODUCAO

As queimaduras frias, também conhecidas como
lesbes causadas pelo congelamento ou frostbites,
constituem a condicdo médica em que o dano é
causado a pele e a outros tecidos como resultado
do congelamento do tecido (Hassi e Mékinen,
2000; Ikaheimo e Hassi, 2011). As partes do
corpo mais expostas e com uma fina cobertura de
pele e tecidos moles, como os dedos das maos e
dos pés, as orelhas e o0 nariz estdo
particularmente sob risco aumentado de
desenvolver frostbites (Hallam et al., 2010;
Sachs et al., 2015).

Antigamente, as frostbites eram uma condigdo
que atingia, principalmente, trabalhadores
expostos a temperaturas extremas em frigorificos
e regides portuarias. Porém, a frequéncia de
exposicdo da populagdo em geral ao frio extremo
aumentou nas Ultimas décadas, devido ao
crescente interesse pelo turismo em regides mais
frias e a atividades praticadas ao ar livre e na
neve (esqui, patinacdo, montanhismo e
alpinismo), ocasionando maior incidéncia dessas
lesBes (Haik et al., 2016).

Por outro lado, a utilizagéo do frio pela medicina
¢ uma técnica muito antiga. A criocirurgia,
também denominada de crioablacdo, crioterapia
ou cirurgia por congelamento, é uma modalidade
terapéutica em que as baixas temperaturas sao
utilizadas para destruir tecidos comprometidos.
Na medicina, o procedimento criocirirgico é
indicado para o tratamento de mais de 60 tipos
de lesdes dermatoldgicas inflamatérias ou
neoplasicas, além de mais de 15 tipos de
neoplasias malignas (Castro et al., 2013).
Contudo, as complicacbes dermatoldgicas
permanentes (sequelas), como a presenca de
cicatriz extensa, perda tecidual significativa,
leucodermia, leucotriquia e alopecia, além da
cicatrizacdo lenta, ainda se apresentam como
fatores limitantes para a escolha e utilizagdo da
técnica (Lucas e Larsson, 2007).

A cicatrizagdo de feridas é um evento complexo
e multifatorial que envolve a interagdo dos
processos de inflamacéo, angiogénese, formacao
de tecido de granulacdo e reepitelizacdo (Balbino
et al.,, 2005). As ADSCs apresentam efeitos
benéficos nas trés fases da cicatrizacdo cutanea:
inflamatoria, de proliferacdo e de
remodelamento. Por meio da sinalizacdo

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.2, p.396-404, 2020

paracrina, elas atuam reduzindo a inflamacéo,
promovendo a angiogénese e induzindo a
migracdo e a proliferacdo celular (Maxson et al.,
2012; Hassan et al., 2014). A diferenciacdo das
ADSCs em ceratinécitos e em células endoteliais
acelera a neovascularizacdo e a reepitelizacdo de
feridas (Uysal et al., 2014).

No entanto, mesmo com todas as indicacdes para
0 tratamento criocirdrgico e o aumento da
incidéncia de lesdes causadas naturalmente pela
exposicdo ao frio extremo, desconhece-se a
interferéncia que as ADSCs poderiam ter em
relacio a cicatrizacdo de lesBes cutaneas
causadas pelo frio. Por isso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia das ADSCs na
fase de proliferacdo da cicatrizagdo cutdnea de
feridas padronizadas e induzidas pelo nitrogénio
liquido em ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 31 ratos Wistar, linhagem
albina da espécie Rattus norvegicus, machos,
higidos, com oito semanas de idade, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). Os animais foram
mantidos e manipulados segundo a Lei Federal
11.794 (Diério Oficial da Unido — 08/10/2008) e
as resolucBes normativas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFSM, onde se encontra registrado sob o
protocolo nimero 3468300117.

As ADSCs foram isoladas da gordura intra-
abdominal perigonadal de um rato Wistar macho,
higido, com 60 dias, apés a eutandsia por
sobredose  anestésica de  isoflurano. O
processamento e o cultivo das ADSCs ocorreram
conforme protocolo ja estabelecido (Sprada et
al., 2015). As células foram diferenciadas na
terceira passagem (P3) em adipdcitos e
ostedcitos, de acordo com o protocolo de Deus et
al. (2012). As ADSCs foram imunofenotipadas
por citometria de fluxo na quarta passagem (P4).

Os animais foram submetidos & anestesia geral
inalatéria com isoflurano, vaporizado em
oxigénio 100%, ao efeito e administrado por
meio de mascara facial. A analgesia foi iniciada
previamente a inducédo das lesées com cloridrato
de tramadol (10mg.kg™), por via intraperitoneal
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(IP). A lesdo foi induzida pela aplicacdo de
nitrogénio liquido, com auxilio do aparelho de
criocirurgia Package Cryogun®, e a 4rea da ferida
foi delimitada por meio de um Cryocone® de
15mm de didmetro. Utilizou-se a técnica do
spray aberto, durante um minuto, em jato
continuo (15 segundos), até a formacao do halo
de gelo do didmetro desejado e, depois, jatos

Figura 1. (A) Indugdo da lesdo, no dor

T H '

so do rato Wistar, pelo nitrogénio liquid

intermitentes a cada cinco segundos (totalizando
45 segundos), para a manutencdo do
congelamento e a ndo extensdo do halo de gelo
(Fig. 1). Os animais receberam no pés-operatorio
cloridrato de tramadol, IP, a cada 12 horas,
durante dois dias, e as lesBes permaneceram
abertas.

0, com auxilio do aparelho

de criocirurgia e delimitacdo do jato de spray por meio de um cone de neoprene. (B) Halo de gelo
formado e delimitado pelo cone de neoprene de 15mm.

Os animais foram divididos em trés grupos
(n=10). Decorridos 15 dias da inducéo da lesdo
por criocirurgia, eles foram anestesiados e
submetidos ao mesmo protocolo analgésico,
conforme descrito, para receber o tratamento
com as ADSCs (grupo T) ou apenas o veiculo
(NaCl 0,9%) utilizado na ressuspensdo delas
(sham — grupo S). O grupo controle (grupo C)
ndo recebeu tratamento algum apo6s a inducéo da
lesdo. As ADSCs foram utilizadas na terceira
passagem, na concentragdo de 1 x 10° diluidas
em 400pL de NaCl 0,9% e aplicadas por via
subcutdnea, em quatro pontos equidistantes ao
redor da ferida.

Para a avaliacdo morfométrica, as feridas foram

mensuradas em duas diregdes, 0 maior
comprimento  (c=cranio-caudal) pela maior
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largura (I=latero-lateral), com o auxilio de um
paquimetro digital no dia zero (indugdo da lesdo)
e, depois, a cada cinco dias, até a eutanasia. Com
base nesses dados, foi possivel calcular a area da
lesdo em cada avaliagdo (A = ¢ x I). A érea de
contracdo da ferida (C) foi calculada subtraindo-
se da area inicial (Ao), determinada no dia zero, a
medida da area da lesdo obtida nos dias
subsequentes de avaliagdo (A;), de forma que: C
= Ao - A;. A taxa de contragdo cicatricial (TC)
foi avaliada com base nos resultados prévios, em
que: TC = C x 100/A,, e sua média, para cada dia
de avaliacdo, foi obtida somando-se as TC de
todos os animais do grupo e dividindo-se pelo n
de 10.

Ao término do periodo de avaliagdo (45 dias), 0s
animais foram submetidos & eutanasia por

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.2, p.396-404, 2020
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exsanguinacao, sob anestesia profunda, conforme
recomendado pelas Diretrizes da Préatica de
Eutanasia do CONCEA 2018. Apés a
confirmag&o da morte, foi realizada a remocéo da
area total da cicatriz, e os fragmentos de pele
foram fixados em formol tamponado a 10%, para
posterior coloragdo por técnicas histoquimicas e
imuno-histoquimicas.

As andlises  imuno-histoquimicas  foram
realizadas por meio de um microscopio de luz
(Binocular Optical Microscope ZEISS, Axio
Lab.Al, Alemanha), as imagens foram
capturadas por uma cadmera (AxioCam, ERc 5S,
Alemanha) com monitor acoplado e, para as
leituras, foi utilizado um software (ZEN 2011
edicdo azul, 1.0 Carl Zeiss Microlmaging
GmbH). A contagem dos novos Vvasos
sanguineos foi feita pela técnica do VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor). Para isso,
procedeu-se a captura aleatoria de cinco campos
da derme, seguindo da esquerda para a direita e
englobando toda a extensdo da area cicatricial, de
cada lamina, em um aumento de 40x (Pessoa et
al., 2012). Efetuou-se a contagem dos vasos
neoformados e, em seguida, foi realizada a média
dos cinco valores obtidos para cada amostra.

Para a analise estatistica das avaliacBes
macroscopicas (morfométrica), utilizou-se o
método de Equagbes de  Estimativas

Generalizadas (GEE). As comparagdes foram
obtidas pelo teste de comparacdo multipla de
Bonferroni, e os resultados foram expressos em
média e erro padrdo. Para as avaliagbes
microscépicas, foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis para varidveis independentes ndo
paramétricas, com teste Post Hoc de Dunn,
utilizando-se o teste de Bonferroni. Os resultados
foram expressos em mediana. O nivel de
significancia adotado nas analises foi de p <0,05.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.2, p.396-404, 2020

RESULTADOS

A coleta do tecido adiposo de um rato doador foi
suficiente para o isolamento e a expanséo das 10
x 10° ADSCs utilizadas durante o estudo in vivo,
1 x 10° ADSCs para o0 ensaio de
imunofenotipagem e 4 x 10* ADSCs para 0
ensaio de diferenciacdo in vitro. As células
apresentaram confluéncia de 80 a 90%, aderéncia
ao plastico de cultivo (garrafas de cultura) e
morfologia semelhante a de fibroblastos. O
ensaio de diferenciacdo foi realizado com as
ADSCs na P3, e elas foram capazes de
diferenciar-se nas linhagens adipogénica e
osteogénica (Fig. 2).

No ensaio por citometria de fluxo, ocorreu a
expressdao apenas do marcador de superficie
celular CD44, e ndo houve expressao para 0S
demais marcadores testados: CD45, CD106,
CD31 e MHC classe Il (Fig. 3).

Ao término do periodo experimental (45 dias), as
lesbes dos trés grupos estavam cicatrizadas,
porém as cicatrizes do grupo tratado com as
ADSCs apresentavam &rea cicatricial inferior em
relacdo as que ndo receberam a terapia celular
(controle e sham) (Fig. 4).

A avaliagdo morfométrica demonstrou interacéo
entre grupo e tempo com p < 0,001. O grupo T
apresentou diferenga estatisticamente
significativa com os grupos S (p=0,010) e C
(p=0,000) (Fig. 5A). O grupo T apresentou as
taxas mais altas ap0s a aplicagdo das ADSCs no
15° dia (terceira avaliacdo), comecando a decair
apenas apés a sexta avaliagdo (30° dia poés-
cirargico) (Fig. 5B).

Na avaliagdo do VEGF, houve diferenca
estatistica significativa com p=0,027. O grupo T
(4,40 [3,00-7,20]) apresentou maior mediana que
o0 grupo S (2,40 [1,20-3,20], p=0,003) (Fig. 6).
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Figura 2. Ensaio de diferenciacgdo in vitro das ADSCs utilizadas na cicatrizacdo cutanea de ratos Wistar.
Fotomicroscopia das ADSCs no estagio de indiferenciacdo (A) e submetidas a diferenciagdo adipogénica
(B) e osteogénica (C). No 16° dia, coloragdo com Oil Red O, evidenciando os vaclolos de gordura
corados de vermelho na diferenciacdo adipogénica (B). No 18° dia, coloracdo com Alizarin Red O,
demonstrando o depdsito de célcio corado de vermelho na matriz extracelular da diferenciacéo
osteogénica (C) e sem marcacao nas ADSCs ndo diferenciadas do controle (A).
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Figura 3. Demonstracdo grafica dos marcadores de superficie celular durante ensaio de citometria de
fluxo. O grafico 1 (controle) tem complexidade das células no eixo Y e tamanho no eixo X, mostrando a
populacdo de células total e o gate estabelecido, a partir do qual foram coletados 10.000 eventos. Os
demais graficos, um para cada anticorpo, mostram o controle negativo, em preto (células ndo marcadas), e
a marcacdo com cada anticorpo em vermelho. Nota-se que apenas a populagdo marcada com o CD44 teve
resultado positivo e, para as demais populacdes, ndo houve marcagao.

400 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.2, p.396-404, 2020
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Figura 4. Avaliac0es clinicas. Aspecto das lesdes no dia da inducéo (d0), aos cinco, 15, 30, 35 e 45 dias
de po6s-operatério. C = Controle, S = Sham e T = Tratamento.
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Figura 5. (A) Demonstragdo grafica das médias das taxas de cicatrizagdo com o erro padrdo em cada
grupo. O eixo X representa 0s grupos, e 0 eixo Y representa as médias das taxas de cicatrizacdo das
feridas. (B) Demonstracéo grafica da evolucéo da taxa de cicatrizagdo média de cada grupo em relacdo
aos dias de avaliagdes. O eixo X representa as avaliagdes pos-cirirgicas, a cada cinco dias, e 0 eixo Y
representa os valores médios das taxas de cicatrizacdo das feridas. C = Controle, S = Sham, T =
Tratamento.

Figura 6. Marcagdo dos vasos neoformados na derme pelo anticorpo anti-VEGF (—). (A) Derme de um
animal do grupo T apresentando 14 vasos neoformados. (B) Derme de um animal do grupo S

apresentando seis vasos neoformados. IHQ, Contra coloracdo: Hematoxilina de Harris, Obj. 40.

DISCUSSAO

Neste trabalho foram induzidas queimaduras
graves pelo congelamento, as quais produziram
destruicdo completa dos elementos regenerativos
da pele. As lesdes causadas pela criocirurgia
cicatrizam por segunda intencdo e apresentam
uma cicatrizagcdo mais lenta quando comparadas
a outras feridas limpas (Zimmerman e Crawford,
2012), enquadrando-se ainda na fase de
proliferacdo, mesmo ap6s 15 dias da injuria
tecidual, o que pode ser observado clinicamente
pelo exuberante tecido de granulacdo existente
proximo a esse dia (Balbino et al., 2005). As
ADSCs estimulam o processo de cicatrizacdo de

402

feridas por meio de diversos fatores de
crescimento (efeito paréacrino), dentre esses:
VEGF, KGF, FGF2, PDGF, HGF, TGF-p,
fibronectina e colageno 195 (Hassan et al., 2014).
Os eventos de neovascularizacdo e reepitelizacdo
iniciam na fase de proliferacdo, e essas sdo as
principais razdes para o uso das células-tronco
mesenquimais nessa fase, com o intuito de
melhorar a cicatrizacdo de feridas (Jackson et al.,
2012).

O grupo tratado com as ADSCs obteve a maior
taxa de cicatrizagdo média ao final do
experimento. Quando as ADSCs sdo aplicadas
diretamente na lesdo ou na sua periferia, elas se
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enxertam ali e se diferenciam em varios tipos de
células  cutdneas  (ceratinocitos,  células
endoteliais e pericitos), incrementando o
processo de cicatrizacdo (Brower et al., 2011).
Dessa forma, observa-se um aumento na
migracéo epitelial, na angiogénese e na taxa de
cicatrizacdo, além da conformagdo de uma
cicatriz menos evidente (Jackson et al., 2012;
Hassan et al., 2014).

A analise macroscdpica e o acompanhamento da
evolucdo das lesBes evidenciaram um resultado
clinicamente relevante quanto ao tamanho e ao
formato das cicatrizes. O grupo que recebeu as
ADSCs apresentou, ao final do estudo, cicatrizes
mais estreitas e compridas com as medidas da
area final inferiores as cicatrizes dos grupos
controle e sham, que se mostraram mais largas e
evidentes, corroborando outros estudos que
demonstraram que a aplicagdo de MSCs
proporciona a formagdo de  cicatrizes
cosmeticamente mais aceitaveis (Klinger et al.,
2008; Ghieh et al., 2015). Com esses resultados,
foi possivel inferir que a utilizagdo das ADSCs
nas lesBes causadas por criocirurgia minimizam a
disfuncio estética relevante mencionada por
Marciani e Trodahl (1975). Isso ocorre porque as
células-tronco mesenquimais tém a capacidade
de agir no remodelamento e melhorar a
qualidade da cicatriz (Uysal et al., 2014).

Outro dado interessante neste estudo foi a
deteccdo das diferenciacbes osteogénica (no 18°
dia) e adipogénica (no 16° dia) em um periodo
inferior ao mencionado na literatura, que
geralmente varia de 21 a 30 dias (Deus et al.,
2012; Terraciano et al., 2014; Carelli et al.,
2018; Jauregui et al., 2018; Kanazawa et al.,
2018; Vidor et al., 2018). A imunofenotipagem
mostrou que, na quarta passagem, as células
eram positivas para 0 marcador de superficie
celular CD44 e negativas para os marcadores
CD45, CD31, CD106 e MHC classe I,
corroborando o descrito por outros autores
(Dominici et al., 2006; Deus et al., 2012; Gebler
etal., 2012; Yang et al., 2013).

As ADSCs, embora ndo conhecidas por formar
Novos Vvasos sanguineos na cicatrizagdo normal
de feridas, sdo células-tronco multipotentes
capazes de se diferenciar em células endoteliais e
promover a angiogénese, facilitando esse
processo em feridas mais profundas (Altman et
al., 2008). A maior quantidade de neovasos no
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grupo tratado ocorreu, possivelmente, por dois
mecanismos: pela diferenciacdo das ADSCs em
células endoteliais e pelo aumento da secrecdo de
fatores angiogénicos (VEGF, HGF, PDGF) e
angiopoietinas  via  mecanismo  paracrino
(Philandrianos et al., 2012).

CONCLUSOES

A terapia com as ADSCs no 15° dia apos a
inducdo da lesdo apresentou as maiores
taxas de contracdo cicatricial média das
feridas e demonstrou diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo sham quanto a
neovascularizagdo, mensurada pela técnica
imuno-histoquimica com o anticorpo VEGF. O
tratamento com as células-tronco mesenquimais
proporcionou uma relevante evolugéo clinica das
feridas, que pode ser constatada, ao final do
periodo de avaliagdo, por cicatrizes mais estreitas
e compridas, com as medidas da area final
inferiores as cicatrizes dos grupos controle e
sham. Isso comprova a eficacia da terapia, ao
proporcionar cicatrizes cosmeticamente mais
aceitdveis do que aquelas dos grupos ndo
tratados com as ADSCs.
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