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RESUMO

KOGA, B. A. A. Efeito dos fatores peptidicos de crescimento recombinantes
(PDGF-BB e/ou VEGF165) no secretoma de células-tronco mesenquimais e em
modelo animal de cicatrizacdo de pele. 2020. 155 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

A Medicina Regenerativa visa alcancar tratamentos que acelerem as diferentes
fases do processo de cicatrizagdo em humanos e animais e a manipulacdo da
composicao dos fatores de crescimento (FC) pode melhorar ou modificar o processo
de reparo e remodelacdo dos tecidos lesados, bem como proporcionar cicatrizes
mais estéticas e funcionais. O presente estudo objetivou avaliar o efeito dos fatores
peptidicos de crescimento recombinantes humanos derivado de plaquetas (PDGF-
BB) e/ou de crescimento endotelial e/ou vascular (VEGF165) em células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (canino) e de medula éssea (equino) e seu
secretoma, e em modelo de cicatrizacdo de pele em ratos nude Rowett. Os FC
foram obtidos a partir de meios purificados por cromatografia de afinidade a heparina
e caracterizados por ELISA e Western blot, e foram utilizados em tamp&o como
veiculo ou em hidrogel de alginato 2%. As células foram obtidas, caracterizadas,
cultivadas e tratadas com FC e o meio condicionado foi utilizado para isolamento de
exossomos. O modelo animal de cicatrizacdo de feridas foi estabelecido em ratos
nude Rowett, onde foram aplicados 3ug/mL de FC sozinhos ou combinados em
feridas no dorso dos animais, e apds 7 dias a evolucdo da cicatriza¢do foi avaliada
macroscopica e histopatologicamente. O presente estudo demonstrou pela primeira
vez o potencial da suplementagéo de rhPDGF-BB e/ou rhVEGF165 na cicatrizagédo
de feridas cutdneas em sete dias, estimulando angiogénese, reacéo de fibroblastos
e reepitelizacdo. O hidrogel de alginato 2% mostrou ser a melhor abordagem para
ser usada como veiculo para aplicacbes de FC in vivo em relagdo ao tampéo
veiculo, mas ndo em ensaios in vitro. O tratamento com ambos os fatores
combinados melhorou o perfil terapéutico de células-tronco mesenquimais de tecido
adiposos estimulando a migragéo celular e a secrecdo de exossomos. O estudo
demonstrou pela primeira vez que o tratamento com rhVEGF165 estimulou

proliferacdo celular, o perfil angiogénico e a secrecdo de exossomos por células-



tronco mesenquimais de medula 6ssea equina. Juntos os dados embasam futuras
investigacdes sobre efeito da suplementacdo com FC in vitro, no conteudo celular e
molecular do secretoma de células-tronco mesenquimais, e in vivo em um modelo
seguro e reprodutivel, abrindo uma nova perspectiva para abordagem terapéutica
livre de células para cicatrizagdo de feridas.

Palavras-chave: Cicatrizacdo de feridas. PDGF-BB. VEGF. Células-tronco

mesenquimais. Exossomos.



ABSTRACT

KOGA, B. A. A. Effect of recombinant human peptide growth factors (PDGF-BB
and/or VEGF165) on mesenchymal stem cell secretoma and on an animal
model of skin healing. 2020. 155 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

Regenerative Medicine aims to achieve treatments that accelerate the different
stages of the healing process in both humans and animals, and the manipulation of
the growth factor (GF) composition can improve or modify the repair and remodeling
process of injured tissues, as well as providing more aesthetic and functional scars.
The present study aimed to evaluate the effect of recombinant human platelet-
derived growth factor (PDGF-BB) and/or endothelial vascular growth factor
(VEGF165) on adipose (canine) and bone marrow (equine) mesenchymal stem cells
and their secretome, as well as in a model of skin healing in nude rats. GF were
obtained from purified media by heparin affinity chromatography and characterized
by ELISA and Western blot, and were used in vehicle buffer or in 2% alginate
hydrogel. Mesenchymal stem cells were obtained, characterized, cultured and
treated with GF and exosomes were isolated from conditioned media. The animal
model of wound healing was established in Rowett nude rats, where 3ug/mL of GF
were applied alone or combined in wounds on the animals' backs, and after 7 days
the healing evolution was evaluated macroscopically and histopathologically. The
present study demonstrated for the first time the potential of rhPDGF-BB and/or
rhVEGF165 supplementation in the healing of skin wounds in seven days, stimulating
angiogenesis, fibroblast reaction and re-epithelialization, but a long-term evaluation is
necessary. The 2% alginate hydrogel proved to be the best approach to be used as a
vehicle for GF applications in vivo in relation to the vehicle buffer, but not in vitro
assays. The treatment with both factors combined improved the therapeutic profile of
adipose mesenchymal stem cells by stimulating cell migration and exosome
secretion. The study demonstrated for the first time that treatment with rhVEGF165
stimulated cell proliferation, angiogenic profile and secretion of exosomes by equine
bone marrow mesenchymal stem cells. Together, the data support future
investigations into the effect of GF supplementation in vitro, on cellular and molecular

content of the mesenchymal stem cell secretome and in vivo, in a safe and



reproducible model, opening a new perspective for a cell-free therapeutic approach

for wound healing.

Keywords: Wound healing. PDGF-BB. VEGF. Mesenchymal stem cells. Exosomes.
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1 INTRODUCAO

A Medicina Regenerativa ha muito enfrenta desafios na busca por alternativas
que assegurem um tratamento eficaz que e acelerem o processo de reparo sem
alterar suas fases, especialmente na cicatrizacao de feridas em seu ambito clinico,
morfofisiolégico e molecular, sejam Ulceras ou feridas normais, além da busca por
uma melhor fase de remodelamento e maturacdo das lesGes com cicatrizes mais
funcionais e estéticas evitando ou diminuindo a incidéncia de queloides (CLARK;
GHOSH; TONNESEN, 2007; LIN et al.,, 2011; CHOI et al., 2012; WAYCASTER;
GILLIGAN; MOTLEY, 2016).

Dentre a busca por inovacgdes terapéuticas no ambito da cicatrizacao tecidual,
estd o plasma rico em plaguetas (PRP), rico em fatores de crescimento, citocinas e
outras moléculas que auxiliam no reparo tecidual e tem sido utilizado como uma
alternativa no tratamento de lesdes. Entretanto, o alto custo da preparacao e a falta
de padronizacdo no seu preparo acarretam uma dificuldade em determinar quais e
guanto de fatores de crescimento foram obtidos resultando na falta de garantia do
tratamento (MARX, 2001; PAVLOVIC et al., 2016; SPANO et al., 2016). Nesse
cenario, a producédo e uso de fatores de crescimento peptidicos (FC) recombinantes
para reparo tecidual tem se mostrado promissora, ja que visa disponibilizar e manter
o comportamento natural dos fatores atuantes no processo de cicatrizacdo, porém
mais investigacbes se fazem necessarias de modo que viabilize maior
disponibilidade desses produtos visto o alto custo de mercado (GOWDA et al., 2015;
WAYCASTER; GILLIGAN; MOTLEY, 2016)

Em paralelo & aplicacdo do PRP, o uso de células-tronco mesenquimais
(CTM) tém sido uma alternativa terapéutica na Medicina Regenerativa devido a

conveniéncia de seu isolamento, sua baixa imunogenicidade, sua habilidade de se
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diferenciar e criar um ambiente favoravel a regeneracdo (DOMINICI et al., 2006;
KATSUDA; OCHIYA, 2015). InUmeras evidéncias sobre o potencial terapéutico
dessas células impulsionam além de tudo, o estudo do seu secretoma para
identificacdo dos agentes responsaveis por suas caracteristicas regenerativas (TOH
et al., 2016).

Acredita-se que o aproveitamento do secretoma de células-tronco pode
influenciar beneficamente o tecido injuriado pela modulacdo do microambiente local,
provendo efeitos cito protetores, antiinflamatérios e angiogénicos durante a fase
aguda que segue a injuria, e impulsionando as células-tronco/progenitoras
residentes no local com objetivo de alcancar um reparo programado mais tecido-
especifico e estimular progenitores enddgenos residentes como um mecanismo
critico para desenvolvimento futuro de terapia paracrina farmacologica (BOLLINI et
al., 2013).

No cenério de feridas crénicas que podem levar de 3 a 30 anos para cicatrizar
e 0s altos custos gerados para o sistema publico de salde, esse projeto foi proposto
para avaliar se a suplementacdo de células-tronco mesenquimais com fatores de
crescimento recombinantes melhora o perfil terapéutico e aumenta secre¢do de
exossomos, e avaliar se o tratamento de lesGes de pele de ratos com esses fatores
acelera cicatrizacdo, visando obter um protocolo efetivo, alternativo e seguro aos
tratamentos ofertados para feridas cutaneas.

O presente trabalho foi dividido em uma primeira parte de revisao de literatura
e dois capitulos para melhor apresentacao dos resultados, sendo eles:

e Capitulo 1: Efeito de rhPDGF-BB e/ou rhVEGF165 no secretoma de células-
tronco mesenquimais e em modelo animal de cicatrizagao

e Capitulo 2: Efeito de rhVEGF165 sobre o perfil terapéutico de células-tronco

mesenquimais equinas de medula 6ssea e seu secretoma



24

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Feridas crbnicas

A pele é o maior 6rgdo dos seres vivos e atua como barreira protetora contra
microorganismos e além de prevenir contra desidratacdo nos seres ndo aquaticos,
esta intimamente relacionada a vigilancia imunolégica e deteccdo sensorial, sendo
composta pela epiderme, uma camada mais superficial, composta por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado e onde se encontram os melandcitos; pela
derme, camada subjacente a primeira, composta por tecido conjuntivo denso ndo
modelado, onde se inserem foliculos pilosos e glandulas sebaceas; mais
profundamente, apresenta-se a hipoderme, composta por adipOcitos e tecido

conjuntivo (Figura 1) (CLARK; GHOSH; TONNESEN, 2007).

Figura 1 — Esquema ilustrativo das camadas da pele.

Imagem: adaptado de https://www.webmd.com/skin-problems-and-treatments/picture-of-the-skin#1
Legenda: Esquema ilustrando as camadas da pele.



https://www.webmd.com/skin-problems-and-treatments/picture-of-the-skin#1
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Qualquer condicdo adversa externa como lesdes, queimaduras, traumas ou
condi¢cbes patologicas que interfiram no funcionamento ou destruam a estrutura da
pele, desencadeara uma resposta de reparo a lesdo. Quando devido a condi¢bes
patolégicas ndo ha uma cicatrizacdo completa e eficiente, tem-se uma ferida que
nao evolui para a fase de remodelamento no periodo de 3 meses, € considerada
uma ferida crbnica, que permanecem constantemente inflamadas, tornando-se
Ulceras que trazem morbidade comprometem a qualidade de vida do paciente
(STRONCEK; REICHERT, 2008). Dentre os relatos mais frequentes para causas
gue resultam em feridas cronicas estdo o Diabetes mellitus (DM), lesdes de presséo
e injurias.

Um estudo epidemiolégico transversal com 339 idosos acima de 60 anos
realizado em Teresina-Pl, demonstrou uma prevaléncia de 11,8% que apresentavam
feridas cronicas, sendo que em 5% prevaleceram Ulceras de pressao, 3,2% ulceras
diabéticas e 2,9% Ulceras vasculogénicas cronicas (VIEIRA; ARAUJO, 2018)

Diabetes mellitus € uma doenca metabdlica crénica, caracterizada por indices
elevados de glicose no sangue, que ocorre pela falta de producdo do hormoénio
insulina pelo pancreas (Tipo 1), ou devido a reducédo da habilidade de producao
(Tipo 2) ou resisténcia a insulina (SBD, 2016; IDF, 2017).

No mundo, existiam cerca de 422 milh6es de adultos diabéticos em 2014,
comparado a 108 milhdes em 1980. Na América Latina cerca de 41 milhGes de
adultos vivem com DM. No Brasil, a populacdo estimada de portadores de DM esta
em 12,5 milhdes, tendo lugar entre os quatro paises com maiores numeros de
diabéticos no mundo, com uma prevaléncia de 8.6% da populagéo, 4,3 milhdes de
pessoas possuem 65 anos ou mais, e 25% dos portadores de DM tém risco de

apresentar Ulceras no pé (UPD) das quais 85% precedem amputacdes (IDF, 2017).
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Lesbes dos membros inferiores representaram cerca de 20% das internacfes de
individuos com DM no SUS, e complicacdes de UPD foram responsaveis por 40 a
70% do total de amputacdes ndo traumaticas na populacdo em geral (BRASIL,
2016).

As complicacdes de UPD geram altos custos tanto aos pacientes como aos
sistemas de saude, no mundo estimam-se que gastos 5 vezes maiores para
pessoas que tem UPD comparado a pessoas sem Ulceras, e 8 vezes mais quando
as lesbes sdo mais complexas (IDF, 2017). No Brasil, estimam-se 3,9 bilhdes de
dolares para os gastos com DM, e calculos das despesas com o tratamento
ambulatorial dos pacientes diabéticos pelo Sistema Unico de Saude brasileiro (SUS)
sdo da ordem de US$ 2.108,00 por paciente, dos quais US$ 1.335,00 estédo
relacionados a custos diretos (SBD, 2016).

No Brasil o afastamento de pessoas do trabalho devido as feridas cronicas,
principalmente Ulceras varicosas, que sdo aquelas causadas pela ma circulagcéo
sanguinea, e as lesbes por pressdo, estd na 10° posicdo segundo o INSS, e o
Ministério da Saude realizou um levantamento em 2011 mostrando o cenario dos
tratamentos de feridas complexas no pais

(http://formsus.datasus.qov.br/novoimgarg/14480/2120690 109700.pdf).

Estima-se que nos Estados Unidos da América cerca de 6 milhdes de
pessoas apresentem feridas cronicas em membros inferiores e que na populagéao
idosa a prevaléncia seja de 15% com uma projecdo para o futuro, de que em 2050
cerca de 25% da populacao idosa vai apresentar essa lesdo (ABBADE et al., 2005).

E estimado que a cada ano, 300 mil pessoas morram de lesdes relacionadas
a queimaduras, prevalecendo queimaduras quimicas, eletricidade e por

escaldaduras, e que as queimaduras relacionadas ao fogo sejam responsaveis por


http://formsus.datasus.gov.br/novoimgarq/14480/2120690_109700.pdf
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10 milhées de anos de vida ajustados por deficiéncia (DALYS), sem contar que as
gueimaduras néo fatais séo a principal causa de morbidade, incluindo hospitalizacéao
prolongada, desfiguracdo e incapacidade, frequentemente resultantes com estigma
e rejeicdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

No Brasil, dois tercos dos acidentes envolvendo queimaduras séao
protagonizados por criangas, que passam a conviver com as sequelas, estéticas e
funcionais (PROVAB, 2014).

Com o envelhecimento da populacdo com o aumento da expectativa de vida a
projecdo é que a parcela de pessoas acima dos 65 anos dobre em 2050 na América
Latina, e no Brasil a populacdo acima dos 80 anos pode quadruplicar (OECD, 2020),
predizendo um cenario com mais pessoas suscetiveis a desenvolverem feridas

cronicas.

Assim como em humanos, feridas, lesdes e traumas representam 27,8% das
condicbes médicas mais comuns observadas em cavalos dos EUA (NAHMS, 2017).
As feridas nos membros dos cavalos curam com dificuldade em comparacdo com as
de outras areas do corpo, tendo como caracteristicas principais: inflamacéo cronica,
acumulo excessivo de matriz extracelular, ma contracdo da ferida e epitelizacao
retardada, resultando em cobertura incompleta da ferida (THEORET; WILMINK,

2013) (THEORET AND WILMINK, 2013).

2.2 Tratamento de feridas crénicas

As estratégias padrées atuais para tratar lesdes de pele normais ou cronicas,
como feridas decorrentes de Diabetes mellitus, limitam-se ao preparo da ferida que
inclui remocé&o de tecido necrosado através do debridamento da ferida, descarga de

presséo, tratamento e controle da infeccdo e inflamacdo, mantendo balangco de
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umidade com curativos e avaliando as bordas da ferida (DINH; VEVES, 2006;
GREGOR et al., 2008; POURMOUSSA et al., 2016). Se o tratamento padrdo nao
permitir alcancar a epitelizacdo do tecido lesado, intervencdes cirargicas podem ser
a Unica alternativa o que pode comprometer ainda mais a condicdo do paciente o
gue nos mostra um cenario de ampla necessidade de terapias avancadas como
alternativas que acelerem a cicatrizacdo seja o uso de produtos engenheirados
terapias celulares / tecidos ou produtos derivados, fatores de crescimento
recombinantes, que podem ser o Unico meio de atingir rapida e eficazmente o

fechamento da ferida promovendo melhores condi¢cdes de vida as pessoas.

2.3 Reparo tecidual

O processo de reparo tecidual € compreendido por trés fases que se
sobrepdem e séo interdependentes: A fase inflamatéria, a fase proliferativa e a fase
de epitelizagdo e remodelamento (Figura 2) (ABDULLAHI; AMINI-NIK; JESCHKE,
2014).

O reparo de lesdes teciduais (processo cicatricial) € um processo complexo
gue envolve fatores sistémicos e locais, sendo composto por trés diferentes fases:
inflamatéria, proliferativa e de remodelamento/maturacdo, as quais se sobrepdem
parcialmente e sao interdependentes (STRONCEK; REICHERT, 2008; SORG et al.,
2017). Durante a fase inflamatéria, neutrofilos e macrofagos sédo recrutados para
produzir dois fatores essenciais: TGF-B1 (fator de crescimento transformador 1) e G-
CSF (fator estimulador de colénias de granulécitos). Outros fatores, como PDGF
(fator de crescimento derivado de plaquetas) e TGF-B1 tem papéis cruciais no
recrutamento de fibroblastos na fase proliferativa, na qual também é critico o papel

do fator de crescimento endotelial vascular, VEGF, que € essencial para a formacgao
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de vasos (angiogénese). Durante a terceira fase do processo, o remodelamento e a
proliferacdo epidermal sdo mediados por GM-CSF (fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macrofagos) e TGF-B3 (fator de crescimento transformador 3). GM-
CSF aumenta a neovascularizacéo e a granulacédo do tecido em formacao, enquanto
TGF-B1 tem um envolvimento direto na cicatrizacdo cutanea, sendo que o fator TGF-
B3 antagoniza este efeito, evitando a cicatrizagdo excessiva, que leva a formacéao de
queldides. Através da manipulacdo da composicdo de fatores de crescimento, é
possivel acelerar ou modificar as diferentes fases do processo de reparo tecidual,
contribuindo, assim, para o reparo correto em tempo habil (CLARK; GHOSH,;

TONNESEN, 2007; GURTNER et al., 2008).

Figura 2 — Esquema ilustrativo das fases do reparo tecidual.

o Fase Inflamatdria Fase Proliferativa Epitelizagio
g J Remodelamento
s g
S ; '
% st Fatores Peptidicos de Crescimento stz
&= S \
g £ Inicial | Tardia "x"’ )
g L Macrifagos ) *Epitelizacao
=z ' . *Remodelamento da
2 Fagocitosee o  *Proliferacdo de \  matriz extracelular
- famw&l (b ,‘ ﬁbroumm “ .Au"lenm d' hrca
corpos estranhos | *Sintesede colagena . |, ténsil da ferida
: *Reorganizago da " *Maturacao da cicatriz
' matriz extracelular '
: ' *Farmaga do tecido \
**  Neutrofilos L de granulagaa '
’ o ™ L)
i *Epitelizagao y
0.1 0.3 1 3 10 30 100 300
G-CSF, POGF, FGF, EGF, KGF, GM-CSF TGF-p3
T6F-B1 ¢ f2 VEGF - "
Dias apas a leséo (escala de log)

Imagem: adaptado de ENOCH, 2005)

Legenda: Fases do processo de reparo de tecidos moles em dias e FC envolvidos em cada fase.
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2.4Fatores peptidicos de crescimento PDGF e VEGF

O fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e o fator de
crescimento endotelial e vascular (VEGF) sdo dimeros de cadeias polipeptidicas
ligadas por dissulfeto, em mamiferos, um total de nove genes diferentes codificam
quatro cadeias homodiméricas de PDGF (PDGF-A,-B,-C and -D) e uma
heterodimérica (PDGF-AB), e cinco cadeias diferentes de VEGF (VEGF-A,-B, -C, -D)
e fator de crescimento de placenta (PIGF) (HELDIN; WESTERMARK, 1999).

PDGF/VEGF séo fatores de crescimento conservados ao longo do reino
animal e formam parte de uma grande superfamilia de proteinas que contém nés de
cisteina. PDGF-BB apresenta estrutura tridimensional similar a VEGF, que tem uma
sequéncia de aminoacidos relacionada (HELDIN; WESTERMARK, 1999; ANDRAE;
GALLINI; BETSHOLTZ, 2008).

Os PDGFs atuam primariamente como fatores de crescimento paracrinos,
geralmente produzidos por discretas populacdes de células que atuam localmente
para direcionar diferentes respostas celulares, enquanto os VEGFs possuem papéis
fisiologicos autdcrinos, como descritos para VEGF-A de células endoteliais (LEE et
al., 2007).

Tanto os receptores de PDGF a e  tém papel crucial no desenvolvimento
especialmente por se conectarem com diversas vias de sinalizacdo conhecidas por
atuarem em multiplas respostas celulares, como Ras-MAPK3, PI3K e PLC, interacao
esta que resulta em estimulo do crescimento, diferenciacdo e migracdo celular
(ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ, 2008; KLINKHAMMER; FLOEGE; BOOR, 2018).

VEGF atua por meio de dois receptores de tirosina quinases de alta afinidade,

VEGFR-1/FLT-1 e VEGFR2/KDR/flk-I; ambos sao expressos em células normais
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endoteliais vasculares e tem expressdo aumentada durante angiogénese (LEE et al.,
2007). Estudos recentes tém revelado o papel de VEGF-A e seus receptores além
do desenvolvimento vascular, mas na homeostase dos 6rgaos adultos apds lesdes
graves e através da liberacdo dos fatores paracrinos por células endoteliais pela
acdo de VEGFA, demonstrando seu papel na progressdo da regeneracao

(MATSUMOTO; EMA, 2014).

2.4.1 Potencial terapéutico dos fatores peptidicos de crescimento

Fatores peptidicos de crescimento tém sido utilizados para transformar
células, melhorar os efeitos paracrinos e a taxa de sobrevivéncia celular, e logo a
eficiéncia das terapias celulares para cicatrizacdo como a inducdo a osteogénese,
adipogénese e condrogénese por incorporacdo de BMPs (proteina morfogenética
Ossea), bFGF (fator de crescimento de fibroblastos) e TGFB em microesferas
revestidas de nanosferas por CTMs humanas (PARK et al.,, 2011); a inducédo de
neovascularizacdo em modelo de isquemia de membros inferiores por CTM de
placenta transformadas com FGF2 e PDGF-BB (YIN et al., 2015); a sobrevivéncia
celular e melhora da lesdo pulmonar por isquemia/reperfusdo de CTM de medula
Ossea transformadas com HGF (fator de crescimento de hepatocitos) (CHEN et al.,
2017); o aumento do tempo de vida, angiogénese diminuicdo da tumorigenicidade
de CTM envelhecidas de medula 6ssea transformadas com VEGF (TANG et al.,
2013); aumento da proliferagao celular, vascularizacao e reconstituicdo da epiderme
apos transplante de queratinécitos superprodutores de PDGF-AA em camundongos
atimicos (EMING et al.,, 1995); aumento da proliferagdo, redugdo de apoptose e
autofagia, aumento dos efeitos paracrinos e protecdo de CTM transformadas com

VEGF e Bcl-2 (linfoma de célula B 2) em modelo de isquemia in vitro (NI et al.,
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2017). O tratamento da célula com fatores de crescimento recombinantes humanos
ao inveés da transformacédo genética pode ser uma alternativa que facilite o método e
o tempo de obtencdo das células tratadas com combinacdo dessas duas
ferramentas terapéuticas.

O uso topico do fator de crescimento recombinante humano derivado de
plaguetas (PDGF-BB) (Becaplermin - Smith & Nephew Inc, Fort Worth, TX) (Figura
3) para tratamento de cicatrizacdo de feridas de pés diabéticos € uma alternativa

aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration of EUA).

Figura 3 — Regranex — Pomada de fator de crescimento recombinante PDGF.

- ’ —
REGRANEX* e s
! Decaplerrani Gel 0.0T% .H--—-'- rorcar-em
— a1 4 - —

Fator de crescimento recombinante derivado de
plaquetas (PDGF) terapia para Uulceras diabéticas
neuropaticas

Imagem: Retirado de https://www.smith-nephew.com/professional/products/all-products/regranex/
Legenda: Foto da pomada Regranex (Becaplermin) contendo o fator de crescimento recombinante
PDGF.

A eficacia do produto foi comprovada no processo de reparo tecidual
inferindo-se uma manutencédo da sua atividade biolégica como ocorre no processo
natural, entretanto, apesar das vantagens advindas com a aprovacao desse
composto para uso em feridas cronicas, o alto custo do produto limita seu uso a
instituicbes ou pessoas com alto poder financeiro, ainda sendo inalcancavel para a

maioria da populagédo (WAYCASTER; GILLIGAN; MOTLEY, 2016).


https://www.smith-nephew.com/professional/products/all-products/regranex/
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O uso generalizado de rhPDGF-BB estabeleceu a seguranca e a eficacia do
PDGF para a regeneracdo de tecidos moles além disso, sua atividade para
regeneracao Ossea foi e tem sido rigorosamente testada em estudos pré-clinicos,
gue indicam que o PDGF tem o potencial de ser usado para dirigir e controlar a
regeneracao 0ssea em humanos (KAIGLER et al., 2011).

A utilizacdo de rhVEGF165 foi descrita por melhorar a arquitetura pulmonar
em modelo murino de dano pulmonar por hiperoxia (KUNIG et al., 2005), e um teste
clinico conduzido em 178 pacientes portadores de angina administrou via
intracoronaria diferentes doses de rhVEGF165, e a dosagem de 50ng/kg/min
promoveu melhora significativa nos testes de tolerancia a exercicio e diminuicdo na

frequéncia de angina depois de 120 dias (HENRY et al., 2003).

2.5 Terapias alternativas para reparo tecidual

2.5.1 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP), derivado das plaquetas, tem sido
muito utilizado como alternativa terapéutica em diversas aplicagdes visando reparo,
devido a presenca de diversos fatores peptidicos de crescimento e diferenciacédo
neste produto, pois é uma fracdo do plasma que apresenta uma concentracdo de
plaquetas acima dos niveis basais, sendo obtido de maneira aut6loga, ndo sendo,
portanto, imunogénico (MARX, 2001).

As plaquetas, apo0s sua ativacao, liberam diversos fatores de crescimento
importantes durante o processo de cicatrizacdo tecidual: fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante (TGF-), fator de

crescimento semelhante a insulina (IGF-1), fator de crescimento vascular endotelial
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(VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento de fibroblastos
(FGF) (MARX, 2001; EPPLEY; WOODELL; HIGGINS, 2004).

PRP tem sido aplicado as Ulceras na perna venosa e arterial, Ulceras de pés
diabéticos, queimaduras de primeiro e segundo grau, injarias superficiais, cortes,
abraséo e feridas cirargicas, em cirurgias plasticas, problemas de perda de cabelo,
rejuvenescimento facial (tratamento de rugas, danos e manchas), cicatrizes,
regeneracdo periodontal e em areas de reconstrucdo oral e maxilofacial,
regeneracao tendinea e ligamentar, etc (OSTVAR et al., 2015; AFRADI et al., 2016;
HARA et al., 2016; MARCK et al., 2016; SPANO et al., 2016).

Entretanto, este produto ndo é bem caracterizado quanto a sua composicao
de fatores de crescimento, e ndo ha um protocolo padronizado para sua preparacgao,
0 que acarreta grande variabilidade, tornando questionavel a real efetividade deste
produto quanto a presenca de plaguetas e, consequentemente, de fatores de
crescimento.

Existem casos nos quais sdo documentados aumentos da expressao génica
(SCHNABEL et al., 2007; DE MOS et al., 2008), do potencial mitogénico
(TOHIDNEZHAD et al.,, 2011; ZHANG et al., 2015), da resisténcia biomecanica
(ASPENBERG; VIRCHENKO, 2004; BOSCH et al., 2011) e diminuicdo da frouxidao
ligamentar (FLEMING et al., 2010).

Um ponto critico sobre o uso deste produto no Brasil é que a agéncia
nacional regulatoria de produtos da saude (ANVISA) ndo regulamentou o uso desse
produto ainda e apenas é liberado para uso em casos odontoldgicos, mas ja € um
assunto em consideracao pela agéncia.

A associacao de fatores de crescimento do PRP com hidrogel ja se mostrou

viavel em promover maior cicatrizacdo em menor tempo (PARK et al.,, 2017) e
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promoveu a angiogénese atraves de efeitos sinergisticos resultantes da combinacéo
de VEGF + PDGF e FGF (KIM et al, 2016). Devido a sua conformacao
tridimensional, afinidade a agua e biocompatibilidade, o hidrogel tem sido usado
como uma formulacdo de revestimento que é capaz de manter a umidade do
ambiente/tecido ao qual foi submetido se mostrando uma otima ferramenta para
tratamento de lesBes teciduais (MONTOYA et al., 2015).

Entretanto, a garantia da presenca destes fatores ndo pode ser assegurada
para a real efetividade do PRP, ja que a quantidade dos fatores pode variar em cada
individuo e, principalmente, de acordo com o método de preparo e como nao existe
um padrdo ouro de utilizacdo, mais estudos ainda precisam ser desenvolvidos
buscando um meio de padronizar a obtencdo e garantir a presenca dos fatores

desejaveis para tratamento.

2.5.2 Terapia com células-tronco

As células-tronco oferecem oportunidades consideraveis para melhorar a
cicatrizacdo de feridas. Células-tronco pluripotentes, como células-tronco
embrionarias ou células-tronco pluripotentes induzidas, podem ser isoladas,
adaptadas e propagadas indefinidamente in vitro em um estado indiferenciado, e
tém a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de células. As células-tronco
embrionéarias (ESC) sdo de natureza pluripotente que residem no blastocisto. Essas
células tém um potencial para se diferenciar em qualquer uma das trés camadas
germinativas primarias, a saber, endoderme, mesoderme ou ectoderme, entretanto
as questdes éticas ainda limitam o uso dessas células (MITALIPOV; WOLF, 2009).

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) sdo as células

multipotentes com propriedades de auto-renovacao, que sao projetadas a partir de
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células somaticas adultas diferenciadas, como fibroblastos e queratinécitos, usando
fatores de transcricdo (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). As iPSCs reduzem as
chances de rejeicdo imunologica ao usa-las fisicamente além de eliminarem
guestbes éticas (GUHA et al., 2013). A reprogramacédo Unica da tecnologia IPSC
tornou possivel a geracdo de linhas celulares especificas de pacientes
geneticamente diversas a partir de doencas genéticas da pele ou feridas cronicas
gue tém um tremendo potencial para modelagem de doencas e rastreamento de
drogas (LIU et al., 2014).

O trabalho pioneiro de Nagy e Smith, que foi o primeiro a desenvolver iPSC a
partir de fibroblastos fetais equinos, usando uma entrega de quatro fatores (MKOS)
baseada no transposon induzivel por tetraciclina, abriu o caminho para a pesquisa
de iPSC equinas. Comprovando que estas mantém um cariétipo dipléide durante a
cultura in vitro em 26 passagens, enquanto as colbnias exibem morfologia
semelhante a da iPSC humana e expressam AP, OCT-4, NANOG, SSEA-1, SSEA-4,
TRA-1-60 e TRA-1 -81 (NAGY et al., 2011).

A vantagem que as iPSCs apresentam de serem induzidas a diferenciacao
em tipos celulares especificos tem sido explorada na busca de melhorias para o
tratamento de lesdes cutéaneas, como descrito 0 uso de iPSCs equinas (eiPSCs) e
sua eficiente diferenciacdo em linhagem de queratindcitos foi descrito como
ferramenta alternativa para tratar lesdes in vitro, sendo possivel obter queratinécitos
equinos (eiPSC-KC) com caracteristicas que prometem o desenvolvimento de uma
construcdo de pele baseada em células-tronco, com potencial para regenerar a pele
perdida ou danificada (AGUIAR et al., 2016).

iPSCs diferenciadas em células endoteliais funcionais (iPSC-ECs), foram

descritas por aumentarem a angiogénese e a perfusao da ferida, promoverem a
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deposicéao fisiologica de colageno, além de acelerarem o fechamento da ferida em
um modelo de cicatrizacdo de ferida excisional murina (CLAYTON et al., 2018). A
inducado de células-tronco mesenquimais derivadas de iPSC (iPSC-MSCs) com fator
basico de crescimento de fibroblastos (FGF) e/ou fator de crescimento de
queratinécitos (KGF) estimulou o potencial de diferenciacdo angiogénico e
gueratinogénico fornecendo uma nova e promissora fonte de células para a
construcdo da pele manipulada de tecido vascularizado e queratinizado, além de
estabelecer uma estratégia eficaz para a terapia baseada em iPSC na Engenharia
de Tecidos da pele (LIN et al., 2018).

Por outro lado, células-tronco multipotentes, como células-tronco
mesenquimais (CTM), entre outras, fornecem um amplo espectro de alternativas
para diferentes terapias devido a conveniéncia de seu isolamento, sua baixa
imunogenicidade, sua habilidade de se transdiferenciar e criar um ambiente
favoravel a regeneracao (DOMINICI et al., 2006; KATSUDA; OCHIYA, 2015).

Por muito tempo e ainda hoje as células-tronco mesenquimais séo utilizadas
como recurso para terapia celular, portanto, seu uso € amplamente descrito em
diversas aplicacBes, como no tratamento de feridas de Diabetes mellitus (CAO et al.,
2017; Dl et al., 2017), regeneracédo de tecidos (BRETT et al., 2017; THANGARAJAH
et al., 2017), alternativa no tratamento do cancer e no entendimento da sua biologia
e progressdo (GOMES et al., 2017; YAO et al., 2017), nas quais sua utilizacdo visa
além de entender a funcdo das células e seus mecanismos de acdo, tratar os
sintomas promovendo maior qualidade e expectativa de vida aos pacientes de
maneira segura e acessivel.

No entanto, apesar de permitir a manipulacéo ex vivo e sua reintrodugcédo no

paciente, grandes desafios ainda existem quanto a identificagdo das células-tronco
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apropriadas para alcancar a eficacia desejada na cicatrizacdo de feridas (KANJI;
DAS, 2017). Inumeras evidéncias sobre o potencial terapéutico dessas células
impulsionam além de tudo o estudo do seu secretoma para identificacdo dos

agentes responsaveis por suas caracteristicas regenerativas (TOH et al., 2016).

2.6 Vesiculas extracelulares

Apesar do vasto conhecimento e utilizacdo das células-tronco mesenquimais,
solucionar a questdo da regeneracdo de maneira global, ou seja, esclarecer e definir
0s mecanismos efetores decorrentes da aplicacdo dessas células no processo
regenerativo permaneceu desconhecido por muito tempo até quando certa atencao
foi dedicada aos componentes extracelulares do conteudo liberado por essas
células: seriam esses os efetores responsaveis da terapia celular? (AKYUREKLI et
al., 2015)

Esse pensamento, embora recente, despertou profunda curiosidade por parte
da comunidade cientifica sobre o que seria libertado pelas células, o0 mecanismo de
liberacdo deste conteudo, as caracteristicas dos componentes liberados e seu
conteltdo molecular, os possiveis mecanismos de acdo dessas moléculas
secretadas, seu potencial terapéutico e muitos outros guestionamentos surgiram
trazendo & tona o mundo das vesiculas extracelulares (PANKAJAKSHAN;
AGRAWAL, 2014; MAROTE et al., 2016; DERKUS; EMREGUL; EMREGUL, 2017).

A capacidade de secretar fatores sollveis para o meio extracelular e exercer
atividade paracrina no microambiente, exemplifica os efeitos benéficos das CTM
sobre o reparo e a regeneracédo tecidual (ABREU; WEISS; ROCCO, 2016). Dentre
os mediadores liberados estdo citocinas, RNAs codificadores e nao-codifcadores

como microRNAs, fatores de crescimento e vesiculas extracelulares (RAPOSO;
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STOORVOGEL, 2013). Além disso, estudos mostram que moléculas secretadas por
MSCs tém composicdo e papel semelhante a estas, podendo exercer atividade
terapéutica, trazendo um novo cenario para uma terapia livre de células (BOLLINI et
al., 2013; ZHANG et al., 2016).

O tamanho das vesiculas extracelulares pode variar de 30 nm a 1um, dentre
as quais pode haver alguma sobreposicdo nos tamanhos. As microvesiculas que
sao as vesiculas secretadas pela membrana plasmatica celular podendo medir 100
e 1.000 nm; os exossomos possuem tamanho entre 30 e 150 nm sédo formados a
partir da fusdo de endossomos multivesiculares com a membrana plasmatica, e
liberada por exocitose por varios tipos celulares sendo encontrados em fluidos
corporais e meios condicionados por células (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).
Enquanto os corpos apoptéticos podem compreender 1000nm a 5000nm sendo
derivados de fragmentos de células mortas e liberados como bolhas externas da
membrana plasmatica apoptotica (RANI et al., 2015; MAROTE et al., 2016).

Os exossomos foram descritos primeiramente na década de 80 como
vesiculas de origem endossomal as quais foram observadas sendo liberadas na
maturacdo de reticulécitos, como consequéncia da fusdo de endossomas
multivesiculares a membrana plasméatica (JOHNSTONE et al., 1987).

Vesiculas extracelulares tém apresentado muitas vantagens sobre as células-
tronco, como habilidade de homing para tecido alvo, prevencdo do seu acumulo
indesejado em outros Orgaos, auséncia de toxicidade inata ou associacdo a mal-
diferenciacdo de células enxertadas em longo prazo, auséncia de formacao tumoral
ou rejeicdo imune como ocorre apoés injecao de células-tronco (ABREU; WEISS;

ROCCO, 2016; SARVAR; SHAMSASENJAN; AKBARZADEHLALEH, 2016).



40

O potencial e a eficacia dos mecanismos de acdo dos exossomos derivados
de CTM, como angiogénese, imunomodulacao e regeneracao, tém sido estudadas e
confirmadas ao longo dos Ultimos anos e nesse cenario a seguranga quanto a
citotoxicidade dessas vesiculas € um tema constantemente considerado ja que o
maior foco esta voltado para usos terapéuticos dos exossomos, e apesar de poucos
estudos sobre o tema, a vantagem descrita € a baixa ou auséncia de
imunogenicidade por parte dos exossomos para seu uso como drug delivery ou
agentes terapéuticos como em vacinacdo ou biomarcadores de cancer e em
distarbios inflamatérios (ROBBINS; MORELLI, 2014) seja no sistema nervoso (LV et
al., 2015) ou cardiovascular (PANKAJAKSHAN; AGRAWAL, 2014) e cicatrizacédo de
feridas (GEIGER; WALKER; NISSEN, 2015).

O meio condicionado por CTM de corddo umbilical humano foi capaz de
estimular a migracéo de fibroblastos e producao de matriz extracelular in vitro, além
da geracdo de um cosmético contendo o meio condicionado em pé crio-desidratado
que promoveu o aumento da densidade dermal, podendo ser justificada pela
presenca de fator de crescimento de diferenciacdo 11 (GDF-11) e exossomos em
sua composicao (KIM et al., 2018)

Estudos recentes relatam exossomos como participantes ativos nos
processos biolégicos, regenerativos, inflamatérios e patoldgicos e seu conteudo
molecular tem sido alvo de investigacdes que almejam desvendar o que esta por
tras da eficacia do papel dessas vesiculas, pois é sugerido que 0S ex0sSSomos em
seu papel fundamental na comunicagcdo intercelular podem atuar como
bioindicadores ou agentes terapéuticos atuando como uma peca fundamental para
além de promover melhor compreensdo da terapia celular existente, abrir um

caminho para uma terapia livre de células (PHINNEY; PITTENGER, 2017).
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2.7 Modelos animais para reparo cutaneo
Apesar da grande demanda por modelos ndo-animais para se desenvolver

pesquisa cientifica como dados in silico, in vitro, ex vivo, etc, os modelos animais
ainda sdo amplamente utilizados por permitirem explorar mais fielmente a biologia
da cicatrizagdo normal ou patoldgica da pele visando compreender melhor e acelerar
o processo (NELSON; REUSCH, 2014; BOYKO; LONGAKER; YANG, 2017).

Compreender o mecanismo e a fisiopatologia de como ocorre o processo de
cicatrizacdo é essencial para o desenvolvimento de estratégias 6timas no futuro para
evitar a cicatrizacao tardia e a formacao de cicatrizes anormais. Modelos ideais para
estudo de cicatrizagcdo de feridas devem mimetizar ndo apenas a estrutura, mas
também as interacbes celulares e moleculares dos tipos de feridas cutaneas (UD-
DIN; BAYAT, 2017; VIDMAR; CHINGWARU; CHINGWARU, 2017)

Um dos modelos animais mais utilizados para estudo da cicatrizacao de
feridas séo os ratos e camundongos. Por serem animais de laboratorio de pequeno
porte, com um rapido ciclo de vida baixo custo, de facil manipulacédo genética, esses
animais apresentam uma cicatrizacdo rapida, o que permite o estudo de todo o
processo de cicatrizacdo em curto periodo de tempo. Uma das principais diferencas
gue estes modelos apresentam na pele é a presenca de um paniculo carnoso, que é
uma fina camada de musculo esquelético localizada entre a gordura subcutanea e a
derme, assim, esses animais curam as feridas excisionais mais pela contracédo do
que pela reepitelizagdo, enquanto o oposto ocorre em humanos (ABDULLAHI,
AMINI-NIK; JESCHKE, 2014). Como tal, eles sdo menos propensos a sepse

sistémica e a imunossupressao observados em animais maiores, pois suas feridas

cicatrizam muito mais rapidamente (AGARWAL, 2019).
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Dentre as vantagens de se utilizar camundongos como modelos para estudos
de cicatrizacdo, € a viabilidade de se estudar condi¢cdes patolégicas como o
Diabetes, como no caso dos camundongos diabéticos ndo-obesos (NOD) que
desenvolvem a doenca autoimune espontaneamente (PEARSON; WONG; WEN,
2016), além da possibilidade de inducdo quimica do diabetes utilizando a aplicacédo
de Estreptozotocina (STZ) com altas doses Unicas ou varias aplicacdes de baixas
doses da droga, a qual ira atuar destruindo as células beta das ilhotas de
Langherans, levando a uma condi¢cdo de hiperglicemia, a qual pode ser constatada
através de testes de glicemia nos animais, provendo um modelo potencial para
estudo das fases da cicatrizacdo (GRAHAM; SCHUURMAN, 2015; DI et al., 2017).

Outra linhagem de camundongos amplamente utilizada como modelo sé&o os
animais nude. Devido auséncia do timo, esses animais possuem baixa quantidade
de células T, apresentando como fendtipo a auséncia de pélos. Esses animais tém
sido utilizados em ensaios de tumorigénese celular como método de validacdo antes
da terapia celular, bem como em ensaios de angiogénese (KIM et al., 2016).

Estudos tém utilizado modelos animais como ratos e camundongos para
testar a eficacia de diversos tratamentos de forma direta e indireta para cicatrizacao
de feridas pelo fato de serem de facil cuidado e manuseio e apresentarem um
processo cicatricial rapido que permite investigacbes das bases celulares,
bioguimicas e moleculares do reparo tecidual, incluindo a aplicacdo de fatores
peptidicos de crescimento recombinantes humanos comerciais, como PDGF-BB, e
revelado que seu potencial de reparo pode esta relacionado a atenuacédo da
inflamagédo e acdo de citocinas inflamatérias de forma exagerada por seus
mediadores TNF-alfa, interleucina-1B e metaloproteinases ou modulando a

contracdo da ferida, como mostrado por GOWDA et al., (2015).
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Similaridades nos perfis de citocinas desregulados, relacdo entre epitelizacao
da lesdo e contracdo do local, desenvolvimento de desordens fibroproliferativas,
dentre outras razdes, 0 que tem atraido grande interesse no estudo da cicatrizacao
nesses animais, visando néo s6 o tratamento dessas lesfes e inovacdao no ramo da
Medicina Regenerativa Veterinaria, bem como para a saude humana (THEORET;
WILMINK, 2013). Sendo assim, equinos tem sido utilizados como modelos para
estudo dos processos biolégicos da cicatrizacdo e suas falhas (THEORET,;
WILMINK, 2013; FREES, 2018) bem como para teste e melhoramento das técnicas
de gestao de feridas (BROECKX et al., 2015; DAHLGREN, 2018)

A similaridade nas sequéncias de genes imunoldgicos, anatomia, fisiologia e
farmacocinética, estrutura e funcédo da pele dos porcos com o ser humano, além do
fato de seu grande tamanho oferecer uma grande area disponivel para transplante
de multiplos pedacos de pele humana, sdo vantagens desse modelo sobre os ratos
e tém elegido esses animais como modelos promissores para estudo do reparo
tecidual cutaneo (SEATON; HOCKING; GIBRAN, 2015; LIN et al., 2019b).

Modelo de porcos com deficiéncia imune severa combinada (SCID) também
tem sido utilizados como promissores para o estudo de cicatrizes hipertroficas,
queloides e varias condi¢des inflamatorias cutaneas ou malignas da pele (SINGER
et al., 2019).

O porco tem sido descrito como um bom modelo para testar os mecanismos
de acao de técnicas para cicatrizagdo, como no caso da terapia de pressao negativa
sobre feridas (SHAH et al., 2019). Entretanto, os custos associados a manutencao e
medicamentos e relativa falta de facilidade com relacdo a modulacdo genética

podem ser proibitivos de estudos pré-clinicos em estagio inicial (AGARWAL, 2019).
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Nesse cenario, é possivel usufruir das propriedades terapéuticas de fatores
de crescimento recombinantes, células-tronco mesenquimais e suas vesiculas
extracelulares, desenvolvendo estudos que validem sua eficacia como modelos in
vitro, testando possibilidades de combinacdo e inovando em tratamentos
alternativos, como uma futura terapia livre de células, para que possam entéo
promover melhor cicatrizacdo de feridas e contribuir com informacfes sobre os
eventos celulares e moleculares decorrentes de tal terapia por meio de teste em

modelos animais.



45

Capitulo 1. Efeito de rhPDGF-BB e/ou rhVEGF165 no secretoma de células-

tronco mesenguimais e em modelo animal de cicatrizacdo

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de fatores peptidicos de crescimento recombinante humanos

em células-tronco mesenquimais e em modelo animal de cicatrizacao pele.

3.20bjetivos especificos

3.2.1 Obter e validar a atividade biol6gica de rhPDGF-BB e rhVEGF165 in vitro;

3.2.2 Estabelecer modelo de cicatrizagéo de pele em dorso de ratos nude Rowett;

3.2.3 Aplicar FC em feridas cutédneas do modelo animal de cicatrizagéo;

3.2.4 Avaliar efeito de FC na taxa de cicatriza¢cao e no novo tecido formado;

3.2.5 Isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais de tecido adiposo canino
(CTMA);

3.2.6 Validar a presenca do receptor para PDGF-BB e VEGF nas CTMA;

3.2.7 Avaliar o efeito de FC sobre a capacidade de migracdo de CTMA,

3.2.8 Padronizar o isolamento de exossomos de CTMA,;

3.2.9 Isolar, caracterizar e quantificar exossomos de CTMA tratadas ou ndo com

FC;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Producao, Purificacdo e Caracterizacdo de rhPDGF-BB e rhVEGF165

4.1.1 Producéo de rhPDGF-BB e rhVEGF165

Os protocolos de producao e purificacdo foram determinados previamente de
acordo com Carreira et al. (em preparacao) e (BELCHIOR, 2014). Resumidamente:
foram gerados clones superprodutores de rhPDGF-BB e rhVEGF165 com a
construcdo contendo o vetor lentiviral pLV/PDGF-B ou pLV/VEGF165, cujos cDNAs
foram amplificados do cDNA a partir do Banco de cDNAs de linhagens e tecidos
humanos, gerados no laboratério NUCEL.

Para a geracdo dos clones superprodutores de cada fator de crescimento
humano, foram utilizadas duas estratégias diferentes:
-rhPDGF-BB: Células da linhagem 293T foram transduzidas com particulas
lentivirais para a construcdo pLV/PDGF-B e clones superprodutores foram
caracterizados por atividade in vitro de incorporacédo de H3-timidina ao DNA em
células murinas A31 (Carreira et al., em preparacao);
-ThVEGF165: Células da linhagem HEK293 foram co-transfectadas com a
construgcédo pLV/VEGF165 em conjunto com o vetor pX343 que confere resisténcia
ao antibiético, o qual foi utilizado na selecdo dos clones superprodutores. A atividade
biolégica in vitro foi testada em ensaios de crescimento de vasos de acordo com

(BELCHIOR, 2014).

4.1.2 Purificacdo por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
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Para obtencdo do rhPDGF-BB produzido por células 293T PDGF-BB Clone 9,
foi realizada a expansdo do cultivo dessas células e coleta de aproximadamente
1.2L de meio condicionado sem SFB por 48 horas.

Para a purificacdo foi utilizado o sistema AktaPurifier UPC-100 (GE Healthcare), de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC, High Performance Liquid

Chromatography) (Figura 4).

Figura 4 - llustragcdo do processo de producéo e purificacéo dos FC.

T L
l. AT ") 3 » > *
?._ = o= - -
1-Cultivo de clones celulares 2-Expanséo e coleta de meio 3-Purificacdo por cromatografia de
superprodutores de FC condiciohado sem SFB afinldade a heparina

Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: Esquema ilustrativo do processo de producdo e purificacdo dos fatores peptidicos de
crescimento recombinantes. FC (rhPDGF-BB e rhVEGF165) foram purificados a partir de meio
condicionado (sem SFB) de células 293 superprodutoras por cromatografia de afinidade a heparina.

Para a purificacdo do rhPDGF-BB, por cromatografia de afinidade, foi utilizada
uma coluna de heparina de 5mL e tampdes filtrados e degaseificados, a citar:
tampao de equilibrio (20mM Tris-Cl, pH 7,2) e de eluicdo (20mM Tris-Cl, 100mM
NacCl, pH 7,2). Durante todo o processo, foi utilizado um fluxo constante de 5mL/min,
respeitando o limite de pressao de 1,0MPa. Antes da aplicacdo da amostra, a coluna
foi preparada com 3VC de tampéo de equilibrio (20mM Tris-Cl, pH 7,2) e em seguida
a amostra de meio condicionado foi carregada ao sistema. Apés a aplicacdo da
amostra, a coluna foi lavada com 2VC para retirada das proteinas nao ligadas e em
seguida as proteinas ligadas foram eluidas em um gradiente segmentado de NaCl
com quatro steps, a citar: step 1 - 32% NacCl; step 2 - 44% NaCl; step 3 - 77%; e step

4 - 100% de NaCl. Apos a purificagéo a coluna foi lavada com 2VC de tampé&o 20mM
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Tris com 1,5M de NaCl e reequilibrada com 5VC de tampédo de equilibrio. A

purificacdo do rhVEGF165 se deu pelo método de BELCHIOR, 2014.

4.1.3 Quantificacao por ELISA

Para determinar a concentracdo de rhPDGF-BB das fracGes resultantes das
purificacdo, foi realizado o ensaio de ELISA utilizando o kit Human PDGF-BB
DuoSet ELISA Development System (R&D System). Foram adicionados 100 uL do
anticorpo de captura (100ug/mL) a cada poco e a placa foi selada e incubada
overnight a temperatura ambiente. Em seguida, o anticorpo de captura foi
descartado, por inversdo da placa, e foram realizadas trés lavagens com PBST.
Para o bloqueio dos pocos foram adicionados 300 pL da solucédo 1% albumina sérica
bovina (BSA) em PBS e apds 1h, a solucdo foi descartada e a placa foi novamente
lavada trés vezes com PBST. Uma curva do padrao (rhPDGF-BB) foi feita de 0,03
ng/mL até 2ng/mL. As amostras foram diluidas 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:5000 na
mesma solugao de bloqueio.

Apés adicdo de 100uL dos padrBes e das amostras, estas foram incubadas
por 2 horas a temperatura ambiente e, entdo, foram descartadas. Em seguida, foram
realizadas trés lavagens com PBST. Foram adicionados 100uL do anticorpo de
deteccdo (100ug/mL) em cada poco. Apos 2h a solucdo foi descartada e 0os pocos
foram lavados trés vezes com PBST. Em seguida, foram adicionados 50uL da
solucéo diluida (1:200) de estreptavidina conjugada a HRP por poco. A placa foi
incubada a temperatura ambiente por 20min ao abrigo da luz. A solucéo foi
descartada e foram realizadas trés lavagens com PBST. Em cada pogo foi
adicionado 100uL do reagente TMB (3,3'5,56Tetramethylbenzidine) ELISA

Substrate (Pierce). Apdés 20 minutos de incubacéo, a reacao foi parada com a adicao
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de 50uL de acido sulfdrico (H,SO4) 2M. A leitura da placa foi realizada em
espectrofotometro para placas (SpectraMax Paradigm Microplate Reader), Molecular
Devices) no comprimento de onda de 450 nm. Os dados foram gerados utilizando o

software GraphPad Prism v. 6.0.

4.1.4 Western blot

Diferentes fracGes/coletas da purificacdo das proteinas foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). As amostras
foram tratadas com tampao de amostra 1X (50 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% de
dodecil sulfato de sodio (SDS), 10% glicerol, e 0.3% azul de bromofenol) em
condicdo redutora (contendo 5% de beta-mercaptoetanol) para rhPDGF-BB e
condicdo ndo-redutora para rhVEGF165, e desnaturadas a 95 °C por 5 min, e
mantidas em gelo a seguir.

As proteinas presentes nas amostras foram fracionadas em 15% gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Um gel foi utilizado para coloracdo por Prata utilizando
Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich) e outro para andlise das proteinas pela técnica de
Western blot, utilizando anticorpo especifico para cada proteina. Apos a eletroforese,
o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare), por
transferéncia Umida, utilizando o sistema Mini Trans-blot®Cell (Bio-rad), em tamp&o
contendo 0.3% de Tris-HCI, 1.44% de glicina, 0.1% de SDS e 20% metanol, a 100V
por 2h a 4 °C. A membrana de nitrocelulose foi bloqueada em solucdo de bloqueio
Starting Block PBS Solution (Pierce) acrescida de 0.05% Tween-20 overnight a 4°C
sob agitacdo. Apo6s o bloqueio, a membrana foi lavada em solucdo tamponada
fosfato salina sem Ca* e Mg** (PBS) contendo 0,05% Tween (PBST) e incubada

com o anticorpo policlonal anti-PDGF-BB (1:1.000 - Abcam, Cat No. ab23914) ou
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anticorpo policlonal anti-VEGF (1:500 - Santa Cruz Biotechnology, Cat No. SC507)
por 3h a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em solucdo tampéao
PBS contendo 0.05% de Tween-20 (v/v) (PBST) por 5min cada, sob leve agitacdo a
temperatura ambiente. A membrana foi, entdo, incubada por 2h com o anticorpo
secundario anti-lgG de coelho-HRP conjugado a peroxidase (1:2.000 para PDGF-BB
e 1:1000 para VEGF — Sigma-Aldrich) por 1 hora sob agitacdo a temperatura
ambiente. ApOs a incubacdo, a membrana foi novamente lavada como descrito
acima e incubada durante 5min a temperatura ambiente com o substrato C larity
Western ECL Substrate (Bio-rad). Apds a retirada do excesso de solucdo, a
membrana foi visualizada no sistema de fotodocumentacdo Image Quant LAS4000

Mini (GE) e as imagens adquiridas com tempo de exposi¢cao de 5min.

4.2 Modelo de cicatrizacdo de pele em dorso de ratos Nude Rowett NIH

Para gerar o modelo de cicatrizacdo foram utilizados ratos da linhagem nude
Rowett (NTac: NIH-Foxn1™, FCF-IQ), que é uma linhagem de animais mutantes
espontaneos, atimicos que ndo desenvolvem células T funcionais maduras (HANES,
2006; CAMPOS, 2018). Animais (machos/fémeas) de trés meses de idade e cerca
de 130-150g, obtidos do biotério da Faculdade de Ciéncia Farmacéuticas/Instituto de
Quimica FCF/IQ-USP e deixados em quarentena durante uma semana,
acondicionados em gaiolas para ratos (até 4 animais por gaiola) com cama de
maravalha e agua e racao esterilizadas a vontade e ciclo de 12h luz/12h escuro a

22°C.

4.2.1 Feridas de excisao induzidas experimentalmente
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A regido dorsal foi escolhida para evitar o acesso dos animais a prépria ferida
e 0 processo de estabelecimento do modelo ocorreu como ilustrado na Figura 5.
Previamente, os animais foram anestesiados com injecao intramuscular de cloridrato
de tramadol 50mg/mL (200 pL) e solucdo Ringer (500 pL), via subcutanea. Em
seguida, foram submetidos, também a anestesia inalatoria com isoflurano (0,08%). A
pele que continha pélos foi cuidadosamente raspada e desinfetada com iodo e alcool
70%. Em seguida quatro feridas de aproximadamente 6 mm de diametro foram
excisadas com o auxilio de um punch e tesoura cirlrgica estéreis, uma ao lado da
outra com uma distancia entre elas de aproximadamente 3mm. Durante todo
procedimento evitou-se a incisdo da camada muscular para que a tensdo da pele
nao fosse afetada. As feridas no dorso foram identificadas da seguinte maneira:

Ferida 1- localizada no lado superior esquerdo;

Ferida 2- localizada no lado superior direito;

Ferida 3- localizada no lado inferior esquerdo;

Ferida 4- localizada no lado inferior direito.
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Figura 5 — Modelo de cicatrizag&o de pele in vivo.

1-Anestesia inalatoria _ < 3-Limpeza com
2- Analgesia com Tramadol lodopolvidine e Etanol 70%
4-Marcacao com Punch 6 5-Aplicagao topica dos 6- Animais em
mm excisao da pele tratamentos nas feridas observacao por 7 dias

Imagem: KOGA, 2018.
Legenda: Painel ilustrativo do estabelecimento do modelo animal em ratos nude Rowett, desde a
anestesia até a realizacdo de feridas através de excisdo da pele dorsal para aplicacdo tépica dos
fatores peptidicos de crescimento recombinantes.

4.3Tratamento de feridas de pele com rhPDGF-BB e rhVEGF165

Para avaliar o potencial de reparo dos FC in vivo, foram testadas duas condicdes
de veiculo para os fatores de crescimento, representados em dois grupos como
exemplificado na Figura 6. G1 onde nas feridas foi administrado FC em hidrogel de
Alginato 2%, n=12 animais; e G2 onde nas feridas foi administrado FC em tampé&o
veiculo, n=12 animais. Ambos os grupos foram compostos por 3 subgrupos com 4
animais, para o0s seguintes tratamentos:

e Grupo A - 3ug rhPDGF-BB

e Grupo B — 3 ug rhVEGF165
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e Grupo C - 3 pg rhPDGF-BB+rhVEGF165

Figura 6 — Esquema do desenho experimental in vivo.
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Imagem: KOGA, 2020
Legenda: llustracdo dos grupos de animais (ratos nude Rowett) para tratamento de feridas com FC
em hidrogel de Alginato 2% e tampé&o veiculo.

A ferida numero 1 foi determinada controle negativo de cada animal, devido a
possivel variacdo individual no processo de cicatrizacdo, a qual ndo recebeu
nenhum tratamento. A ferida 2 foram aplicados 10uL de solucéo veiculo dos FC
(Tampéo veiculo 20mM Tris-Cl + 200mM NaCl) ou 10 pL de hidrogel de Alginato 2%
sem fatores, determinada como controle negativo do experimento. As feridas 3 e 4
foram aplicados 3ug dos FC em 10 pL de solucéo veiculo ou em 10 pL hidrogel de

Alginato 2%.

4.3.1 Estimativa da taxa de cicatrizacdo (Fechamento da ferida)
Os animais foram avaliados diariamente por 7 dias, e as feridas foram
fotodocumentadas nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 com escala de 1 cm nos registros. Assim,

as medidas da area da ferida foram feitas através do software ImageJ 1.8.0 (NIH)



54

estabelecendo uma escala de 1cm (referéncia baseada em medida por régua)
considerando a area mais externa da ferida. Para analisar corretamente as areas
das feridas, foi medida a area das feridas nos diferentes dias utilizando-se a média
das feridas 3 e 4 que receberam o mesmo tratamento. A taxa de fechamento da
ferida foi expressa como a porcentagem da area da ferida comparada com a do dia
poOs-operatorio; isto €, a mudanca no tamanho da ferida foi expressa como uma
porcentagem do tamanho original da ferida no dia zero (100%). A reducdo do
tamanho da ferida foi determinada usando a seguinte formula: % area recuperada =

(Area inicial - Area final) / Area inicial.

4.3.2 Avaliacao histoldgica das feridas cicatrizadas

ApOs sete dias de tratamento, com avaliacdo diaria dos animais e
fotodocumentacao das lesGes a cada dois dias, amostras de tecido cutaneo de todos
os grupos foram coletadas imediatamente ap6s eutanasia dos animais utilizando
sobredosagem da associacdo de anestésicos cetamina e xilazina administrada via
intraperitoneal (Cetamina - 100 mg/kg e Xilazina - 10 mg/kg IP 20-30 min), seguido
por deslocamento cervical para comprovar a eutanasia (conforme recomendado pelo
CEUA-FMVZ). As amostras foram fixadas em paraformaldeido (PFA) a 4%,
desidratadas e incluidas em parafina para seccionamento. Os tecidos da ferida
foram cortados com 5 pum de espessura perpendicular a ferida, corados com
Hematoxilina e Eosina (H&E), Tricbmio de Masson (TM) e examinados em
microscopio optico de luz e capturados utilizando caAmera e software Moticam.

As laminas histologicas coradas com Hematoxilina & Eosina foram enviadas
para analise histopatoldgica da area da ferida cicatrizada. Um patologista qualificado

padronizou critérios histolégicos validos para caracterizar a area da ferida. Para
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tanto, foram classificados por meio de parametros subjetivos ndo quantificaveis

(HAJIAGHAALIPOUR et al., 2013; DE MAYO et al., 2017):

e Infiltrado inflamatério:
o Leve
o Moderado
o Severo
e Grau de resposta fibroblastica:
o Ausente
o Discreta
o Moderada
o Marcada
e Neovascularizacao,
o Ausente
o Discreta
o Moderada
o Marcada
e Reepitelizagdo
o Ausente
o Incompleta

o Completa

As laminas coradas com Tricrdbmio de Masson foram utilizadas para analise

histopatolégica sobre a deposicédo de colageno, e uma avaliagdo morfolégica bruta

das fibras de colagenos na area da ferida cicatrizada, utilizando o software ImageJ.

4.3.3 Imunohistoquimica
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Para avaliar a cicatrizacdo das feridas tratadas a nivel molecular, foi realizado
0 ensaio de imunohistoquimica com anticorpos especificos para a fase proliferativa
do processo de reparo. Para tanto, amostras do tecido cicatrizado, incluidas em
parafina, foram preparadas em lamina de vidro silanizadas e em seguida
desparafinizadas em estufa a 60°C por 12 horas. ApoOs esse periodo, foi realizada a
recuperacédo antigénica em solucao de recuperacao do kit DAKO, por 5 min. a 100°C
em panela de pressao, seguido por 30 min. de resfriamento das laminas. Apoés 3
lavagens de 5 min. com PBS, foi realizado bloqueio da peroxidase endégena por 10
min. ao abrigo da luz. Apds lavagem, foi realizado bloqueio de sitios inespecificos
com solucdo de bloqueio (1% BSA em PBSA) por 20 min. ao abrigo da luz. Em
seguida enxugou-se 0 excesso de solucdo e adicionou-se cerca de 100uL de
anticorpo primario (Tabela 1) diluido em solucdo BSA 1% em PBS, sob o tecido e
incubou-se overnight a 4°C em camara Uumida escura. Apos duas lavagens de 5 min.
com PBS, incubou-se com anticorpo secundéario enzima HRP (Dako-K81) por 20 min
a temperatura ambiente. Em seguida, lavou-se e revelou-se com DAB por 6 min. Por
fim as amostras foram lavadas em agua corrente e contra-coradas com
Hematoxilina, desidratadas em concentracdes crescentes de etanol (70%, 95% e
100%), diafanizadas em xilol por 2 min e montadas com laminula e VectaMount

Permanent Mounting Medium (Vector Laboratories).

Tabela 1- Anticorpos primarios para Imunohistoguimica

Marcador Cédigo Diluicao
Anti-Ki67 (cabra polyclonal) Sc7844 (Santa Cruz) 1:25
Anti-Pr6-Colageno Il (cabra polyclonal) Sc8779 (Santa Cruz) 1:50
Anti-CD31 (coelho polyclonal) ab28364 (Abcam) 1:50
Anti-VEGF (coelho polyclonal) Sc507 (Santa Cruz) 1:50
Anti-Fibronectina (coelho polyclonal) Ab2413 (Abcam) 1:50
Anti-Elastina (camundongo monoclonal) | Ab9519 (Abcam) 1.50
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As laminas de imunohistoquimica foram analisadas quanto a expressédo dos
anticorpos especificos na area da ferida cicatrizada, representada pela coloracao
resultante da degradacéo da peroxidase no tecido. As amostras foram classificadas
de forma cega por meio de escala numérica modificada de 0 a 4
(HAJIAGHAALIPOUR et al., 2013), onde: 0 - auséncia de marcacao (fundo), 1 -
marcacado fraca (amarelo claro), 2 - marcacdo moderada (amarelo escuro), 3 -

marcacao positiva (marrom) e 4 - marcacao fortemente positiva (marrom escuro).

4.4 Isolamento, Cultivo e Caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
4.4.1 Cultivo celular

Para os ensaios propostos foram utilizadas células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo canino (CTMA), as quais foram provenientes de amostras de tecido
adiposo abdominal de caes com aproximadamente 2-3 anos, sem raca definida, de
campanha de castracdo no estado de Séao Paulo.

Apbs coletada, a amostra foi acondicionada em meio de cultura com
1xampicilina/estreptomicina e armazenada em caixas térmicas a 4°C e
transportadas para o Laboratério de Cultivo Celular do NUCEL/USP e seguiu-se o

protocolo como exemplificado na Figura 7.

Figura 7 — llustracdo do processo de isolamento das CTMA.

—> —>

1g gordura Dissociagdo mecanica Collagenase | 40’

Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: Esquema ilustrativo do processo de isolamento de células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo, sua dissociacdo mecanica e enzimatica e cultivo.

Cultivo
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As amostras foram pesadas (1g) e lavadas com 5x em meio sem SFB
contendo antibioticos (amp/strep/cipro), utilizando tubos Falcon de 50 mL. Em fluxo
laminar estéril, com auxilio de bisturi o tecido foi dissociado e homogenizado e entéao
transferido para 5mL de solucdo Colagenase a 1mg/mL em meio estéril sem SFB
com antibidticos, incubado de 40 min a 1h a 37°C agitando a cada 10 min. Apés
esse periodo, a acdo enzimatica foi interrompida com 10 mL de meio com SFB,
filtrada utilizando filtro tipo peneira (CellStrainer), e centrifugada por 800rpm 5 min. O
sobrenadante lipidico foi descartado e o pellet ressuspendido em 10mL de meio com
soro e centrifugado novamente. Descartado sobrenadante, meio novo foi adicionado
ao pellet, e as células foram observadas em microscopio e incubadas a 37°C em
estufa com saturacdo de 5% CO,. No dia seguinte 0 meio foi trocado, e trocas a
cada dois dias foram feitas até as células atingirem a confluéncia em cerca de uma
semana.

As células foram mantidas em meio Alfa MEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e penicilina (100 U/mL) / estreptomicina (100 pg/mL). Para
subcultivo foi utilizada solucdo contendo tripsina. Os experimentos foram realizados
com as células em até sétima passagem. As células foram congeladas em criotubos
em 90% SFB contendo 10% dimetilsulféxido (DMSO) e mantidas em tanques de
nitrogénio. Todas as células utilizadas neste estudo foram testadas para a presenca
de diferentes espécies de micoplasmas/ureaplasma por teste de PCR (reacdo da
cadeia em polimerase), de acordo com Protocolos Operacionais Padrdes do

NUCEL, e estavam livres de micoplasmas/ureaplasma.

4.4.2 Caracterizagéo celular por Citometria de Fluxo



59

A identificacdo e expressdo dos marcadores de superficie das culturas de
CTMA foram avaliadas através de ensaios de citometria de fluxo e de acordo com o
perfil de imunofenotipagem de (DOMINICI et al., 2006).

Para caracterizacdo das CTMA, 1x10° células foram coletadas utilizando
solucdo Versene (EDTA 0,56mM em PBSA), posteriormente centrifugadas, e o
sobrenadante foi desprezado. Em seguida as células foram lavadas com PBSA e
fixadas com 4% Paraformaldeido por 20 min e entdo se centrifugou, lavou-se e o
pellet celular foi ressuspendido com 1mL de PBSA.

Para marcacdo das células, retirou-se o PBSA e adicionou-se solucao de
bloqueio (2,5% BSA) por 30 min a temperatura ambiente. Apds bloqueio, as células
foram incubadas com os anticorpos primarios (Tabela 2) diluidos 1:250 em PBSA
por 30 min. a temperatura ambiente ao abrigo da luz, sendo diferentes anticorpos
conjugados aos fluorocromos ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceina (FITC) e
aloficocianina (APC). Apds esse periodo as amostras foram centrifugadas a 400xg
por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em PBS e
lavado duas vezes. Em seguida, transferiu-se o contetdo para tubos de citometria e
0s quais foram analisados em citbmetro de fluxo (FACS Aria BD Sorter I

Biosciences, CA, EUA).
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Tabela 2 — Anticorpos utilizados para ensaio de imunofetonipagem de CTMA por Citometria de fluxo
, ) Cddigo o
Anticorpo Fluoroforo ) ) Diluicdo
(BD Bioscience)
IgG1 controle isotipo PE BD555749 1:100
IgG1 controle isotipo FITC BD555548 1:100
IgG2 controle isotipo PE BD555774 1:100
CD105 PE BD560839 1:66
CD90 FITC BD555595 1:100
CD73 PE BD550257 1:66
CD45 APC BD555485 1:100
CD44 APC BD559942 1:100
CD34 PE BD550761 1:100
CD29 PE BD556049 1:100
CD14 FITC BD555397 1:100

Legenda: Tabela com as caracteristicas dos anticorpos conjugados a fluoréforos utilizados nos
ensaios de citometria de fluxo. A diluicBo foi previamente padronizada em experimentos com
diferentes concentra¢des dos anticorpos no laboratdrio.

4.4.3 Ensaio de Diferenciacao celular

Para validar a capacidade das CTMA de se diferenciarem em diferentes
linhagens celulares, foi realizado o ensaio de diferenciagdo utilizando os kits de
inducdo da StemPro® (GIBCO Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para tanto, 10°
células foram cultivadas em placas de 24 pocos até atingirem confluéncia e
induzidas com meio especificos. Para diferenciacdo osteogénica utilizou-se meio
indutor osteogénico (cédigo A1007201) e para diferenciagdo condrogénica meio
indutor condrogénico (cédigo A1007001). As placas foram incubadas por 15 dias,
com duas trocas de meio semanais. Apos esse periodo, o meio indutor foi retirado,
as ceélulas foram lavadas com PBSA 1x, e fixadas em paraformaldeido a 4%,

lavadas e coradas com Vermelho de Alizarina 2% pH 5,0 (osteogénica) e Azul de
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Toluidina 0,1% (condrogénica), e entdo as amostras foram analisadas em

microscopio optico e fotografadas.

4.4.4 Imunocitoquimica

Para complementar a validacdo do perfil de células-tronco mesenquimais,
realizou-se a imunofenotipagem celular por imunofluorescéncia utilizando dois
marcadores especificos, CD90 e CD105. Para tanto 10* células foram semeadas em
laminula de vidro circular 15 mm (Glasscyto), em placas de cultivo 24 pocos, e
incubadas em meio Alfa MEM com nucleosideos durante 48 horas. Apés atingirem
70% de confluéncia, retirou-se o meio de cultivo, as células foram lavadas com PBS
1X e fixadas com 4% paraformaldeido. Em seguida lavou-se em solugcéo de PBS 1X
para retirar o fixador. Foi realizada a permeabilizacdo da membrana celular através
da adicéo de Triton X-100 a 0,1% (LGC Biotecnologia, Brasil) por 10 minutos a 4°C,
e entdo as células foram lavadas com PBS. Em seguida, para evitar reacdes
inespecificas, foi realizado bloqueio com solucéo tampao IF 1:1 [(Triton X-100 0,2%
+ Tween 20) + 2% Albumina Sérica Bovina (BSA)] (LGC Biotecnologia) por 1 hora a
temperatura ambiente. A seguir, foram incubados com os anticorpos primérios anti-
CD90 (monoclonal coelho - ab133350 - Abcam) e anti-CD105 (monoclonal
camundongo IgG1l — MA5-17041 Invitrogen) por 24 horas a 4°C. Apés a primeira
incubacéao, as células foram lavadas duas vezes, por 5 minutos cada, com PBS 1X e
logo em seguida, incubadas com os anticorpos secundarios Cabra anti-coelho 1gG
H+L Alexa Fluor 488 — (LifeTechnologies - 1:500) e Cabra anti-camundongo IgG
Alexa Fluor 488 (LifeTechnologies - 1:500), por 1 hora a temperatura ambiente. Apos
trés lavagens, de 5 minutos cada, com PBS 1x, as laminas foram montadas com

Vectashield com 2,6-diamino-2fenilindole diclorato (DAPI) (Vector Laboratories,
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EUA), e analisadas em microscopio Luz Confocal a Laser FV 1000 (Olympus),
através do software Olympus FluoView versédo 3.1, do CADI no Departamento de

Cirurgia, area de Anatomia de Animais Domesticos e Silvestres, FMVZ-USP.

4.4.5 Validacao celular para o receptor de FC por PCR quantitativo em Tempo Real
(QRT-PCR)

Como o tratamento das CTMA com os fatores de crescimento recombinantes
humanos PDGF-BB e VEGF165 foi proposto, primeiramente foi necessario
comprovar a presenca dos receptores dos fatores de interesse. Para tanto, o RNA
total das células foi extraido utilizando o illustra™ RNAspin Mini Isolation Kit (GE
Healthcare), conforme recomendado pelo fabricante. Para a reacdo de transcricao
reversa foi utilizado 1 pg de RNA tratado com 2U DNasel (RNAse free, Fermentas,
Thermo-Fischer), 20U RNaseOUT™ (Invitrogen) e 1X SuperScript® Ill Buffer
(Invitrogen) e agua deionizada (Milli-Q®, Millipore) em um volume total de 10uL de
reacao. Esta mistura foi incubada inicialmente a 65°C por 10 min e depois a 4°C por
1 min. Posteriormente, foi adicionado para cada reacao 0,77mM dNTP (Fermentas,
Thermo-Scientific), 500 ug OligodTg primer (Fermentas, Thermo-Scientific) e 1 uL
agua deionizada e a mistura foi incubada por 10 min. a 65°C. A seguir foi
acrescentado & reacdo: 1X SuperScript® 1l Buffer (Invitrogen), 5mM Ditiotreitol
(Invitrogen), 20U RNaseOUT™ (Invitrogen), 1 pL enzima SuperScript® 1l (Invitrogen)
e 0,5 uL &gua deionizada e incubado a 25 °C por 10 min, a 55 °C por 2 horas e a 75
°C por 15 min.

Por fim, foi adicionado a cada reacdo 1 puL RNaseH (Fermentas,

ThermoFischer) e incubado por 30 min a 37 °C e por 10 min. a 72 °C. Cada amostra
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(20 pL) foi diluida com a adicdo de 40 uL de agua deionizada e armazenadas em
aliquotas a -20°C.

Para quantificar a amplificagdo dos genes de interesse, a transcricdo reversa
(RT) foi realizada usando o kit Mix SYBR Green com os primers RT (Tabela 3) e a
mistura fornecida pelo kit. A reagéo foi realizada a 42°C por 30 min. Para todas as
amostras, um RT negativo foi utilizado como controle, consistindo em uma reagao de
RT omitindo a transcriptase reversa. A reacdo em cadeia quantitativa da RT-
polimerase (PCR) foi realizada no cDNA no ViiA 7 Real-Time PCR (Applied
Biosystems) sob as seguintes condi¢cdes de amplificagdo: 95°C por 10 minutos,

seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60 ° C por 1 min.

Tabela 3— Sequéncias de primers para gRT-PCR

Primers Simbolo Direcdo do gene

PDGFRb RPDGE Forward 5' CAAGAAGCGGCCATGAATCA 3’
Reverse 5' CGGCCCTAGTGAGTTGTTGT 3’

Glyceraldehyde-3-

GAPDH Forward 5' AGTATGATTCTACCCACGGCAAA 3’
phosphate dehydrogenase

Reverse 5' CACAACATACTCAGCACCAGCAT 3’

Endoglin CD105 Forward 5' CACAACTGGCACCCTTACCT 3'
Reverse 5' CATGCAACGGAAGGATGGTC 3'

Ems-related tvrosine kinase ~ FLT1 Forward 5 CGGGGATTTCACTGTACATCT 3’
y Reverse 5' AAGCAAACCACACTGGCTTC 3’
CD90/ Forward 5’ TGTGAGGGGTAGAAGGGTAGA 3’

Thy-1 cell surface antigen 0 1 Royerse 5' TATATGCTAGGCCCAGATGCAC 3

4.4.6 Ensaio de migracéo celular (Scratch Assay)

A capacidade migratoria das CTMA tratadas ou ndo com FC foi avaliada
através do ensaio in vitro de cicatrizacdo de lesdo em monocamada (Scratch Assay),
utiizando FC em diferentes condi¢cdes: tampédo veiculo ou em 2% hidrogel de

Alginato.
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4.4.6.1 Teste dos FC em tampéao veiculo

Para tanto 1x10° células/poco foram semeadas em placas de 6 pocos e
cultivadas em meio Alfa MEM suplementado com 10% SFB e antibioticos, até a
monocamada atingir 80% de confluéncia. A lesdo na monocamada foi feita com o
auxilio da ponta de uma ponteira de 10 uL. O meio de cultura foi entdo substituido
por uma das seguintes condi¢des:

A) Meio 1% SFB (Controle negativo);

B) Meio 1% SFB contendo 10ng/mL de Tampéo veiculo (Controle Tampéao;

C) Meio 1% SFB contendo 10ng/mL de rhPDGF-BB;

D) Meio 1% SFB contendo 10ng/mL rhVEGF165;

E) Meio 1% SFB contendo 10ng/mL de rhPDGF-BB+rhVEGF165.

4.4.6.2 Teste dos FC em hidrogel de alginato 2%

Para avaliar o efeito dos FC em hidrogel como veiculo de aplicacdo e
liberacao, foi preparado hidrogel de alginato na concentracao de 2%. Para tanto 0,19
de alginato ultrapuro foi diluido em 5 mL de cloreto de s6dio 0,9%. Apés total
diluicdo, filtrou-se em filtro 0,22 um e em seguida, foram adicionados os FC ao
hidrogel. Em placa de 24pocos, 10°células foram semeadas e cultivadas em 500uL
meio Alfa MEM suplementado com 10% SFB e antibi6ticos, até a monocamada
atingir 80% de confluéncia e a lesdo na monocamada foi feita com o auxilio da ponta
de uma ponteira de 10 pyL. Apds a lesdo na monocamada, adicinou-se 450 L de
meio de cultura 1%SFB e sobre o poco foram adicionados pocos Transwell
devidamente esterilizados, com hidrogel de Alginato 2% nas seguintes condicdes:

A) 50uL Meio 1% SFB + Hidrogel (Controle negativo);
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B) 50uL Meio 1% SFB + Hidrogel contendo 10ng/mL de Tamp&o veiculo
(Controle hidrogel);

C) 50uL Meio 1% SFB +Hidrogel contendo 10ng/mL de rhPDGF-BB;

D) 50uL Meio 1% SFB + Hidrogel contendo 10ng/mL rhVEGF165;

E) 50uL Meio 1% SFB + Hidrogel contendo 10ng/mL de rhPDGF-

BB+rhVEGF165.

O ensaio foi analisado e registrado em microscopio Invertido Eclipse TS100
(Nikon Instruments Inc., Americas) nos tempos Oh, 6h, 12h, 24h e 48h no local da
lesdo. A quantificacdo foi realizada utilizando o software ImageJ do NIH (do inglés
National Institutes of Health), através do calculo percentual da &rea regenerada ap0s
o periodo de 48 horas, utilizando a equacéao, (LIANG; PARK; GUAN, 2007):

% &rea recuperada = (Area inicial - Area final) / Area inicial.

4.5 Isolamento e caracterizagdo de Exossomos de Células-tronco
mesenquimais

4.5.1 Padronizacéo do isolamento de exossomos

Para garantir o melhor protocolo a ser utilizado para isolar as vesiculas
celulares do meio condicionado por células, apdés extensa consulta bibliografica dos
métodos mais utilizados, foram testados dois protocolos (Figura 8) os quais
constituiram:

1) Isolamento pelo Kit TEI — Total Exosomes Isolation (Invitrogen);

2) Concentracdo do meio por Ultrafitracdo e isolamento por

Ultracentrifugacao (UC);
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Para tanto, meio condicionado sem SFB, de 5 tipos celulares diferentes

(linhagens e células-tronco) foram utilizados para testar os protocolos.

Figura 8 - Protocolos de padronizacao do isolamento de exossomos.
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10’ 0,22 pm xg 30’ 10kDa xg 3h +PBS

Imagem: KOGA,2019.
Legenda: Fluxograma dos protocolos utilizados para padronizar o isolamento de exossomos de meio
condicionado por células. Protocolo n® 1 em azul, utilizando kit TEI; Protocolo n°® 2 em verde,
utilizando ultracentrifugagéo.

O primeiro protocolo foi testado o kit de acordo as instru¢des do fabricante.
Foi utilizado 10 mL de meio condicionado pelas células, o qual foi centrifugado a
2000 xg para remocéo de debris celulares, o pellet foi descartado e ao sobrenadante
foi adicionado metade do volume do reagente do kit TEI, incubado overninght a 4°C.
Em seguida, o meio foi centrifugado a 10.000 xg por 1h e entdo o pellet foi
ressuspendido em 120 pL de PBS filtrado e as amostras de exossomos foram
armazenadas a -20°C para analises posteriores.

O segundo protocolo consistiu na coleta de meio condicionado o qual foi
centrifugado a 700 xg por 10 minutos para sedimentacédo de debris celulares, em
seguida o sobrenadante foi filtrado com filtro 0,22um saturado com 10 mL de PBS. A
seguir, o volume foi centrifugado a 16.000 xg por 30 min a 4°C para retirar possiveis
organelas como mitocondrias e lisossomas, e o sobrenadante foi coletado. Em

seguida, devido a necessidade de adequar o volume de meio condicionado para a
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ultracentrifuga, o meio foi concentrado em ultrafiltro com corte de 10kDa (Amicon
Ultra-15 10K, Merck) previamente lavado com 10mL de &gua deionizada (miliQ®,
Millipore). Para concentracdo das amostras, o meio foi adicionado ao ultrafiltroe
centrifugado em rotor basculante a 3000 xg por 10 minutos e o procedimento foi
repetido até que todo o volume fosse completamente concentrado. O volume final
concentrado foi de 1mL o qual foi submetido a ultracentrifugacdo (UC) a 106.000 xg
por 3 horas (Ultracentrifuga Beckman-Counter — rotor TLS55), e o pellet contendo os
exossomos foi ressuspendido em 120uL de PBS e armazenado a -20°C para futuras
analises.

ApoOs o isolamento as amostras foram quantificadas no aparelho Nanosight
LM14C do Instituto AC Camargo, para comparar em qual protocolo foi possivel obter

maior quantidade de vesiculas.

4.5.2 Isolamento de Exossomos de CTMA tratadas ou ndo com FC

Apés a escolha do melhor método para isolamento dos exossomos, foi
possivel utiliza-lo para isolar as amostras das células de interesse.

Para avaliar o efeito dos FC sobre o secretoma de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo, 10° células foram semeadas em frascos com 75
cm?, cultivadas e expandidas com meio Alfa MEM 10% SFB em incubadora a 37°C
com atmosfera de 5% de CO, Umida até atingirem quase a confluéncia (80% - cerca
de 48h). Em seguida, o meio de cultivo foi retirado, e as células foram lavadas uma
vez com PBS e incubou-se 24 e 48 horas com meio de cultivo sem SFB contendo os
seguintes tratamentos, em duplicata a cada repeti¢cao (Figura 9):

e Controle negativo — apenas 10 mL de meio sem soro;
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e Controle negativo 10ng tampé&o veiculo (20mM Tris-Cl +100mM NacCl)
em 10 mL de meio sem soro;
e 10ng rhPDGF-BB em 10 mL de meio sem soro;
e 10ng rhVEGF165 em 10 mL de meio sem soro;
e 10ng rhPDGF-BB+ rhVEGF165 em 10 mL de meio sem soro;
Ap0s os tempos de incubagdo determinados o meio foi coletado e submetido

ao protocolo de isolamento de ultracentrifugagéo, previamente descrito.

Figura 9 — Desenho experimental do tratamento das CTMA com FC e isolamento de exossomos.
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Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: llustracdo do processo de tratamento de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
para coleta de meio condicionado e isolamento de exossomos.

4.5.3 Caracterizagcdo de Exossomos por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET)

Para andlise morfologica dos exossomos isolados foi realizada a técnica de
microscopia eletrbnica de transmisséo. Para tanto os exossomos foram gotejados na
tela de resina e apés secagem foram pdés-fixados em 0,5% de acetato de uranila e
entdo analisados e fotografados no aparelho JEOL JEM 1010, do Laboratério de

Microscopia Eletronica da Faculdade de Medicina da USP.
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4.5.4 Quantificacdo dos exossomos de CTMA

ApoOs serem isolados a partir do meio condicionado de CTMA, 0S exossomos
foram quantificados no aparelho Nanosight NS300 (Malvern Panalytical) (Figura
10A) no Departamento de Medicina Veterinaria FZEA-USP Pirassununga. Para
tanto, 0,5 mL das amostras foram inseridas na camara do aparelho utilizando uma
seringa estéril (Figura 10B), entdo a camara foi acoplada ao aparelho (Figura 10C)
onde a leitura se deu através da incisdo de um laser sobre as nanoparticulas em
suspensao e os dados foram capturados e exportados pelo software que realiza a

medicao da distribuicdo de tamanho e concentracdo em alta resolugéo (Figura 10D).

Figura Quantificacao de €X0SsS0mos
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©
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Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: llustracdo das etapas de quantificacdo de exossomos pelo aparelho Nanosight
3000. A) Fotografia do aparelho; B) Camara onde foram aplicadas amostras de exossomos por meio
dos acessos; C) Seringa contendo amostras, acoplada & cAmara de leitura do aparelho; D) Imagem
da tela de operagdo do Software utilizado; Tabela: Valores de referéncia (PBS) e parametros
utilizados para quantificacdo dos exossomos.
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O Nanosight ilumina as nanoparticulas em movimento com uma fonte de
laser, o espalhamento de luz dessas particulas € detectado por uma camera através
de um microscopio Optico, as particulas sédo rastreadas individualmente e todas ao
mesmo tempo, 0 que permite gerar dados de alta resolucdo do niumero de particulas
versus a distribuicdo de tamanho da amostra em minutos. Uma plataforma optica
motorizada controlada pelo software permite troca rapida da amostra e novo foco
apos a limpeza do sistema, aprimorando a reprodutibilidade. A temperatura da
amostra € totalmente programavel através do software do Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA 3.4 Build 3.4.003).

ApoOs obtencado dos dados, os parametros da tabela de referéncia (Figura 10)
foram utilizados para comparacéo dos resultados, sempre utilizando o valor do PBS

diluente como controle.

4.6 Andlise Estatistica
As andlises estatisticas dos ensaios in vitro e in vivo foram realizadas no
software GraphPadPrism 6.0, Software Inc, USA, realizando o teste ANOVA para

comparacao entre os diferentes tratamentos, considerando significancia p>0,05.
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5 RESULTADOS
5.1PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS FATORES PEPTIDICOS DE
CRESCIMENTO RECOMBINANTES

O processo de purificacdo da proteina rhPDGF-BB produzida em células
HEK293 se deu pelo meio condicionado pelas células em uma coluna de afinidade
por heparina por HPLC. O cromatograma obtido (Figura 11) mostra o processo de
purificacdo com uma coluna de afinidade por heparina em um gradiente de NaCl
segmentado em trés etapas. A linha azul representa a absorbancia no comprimento
de onda UV e a linha marrom representa a condutancia da amostra. Foi possivel
observar a presenca de dois picos de absorbancia no comprimento de onda UV
100nm, e um pico no comprimento de onda UV aproximadamente 50nm, um em
cada platd de NaCl, indicando a liberacdo de proteina com diferentes graus de
afinidade a coluna. Esse resultado foi observado em gel corado com prata (Figura
12A) contendo as proteinas totais, e comprovado pelo ensaio de Western blot
(Figura 12B) realizado com as fracdes da purificacao, utilizando anticorpo especifico
e demonstrou que a proteina foi liberada preferencialmente em duas etapas de
concentracdo de NaCl correspondendo ao pico 2 com 44% NaCl (Fracdes C4-C6,

Step 2) e ao pico 3 com 77% NaCl (Fracdes D4 e D3, Step 3).
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Figura 11 - Cromatograma da purificacdo de rhPDGF-BB.
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Imagem: KOGA, 2018.
Legenda: Cromatograma da Purificacdo PDGF-BB de meio condicionado por células 293T PDGF-BB
clone 9 em passagem 24, em HPLC por afinidade & coluna de Heparina 5 mL. rhPDGF-BB purificado
por cromatografia de afinidade a heparina: Fracdes B3-C1 (Pico 1-Step 1); Fracdes C4-C6 (Pico 2 -
Step 2); FragBes D4 e D3 (Pico 3 - Step 3); Fracao residual (Residuo); Meio condicionado original (C+
MC).
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Figura 12 — Caracterizacdo de rhPDGF-BB por Western blot .
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Legenda: Andlise das fracbes de purificacdo de rhPDGF-BB por cromatografia de afinidade a
heparina (HPLC). (A) Andlise de rhPDGF-BB em gel SDS-PAGE corado com prata; (B) Western blot
com anticorpo anti-PDGF-BB indicando as fracdes contendo a proteina. Amostras: 1- marcador de
peso molecular; 2- Tampdo de eluicdo (C- Tampéo); 3- Flowthrough; 4-Fragéo lavagens; 5- Pico 1-
Step 1 (Fracdes B3-C1); 6- Pico 2 — Step 2 (Fracdes C4-C6); 7- Pico 3-Step 3 (Fragéo D4); 8- Pico 3-
Step 3 (Fracdo D3); 9- Fracao residual; 10- Controle positivo (Meio condicionado original).
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Através da quantificacdo de rhPDGF-BB (Grafico 1) pelo método de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), foi possivel determinar que a média de

producado apos a purificacéo foi da concentracao de 200 a 400ug/mL.

Graéfico 1- Quantificacdo de rhPDGF-BB por ELISA.

ELISArhPDGF-BB purificado
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Imagem: KOGA, 2017
Legenda: Gréfico de quantificagdo de rhPDGF-BB por ELISA. O grafico mostra os resultados obtidos
por regressao nao-linear da curva padrao kit ELISA Human-PDGF-BB interpolado com os dados dos
eluatos da purificacdo; Gréafico das amostras das fragdes resultantes da purificacdo, em diferentes
diluicBes onde pico 2 se refere ao step 2; pico 3 se refere ao step3.

A proteina rhVEGF165 utilizada estava disponivel no NUCEL e foi previamente
purificada por colaboradores também por método de cromatografia de acordo com
sua caracteristica de afinidade a heparina (BELCHIOR, 2014). A proteina presente
na fracdo purificada utilizada foi precipitada e aplicada em géis de poliacrilamida

(SDS-PAGE), e fracionada por eletroforese. Um gel foi corado com prata (Figura
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13A), no qual € possivel ver a precipitacdo de proteinas totais da amostra, e outro
gel foi submetido a transferéncia das proteinas por eletroblotting e imunolocalizacdo
com um anticorpo anti-VEGF e revelacao por quimiluminescéncia, o que permitiu a
identificacdo de bandas multiplas (23-25 kDa) como esperado para a isoforma
rhVEGF165 obtida dos clones de células HEK293, como indicado na figura 13B,

confirmando a presenca da proteina na fracdo purificada utilizada.

Figura 13 — Caracteriza¢@o de rhVEGF165 por Western blot.
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Imagem: KOGA, 2018.
Legenda: Analise de rhVEGF165 purificada por cromatografia de afinidade a heparina por HPLC, por
SDS-PAGE corado com prata e Western Blot. (A) Andlise de rhVEGF165 em gel SDS-PAGE corado
com prata; (B) Western blot com anticorpo anti-VEGF indicando as fragBes contendo a proteina.
Amostras: 1 - marcador de peso molecular; 2 - Tampao de eluicdo (C- Tampao); 3 -VEGF purificado.



76

5.2 MODELO ANIMAL DE CICATRIZACAO DE PELE
5.2.1 CINETICA DE FECHAMENTO DAS FERIDAS

A fim de determinar o efeito de rhPDGF-BB e rhVEGF165 no processo de
cicatrizacdo de pele, os FC foram aplicados uma Unica vez no dia zero nas feridas
excisionais nos ratos nude. Os painéis da evolu¢do da cicatrizacdo dos animais
tratados com FC em Hidrogel (Figura 14) e com FC em tampao (Figura 15) mostram
0 aspecto macroscopico das feridas cutaneas ap0s a cirurgia no dia zero.

ApoGs a aplicacdo dos FC foi possivel observar o aspecto umido e a camada
rosada muscular exposta, algumas regides com certo acumulo de sangue no local,
decorrente da excisdo da pele. No dia 1 apés a cirurgia foi possivel observar a
formacao do coagulo na regido da ferida em aspecto avermelhado e amarelado mais
no centro da lesdo, e vermelho mais escuro nas bordas entre a pele integra. No dia
3 apdbs a cirurgia foi possivel observar o aumento do coagulo (regido vermelho
escuro sobre a ferida) e inicio da mudanca do aspecto umido da ferida para mais
seco e rigido, nos animais que receberam ambos FC em hidrogel combinados ja foi
possivel observar a diminuicdo do tamanho da ferida (Figura 14M). No dia 5 foi
possivel observar o avanco do fechamento da ferida, o ressecamento da crosta,
bem como a diminuicdo da vermelhiddo no local. No dia 7 o fechamento da ferida se
tornou mais evidente em todos os grupos, com a diminuicdo do seu tamanho em
relacdo ao dia 0 apds a cirurgia. A permanéncia da crosta em algumas lesdes foi
observado, e seu desprendimento em outras permitiu observar um novo tecido
formado, de coloracdo rosada e aspecto macio, preenchendo a area anteriormente
exposta. As feridas tratadas com os fatores rhPDGF-BB + rhVEGF165 em hidrogel
(Figura 14 L-O) apresentaram sinais avancados de cicatrizacdo e nos dias 1, 3 e 5

cicatrizaram significativamente mais rapido em relacdo as feridas controle ou
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tratadas apenas com os FC rhVEGF165 ou rhPDGF-BB (Grafico 2A). Por outro
lado, as feridas que receberam FC em tampdo veiculo, apresentaram um
fechamento da lesdo mais tardio, por volta do dia 5 ap0s cirurgia, com crostas mais
protuberantes que em sua maioria se desprenderam apenas no dia 7, e ndo houve
diferenca entre os tratamentos e os controles em relacdo a reducdo do tamanho da
ferida apos 7 dias (Grafico 3A).

A mudanca no tamanho da ferida foi expressa como porcentagem da area da
ferida nos dias ap0s a cirurgia em comparacao com a area da ferida no dia 0 (100%)
nos diferentes grupos, o que demonstrou que ambos 0s grupos alcancaram um
fechamento de cerca de 75% da éarea inicial das feridas (Grafico 2B e 3B), o que foi
demonstrado também quando comparamos macroscopicamente 0s grupos tratados
no dia 7 apos cirurgia, ndo havendo diferenca entre o tamanho das feridas tratadas

com FC em hidrogel de Alginato 2% e FC em tampao veiculo (Grafico 4).
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Figura 14 — Imagens macroscoépicas de feridas do grupo tratado com FC em hidrogel de alginato.
Dia0 Dia1 Dia3 Dia5 Dia7

G1i - A (rhPDGF-BB)

G1 - B (thVEGF185)

1-Control ef-) @
2-Control e Hidroge!

3 e 4- Jpg hPODGF-88 +
rVEGF165 + Hidrogel

Imagem: KOGA,2019.

Legenda: Imagens macroscopicas das feridas no dorso de ratos nude Rowett tratados com FC em
hidrogel de alginato 2%. Os animais receberam uma aplicacdo de FC ou veiculo (controle) em
hidrogel, no dia 0 da da cirurgia. Os animais foram acompanhados ao longo de 7 dias, com registros
fotograficos em DO, D1, D3, D5 e D7. G1A: Grupo tratado com rhPDGF-BB; G1B: Grupo tratado com
rhVEGF165; G1C: Grupo tratado com rhPDGF-BB+ rhVEGF165. Em todos os grupos de animais
foram realizadas quatro feridas: 1- Controle sem adicdo de FC; 2- Controle do hidrogel de alginato; 3
e 4ug de FC. A, F, K: Dia 0, dia da cirurgia e tratamento; Dia 1: B, G, L; Dia 3: C, H, M; Dia 5: D, I, N;
Dia 7: E, J, O. A barra indica 1 cm. N= 4 animais/grupo.
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Grafico 2 — Evolucdo da cicatrizagdo de feridas tratadas FC em hidrogel de alginato.
A Efeito dos Fatores de Crescimento in vivo (Hidrogel)
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Gréfico: KOGA,2020.
Legenda: Efeito de FC em hidrogel na reducdo da &rea da ferida (A) e (2way ANOVA, pés-teste
Bonferroni- P= 0,017; * P<0,5; **P<0,001), Taxa (%) de cicatrizacdo de feridas em modelo animal
nude (B).
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Figura 15 — Imagens macroscépicas de feridas do grupo tratado com FC.
Dia0

1-Controle (-) @
2-Controle Tampio
3e 4-3pg PDGF-88

G2 - A (rhPDGF-BB)

010
©l0

1-Controle (-} &
2-Controle Tampao
3 e 4-3pg MVEGF165

ol
e

Imagem: KOGA,2019.

Legenda: Imagens macroscoépicas das feridas no dorso de ratos nude Rowett tratados com FC. Os
animais receberam uma aplicagdo de FC ou veiculo (controle), no dia O da da cirurgia. Os animais
foram acompanhados ao longo de 7 dias, com registros fotograficos em DO, D1, D3, D5 e D7. G1A:
Grupo tratado com rhPDGF-BB; G1B: Grupo tratado com rhVEGF165; G1C: Grupo tratado com
rhPDGF-BB+rhVEGF165. Em todos os grupos de animais foram realizadas quatro feridas: 1- Controle
sem adicdo de FC; 2- Controle do hidrogel de alginato; 3 e 4ug de FC. A, F, K: Dia 0, dia da cirurgia e
tratamento; Dia 1: B, G, L; Dia 3: C, H, M; Dia 5: D, I, N; Dia 7: E, J, O. A barra indica 1 cm. N= 4
animais/grupo.
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FC em tampéo

[J Controle Negativo

3 3ug rhPDGF-BB

@ 3ug rhVEGF165

E3 3ug rhPDGF-BB+rhVEGF165

Taxa de fechamento dalesé&o in vivo (Tamp&o)

Grafico: KOGA, 2020.

tH b bod

Controle Negativo

Controle Tampao

rhPDGF-BB 3ug
rhVEGF165 3ug

rhPDGF-BB+rhVEGF165 3ug

Legenda: Efeito de FC em tampao veiculo na reducédo da area da ferida (A) e porcentagem (%) de
cicatrizacéo de feridas em modelo animal nude (B) (P=0,1132).
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Gréfico 4 — Comparacao entre a area das feridas apoés 7 dias.

0.25+
il Controle Negativo

0.20+ O 3ug rhPDGF-BB
3 3ug rhVEGF165

0.15- B3 3ug rhPDGF-BB+rhVEGF165

0.10+

Area da ferida (cm?)

0.05+1

Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Grafico comparativo da area externa das feridas tratadas com FC em hidrogel de alginato
2% e em tampao veiculo ao sétimo dia ap0s a cirurgia.
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5.2.2 PROCESSO DE CICATRIZACAO DA PELE EM RATOS NUDE

Para avaliar a cicatrizagdo a nivel microscopico foi realizada histologia da pele
para padronizacdo da técnica, e posteriormente das feridas controles e tratadas. Na
Figura 16A é possivel observar a estrutura integra da pele dos ratos modelos para o
estudo in vivo. A epiderme, camada mais externa, € composta pelo epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, enquanto a derme apresenta-se composta de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, com fibras coldgenas mais espessas (Figura
16B), onde se inserem porc¢des de foliculos pilosos (pélo representado em amarelo em
cortes transversais) margeado por seu epitélio e associado a glandulas sebaceas
(Figura 16C). Mais profundamente, é possivel observar a hipoderme que € composta

por adipdcitos e tecido conjuntivo (Figura 16D).

Figura 16 — Histologia da pele de rato nude Rowett.
» VR SN AT 2
S e D e e

- -*‘

Imagem: KOGA, 2020.
Legenda: Fotomicrografias da pele integra de ratos nude coradas com H&E. A) Camadas da pele em
aumento de 100x: E: Epiderme; D: Derme; H: Hipoderme. B) Em chave o E.E.P.Q: Epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, células epiteliais em (*), setas:fibras mais espessas do tecido conjuntivo
ndo modelado; C) F.p: Foliculo piloso; GI.S.: Glandula sebacea; D) Ad: Adipdcitos; T.c. Tecido
conjuntivo; V.s: Vaso sanguineo.
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Como podemos observar na ferida controle aos sete dias pos-cirurgia (Figura
17A), a incisdo da pele na cirurgia provocou a destruicdo das camadas epiderme,
derme e hipoderme o que desencadeou o processo de reparo, iniciado pela formacao
do coagulo para evitar maior perda sanguinea, deposicdo de fibrina e atracdo de
células na fase inflamatoria.

A ferida alcancou a fase proliferativa aos 7 dias ap0s a cirurgia, pois foi possivel
observar o ressecamento da superficie do coagulo com a presenca de restos celulares
e fibrina (Figura 17B). Abaixo da regido da epiderme formou-se o tecido de granulacdo
no qual foi observada a presenca de fibroblastos de nucleos alongados e sua ativacao
seguida por um aumento na sintese de fibras colagenas finas e flexiveis, mas ja
suficientes para preencher a area lesada e unir as bordas da lesdo (Figura 17A e C).

Nessa fase, houve proliferacdo de vasos sanguineos ou angiogénese,
observando-se mais capilares com hemacia responsaveis por nutrir 0 novo tecido
formado, mas em alguns locais da lesé@o, especialmente na borda entre o coagulo e o
novo tecido, ainda foi possivel observar células sanguineas fora de vasos (Figura 17D
eF).

O infiltrado inflamat6rio persistiu no local da lesé@o e nas bordas, observando-se
a presenca de leucécitos nesta ferida (Figura 17D e E).

No limite entre o coagulo e o novo tecido formado proximo as bordas da leséo,
em alguns animais foi possivel observar o inicio da proliferacdo das células
epidermais provenientes das bordas integras da pele (Figura 17F), provocando uma
re-epitelizacdo na area lesada as quais vado se proliferar até que estejam

completamente fundidas.
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Imagem: KOGA, 2020.

Legenda: Fotomicrografia da ferida controle cicatrizada ap6s 7 dias, corada com H&E. A) Vista
panoramica da area da ferida, aumento 40x, F: Ferida; C: Coagulo; E: Epiderme; Esq: Borda esquerda;
Dir: Borda direita. B) Area do coagulo, aumento 400x, Fib: Fibrina; Setas: restos necréticos e células
inflamatérias absorvidas. C) aumento 100x Linha pontilhada: Limite entre a pele integra e a ferida na
borda esquerda; F.p.: Foliculo piloso; Quadrado: Area ampliada em D. D) Area da ferida préximo a
borda esquerda; Circulo pontilhado: Hemacias fora de vasos; Setas: células inflamatérias; f:
fibroblastos; V.s.: Vasos sanguineos. E) Area da ferida préximo a borda direita com grande quantidade
de células inflamatérias (setas). F) Area limite entre coagulo (C) e novo tecido formado, E: Epiderme.
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Para determinar a qualidade da pele neoformada ap6s 7 dias da cirurgia, foi
realizada histologia das feridas controle e tratadas com FC em hidrogel de alginato 2%
(Figura 18) e tratadas com FC em tampdao veiculo (Figura 19), e realizada coloracdo com
Hematoxilina & Eosina para analise histopatolégica. Para tanto, avaliou-se o grau do
infiltrado inflamatério, a resposta fibroblastica, neovascularizacdo e reepitelizacdo das
feridas no dia 7.

As feridas tratadas com os FC em hidrogel em geral apresentaram inflamacéao
moderada na 4&rea cicatrizada. Metade das feridas que receberam rhPDGF-BB
apresentaram grau leve e 30% das tratadas com rhVEGF165, e apesar de pouco freqiente,
um grau severo de inflamacéo foi encontrado no grupo tratado nos grupos controles e com
ambos FC combinados (Gréfico 5).

As feridas que receberam os FC em tampéo veiculo apresentaram um grau
inflamatério de severo a moderado, onde apenas o grupo tratado com rhPDGF-BB ja
apresentou diminuicdo da inflamagédo em 10% das amostras, enquanto 70% das amostras
tratadas com rhVEGF165 apresentaram grau moderado. Ao final de 7 dias ainda foi possivel
observar um grau severo de inflamacéo, especialmente no grupo controle tampéo, com uma

freqliéncia de 70% das amostras (Grafico 6).
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3ug rhVEGF165

3ug rhPDGF-BB+rhVEGF165

Imagem: KOGA, 2020.
Legenda: Seccdes histologicas das lesGes dos grupos tratados com FC em hidrogel de alginato 2%
no dia 7 apos cirurgia, coradas com Hematoxilina-Eosina. Fotomicrografias do tecido da ferida em
diferentes amplia¢gbes sédo mostradas nas colunas: esquerda (40x) e direita (400x). E: epiderme; D:
derme; Seta longa: Interface entre a pele normal e a ferida cicatrizada; seta curta: vasos sanguineos.
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Figura 19 — Histologia das feridas tratadas com FC em tampao (H&E).
B

3ug rhPDGF-BB Controle Tampéao Controle Negativo

3ug rhVEGF 165

3ug thPDGF-BB+rhVEGF165

Legenda: Seccdes histologicas das lesdes dos grupos tratados com FC em tampé&o veiculo no dia 7
apos cirurgia, coradas com Hematoxilina-Eosina. Fotomicrografias do tecido da ferida em diferentes
ampliacdes sdo mostradas nas colunas: esquerda (40x) e direita (400x). E: epiderme; D: derme; Seta
longa: Interface entre a pele normal e a ferida cicatrizada; seta curta: vasos sanguineos.
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Gréfico 5 — Perfil do infiltrado de células inflamatérias de feridas tratadas com FC em hidrogel.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Fregliéncia relativa de amostras para perfil do infiltrado inflamatério de feridas tratadas com
FC em hidrogel. A pontuacdo foi atribuida com base no grau inflamatério encontrado na area
cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).

Grafico 6 — Perfil do infiltrado de células inflamatdrias de feridas tratadas com FC.
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Grafico: KOGA, 2020.
Legenda: Freqgliéncia relativa de amostras para perfil do infiltrado inflamatério de feridas tratadas com
FC em tampdo. A pontuacdo foi atribuida com base no grau inflamatério encontrado na area
cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).
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A andlise histopatoldgica das feridas permitiu avaliarmos o grau de resposta dos
fibroblastos no local da lesdo ap6s 7 dias. O grupo tratado com FC em hidrogel em geral
apresentou resposta marcada de fibroblastos, destacando-se as feridas que receberam
rhPDGF-BB (~65%), enquanto que nas feridas tratadas com rhVEGF165 ou ambos os FC, a
resposta foi moderada (Gréfico 7).

No grupo tratado com FC em tampdao, também observou-se uma reagao fibroblastica
mais pronunciada, destacando-se as feridas tratadas com rhVEGF165 e no controle
negativo, nos grupos tratados com rhPDGF-BB e ambos os FC, variou entre marcada e

moderada (Grafico 8).

Gréfico 7 — Grau de resposta fibroblastica em feridas tratadas com FC em hidrogel
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Grafico: KOGA, 2020.
Legenda: Frequéncia relativa de amostras para grau de resposta fribroblastica em feridas tratadas
com FC em hidrogel. A pontuacdo foi atribuida com base na presenca de fibroblastos na area
cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).
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Gréfico 8 — Grau de resposta fibroblastica em feridas tratadas com FC.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Frequéncia relativa de amostras para grau de resposta fribroblastica em feridas tratadas
com FC em tampé&o. A pontuacgdo foi atribuida com base na presenca de fibroblastos na éarea
cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).

A presenca de formacgéo de novos vasos sanguineos (neovascularizagcdo) na area da
ferida foi avaliada no dia 7 apés a cirurgia. Alto grau de angiogénese foi observado no grupo
tratado com FC em hidrogel, em especial as feridas que receberam rhPDGF-BB (~70%), 0s
grupos tratados com rhVEGF165 e controle negativo apresentaram um perfil semelhante, o
altimo com menor grau de angiogénese. As feridas tratadas com ambos FC combinados
apresentaram diminuicdo da neovascularizacdo identificada como discreta em
aproximadamente 40% das amostras deste grupo (Grafico 9).

No grupo tratado com FC em tampdao veiculo, o perfil de neovascularizagdo na area
cicatrizada foi de angiogénese marcada, especialmente o grupo tratado com rhVEGF165
(~80%), com excecdo do grupo tratado com ambos FC combinados onde observou-se

transicao para angiogénese discreta (~40%) (Grafico 10).
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Grafico 9 — Grau de neovascularizagdo em feridas tratadas com FC em hidrogel.
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Grafico: KOGA, 2020.

Legenda: Freqiiéncia relativa de amostras para grau de neovascularizacdo em feridas tratadas com
FC em hidrogel. A pontuacéo foi atribuida com base na presenca de vasos sanguineos na é&rea

cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).

Gréfico 10 — Grau de neovascularizacdo em feridas tratadas com FC.
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Gréfico: KOGA, 2020.

Legenda: Frequiéncia relativa de amostras para grau de neovascularizacdo em feridas tratadas com
FC em tampé&o. A pontuagdo foi atribuida com base na presenca de vasos sanguineos na area

cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).
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No grupo tratado com FC em hidrogel a reepitelizacdo completa foi observada entre
as lesbes cutaneas tratadas especialmente no grupo tratado com rhPDGF-BB e 70% das
amostras do controle negativo. Entretanto, nos grupos tratados com rhVEGF165 e ambos os
FC combinados, ainda houveram feridas em processo de reepitelizacdo incompleta ou
ausente como no grupo controle tampao (Grafico 11).

No grupo tratado com FC em tampé&o veiculo, os grupos que receberam rhPDGF-BB
apresentaram quase 80% das feridas com reepitelizacdo completa, mas 50% das feridas

tratadas com rhVEGF165 ainda estavam ausentes de epitélio (Grafico 12).

Gréafico 11 — Nivel de reepitelizagdo em feridas tratadas com FC em hidrogel.
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Graéfico: KOGA, 2020.
Legenda: Frequéncia relativa de amostras para nivel de reepitelizacdo em feridas tratadas com FC em

hidrogel. A pontuacdo foi atribuida com base na presenca de epitélio pavimentoso estratificado
gueratinizado na area cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).
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Gréfico 12 — Nivel de reepitelizagdo em feridas tratadas com FC.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Freqliéncia relativa de amostras para nivel de reepitelizagdo em feridas tratadas com FC em
tampéo. A pontuagdo foi atribuida com base na presenca de epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado na area cicatrizada. (n= 12 para controles, 8 para tratados).

A coloracdo das laminas histolégicas das feridas com Tricrbmio de Masson é
demonstrada na Figura 20, para os grupos tratados com FC em Hidrogel, e na Figura
21 para os grupos tratados com FC em tampdao. Foi possivel observar a presenca de
fibroblastos (setas) com nucleos alongados por toda area da ferida cicatrizada e vasos
sanguineos (*) permeando o tecido recém-formado.

A andlise histopatolégica permitiu uma avaliagdo qualitativa do grau de
deposicao de fibras colagenas na area das feridas tratadas com FC em hidrogel, nas
quais, apesar de discreta, ja foi possivel observar inicio de deposi¢do de colageno em
todas as feridas tratadas e controle, mas com maior porcentagem para tratadas com
rhVEGF165 (~40%) (Gréafico 13). Ja no grupo tratado com FC em tampao,

observamos que metade das feridas que receberam rhPDGF-BB e ambos FC
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combinados ja apresentavam deposicdo discreta de colageno comparado aos
controles, 0s quais ainda ausentes para deposicao, e nas que receberam rhVEGF165
apenas 20% apresentavam deposicéo discreta ou moderada (Gréafico 14).

Ja4 em analise comparativa utilizando o software ImageJ para deposicdo de
fibras colageno na area cicatrizada, observamos que nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos com relacédo a porcentagem de fibras colagenas encontradas na

area da ferida (Grafico 15).
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Figura 20 — Histologia das feridas tratadas com FC em hidrogel (Tricrbmio de Masson)
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Imagem: KOGA, 2020.
Legenda: Secges histolégicas das les6es dos grupos tratados com FC em Hidrogel de Alginato 2% no
dia 7 ap6s cirurgia, coradas com Tricromio de Masson. Fotomicrografias do tecido da ferida em
diferentes ampliagbes sdo mostradas nas colunas. A regido pontilhada na coluna da esquerda é
representada no aumento de 400x a direita. Setas indicam fibroblastos e (*) vasos sanguineos, e 0s
diferentes niveis de deposicao de colageno representados pela intensidade da cor azul.
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Gréfico 13 — Deposicao de colageno em feridas tratadas com FC em hidrogel.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Frequéncia relativa de amostras para o grau de deposicéo de colageno em feridas tratadas
com FC em hidrogel, a pontuacéo foi atribuida com base na presenca de na area cicatrizada. (n= 12
para controles, 8 para tratados).
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Figura 21 — Histologia das feridas tratadas com FC em tamp&o (Tricrdbmio de Masson)
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Imagem: KOGA, 2020.
Legenda: Secg0es histologicas das lesfes dos grupos tratados com FC em tampdao veiculo no dia 7
apos cirurgia, coradas com Tricrdbmio de Masson. Fotomicrografias do tecido da ferida em diferentes
ampliacdes sdo mostradas nas colunas: esquerda (40x) e direita (400x). A regido pontilhada na coluna
da esquerda é representada no aumento de 400x a direita. Setas indicam fibroblastos e (*) vasos
sanguineos, e os diferentes niveis de deposi¢cdo de coldgeno representados pela intensidade da cor
azul.
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Grafico 14 — Deposicédo de colageno em feridas tratadas com FC.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Frequéncia relativa de amostras para o grau de deposicéo de colageno em feridas tratadas
com FC em tampdo, a pontuacao foi atribuida com base na presenca de na &rea cicatrizada. (n= 12
para controles, 8 para tratados).

Gréfico 15 — Comparacgéo da deposi¢do de colageno entre 0s grupos.
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Graéfico: KOGA, 2020.
Legenda: Gréfico de andlise comparativa sobre deposicédo de colageno entre feridas tratadas com FC
em hidrogel de alginato 2% e FC em tampao veiculo.
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5.2.3 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DAS FERIDAS

A analise imunohistoquimica foi realizada em algumas amostras do grupo
tratado com FC em Tampao veiculo. Foi possivel observar de forma preliminar e
qualitativamente, a presenca de antigenos especificos da fase proliferativa do reparo
tecidual na area cicatrizada da lesédo, através da expressdo dos seguintes
marcadores, indicada pelas setas: vasos sanguineos/células endoteliais (CD31)
especialmente proximo a capilares sanguineos ou em células ao longo da area da
ferida (Figura 22: A- D); marcador para angiogénese (VEGF) (Figura 22: E-H);
marcador de proliferacdo celular (Ki67) (Figura 22: I-L); marcador de fibras
colagenas (Pr6-COL3) (Figura 23: A-D); marcadores de proteinas de matriz
Fibronectina (Figura 23: E-H) e Elastina (Figura 23: I-L).

Os indices de intensidade de marcacdo segundo escala numérica, onde: 0 —
auséncia de marcacao, 1 — marcacao fraca, 2 — marcacdo moderada, 3 — marcacéao
positiva e 4 — marcacgao fortemente positiva; foram analisados de forma subjetiva e
nao quantificavel. Os dados demonstraram que as feridas tratadas com rhPDGF-BB
apresentaram forte presenc¢a de vasos sanguineos e angiogénese em comparacao
aos outros grupos. Todos 0s grupos apresentaram expressao fraca para proliferacao
celular e pouca ou nenhuma marcacao para elastina. Encontrou-se mais fibronectina
nas feridas tratadas com rhPDGF-BB e quantidade fraca a moderada de colageno

em todos 0s grupos.
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Figura 22 — Imunohistoquimica de feridas tratadas com FC.
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Imagem: KOGA, 2020.
Legenda: Secc¢Bes imunohistoquimicas das lesdes dos grupos tratados com FC em tampdao veiculo no dia 7 ap6s cirurgia, contra-coradas com Hematoxilina.
Fotomicrografias do tecido da &rea ferida em ampliagbes 400x. Setas indicam a expressdo de CD31 (A-D), de VEGF (E-H) e de Ki67 (I-L) nos diferentes

grupos controles e tratados.
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Figura 23 — Imunohistoquimica de feridas tratadas com FC
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Legenda: Seccdes imunohistoquimicas das lesfes dos grupos tratados com FC em tampé&o veiculo no dia 7 ap0s cirurgia, contra-coradas com Hematoxilina.
Fotomicrografias do tecido da &rea ferida em ampliagbes 400x. Setas indicam a expressédo de Pro-Colageno 3 (A-D), de Fibronectina (E-H) e de Elastina (I-L)
nos diferentes grupos controles e tratados.




Tabela 4: Avaliagdo imunohistoquimica da cicatrizagdo

103

Grupos CD31 VEGF Ki67 Pro-COL3 Fibronectina Elastina
Controle Negativo 3 3,5 15 2 15 1
Controle Tampéo 15 2 15 2,5 3 0,5
3ug rhPDGF-BB 3,5 4 0,5 2,5 2 1
3ug rhVEGF165 2,5 15 15 2 4 2

Legenda: Os dados sédo expressos como média (Controle negativo n=3; Controle Tampao n=2;
rhPDGF-BB n=2; rhVEGF165 n=2). Escala numérica: O - auséncia de marcacao, 1 — marcacao fraca,

2 —marcacédo moderada, 3 — marcacao positiva e 4 — marcacdo fortemente positiva.
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5.3CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE TECIDO ADIPOSO CANINO
(CTMA)

As CTMA foram cultivadas aderidas ao plastico e apresentaram morfologia
fibroblastoide (Figura 24). Quando analisadas por citometria de fluxo, observou-se
expressao de anticorpos marcadores de células-tronco mesenquimais como CD90 e
CD105, bem como a auséncia de expressdo para marcadores endoteliais (Figura
25). A presenca de CD90 e CD105 nas CTMA foi confirmada por imunocitoquimica,

(FiguraX).

Figura 24—Cultivo de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo canino.

Imagem: KOGA, 2018.
Legenda: Fotomicrografia do cultivo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposos
canino em quarta passagem. Aumento 10x.
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Figura 25—Caracterizacdo de CTMA por Citometria de Fluxo.
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Imagem: KOGA, 2019.

Legenda: Citometria de fluxo de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo canino expressando

marcadores celulares mesenquimais CD90 e CD105 e auséncia de expressdao de marcadores

endoteliais CD14, CD34, HLA-DR.
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Figura 26 — Imunocitoquimica das CTMA.

Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: Imagens obtidas de microscopio confocal da Imunocitoquimica de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo canino expressando marcadores celulares mesenquimais A) CD90 e
B) CD105.

As células foram capazes de se diferenciarem apoés inducdo em linhagens
condrogénica (Figura 27B) e osteogénica (Figura 27D) como € caracteristico de
células-tronco mesenquimais,em comparacdo aos controles nao induzidos que

permaneceram com seu fenétipo fibroblastéide (Figura 27 A e C, respectivamente) .
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Figura 27 — Ensaio de diferenciac¢éo celular.

Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: Ensaio de diferenciagdo de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo canino. A e C
Controles negativos. B) Células diferenciadas em linhagem condrogénica coradas com Azul de
Toluidina. (D) Células diferenciadas em linhagem osteogéncia coradas com vermelho de Alizarina.

As CTMA foram caracterizadas por qRT-PCR e a expressao dos genes CD90
e CD105 comprovou o perfil de células-tronco mesenquimais no nosso modelo
(Grafico 16A), bem como a expressao dos receptores para as proteinas PDGF e
VEGF nas CTMA foi validada através da expressao dos genes PDGFRb e FLT1

respectivamente (Grafico 16B).




108

Grafico 16 — Caracterizagdo de CTMA por gRT-PCR

B
A o A
Caracterizacdo CTMA Validagéo Receptores PDGF e VEGF
80 40
60 30-

Fold Change
D
<

Fold Change
)
<

204

o & & <>
Q N

Graéfico: KOGA, 2020.
Legenda: Gréfico da expressdo génica de marcadores de perfil mesenquimal CD90 e CD105 nas
CTMA (A), bem como validacéo para expressao de receptores de PDGF e VEGF em CTMA (B).

Para avaliar o efeito dos FC sobre a capacidade de migracdo das CTMA, foi
realizado o ensaio de migracao celular (Scratch assay) e os FC foram utilizados para
tratamento em hidrogel de Alginato 2%, o qual foi aplicado em pocos transwell para
haver liberacdo para o meio das CTMA, ou em tampdo veiculo, o qual foi adicionado
diretamente ao meio de cultivo.

Monocamadas confluentes de CTMA foram riscadas, e incubadas na
presenca de meio contendo 10ng/mL dos FC. Apds mensurar a area da leséo in vitro
ao longo dos periodos avaliados, foi possivel observar que o tratamento com os FC
em Hidrogel de Alginato 2% néo afetou a habilidade das CTMA fecharem a les&o no
plastico no periodo de 48h, como avaliado na Figura 28. Entretanto, houve uma
tendéncia ao fechamento da lesdo no plastico mais rapido pelas células tratadas
com ambos FC combinados ou apenas com rhVEGF165 (Gréfico 17).

O tratamento com os FC em tamp&o ndo afetou a habilidade das CTMA

fecharem a lesé@o no plastico em 48 horas, como avaliado na Figura 29. Entretanto,
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as células tratadas com ambos os FC combinados rhPDGF-BB+rhVEGF165 foram
capazes de fechar a lesdo em menor tempo, em 24h de tratamento ja havia fechado
cerca de 92% da area total, seguido pelo tratamento com rhVEGF165 (~74%)

comparado ao tratamento com apenas rhPDGF-BB e ao grupo controle (Grafico 18).

Figura 28 — Efeito de FC em hidrogel na migracao de CTMA.
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Legenda: Painel representativo do ensaio de migracéo celular das CTMA na presenca ou auséncia de
FC em hidrogel de alginato. Foi avaliado o efeito de 10ng/mL de FC em hidrogel de alginato 2% sob a
capacidade de CTMA de fechar a lesdo in vitro (delimitada em amarelo no tempo 0) em 48 horas
utilizando o software ImageJ. Aumento 10x.
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Imagem: KOGA, 2019
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Gréfico 17 — Taxa de fechamento da leséo in vitro por CTMA na presenca ou auséncia de FC em

hidrogel de alginato.
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Grafico: KOGA, 2020.
Legenda: Taxa de fechamento da lesdo in vitro por CTMA na presenca ou auséncia de FC em
hidrogel de alginato. Os resultados sédo relatados como porcentagem da distancia do intervalo em 48h
em comparagdo com o tempo 0.

Figura 29 — Efeito de FC em tampao na migragdo de CTMA.
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Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: Painel representativo do ensaio de migracao celular das CTMA na presenca ou auséncia de
FC. Foi avaliado o efeito de 10ng/mL de FC sob a capacidade de CTMA de fechar a les&o in vitro
(delimitada em amarelo no tempo 0) em 48 horas utilizando o software ImageJ. Aumento 10x.
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Grafico 18 — Taxa de fechamento da leséo in vitro por CTMA tratadas com FC.
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Grafico: KOGA, 2020.
Legenda: Taxa de fechamento da les&o in vitro por CTMA na presenca ou auséncia de FC. Os

resultados séo relatados como porcentagem da distancia do intervalo em 48h em comparacdo com o
tempo 0.
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5.4EXOSSOMOS DERIVADOS DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

O resultado da quantificacdo das vesiculas extracelulares provenientes do
meio condicionado de diferentes tipos celulares, utilizados para padronizacdo do
método de isolamento, demonstrou que os protocolos utilizados foram eficientes
para isolamento, porém néo houve diferenca significativa entre a quantidade obtida
comparando os protocolos para o mesmo tipo celular (Gréfico 19). Portanto,
pensando em reduzir custos e facilitar a reprodutibilidade do ensaio, o protocolo n° 2,
que consiste na concentracdo do meio condicionado (se necessario), seguida por

sua ultracentrifugacéo, foi escolhido para ser utilizado durante o projeto.

Gréfico 19 — Padronizag&o do isolamento de exossomos.
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Grafico: KOGA, 2019.
Legenda: Gréfico da padronizagdo da técnica de isolamento de vesiculas extracelulares de diferentes
tipos celulares CTM (célula-tronco mesenquimal); HS578T (linhagem de célula tumoral de mama);
MCF10A (linhagem de célula de mama); SV (célula de saco vitelino canino); SV-VEGF (célula de
saco vitelino transformada com VEGF). UC: Ultracentrifugacdo; TEIl: Total Exosome lIsolation kit; Os
valores representam 0 nimero de exossomos encontrados apés isolamento pelos diferentes
protocolos. Barras representam a média + DP. Analise estatistica 2way-ANOVA, pés-teste Bonferroni,

Ap6s semear 10° células/mL, trata-las com os FC, nos tempos de 24h e 48h,

e coletarmos o meio condicionado para isolamento dos exossomos, foi realizada
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contagem celular e foi possivel observar que o tratamento com 10ng/mL de ambos
os FC combinados teve efeito significativo sobre a quantidade de células obtidas ao
final de 24h em relacdo aos outros grupos de tratamento e controle, e o tratamento
com rhVEGF165 apresentou aumento significativo da quantidade de células em
relacdo ao grupo controle tampéo (Grafico 20), entretanto os tratamentos nao

impactaram a quantidade celular apos 48h.

Gréfico 20 — Quantidade celular apds tratamento com FC por 24 e 48 horas.
*k%k

2.0x108 1 — s
*%k%k
| —— |
Xk @l Controle Negativo
**%k%*
1.5x108 - . 3 Controle Tampé&o
N 3 rhPDGF-BB 10ng/mL
£ B3 rhVEGF165 10ng/mL
8 1007 rhPDGF-BB+rhVEGF165 10ng/mL
Z
5.0x107 -
0 T
o Qo AN
Tempo

Gréfico: KOGA, 2019.
Legenda: Contagem celular apds 24h e 48h de tratamento com FC. Barras representam a média +
DP. Analise estatistica 2way-ANOVA, pés-teste Bonferroni, (*=P<0.05; ***=P< 0.001).

Amostras de meio condicionado pelas CTMA utilizadas para isolamento dos
exossomos e apds sua obtencdo, as vesiculas foram quantificadas no aparelho
Nanosight N300, no qual as amostras foram analisadas em cinco leituras de 30
segundos e em diferentes campos para contagem das particulas existentes de
acordo com o tamanho, o que representa replicata conforme recomendacdo da
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV). Importante destacar o

pico da concentracdo de particulas identificadas nos resultados obtidos foi
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representado pela moda (valor que mais se repetiu na contagem das amostras) e
em sua maioria compreendeu a faixa de tamanho que € determinada por
caracterizar os exossomos, entre 40 nm e 150 nm, demonstrando que o protocolo de

isolamento foi eficiente, como exemplificado no tempo de 24h (Figura 30.)

Figura 30 — Painel demonstrativo da quantificagdo de exossomos de CTMA.
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Imagem: KOGA, 2019.
Legenda: Painel demonstrativo dos gréaficos obtidos da quantificagdo de exossomos, representando a
concentracdo média de tamanho de vesiculas por leitura; barras de erro indicam +/- 1 erro padrao da
média.

O isolamento dos exossomos derivados de CTMA foi eficiente, e a partir da
quantificacdo foi possivel observar que o tratamento das células com FC,
especialmente quando combinados rhPDGF-BB+rhVEGF165, estimulou a secrecao

de uma maior quantidade de vesiculas quando comparado aos grupos controles no

periodo de 24h (Grafico 21).



Gréfico 21 — Concentracdo de exossomos derivados de CTMA ap6s tratamento com FC.
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Grafico: KOGA, 2019.

Legenda: Concentragdo de exossomos apés 24h e 48h de tratamento com FC. Barras representam a

média = DP. Andlise estatistica 2Way-ANOVA, pos-teste Bonferroni, (*=P<0.05; **=P< 0.01).

Os exossomos derivados de CTMA (controle) foram analisados por

microscopia eletronica de transmissdo, que demonstrou a presenca de estruturas

com formato de “copo” podem ser identificadas como exossomos (Figura 31).

Figura 31 — Microscopia Eletrdnica de Transmissdo de exossomos de CTMA.

Imagem: AGUIAR, 2018
Legenda: (A e B) Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) mostrando exossomos isolados
(setas) de CTMA.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo foi desenhado para avaliar o efeito de fatores de
crescimento peptidicos recombinantes humanos PDGF-BB e VEGF165 em modelo
animal de cicatrizacdo de pele e em células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
e seu secretoma, buscando uma nova abordagem terapéutica para tratamento de
feridas.

Os resultados demonstraram que os FC utilizados estavam presentes nas
fracOes purificadas e a concentracdo de 3ug/mL foi suficiente para promover o
fechamento de feridas cutaneas em 7 dias no modelo de cicatrizagdo em ratos nude
Rowett, o qual foi escolhido buscando viabilizar o estudo da eficacia de fatores de
crescimento recombinantes, buscando melhorar a cicatrizagdo cutanea. O rato nude
além de apresentar vantagem de baixos custos de manutencéo e facil manuseio, se
mostrou favoravel especialmente por suas caracteristicas anatbmicas, como uma
maior area para estudo se comparado aos camundongos, e pouca ou auséncia de
pélos no dorso, o que facilitou a geracdo das feridas na regido, o acompanhamento
da evolucdo da cicatrizacdo em tempo habil, e também por sua condicdo de
imunodeficiéncia, o que possibilitou validar a atividade dos FC e aumentando o
controle e a seguranca do tratamento, sendo possivel verificar a eficiéncia da
dosagem de proteinas escolhida, garantindo a auséncia de formacgfes tumorais
induzidas pelo tratamento. A mesma espécie foi utilizada para avaliar a toxicidade
em longo prazo dos fatores recombinantes humanos de coagulagao I1X (26 semanas)
e do fator recombinante VIII (52 semanas) aos quais adicionaram uma molécula de
40kDa de polietilenoglicol visando estender sua meia-vida, e visto que as mesmas

sdo imunogénicas em animais, o0 modelo se mostrou adequado pois nao
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desenvolveu anticorpos contra as proteinas estudadas (RASMUSSEN et al., 2016,
2017).

Os ratos nude Rowett também foram usados como modelo de defeitos
femorais, para avaliar o potencial regenerativo de células-tronco mesenquimais
encapsuladas com hidrogel de alginato visando diferenciacdo osteogénica, onde o
modelo, quando comparado a ratos imunocompetentes, apresentou maiores indices
de formacéo 0ssea e menor quantidade de células de morfologia linfocitaria no local,
e apesar do biomaterial ter sido eficiente em entregar as células e iniciar ossificacao,
o tratamento foi insuficiente para induzir o fechamento completo do defeito 6sseo
(GARSKE et al., 2020)

O tratamento de feridas cutaneas com 3ug/mL de ambos os FC combinados
(rhPDGF-BB+rhVEGF165) em hidrogel de alginato 2%, acelerou o processo de
cicatrizacdo nos dias 1, 3 e 5 ap0s a cirurgia, resultando em feridas de menor area
macroscopica em relacdo aos outros tratamentos e controles no dia 7, apesar de
nao haver diferenca significativa entre os grupos tratados com FC em hidrogel e
tampdo, ambos os tratamentos resultaram em cicatrizes aproximadamente 80%
menores no dia 7 em relagcéo a area da ferida no dia 0.

Ao avaliar o efeito de rhPDGF-BB em hidrogéis de alginato e sulfato de
alginato sobre a cicatrizagdo em dorso de ratos, BABAVALIAN et al.,, (2018)
concluiram que 4ug/mL de rhPDGF-BB em hidrogel de sulfato de alginato foi ideal
para promover a cicatrizacdo da lesdo em 7 dias, devido a liberacdo mais lenta da
proteina quando utiliza-se o hidrogel como veiculo, corroborando nosso estudo no
periodo porém utilizando maior quantidade da proteina.

Cerca de metade das feridas tratadas com rhPDGF-BB em hidrogel,

apresentaram menor grau de inflamacéo, enquanto que feridas que receberam o
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mesmo FC em tampao veiculo, apresentaram inflamacdo moderada em 90% das
amostras, enquanto as feridas tratadas com rhVEGF165 apresentaram grau
moderado de inflamacdo em ambos o0s grupos, apesar que estudos futuros
avaliando a expressdo de marcadores inflamatorios se fazem necessarios. Uma
reacao pronunciada de fibroblastos foi encontrada em feridas de ambos os grupos
de FC em hidrogel ou tamp&o, bem como alto grau de neovascularizacédo, a qual foi
discreta apenas quando se utilizou ambos FC combinados, e a expressdo de CD31
e VEGF em feridas tratadas com rhPDGF-BB em tampao, comprovam
preliminarmente o aumento da angiogénese.

rhPDGF-BB ja foi descrito por atenuar inflamacdo e promover cicatrizacédo
cutanea em modelo de ratos onde foram feitas aplicacdes topicas diarias por 14 dias
de gel Regranex (0,1% rhPDGF-BB em carboximetilcelulose) as quais fecharam
50% em menos de 7 dias, e feridas isquémicas em 9 dias (GOWDA et al., 2015).

Concentragbes crescentes de PDGF (10 e 150ng/mL) foram descritas por
modelar o processo de cicatrizacdo de tenddo com trés aplicacdes durante uma
semana de maneira dose dependente, aumentando a proliferacdo e sintese de
matriz extracelular por células de tenddo de coelho (KANG; KANG, 1999). Ja um
estudo que avaliou o efeito topico de fatores de crescimentos sozinhos ou
combinados, em modelo de camundongo, concluiu que os melhores resultados
foram obtidos com uma combinacéo de EGF (10 ng) e PDGF-BB (15 ng). O PDGF-
AA mesmo na concentracdo maxima de 20 ng néo intensificou o processo de reparo
de feridas (GOPE, 2002).

A angiogénese é fundamental para a cicatrizacdo adequada, o que explica os
altos niveis de neovascularizacdo nas amostras aos 7 dias apos a cirurgia, e ambos

os fatores estdo envolvidos na angiogénese que ocorre durante o periodo de reparo,
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pois enquanto VEGF é essencial para formacédo de novos vasos sanguineos durante
a fase inicial da angiogénese para nutrir o novo tecido formado através da rede de
novos capilares, além de promover a permeabilidade vascular, PDGF atua na
maturacdo promovendo maior oxigenacdo dos vasos e sua acdo foi descrita
recrutando e estimulando pericitos, os quais foram capazes de secretar moléculas
pré-regenerativas sob influéncia de PDGF-BB (DIPIETRO, 2016; GACEB et al.,
2018). Assim, uma posterior retracdo dos capilares maduros é esperada a medida
qgue a inflamacéo diminui, 0 que pode explicar 0 menor grau de neovasculariz¢ao
apos combinacéo dos FC (rhPDGF-BB e rhVEGF165) de modo que a cicatrizacao
poderd evoluir para a fase seguinte (LEE et al.,, 2007; ANDRAE; GALLINI,
BETSHOLTZ, 2008).

A combinacdo desses fatores ja foi descrita, juntamente com fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), onde se observou efeito sinergistico da
angiogénese in vitro e in vivo provocando aumento da proliferacdo de células
endoteliais bem como a expressao actina de masculo liso (KIM et al., 2016) eventos
favoraveis ao reparo tecidual.

O efeito positivo dos FC avaliados neste estudo pode ser demonstrado
através da reacéo fibroblastica pronunciada no local da injdria, a qual é esperada a
medida que a inflamacado seja resolvida como resposta a quimioatracao de células
de defesa e endoteliais do organismo, iniciando a formacédo do novo tecido através
do estimulo da proliferacdo de fibroblastos dermais, ja descritas como funcdes de
PDGF (WERNER; GROSE, 2003). Como consequéncia espera-se maior deposicao
de matriz extracelular, como observado preliminarmente expressao pronunciada da
proteina de matriz fibronectina em amostras tratadas com rhPDGF-BB em tampao

veiculo.
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O conjunto dos resultados sugerem que apos 7 dias do tratamento com FC,
as feridas se encontravam em fase de transicdo entre a fase inflamatdria e a fase
proliferativa do reparo tecidual, com indicios de discreta deposicdo de colageno,
assim como observado no mesmo periodo em ratos por SABOL et al., (2012),
comprovada preliminarmente pela expressdo de Pro-Colageno 3 encontrado em
feridas que receberam FC em tampéo veiculo sozinhos ou combinados.

Durante os primeiros dias de cicatrizacédo, a reestruturacdo da epiderme das
feridas é importante para criar uma barreira entre ambiente interno e externo,
protegendo para que o reparo ndo seja interrompido, além de apds esse processo,
as células epiteliais podem atuar no processo de cicatrizacdo e sua maturacao
ocorrerd até que a cicatriz se assuma a forca ténsil e apresente fungcdo novamente
(SABOL et al., 2012). Entretanto, feridas de espessura total destroem a epiderme, a
derme e possivelmente mais, portanto, ocorrera a cicatrizacdo ndo apenas por
reepitelizacdo, mas pela formacdo do tecido de granulagcdo antes da cobertura
epitelial (RITTIE, 2016). Os resultados mostraram que aos sete dias apos cirurgia,
nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a reepitelizacdo das feridas, onde
controle negativo e tratadas com rhPDGF-BB em hidrogel ou tampéo veiculo
apresentaram reepitelizacdo completa em cerca de 70% das amostras, sugerindo
que a resposta fisiolégica do animal foi eficiente para reepitelizar a lesédo no mesmo
periodo, confirmando a presenca do tecido de granulacdo aos 7 dias apés a cirurgia.

A acéo dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e epidermal (EGF) ja
foi descrita por estimular a reepitelizacdo da ferida de maneira paracrina, sugerindo
uma possivel acdo desses fatores em conjunto para cicatrizar as feridas cutaneas

(WERNER; GROSE, 2003).
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O mecanismo de acao paracrino de PDGF na cicatrizacdo de feridas foi
descrito ao se observar padrdes de expressdo de seus receptores e ligantes em
lesbes onde estes foram expressos predominantemente na epiderme, enquanto
agueles foram encontrados na derme e tecido de granulagéo, e a falta de PDGF ja
foi associada a cicatrizacdo deficiente (WERNER; GROSE, 2003; GURTNER et al.,
2008), reforcando a importancia de estudos como este, que viabilizar protocolos de
suplementacdo exdgena com dosagens eficazes de FC recombinantes.

Células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMA) tém sido
amplamente utilizadas como modelos para estudos in vitro, devido sua capacidade
de proliferacdo e diferenciacdo em tipos celulares de interesses terapéuticos, como
producdo de horménios para terapia do Diabetes mellitus (TIMPER et al., 2006);
diferenciacdo em linhagens celulares (ZUK et al., 2001); e por suas caracteristicas
regenerativas (LIU et al., 2011; LIN et al., 2019a). O uso de CTM de tecido adiposo
canino vem sido explorado e viabilizado, do ponto de vista regulatério, devido a alta
demanda por tratamentos alternativos na clinica veterinaria, em patologias como
osteoartrite e doenca renal para cédes, gatos e cavalos nos ultimos anos, e pela
possibilidade de prover mais informacdes cientificas permitindo translacdo para
Medicina Humana (MARX; SILVEIRA; BEYER NARDI, 2015).

A capacidade de secrec¢do de moléculas bioativas regenerativas pelas CTMA
tem sido alvo de diversos estudos e as vesiculas secretadas para 0 meio
extracelular ja foram descritas como potenciais efetoras da comunicacao intercelular
atuando como alternativa promissora especialmente para fins regenerativos,
estimulando proliferacdo e migracao celular in vitro (HU et al., 2016; CHOI et al.,

2018).
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O tratamento com 10ng/mL de rhPDGF-BB e VEGF165 combinados em
tampdo, aumentou a quantidade de CTMA em 24h, e estimulou migracédo celular,
permitindo fechamento da lesé&o in vitro em 24h quando comparado aos outros
tratamentos e ao grupo de FC em hidrogel. Conseqientemente, o tratamento com
ambos os fatores combinados em tampéo estimulou maior secrecdo de exossomos
pelas células em comparacao aos grupos controle e tratados.

O estimulo de CTMA de pacientes diabéticos tipo 2 com 20ng/mL de PDGF-
BB reverteu fenétipo aumentando a capacidade proliferativa e migratoria e efeito de
homing para tecido lesado in vivo (CAPILLA-GONZALEZ et al., 2018), fato este que
pode embasar novas perspectivas para utilizacdo dos FC propostos no presente
estudo, para avaliacdo dos efeitos sobre modelos diabéticos in vitro e outras opc¢des
de concentracfes do fator de crescimento.

O encapsulamento polimérico com &acido lactico-co-glicélico (PLGA), foi
descrito como eficiente para prolongar a meia vida de rhPDGF-BB e as microesferas
foram capazes de estimular a migracéo celular in vitro para fechar lesdo no plastico
em 24h (BAE et al., 2016).

A associacdo de CTMA com formas recombinantes ou ndo de VEGF165
diferentemente do presente estudo é descrita através da transfeccao celular, onde
observaram o aumento da expressao da proteina e estimulo de proliferacéo celular
in vitro (JUN-JIANG; HUAN-JIU, 2015). Enquanto outros estudos utilizam células-
tronco de medula 0ssea, ja descritas por serem transformadas com VEGF165 e
BMP2 in vitro exibindo maiores efeitos osteogénicos celulares para reparo de
osteonecrose de cabeca femoral de coelhos (MA; CUI; ZHAO, 2015).

Associacdo de CTMA com FGF e induziu a producdo de vesiculas

extracelulares com potencial pré-angiogénico (MAZZEO, 2014), e LOPATINA et al.,
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(2014) tratou as células com PDGF, e também observou aumento do potencial
angiogénico dessas células.

Através de analise protedmica, um estudo encontrou TGFB1 na membrana de
exossomos de mastacitos, elucidando que exossomos foram capazes de entregar a
proteina em sua membrana induzindo sinalizacdo de células receptoras no
compartimento intercelular da membrana, induzindo fenotipo migratério em células-
tronco mesenquimais primarias (SHELKE et al., 2019). O tratamento de células-
tronco mesenquimais com FC, pode melhorar seu perfil de migracdo, podendo ser
possivel que a qualidade das vesiculas liberadas também seja melhorada, abrindo
novos caminhos e oportunidades para estudo dos efeitos do estimulo de FC no

secretoma celular.
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7 CONCLUSOES

Nosso estudo demonstrou pela primeira vez que a suplementacao de fatores
de crescimento recombinantes humano PDGF-BB e/ou VEGF165 em feridas
cutaneas.

3ug/mL de fatores foi efetivo para promover o fechamento das feridas no dia 7
apos a cirurgia em 80% em relacdo ao dia 0, estimulou angiogénese,
fibroplasia e deposicao discreta de colageno nas feridas;

Os fatores em hidrogel de alginato 2% combinados reduziram angiogénese
em ambos 0s grupos e aceleraram o fechamento de feridas cutaneas nos 5
primeiros dias apés cirurgia em relacdo aos outros tratamentos e FC em
veiculo;

rhPDGF-BB em hidrogel atenuou inflamacdo em relagdo FC em tampéo
veiculo e aos outros tratamentos;

A resposta fisiolégica do animal foi eficiente para reepitelizar a lesdo no
mesmo periodo que rhPDGF-BB em hidrogel ou tampéo, em relacdo aos
outros tratamentos;

O tratamento de CTMA com FC combinados em tampé&o estimulou migracéo
celular, permitindo fechamento da lesdo in vitro em 24h quando comparado
aos outros tratamentos;

Estudos futuros avaliando a expressdo de marcadores inflamatorios, de

proliferacéo, angiogénese e deposicao de colageno se fazem necessarios.
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Cumulativamente, nossos dados sugerem que o rhPDGF-BB ou combinado
com rhVEGF165 apresentam potencial para a estimular a cicatrizacdo de pele, mas
estudos que prolonguem a observagdo do ensaio in vivo por mais tempo, podem
oferecer mais dados para validar essa afirmacéo.

O hidrogel de alginato 2% mostrou ser uma abordagem interessante de facil
preparo e baixo custo para ser usada como veiculo para aplicacbes de fatores in
vivo em relacdo ao tampé&o veiculo, mas ndo em ensaios in vitro, apesar de que
mais estudos sobre a cinética de liberacdo de FC e sua estabilidade no periodo se
fazem necessarios.

O tratamento com ambos os fatores combinados melhoraram o perfil
terapéutico de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo canino estimulando a
migracdo celular e a secrecdo de exossomos, que poderdo ser utilizados como
modelos para investigacdes do seu conteldo molecular e embasar uma nova
abordagem terapéutica livre de células para cicatrizacao.

O modelo animal foi validado e podera ser utilizado para avaliar o efeito
tanto de células como exossomos tratados com FC na cicatrizacdo de feridas

cutaneas.
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Capitulo 2: Efeito de rhVEGF165 sobre o perfil terapéutico de células-tronco

mesenquimais de medula 6ssea equina e seu secretoma

1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo e reparo de tecidos e varios outros processos estao
intimamente relacionados a angiogénese e formacdo vascular, e nesse sentido o
VEGF ja demonstrou exercer seus efeitos em células endoteliais ao interagir com
dois receptores de membrana de alta afinidade exibindo atividade de tirosina
quinase, FLT1 e KDR (WERNER; GROSE, 2003). VEGF165 secretado por células
endoteliais ja foi descrito como fator mais ativo com papel vital em angiogénese,
vascularizacdo e diferenciacdo de células mesenquimais (MATSUMOTO; EMA,
2014; QUAN et al., 2017).

A expressdo de VEGF ¢é induzida em células expostas a hipoxia ou isquemia,
e o estimulo da neovascularizacao € importante em diversas condi¢des patologicas
como em feridas cronicas, e o fator indutor de hipoxia (HIF1) ja foi descrito por estar
relacionado com a ativacdo de VEGF nessas condicbes (FORSYTHE et al., 1996;
POURMOUSSA et al., 2016; KANJI; DAS, 2017). Este mesmo fator foi descrito por
regular a expressao, em hipOxia, de proteinas associadas a matriz extracelular em
fibroblastos dermais equinos que apresentavam a condicdo de Tecido de
Granulacdo Exuberante (TGE) (DESCHENE et al., 2012).

Cavalos, assim como humanos, dependem da atividade de células epiteliais
e contracdo de miofibroblastos para cicatrizar feridas cutaneas, e ambos sofrem de
desordens fibro-proliferativas cutédneas, como o TGE, disfungdo que ocorre
primariamente nos membros, onde uma ferida permanece na fase proliferativa do

reparo, impedida de alcancar a cicatrizagdo completa, e estudos mostraram que
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tanto TGE quanto queldides humanas apresentam apoptose de fibroblastos
deficientes e disfuncdo microvascular causada por oclusédo luminal (LEPAULT et al.,
2005).

No presente estudo hipotetizamos que o tratamento com rhVEGF165 seria
capaz de melhorar o perfil angiogénico de células-tronco mesenquimais de medula
O0ssea equlina e aumentar a quantidade de exossomos liberados, visando fornecer
uma fonte terapéutica alternativa de células ou vesiculas que possam ser aplicadas

na cicatrizacéo de feridas em modelos como equinos.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito de rhVEGF165 no perfil terapéutico de células-tronco

mesenquimais da medula 6ssea equinas (eCTM-MO) e seu secretoma.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Cultivar e caracterizar eCTM-MO;
2.2.2 Validar a presenca do receptor de VEGF;
2.2.3 Tratar CTM-MO com rhVEGF165;
2.2.4 Avaliar os efeitos de rhVEGF165 sobre o perfil angiogénico das células;

2.2.5 Isolar e caracterizar exossomos de eCTM-MO tratadas com rhVEGF165.
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3. MATERIAIS E METODOS
O presente capitulo foi desenvolvido durante estagio no Centro de Pesquisa
em Reproducdo e Fertilidade (CRRF) da Universidade de Montréal - Québec,
Canada, realizado no periodo de Setembro/2019 a Fevereiro/2020 com auxilio
obtido pelo processo CAPES-PRINT 88887.365003/2019-00 e pelo Mitacs-

Globalink, sob orientacdo do Prof. Dr. Lawrence Smith.

3.1 Cultivo celular
As células-tronco mesenquimais da medula éssea equina (eCTM-MO) foram
cultivadas em meio Dulbecco com baixa glicose (Gibco) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1x penicilina/estreptomicina. As células foram cultivadas
em cultura de monocamada e quando atingiram 80% de confluéncia, foram

expandidas usando Tripsina 0,25%.

3.2 Ensaio de migracao celular — “Scratch assay”

Para tanto, 1x10° células/mL foram cultivadas em placas de 6 pocos, e apds
24h foram riscadas ao meio do po¢o com uma ponteira de 10uL de pipeta para criar
um espaco reto e, apés a remocao de detritos, as células foram lavadas 1x com
PBSA, e incubadas para crescer por 48h na presenca dos seguintes tratamentos:

e Controle negativo: meio de cultura 1% SFB;

e Controle tamp&o: meio de cultura 1% SFB + tampdao veiculo dos fatores

(20 mM NazPO4 e 100 mM NaCl).
e 20ng/mL de rhVEGF165 + meio de cultura 1% SFB

e 100ng/mL de rhVEGF165 no meio de cultura 1% SFB
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As placas foram mantidas em uma incubadora a 37°C e examinadas
periodicamente (0, 6, 12 e 24 h), e para avaliar o mesmo campo durante a aquisicédo
da imagem utilizando um microscoépio de contraste de fase, foram marcados pontos
de referéncia proximos aos arranhdes. A area aberta da ferida foi quantitativamente

em cada momento usando o software do programa ImageJ.

3.3 Caracterizacao celular por gRT-PCR

O RNA total foi extraido utilizando o mini kit RNeasy, depois transcrito
reversamente para mMRNA e cDNA utilizando o kit SuperScript VILO cDNA Synthesis
Kit (Invitrogen — 11754250) e o termociclador T300 (Biometra), a transcricao reversa
(RT) foi realizada usando o kit Mix Rotor-Gene SYBR Green PCR (Qiagen) com 0s
primers RT e a mistura fornecida pelo kit. A reacao foi realizada a 42 ° C por 30 min.
Para todas as amostras, um RT negativo foi utilizado como controle, consistindo em
uma reacdo de RT omitindo a transcriptase reversa. A reacdo em cadeia quantitativa
da RT-polimerase (PCR) foi realizada no cDNA em termociclador Rotor-gene Q-PCR
sob as seguintes condi¢cdes de amplificacéo: 95 ° C por 10 minutos, seguidos de 40
ciclos a 95 ° C por 15 se a 60 ° C por 1 min. A eficiéncia igual de PCR de todos os
pares de iniciadores foi validada por diluicAo serial de cDNA. Os primers foram
projetados para amplificar apenas os genes alvo especificos de equinos e os genes

de manutencdo GAPDH, RPL-32 e SDHA (Tabela 1).
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Tabela 5: Sequéncia de primers para analise de eCTMMO por gRT-PCR

Gene Forward Reverse

GAPDH GAGATCCCGCCAACATCAAA AAGTGAGCCCCAGCCTTCTC
RPL32 GAAGCACATGCTGCCCAGT CACGATGGCTTTGCGGTTC
SDHA GCACCTACTTCAGCTGCACG AACTCCAAGTCCTGGCAGGG
CD90 CGCCACACCCATCCAGTA CCTCGCACTTGACCAGTTTGT

CD105 CACCCTACGTGTCCTGGCTC CCACATAGGACGCTACGACGC
PCNA  AAGATAACGCGGACACCTTGG CGGCATATACGTGCAAATTCG
FLT1 TTAAAAGGCACCCAGCACGTC  ACTGTTTGCCGTTCCTTCCAC
VEGFA GGAGAGCATAAAACCCATGAAG GCACACAGGATGGCTTGAAGA
TGFbl TATGTTCTTCAATGCGTCGGA TGAGGTAGCGCCAGGAATTAT
HIF1 TCGAAGTCGAACAGCCTCAC TCTGCAACGCCAGGATCTTT

3.4 Isolamento de exossomos de eCTM-MO

Para o isolamento dos exossomos, 10° células/mL em garrafas T-75mL com
10mL de meio de cultura por 48h e apdés enxague com PBS, as células foram
incubadas por 48h com:

e Controle negativo: meio de cultura 0% SFB;

e Controle tamp&o: meio de cultura 0% SFB + tampdao veiculo dos fatores

(20 mM NazPO4 e 100 mM NaCl).
e 20ng/mL de rhVEGF165 + meio de cultura 0% SFB

e 100ng/mL de rhVEGF165 no meio de cultura 0% SFB

Em seguida, o meio condicionado foi coletado e seguido o protocolo de
isolamento. Centrifugou-se o meio a 700 xg por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi
coletado e o pellet descartado, em seguida filtrou-se com filtro de 0,22 um e

novamente centrifugacdo a 16.000 xg por 30 min a 4°C e entdo o sobrenadante foi
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ultracentrifugado a 100.000 xg por 2h a 4°C, e entdo o sobrenadante foi descartado
e o pellet contendo exossomos foi diluido com PBS e armazenado a -20°C para

analises posteriores.

3.5 Microscopia Eletronica de Transmissédo de exossomos

Os exossomos isolados de células-tronco mesenquimais de medula éssea
eqguina foram submetidos ao protocolo de pos-fixacdo com acido fosfotungsténio e

analisado em microscépio eletrénico de transmissao.

3.6 Quantificacdo de exossomos de eCTM-MO

Apés isolamento, as amostras foram enviadas para analise em equipamento para
nanoparticulas Zetaview, e quantificacdo no Software ZetaView (version 8.05.11
SP4).
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4. RESULTADOS

As células-tronco mesenquimais de medula 6ssea equina (eCTM-MO) foram
cultivadas in vitro em monocamada, apresentando morfologia fibroblastéide (Figura
32). Durante 48h de cultivo na auséncia de soro fetal bovino, as células secretaram
vesiculas com diametro de aproximadamente 120nm contendo formato tipico de
exossomos, como identificado por Microscopia Eletrdnica de Transmissédo (Figura
33). A analise preliminar permitiu observar que o tratamento com rhVEGF165
estimulou a liberacdo de maior quantidade de exossomos pelas células, na dosagem
de 100ng/mL em comparacdo aos grupos controle no periodo de 48 horas (Grafico

22).

Figura 32—Cultivo de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea equina.
’ \A | .‘n 3 A"

Imagem: KOGA,2019
Legenda: Fotomicrografia do cultivo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposos
canino em quarta passagem. Aumento 100x.
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Figura 33 — Microscopia eletrdnica de transmisséo de exossomos.

i

magem?'KO-GA, 2020.
Legenda: Fotomicrografia de Exossomos isolados de (A) eCTMs controle, (B) eCTMs tratadas com
20ng/mL de rhVEGF165 e (C) eCTMs tratadas com 100ng/mL de rhVEGF165.

Gréfico 22 — Quantificacdo de exossomos derivados de eCTM-MO.

5.0x10% ~
| 4.0x10%
= Bl Controle Negativo
~~
@ 3.0x10% 4 [ Controle Trampéao
o B3 rhVEGF165 20ng/mL
= 2.0x1099 4
= T rhVEGF165 100ng/mL
O 1.0x100-

Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Grafico da quantificagdo de exossomos derivados de eCTM-MO apés tratamento com
diferentes concentracdes de rhVEGF165. As barras indicam a quantidade de exossomos encontrados
apos o isolamento; barras indicam desvio padréo.

A exposicao a rhVEGF165 néo afetou o nimero de células, mas afetou os
transcritos de PCNA, diminuindo sua expressao com o tratamento a 20ng/mL de

rhVEGF165 e aumentando a 100ng/mL (Gréfico 23).
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Gréfico 23 — Contagem e proliferacdo de eCTM-MO ap0s tratamento.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Grafico da contagem celular e expressdo génica de marcadores de receptor de PCNA nas
CTM-MO apds tratamento com diferentes concentracdes de rhVEGF165.

O tratamento com rhVEGF165 nao afetou a habilidade das eCTM-MO

fecharem a lesdo no plastico, avaliado pelo ensaio de “Scracth in vitro” (Figura 34,

Grafico 24).

Figura 34 — Efeito de rhVEGF165 em hidrogel na migracdo de eCTM-MO.
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Imagem: KOGA, 2019.

Legenda: Painel representativo do ensaio de migracao celular de eCTM-MO na presenca ou auséncia
de FC. Foi avaliado o efeito de 20ng/mL e 100ng/mL de rhVEGF165 sob a capacidade de eCTM-MO
de fechar a leséo in vitro em 48 horas.
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Graéfico 24 — Fechamento da leséo in vitro por eCTM-MO tratadas com rhVEGF165.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Gréfico de fechamento da lesdo in vitro por eCTM-MO tratadas com rhVEGF165. Os
resultados séo relatados como tamanho da &rea in vitro em 48h em comparag¢éo com o tempo 0.

As eCTM-MO mantiveram a expressdo dos marcadores mesenquimais
(CD105 e CD90) apés a exposicao as diferentes concentragcbes de 20ng/mL e

100ng/mL de rhVEGF165 (Gréfico 25).

Gréfico 25 — Caracteriza¢do de eCTM-MO por gRT-PCR.
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Grafico: KOGA, 2020.
Legenda: Grafico da expressdo génica de marcadores de perfil mesenquimal CD90 e CD105 nas

CTM-MO ap0s tratamento com diferentes concentragfes de rhVEGF165. Barras indicam desvio
padréo.
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As eCTM-MO expressaram o receptor de VEGF, FLT1, e os niveis de

transcritos de VEGFA aumentaram apos tratamento com 20ng/mL (Grafico 26).

Grafico 26 — Caracterizagdo do perfil angiogénico de eCTM-MO por gRT-PCR.
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Gréfico: KOGA, 2020.
Legenda: Grafico da expressao génica de marcadores de receptor de VEGF, FLT1 e a proteina
(VEGFA) nas CTM-MO ap0s tratamento com diferentes concentragdes de rhVEGF165.

As eCTM-MO expressaram os transcritos de dois fatores chaves envolvidos
em angiogénese, TGFB1l e HIF1. No entanto, o tratamento com 20ng/mL

rhVEGF165 diminuiu a expresséo desses fatores (Grafico 27).
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Grafico 27 — Caracterizagdo do perfil angiogénico de eCTM-MO por (gRT-PCR
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Gréafico: KOGA, 2020.
Legenda: Gréfico da expressdo génica de marcadores de receptor de TGFB1 e HIF1 nas CTM-MO
apos tratamento com diferentes concentragdes de rhVEGF165.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito de pela primeira vez a suplementacdo com
fator de crescimento recombinante humano endotelial e vascular (thVEGF165) em
células-tronco mesenquimais de medula éssea equina. Os resultados demostraram
que o tratamento com 100ng/mL rhVEGF165 estimulou a proliferacdo celular a
secrecdo de mais vesiculas extracelulares pelas eCTM-MO.

Um estudo demonstrou que o tratamento células-tronco de foliculo piloso com
10ng/mL de VEGF165 por uma semana, induziu a diferenciacdo em células
endoteliais vasculares in vitro e promoveu neovascularizagdo in vivo, descrevendo
gue a via de sinalizacdo Notch estava envolvida no processo (QUAN et al., 2017).

A expressdo de VEGF é regulada de maneira paracrina, mas a atividade
autocrina em “loop” de VEGF foi descrita em células endoteliais microvasculares
dermais humanas mediada pelo receptor KDR, havendo aumento da sua expressao
ocorrendo ao nivel da transcri¢do, apds tratamento com VEGF recombinante, o que
pode estar relacionado a amplificacdo do mecanismo de acdo da proteina no
processo de microvascularizacdo (VEGA-DIAZ; HERRON; MICHEL, 2001).
Entretanto, ndo existem dados que comprovem esse efeito na espécie equina, que
como nossos achados mostram, apresentou o receptor FLT1, e uma quantificacédo
da proteina especifica para a espécie poderia explicar a origem desse aumento nos
niveis de expressao apos o tratamento.

A atuacdo do fator de crescimento transformante p1 (TGF 1), € descrita por
estimular a liberagcdo e ativacdo de fibroblastos e a sintese de colageno em
decorréncia no processo de reparo tecidual (WERNER; GROSE, 2003). Disordens

fibroproliferativas cutédneas foram descritas em condi¢cbes de hipdxia onde foi
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observado um aumento de HIF1, e apresentaram um aumento nas concentracdes
de TGF B1 em fibroblastos dermais equinos, desbalanceando a acéo de proteinas da
matriz extracelular, resultando em acumulo de matriz caracterizando fibrose
(DESCHENE et al., 2012).

A diminuicho da expressdo de HIF1 e TGFSl em células-tronco
mesenquimais de medula O6ssea equina, provocada tratamento com 20ng/mL
rhVEGF165 é um resultado promissor, podendo ser sugerido como tratamento,
proposto para o tratamento de TGE em equinos, num cenario onde a fonte de
células é viavel e de facil obtencao, que por ser da mesma espécie evitara possiveis
reacdes imunologicas somadas ao perfil terapéutico ja descritos pelas células-tronco
mesenquimais. Outra alternativa é utilizar o secretoma destas células tratadas para
avaliar seu efeito sobre fibrobastos dermais e a expresséo de TGFf1 e HIF1, como
observado em modelo de CTM de sangue periférico, que foi capaz de diminuir a
atividade de TGFf1 em fibroblastos normais, mas nédo sua proliferacdo ou migracao

em fibroblastos TGE (HARMAN; BIHUN; VAN DE WALLE, 2017).
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6. CONCLUSOES

20ng/mL de rhVEGF165 aumentaram os niveis de transcritos de VEGFA nas
eCTM-MO.

A concentragdo de 100ng/mL de rhVEGF165 estimulou os transcritos de
PCNA e manteve o perfil angiogénico como os das células controle, e
estimulou maior secrecao de vesiculas extracelulares;

Portanto, o rhVEGF165 poderia potencialmente ser usado para obter um
melhor perfil terapéutico das eCTM-MO ou outros modelos celulares, como
fibroblastos dermais equinos, visando acelerar o processo de cicatrizacdo. No

entanto, uma concentracao ideal de rhVEGF165 necessita ser encontrada.
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