ARS VETERINARIA, Jaboticabal, SP, v.37, n.3, 177-186, 2021. ISSN 2175-0106
DOI: http://dx.doi.org/10.15361/2175-0106.2021v37n3p177-186

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

S. P. MARIA; A. B. DE NARDI?; J. L. ALVAREZ?; J. M. PAZZINI*; L. GIRALDELLI®;
B. MORAISS; M. BARROS’; P. C. MORAES?

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a inflamagéo em auto-enxertos cutdneos obtidos no terceiro, sétimo e décimo
quarto dia de pds-operatério, além disso, buscou-se determinar diferencas no processo de cicatrizacdo no grupo tratado com
células tronco mesenquimais xendgenas em relacdo ao grupo controle utilizando a avaliagdo microscépica e imuno-
histoquimico. A avaliagdo microscopica foi realizada utilizando cortes histologicos corados pela técnica de histoquimica com
hematoxilina-eosina (HE), e a imuno-histoquimica, com cortes submetidos a anticorpos especificos. As variaveis analisadas
foram quantidade de vasos, células inflamatorias, COX-2, 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 relagdo ao nimero de macrdfagos
ndo houve diferenca entre os grupos (p = 0,5637). Entretanto, entre os dias houve diferenca significativa (p = 0,0223), sendo
menor nimero de macréfagos no terceiro dia. A imunomarcagdo de COX-2 foi similar entre os grupos (p = 0,5637) e entre 0s
dias (p = 0,9843). Portanto, o0 emprego das células tronco mesenquimais xendgenas em enxertos cutdneos promoveu menor
ocorréncia de necrose, favorecendo sua cicatrizacdo, e ndo induziu o processo inflamatério, sendo assim factivel seu uso em
cirurgias reconstrutivas.

PALAVRAS-CHAVE: Células tronco. Cicatriza¢do. Cirurgia reconstrutiva. Enxertos. Inflamagéo.
SUMMARY

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 immunchistochemical 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
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days (p = 0.9843). Therefore, the use of xenogenous mesenchymal stem cells in skin grafts 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 é um segmento de pele
separado por completo a partir de uma regido saudavel e
utilizado novamente para cobrir outra area desprovida de
superficie epitelial (PAVLETIC 2011). Inicialmente o
enxerto é isento de vascularizagdo e sua sobrevivéncia
depende da revascularizagéo, que deve ocorrer até o 7° ou
8° dia de pds-operatdrio (FOSSUM 2013).

As células tronco mesenquimais (MSCs) sdo
células provenientes da camada embrionaria da
mesoderme (BELTRAN 2012, VOLK & THEORET
2013). Estudos recentes tém mostrado que MSCs oriundas
de tecido adiposo (ADSCs) sdo capazes de acelerar o
processo de cicatrizacdo de feridas (KIM et al. 2007) por
meio do aumento da secrecéo e da deposicao de coladgeno
(KIM et al. 2007, FRANCK et al. 2019). Em modelos de
isquemia e reperfusdo de retalhos cutaneos em padréo axial
foi expressa reducéo da necrose e de complicac@es, o que
fundamenta que as MSCs autdgenas ou alogénicas tém
acOes angiogénica (KIM et al. 2011, HAMADA et al.
2019, FRANCK et al. 2019), anti-inflamatéria e
imunomoduladora (PU etal. 2017, OLIVEIRA et al. 2018,
PINTO-FILHO et al. 2018), configurando efeito paracrino
(REHMAN et al. 2004). Essas a¢Bes ocorrem por trans
diferenciagio direta compativel com tecido lesionado ou de
maneira indireta através da atuacdo de fatores de
crescimento com acdo anti-fibrGtica ou anti-apoptética.
Outros estudos relatam que ADSCs de suinos
transplantadas na articulacdo de cdes com osteoartrite
produzem efeito favoravel no controle da doenga (TSAI et
al. 2014), sem que ocorram sinais clinicos de rejei¢do ao
transplante xendgeno.

No processo de cicatrizacdo de feridas, ha a fase
inflamatoria (ISAAC et al. 2010). Primeiramente, ha
migracdo de neutrdfilos provindos de vasos sanguineos,
seguida da migracéo de mondcitos, que se diferenciam em
macrofagos. Estes, juntamente com os neutrofilos,
removem particulas estranhas, bactérias e tecidos mortos
do leito da ferida, e produzem uma diversos fatores, como
o fator de crescimento de células endoteliais (VEGF). No
entanto, a duragdo extensa dessa fase gera excesso de
exsudato na ferida, o que pode atrasar a cicatrizagao
(ARNOLD & WEST 1991).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a
inflamacdo mediante analise histolégica e imuno-
histoquimica em amostras de auto enxertos cutaneos
obtidos aos 3, 7 e 14 dias de pds-operatorio, e determinar
diferencas no processo de cicatrizacdo no grupo tratado
com MSCs xenogenas oriundas de tecido adiposo canino
em relagdo ao grupo controle.

MATERIAL E METODOS

) O experimento foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (ECUA / FCAV), protocolo
nimero 173466/15, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterindrias da Universidade Estadual Paulista Jalio de
Mesquita Filho (Unesp), Campus de Jaboticabal / SP,
Brasil, para o projeto intitulado “Efeitos das células tronco
mesenquimais xendégenas de tecido adiposo na
neovascularizacdo e cicatrizacao de auto enxertos cutaneos
em coelhos”.

Foram utilizadas trinta coelhas da raca New
Zealand White (Oryctolagus cuniculus), com quatorze
semanas de idade e peso médio de 3,0kg (desvio padrao
0,14), clinicamente saudaveis e sem alteragdes fisicas. Os
animais foram divididos em dois grupos, GC (Grupo
Controle), GT (Grupo tratado com células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ADSCs), intralesional),
contendo 15 animais cada. Imediatamente apds a enxertia,
cada grupo foi dividido aleatoriamente em quatro
subgrupos, de acordo com o tempo de eutanasia: 3, 7, 14
com cinco animais cada. Antes do procedimento
experimental, todos os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais por um periodo de adaptacdo de quatro
semanas, em ambiente controlado para redugdo da resposta
ao estresse, recebendo agua ad libitum e 100 gramas por
dia de racdo comercial para engorda (Agromix Animal
Nutrition, Jaboticabal / SP, Brasil) e 100 gramas de feno a
cada 48 horas.

As células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo de cdes foram obtidas no banco de células-
tronco da empresa Regenera Stem Cells® (Campinas / SP,
Brasil), criopreservadas em frascos individuais contendo
doses de 2 x 106 células, prontas para uso. De acordo com
informacdes da empresa, a origem do tecido adiposo é
periovariano (10-15 gramas) coletado durante a castracdo
de doadores jovens (<2 anos) e saudavel (negativo para
cinomose, parvovirus e leishmania). O tecido adiposo
coletado foi lavado, fragmentado e incubado por uma hora
em solucdo salina tamponada com fosfato de Dulbecco
(DPBS) com colagenase tipo | a 0,1% e centrifugado.
Posteriormente, o precipitado celular foi ressuspenso em
cultura (meio Eagle modificado com alta concentragdo de
glicose (LGC Biotechnology, S&o Paulo, Brasil), 15% de
soro fetal bovino (Hyclone Inc., Logan / UT, EUA), 1% de
penicilina / estreptomicina, 1% de amino4cidos néo
essenciais e 1% de L-glutamina (LGC Biotechnology) e
incubado a 37°C e 5% de CO2. Quando atingiu
aproximadamente 70% de confluéncia, as células foram
tripsinizadas e expandidas. Parte do material foi separada
para caracterizagdo, onde o potencial de diferenciacdo de
células-tronco mesenquimais (MSC) foi avaliado por meio
de sua capacidade de se diferenciar em trés diferentes
linhagens  celulares  (osteogénica, adipogénica e
condrogénica) em condigBes de cultura especificas. O
perfil imunofenotipico das CTMs foi avaliado por
citometria de fluxo por expressao de CD44, CD73, CD90,
CD105 e auséncia de CD34 e CD45.

O Transplante de células-tronco xendgenas
ocorreu da seguinte maneira para o GT: a primeira dose de
2 x 106 células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC)
foi intralesional antes de posicionar o enxerto no local
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receptor. Imediatamente ap6s o descongelamento do
ADSC e posterior diluicdo de 2 x 106 ADSCs em 0,5 mL
de solucdo de ringer com lactato, 0,1 mL foi injetado em
cinco locais diferentes (bordas laterais confluentes da
ferida e no meio da lesdo) usando uma agulha 21 G. Os
animais receberam a segunda dose no sétimo dia de pds-
operatorio, respectivamente, através das fendas laterais dos
enxertos. No entanto, nos animais do GC, apenas 0 auto-
enxerto de pele foi realizado. O descongelamento e
lavagem das ADSCs foram realizados utilizando 0 mesmo
kit de descongelamento da empresa que garante a
viabilidade das ADSCs acima de 70%; por isso, apds o
descongelamento do ADSC, ndo foi realizado teste de
viabilidade no momento do transplante intralesional.

As analises foram realizadas em 30 amostras
(blocos de parafina) de pele com tecido cicatricial de auto-
enxertos cutaneos procedentes dos coelhos. Os cortes
foram corados pelo método histoquimico para posterior
analise em microscopia Optica. Utilizou-se Hematoxilina
& Eosina para avaliagdo de epiderme e derme quanto a
presenca de células mononucleares, polimorfonucleares,
plasmdcitos, necrose, proliferacéo vascular e fibroblastica.

As avaliagBes microscépicas da quantificacdo e
intensidade da proliferacdo vascular na derme foram
realizadas dividindo o corte em duas por¢Bes de analises
compreendendo: regido distal do subcutdneo e regido
proximal do subcutaneo. A analise dos cortes histologicos
foi realizada pelo mesmo patologista, sem o conhecimento
prévio da identificacéo dos grupos. A avaliacio histologica
das laminas foi realizada em microscépio Optico na
objetiva de maior ampliacdo (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 desparafinizacao dos cortes do tecido em estufa a 60°C/1
hora. Apds, as amostras foram hidratadas em solugBes
decrescentes de xilol e alcool. Posteriormente, foi realizada
a recuperacdo antigénica, o bloqueio da peroxidase
enddgena e a incubagdo do anticorpo. Para a avaliacdo do
anticorpo ciclooxigenase-2 (COX-2, CX-294, Dako) e
macréfago (MCA 874, mouse monoclonal, AbD
SEROTEC, cod. Batch 1209) foi utilizada a técnica do

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 selecéo
e medida das areas com base na cor. A avaliacdo 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 0 programa computacional de analise 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 distribuicdo dos residuos (Shapiro) e
homocedasticidade das variancias (Barlett). O ndmero de
células resultante da analise histopatolégica foi comparado
entre os tratamentos e dias de avaliagdo pela anélise de
variancia, 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 avaliacéo pelo
teste de exato de Fisher. A significancia foi fixada em 5%
(p<0,05). Os dados da imunomarcacdo de COX-2 e
macro6fagos foram comparados pelo teste de Friedman e
pés-teste de Dunns.

RESULTADOS

Houve diferenca significativa (p<0,05) nos
resultados encontrados quanto a avaliagdo microscopica,
conforme apresentado na Figura 1. Na analise histoquimica
foi possivel observar que no dia 3 houve diferenca
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 avaliagdo. Quanto a presenga de
plasmacitos foi similar entre os tratamentos (p = 0,309) e
superior no dia 7 em relacéo ao dia 3 (p = 0,0172) (Figura
3). A guantidade de mondcitos foi significativa, sendo
maior (p = 0,0036) no grupo tratamento (GT) quando
comparada ao grupo controle (GC) (Figura 4) em todos o0s
momentos avaliados (p = 0,0683).
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Figura 1 - Resultado da avaliagdo microscopica da contagem de células nas amostras de auto enxertos cutaneos de coelhos
fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus obtidos no terceiro, sétimo e décimo quarto dia pds-operatdrio.
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Figura 2 - Fotomicrografia optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva. Aspecto histolégico da contagem de neutr6filos em amostras de auto enxertos cutaneos obtidos no
terceiro dia de p6s-operatorio. (A) Presenca acentuada de células inflamatdrias (neutréfilos) no GC (regido circunscrita). (B)
Presenca discreta de células inflamatorias (neutréfilos) no GT (seta). Coloragdo HE. Aumento de 400X.

Figura 3 - Fotomicrografia Optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histologico da contagem de plasmdcito em amostras de auto enxertos
cutaneos obtidos no terceiro e no sétimo dia pos-operatorio. (A) Presenca de plasmdcitos no GC no 3° dia de pds operatdrio
(setas). (B) Presenca de plasmdcitos no GC no 7° dia de p6s operatorio (setas). (C) Presenca de plasmécitos no GT no 3°
dia de pos loperatorio (seta). (D) Presenca de plasmécitos no GT no 7° dia de pds operatério (setas). Coloragdo HE.

Aumento de 400X.
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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
cutaneos obtidos no 3° dia p6s-operatorio. (A) Presenga de mondcito no GC no 39, 7° e 142 dia pos-operatorio (setas). (B)
Presenga de mondcito no GC no 7° dia pds-operatorio (setas). (C) Presenca de mondcito no GC 142 dia p6s-operatorio
(setas). (D) Presenca de mondcito no GT no 3° dia pds-operatério (setas). (E) Presenga de mondcito no GT no 7° dia pos-
operatorio (setas). (F) Presenca de mondcito no GT no 142 dia pds-operatério (setas). Coloracdo HE. Aumento de 400X.
(setas). Coloragdo HE. Aumento de 400X.

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

0,827) (Figura 5). A quantidade de vasos foi maior
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Figura 5 - Fotomicrografia Optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histolégico da contagem de fibroblastos em amostras de auto enxertos
cutneos obtidos aos trés, sete e catorze dias pds-operatdrio. (A) Presenca de fibroblastos no GC no 3° dia pds-operatério
(setas). (B) Presenga de fibroblastos no GC no 7° dia pds-operatério (setas). (C) Presenca de fibroblastos ho GC no 142
dia pos-operatorio (setas). (D) Presenca de fibroblastos no GT no 3° dia pds-operatério (setas). (E) Presenca de
fibroblastos no GT no 7° dia pds-operatorio (setas). (F) Presenca de fibroblastos no GT no GC no 142 dia pds-operatério
(setas). Aumento de 400X. Coloracéo HE.

no terceiro, sétimo e décimo quarto dia de pés-operatorio.
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Figura 6 - Fotomicrografia Optica da pele de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva. Aspecto histolégico da contagem de vasos em amostras de auto enxertos cutaneos
obtidos aos trés, sete e catorze dias pds-operatério. (A) Presenga de vasos no GC no 7° dia de pds operatorio (setas). (B)
Presenca de vasos no GT 3° dia de p6s operatério (setas). Coloracdo HE. Aumento de 400X.

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 relagdo as porg¢des da ferida
distal e proximal ndo houve diferenca significativa
(p>0,05).

Houve diferenca significativa (p<0,05) nos
resultados encontrados quanto a avaliagdo imuno-

histoquimica de macrdfagos, conforme apresentado na
figura 7. Em relacdo ao nimero de macréfagos nao
houve diferenca entre os grupos (p = 0,5637).
Entretanto, entre os dias houve diferenca significativa (p
= 0,0223), sendo menor nimero de macr6fagos no
terceiro dia. Nao houve diferenca significativa (p<0,05)
nos resultados encontrados quanto a imunomarcagdo
para COX-2, conforme apresentado na figura 8. A
imunomarcagao de COX-2 foi similar entre os grupos (p
=0,5637) e entre os dias (p = 0,9843).
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Figura 7 - Resultado da avaliagcdo imuno-histoquimica quanto a imunomarcacdo de macréfagos nas amostras de auto
enxertos cutaneos de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus obtidos no terceiro, sétimo e décimo quarto dia

pos-operatorio.
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Figura 8 - Resultado da avaliagdo imuno-histoquimica quanto a imunomarcacdo de COX-2 nas amostras de auto enxertos
cutaneos de coelhos fémeas da espécie Oryctolagus cuniculus obtidos no terceiro, sétimo e décimo quarto dia de pds-

operatério.

DISCUSSAO

Quando delongam para cicatrizar, as lesdes
cuténeas tornam-se crénicas, 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 cicatrizagao necessita
da interacéo de diversas células da derme e epiderme, além
da liberacdo de mediadores inflamatdrios, fibroblastos e
queratinocitos (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 relagdo a melhora na cicatrizacdo 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, 0s
enxertos cutaneos desprovidos de artéria e veia estdo
sujeitos a necrose e a isquemia apds serem implantados no
leito receptor. Diante disso, 0 emprego de componentes
que estimulem a angiogénese e favorecam a cicatrizacdo
tem sido estudado (PAZZINI et al. 2017), como as células
tronco mesenquimais.

Conforme Li et al. (2012), determinar o nimero
ideal de células-tronco mesenquimais xenogénicas
necessarias para garantir a eficacia do tratamento €
complexo pois existem muitas varidveis tais como a origem

das células-tronco mesenquimais, doses, vias de
administracdo,  espécies  receptoras e  objetivos
experimentais modelos. Deste modo, a ideia de utilizar
duas aplicagbes de células-tronco mesenquimais
xenogénicas partiu da hipoétese de que um aumento da dose,
ou seja, a presenga de mais células no local ap6s o estimulo
inicial, poderia aumentar e / ou acelerar a resposta.

No presente estudo, a partir da avaliacdo
histoquimica, foi encontrada uma reducdo na porcentagem
de necrose no terceiro dia de p6s operatério, condizendo
com os resultados obtidos por Treichel (2014) e indicando
melhora da cicatrizacdo e inflamacdo, mediante uso das
células tronco. Ao que tudo indica ocorre uma interacdo
entre as células inflamatérias e as células tronco
transplantadas e através de um mecanismo paracrino
levando a ativagdo de citocinas pro inflamatorias e anti-
inflamat6ria, proporcionando assim uma transi¢do
favoravel da fase inflamatoria do processo de cicatrizagdo
para a fase proliferativa (KIM et al. 2013)

Em relac&o aos fibroblastos, ndo houve diferenca
entre 0s 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 proliferacdo vascular, esperava-se que ocorresse um
aumento da vascularizacdo nos trés dias analisados.
Entretanto, ocorreu aumento desta no grupo tratado apenas
no terceiro dia de pds-operatorio, resultado este contrario
ao encontrado por Gianotti (2011). J4 em outro estudo (WU
et al. 2007), foi demonstrado aumento da vascularizacdo
nos dias 7 e 14 no grupo tratado com MSCs.

O processo inflamatorio inicia-se  como
consequéncia ao reconhecimento da agressdo, sendo
regulado por meio da agdo de vérios fatores, como a
quantidade e a qualidade do agente causador, o estado do
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organismo do paciente, os mediadores anti e pro
inflamatorios liberados e do sistema imune (FILHO 1998).
Nessa fase sdo recrutadas diversas células inflamatorias
para 0 sitio da lesdo, como neutréfilos, mondcitos e
macréfagos. Os macrdfagos exercem varias fungdes
imunoldgicas, no processo de cicatrizacdo e na inflamacéo
(LI & FU 2012) sendo classificados como M1 ativados ou
pré inflamatérios e M2 ou anti-inflamatérios que tem
funcbes regenerativas que promovem a homeostase do
tecido (DAS et al. 2015, KRZYSZCZYK et al. 2018).
Apesar disso, na avaliagdo imuno-histoquimica do presente
trabalho, ndo houve diferenga entre os grupos quanto ao
ndmero de macrofagos, resultados contrarios a Treichel
(2014), que encontrou numerosos macréfagos no grupo
tratado durante a avaliacdo histologica.

Nyemeyer et al. 2010 realizou um estudo
comparativo entre células mesenquimais autogenas,
Xenogenas e um grupo controle. Onde comprovou que 0
transplante de células autélogas apresenta resultados
melhores quando comparado ao transplante de células
xenogenas. Apesar disso o transplante de células
xenodgenas apresentou melhores resultados que o grupo
controle, justificando sua aplicagéo.

Dentre as limitagdes do presente estudo nédo
marcamos as células tronco mesenquimais de cées nas
amostras de auto enxerto em coelhos ndo sendo possivel
rastrea-las ou localiza-las na ferida.

CONCLUSOES

Conclui-se que o presente estudo ndo demostrou
rejeicdo no emprego das células-tronco mesenquimais
xendgenas derivadas do tecido adiposo de cdes em enxertos
cutdneos em coelhos, podemos sugerir que Sseu uso
promoveu menor ocorréncia de necrose, favorecendo a
cicatrizagdo do enxerto, além de ndo induzir o processo
inflamat6rio. Mais estudos sao necessarios para avaliar as
acOes anti-inflamtérias, imunomodularas e angiogénicas
das células tronco mesenquimais xenogénas em cirurgias
reconstrutivas.
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