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RESUMO

DALL'OLIO, A.J., Utilizacdo de derme canina para a bioengenharia de tecidos —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2021.

A pele apresenta inumeras funcdes entre elas, barreira contra produtos quimicos e
radiagdo, protecdo contra traumas, entre outras. E composta por uma camada de
epitélio estratificado externo (epiderme) e uma camada fibrosa (derme). A quebra ou
perda da integridade anatomica, fisioldgica e funcional da pele € denominada ferida
cutdnea. Essas aparecem em alta incidéncia na rotina clinico-cirurgico veterinaria,
exigindo do cirurgido além do conhecimento anatdémico, o dominio das diferentes
técnicas reconstrutivas disponiveis para um planejamento cirurgico adequado.
Existem inumeras técnicas cirurgicas reconstrutivas voltadas ao propdésito de acelerar
0 processo cicatricial, devolvendo a pele sua integridade, reestabelecendo suas
funcdes e minimizando complicagdes. O tema vem sendo objeto de estudo de muitos
pesquisadores, que se concentram na criagao de um material sintético semelhante a
matriz extracelular (MEC) da derme, combinada com a utilizacdo de células-tronco. A
engenharia biomédica tem possibilitado elaborar novas abordagens terapéuticas, para
minimizar e tratar feridas de dificil cicatrizacdo, constituindo deste modo avancos
significativos nos ultimos anos. Estes melhoraram a compreenséo dos processos de
cicatrizacao de feridas e de regeneracao de tecidos. O estudo em pauta visa trazer
uma contribuicdo ao tema valendo-se da utilizagdo da Bioengenharia de Tecidos
(scaffolds biolégicos), como técnica reconstrutiva alternativa, no que se refere ao
tratamento de feridas complexas, com grandes perdas teciduais e superficies
articulares, favorecendo o processo cicatricial e anulando as possiveis complicagdes
em especial a rejei¢cdo. Para tanto, amostras de derme canina foram descelularizadas
por processo quimico/fisico e recelularizadas com células tronco mesenquimais, onde
apos validagao das técnicas, foram utilizados como tratamento nos pacientes dos
Grupos 1 e 2 respectivamente, avaliando o processo cicatricial desses grupos em
relacdo aos pacientes do Grupo controle, feridas tratadas por segunda intengcdo. Os
resultados do presente trabalho comprovaram as propriedades biocompativeis e
biodegradaveis do scaffold descelularizado e recelularizado caracterizada pela
integracado, auséncia de complicagdes cicatriciais, de rejeicdo, e/ou contaminacgao,
demostraram seguranca, facilidade de aplicacdo da técnica de enxertia, capacidade

regenerativa pela presenca de tecido cicatricial maturo e organizado (histopatolégico),



aspecto cosmético final da ferida desejavel e observou-se que os trés tratamentos se
diferem entre si e que tanto o tipo de tratamento quanto o tamanho da ferida, afetam
o tempo de cicatrizagao, constituindo-se uma ferramenta inovadora e funcionalmente

promissora no tratamento de feridas cutdneas em modelos caninos.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos. Enxertos. Matriz extracelular de derme
canina. Scaffold.



ABSTRACT

DALLOLIO, A.J. Use of canine dermis for tissue bioengineering - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

The skin has numerous functions, including a barrier against chemicals and radiation,
protection against trauma, among others. It consists of a layer of external stratified
epithelium (epidermis) and a fibrous layer (dermis). The breakdown or loss of the
anatomical, physiological and functional integrity of the skin is called a cutaneous
wound. These appear in high incidence in the veterinary clinical-surgical routine,
demanding from the surgeon in addition to anatomical knowledge, the mastery of the
different reconstructive techniques available for an adequate surgical planning. There
are numerous reconstructive surgical techniques aimed at accelerating the healing
process, restoring integrity to the skin, restoring its functions and minimizing
complications. The subject has been the subject of study by many researchers, who
are concentrating on creating a synthetic material similar to the extracellular matrix
(ECM) of the dermis, combined with the use of stem cells. Biomedical engineering has
made it possible to develop new therapeutic approaches to minimize and treat wounds
that are difficult to heal, thus constituting significant advances in recent years. These
improved understanding of wound healing and tissue regeneration processes. The
study in question aims to bring a contribution to the theme using the Bioengineering of
Tissues (biological scaffolds), as an alternative reconstructive technique, with regard
to the treatment of complex wounds, with great tissue losses and joint surfaces,
favoring the process healing and canceling possible complications, especially rejection.
For that, samples of canine dermis were decellularized by chemical / physical process
and recellularized with mesenchymal stem cells, where after validation of the
techniques, they were used as treatment in patients in Groups 1 and 2 respectively,
evaluating the healing process of these groups in relation to patients control group,
wounds treated by second intention. The results of the present study proved the
biocompatible and biodegradable properties of the decellularized and recelularized
scaffold characterized by integration, absence of scar complications, rejection, and /
or contamination, demonstrated safety, ease of application of the grafting technique,
regenerative capacity due to the presence of tissue mature and organized healing
(histopathological), final cosmetic aspect of the desirable wound and it was observed

that the three treatments differ from each other and that both the type of treatment and



the size of the wound affect the healing time, constituting a tool innovative and

functionally promising in the treatment of skin wounds in canine models.

Keywords: Tissue engineering. Grafts. Extracellular matrix. Scaffold.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Fotografias de fragmentos de pele canina retirados da regido abdominal
(7] 01 (= | PP 26
Figura 2 Fotografia da regido da coleta e fragmento cutaneo .................cccccuvvneeeee 28
Figura 3 Esquema referente ao processo de descelularizagdo do fragmento de

(o =140 g or=T o] o F= T PP 30
Figura 4 Fotomicrografias referentes ao processo de validagao da
descelulariza¢ao: Fotomicrografias referentes a Analise histolégica e MEV ............. 32
Figura 5 Fotomicrografia dos resultados da técnica da Imunofluorescéncia por
DAPI (marcador fluorescente de nucleo celular) ..........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiiee e, 33
Figura 6 Grafico referente a quantificacdo de DNA genémico por
ESPecCtrofotoOmMetria .........eii e 34
Figura 7 Fotografias das etapas referentes a técnica de recelularizagéo do scaffold
0] o] (e e e 1P 36
Figura 8 Fotomicrografia referente a técnica de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) para validagao do processo de Recelularizagdo ...............ccceee. 37
Figura 9 Fotografia das feridas iniciais nos diferentes Grupos pds desbridamento
OU eXCiS&0 cirdrgica imediata ... 39
Figura 10 Fotografias do tecido de Granulagdo saudavel — ndo exuberante,
adequada vascularizagao e auséncia de infecgao, nos diferentes Grupos............... 40
Figura 11 Esquema da técnica Cirurgica sugerida por Raiser et al. (1996) ............ 42
Figura 12 Fotografias do membro pélvico esquerdo de cao, raga Bull Terrier, macho,
5 anos, portador de ferida cronica recidivante em membro pélvico esquerdo .......... 45
Figura 13 Fotografa de regiao toracica lateral direita de cao, sem raga definida,
macho, 8 anos, portador de laceracédo por mordida de Capivara...........cccccceeevevnnnn.n. 46
Figura 14 Fotografias do membro toracico direito de cao, sem raga definida, 12
anos, macho, portador de neoformagcao em membro toracico direito ....................... 44
Figura 15 Fotografias do membro pélvico direito de cao, sem raga definida, 12 anos,
macho, portador de nédulo em membro pélvico direito...........ccovvvvvveciiiiiieiiiiiiiiiinnn, 48
Figura 16 Fotografias do membro toracico esquerdo de céo, sem raga definida, 7

anos, macho, portador de ferida ulcerada em membro toracico esquerdo ............... 49



Figura 17 Fotografias do membro toracico esquerdo de c&o, sem raca definida, 7
anos, macho, portador de ferida crénica em regido metacarpiana de membro
(o] = Tod (oo TN =T=To [ U 1T o [ 1 PP 50
Figura 18 Fotografias do membro toracico direito de cdo, sem raca definida, 12
anos, fémea portadora de noédulo cutdneo em regido carpiana de membro toracico

(o 1= o USRS 51
Figura 19 Fotografias do membro toracico esquerdo de cao, sem raga definida, 12
anos, fémea, portadora de laceragéo cutanea por mordedura em regiao distal de
(gaT=Tanl o] yoTh (o] = Tod[oto I =TT [ 1T o [o J PR 52
Figura 20 Fotografias dos tempos maximos para integragao dos scaffolds bioldgicos
NOS AIfEreNtES GrUPOS ... .t e e e e e e e 53
Figura 21 Analise de Regressao: Efeito do tamanho da lesao sobre numero de dias
(o L= =T o1 01T = Toz= Lo TS 55
Figura 22 Esquema do teste Duncan para médias em dias de tratamento (Alpha =
0,08) 55
Figura 23 Analise de variancia em Dias entre tamanho da ferida, tratamento utilizado
€ tempo de CICAtNZAGAO ...uvuuii i 56

Figura 24 Fotomicrografia das analises histolégicas dos pacientes do Grupo 1 com

30 € 60 dias POS ENXEILIA ....euveiiiiie et e e 58

Figura 25 Fotomicrografia das analises histolégicas dos pacientes do Grupo 2 com

30 € 60 dias POS ENXEITIA ....cccvvviieiiiiiii e e e e 59
LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Relacao dos casos de caes acometidos por feridas, grupos de tratamento,
tipos de feridas, comorbidades, dimensdes e localizagdes das feridas .................... 29
Tabela 2 Relagao das Analises clinicas dos pacientes dos casos tratados ............ 35
Tabela 3 Média entre tamanho das feridas iniciais e tempo necessario para

cicatrizacdo completa entre os diferentes Grupos..........cccoeeeeiiiiiiiiiiiii e, 54



SUMARIO

1 INTRODUGAOD .......oooiiiieciececeee ettt 16
2 REVISAO DE LITERATURA ........coiiiiiieieceee et 18
2.1 Anatomia da Pele ... 18
2.2 =T 4o F= 1 SRR 19
2.3 CICANZAGAD ...ovvviiieiiiii et e e e e eens 20
24 Retalnos € ENXErtOS ......vvviiiiiiiiiieeee e 22
2.5 BIOMALEriaiS .....iiiieeieeeee e 23
3 OBUETIVOS ...t sasnsssssnssssnnnsnnnnne 26
3.1 ODbBJEtiVO GEIAL......cceeiiiii e 26
3.2 Objetivos ESPECIfiCOS .....oiiiieiiiiieici e 26
4 MATERIAL E METODO ......oooiiiiiieeeee et 28
4.1 1= =Y 4 =SSR 28
4.1.1 Animais Utilizados (Doadores de Pele) ........ccooovriiiiiiiiiiiiicccieiee e, 28
4.1.2 Animais Utilizados para tratamento ..........cccooviiiiiiiiii i, 28
4.2 11711 (o Yo [ R 29
4.21 Método de descelularizacao da pele e Tecnologia de producao de scaffolds
DIOIOGICOS €M CAES ... 29
4.2.2 Técnicas para validagao do processo de descelularizagdo...........c............ 30
4.2.2.1 Teécnica HiStolOGICa ..........iiiiiiiii i 30
4.2.2.2 Técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ..........ccoovvvveeneee. 31
4.2.2.3 Técnica de Imunofluorescéncia por DAPL............oiiiiiiiiiiieici e 32
4.2.2.4 Técnica de Quantificagdo dO DNAQG.......cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33

4.2.3 Técnica de Caracterizagdo imunofenotipica das  células-tronco

estromais/mesenquimais (CTM) de tecido adiposo em citbmetro de

1 10 Co SRR 34
424 Técnica de Recelularizacao do scaffold Bioldgico............cccoeeeviiii. 35
4.2.4.1 Técnica para validagao do processo de recelularizag&o .................cccceeeee 36
4.2.5 Técnica de ENXErtia........cooovviiiiiiii e 37
4.2.5.1 Técnica de desbridamento ou eXCiSA0 CIFUrgiCa ..........cceevveveeeeeeeeieeeeeeeeennn. 38
4.2.5.2 Formagao de Tecido de Granulagao.............cceuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 39
4.2.5.3 Procedimento Cirurgico — Técnica de Enxertia..........ccccccvvvvvevviiiiiiiiieennnnnn. 41

4.2.5.4 Acompanhamento Clinico do ENXerto ..........cccovvvviiiiiiiiiieiiccie e 42



4.2.55 Avaliacdo de parametros macroscopicos — Area das feridas ..................... 42

4.2.5.6 Avaliagdo de parametros microscopicos — Estudo histopatoldgico ............ 43
4.2.5.7 Analise estatistiCa.............uuuiiiiii i 43
5 RESULTADOS ...ttt e e e e eeeees 45
5.1 Casos dos pacientes Grupo 1 (Pacientes tratados mediantes aplicagdes de
scaffolds desCelularizados) .......ccooiieiiiiiiiiiii e ———— 45
51.2 7= 1S o it 45
51.2 7= 1S o 46
51.3 O 1= TG TR 47
5.2 Casos dos pacientes Grupo 2 (Pacientes tratados mediantes aplicagdes de
scaffolds recelularizados) ..........oooooo i 48
5.2.1 7= 1S o it 48
522 O 1= TP 49
5.2.3 O =T T SR 50
5.3 Casos dos pacientes Grupo 3 (Controle) ........ccceeeveeeeiiiiiiiiiiiii e, 51
5.3.1 7= 1S o it 51
5.3.2 O 1= TP 52
54 Integracao do scaffold ao leito receptor..........ooovvvviiiiiiiiiiiiicie e, 52
5.5 Cicatrizagdo completa das feridas..........cccvvvveiiiiii e, 54
5.6 Avaliagao HistolOgICaA. .........ccoviiiii i 57
6 DISCUSSAD ..ottt 60
7 CONCLUSAOD ...t 65

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .............cocooiieeeeeeeeeeeeeee e 66



16

1 - INTRODUGAO

A pele, serve como primeira estrutura de defesa do organismo contra
microorganismos, constituindo uma verdadeira barreira contra produtos quimicos e
radiagéo, produz vitamina D. Promove a termorregulagédo, o armazenamento de agua,
de gordura, de eletrolitos, de carboidratos e de proteinas. Protege também o
organismo contra traumas. E composta por uma camada de epitélio estratificado
externo, a epiderme, e uma camada fibrosa, a derme (Wendt, 2005; Theoreth, 2009;
Pavletic, 2018).

A interrupcdo da integridade anatémica, fisiolégica e funcional da pele
denominada ferida cutanea, € uma estrutura de grande relevancia na rotina clinico-
cirurgica de pequenos animais, sendo incluida em classificagdes levando-se em conta
seus diferentes tipos e origens, tais como atropelamentos, mordeduras, picadas,
queimaduras, cirurgicas, etc. Esta crescente prevaléncia de feridas cutaneas, exige
do cirurgiao veterinario conhecimentos especificos sobre: a analise da localizagao da
lesao; a elasticidade do tecido adjacente da pele, o suprimento sanguineo, além do
dominio de técnicas reconstrutivas disponiveis e necessarias para estabelecer um
planejamento cirurgico adequado (Amalsadvala e Swain, 2006; Trindade, 2009;
Fossum 2015).

Knutson, et al. (1981) e Wendt (2005) mencionam o tratamento de feridas em
um documento egipcio datado de 1.700 a.C., no qual existem conceitos sobre feridas,
cicatrizagbes e tratamentos que sdo aceitos e relatados até hoje. Segundo Fossum
(2015) as cirurgias reconstrutivas exigem novas técnicas e medicamentos, cujos
propaositos visam acelerar o processo cicatricial, devolvendo a pele sua integridade,
reestabelecendo suas fungdes, e, minimizando complicagdes.

Por isso esse tema vem sendo objeto de estudo de muitos pesquisadores
(Beheregaray, 2009; Simas, 2010). Investigacbes na especialidade referem-se a
criacao de um material sintético semelhante a matriz extracelular (MEC) da derme,
sendo o foco de concentragdo dos referidos estudos a combinagdo de material
sintético e células-tronco (Jang et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Carvalho, 2009; Costa
e Queiroz, 2013; De Sa, 2015; Millas et al., 2016).

O objetivo deste estudo é desenvolver tecnologia referente ao assunto,
mediante a utilizagdo da Bioengenharia de Tecidos como técnica reconstrutiva,

produzindo e utilizando scaffolds provenientes de derme de cao descelularizada, e,
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posteriormente, recelularizada com células-tronco, esperando obter resultados
relevantes naquilo que se refere ao tratamento de feridas complexas, com grandes
perdas teciduais, localizadas nas superficies dos membros, incluindo as superficies
articulares. Tais técnicas deverdo acelerar o processo cicatricial, anulando as
complicagbes, e, em especial diminuir as possibilidades de rejei¢ao.

O desenvolvimento de tal tecnologia, podera ser transferido imediatamente
para cirurgia veterinaria, bem como constituir um novo empreendimento para a area,
uma vez que bancos de peles descelularizadas e recelularizadas, poderao sustentar
Novos negocios, 0os quais incrementardo a qualidade do atendimento e do tratamento

de doengas do 6rgdo em animais de companhia.
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2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Anatomia da Pele

Pele € um termo muitas vezes utilizado erroneamente para se referir ao
tegumento comum. Trata-se de um 6rgao, que desempenha varias fung¢des: constitui
uma barreira externa do organismo, estabelece o contato com o meio ambiente, sendo
0 6rgao que mais sofre injurias e necessidade de reparos para desempenhar bem
suas funcdes (Delavary et al., Kolarsik et al., 2011). E constituida por uma porcgéo
epitelial de origem ectodérmica — a epiderme; por uma por¢ao subjacente de tecido
conjuntivo de origem mesodérmica — a derme; e de uma camada constituida
essencialmente por tecido conjuntivo adiposo — a hipoderme, considerada por alguns
autores como uma terceira porgao da pele (Viguier e Degorce, 1992; Pavletic, 2003;
Monteiro-Riviere, 2006; Junqueira e Carneiro, 2008; Miller et al., 2013). A espessura
dessas diferentes camadas varia de acordo com a sua localizagao anatémica, sendo
mais espessa nos pés e maos (5 mm de espessura), e mais delgada ao recobrir o
restante do corpo (1 a 2 mm de espessura) Kolarsik et al., 2011.

A derme consiste em um tecido conjuntivo responsavel pelo suporte da
epiderme, e pela unido da pele ao tecido subcutaneo (Junqueira e Carneiro, 2008). E
mais profunda, mais espessa, abrigando na sua estrutura, elementos nervosos,
musculos eretores do pelo, foliculos pilosos, glandulas, rede cutdanea de vasos
sanguineos e linfaticos, além de elementos celulares como: fibroblastos, dendrocitos,
melandcitos, mastocitos, neutrdfilos, eosindfilos, linfécitos, histidcitos e plasmécitos.
Sua estrutura é essencialmente composta por uma matriz extracelular (MEC), definida
como um suporte natural do qual as células se utilizam para ancoragem, formando
assim os tecidos e 6rgaos (Hopper, 2003; Fossum, Miller et al., 2013; Lopes, 2016;
Pavletic, 2018).

Segundo Junqueira e Carneiro (2008), a hipoderme, referida também como
tecido subcutédneo, encontra-se localizada imediatamente abaixo da derme, sendo
formada por tecido conjuntivo frouxo. E constituida na sua maior porgcdo por células
adiposas, €, em menor proporgao por fibras elasticas e de colageno (Pavletic, 2003).
Esta camada de origem mesodérmica, contribui para mecanismos de reservatorio

energético, isolamento térmico, modelagem da superficie corporal, absorgdo de
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choques, preenchimento para a fixagdo de 6rgaos, além de desempenhar um papel
de fundamental importéncia nas técnicas cirurgicas corretivas da pele (Pavletic, 2003).

O sistema vascular cutaneo é dividido, portanto, em trés niveis interconectados:
o plexo profundo, subdérmico ou subcutaneo; o plexo médio ou cutadneo; o plexo
superficial ou subpapilar. Segundo Pippi (2009) tais caracteristicas anatémicas
dificultam a neovascularizacdo, fator pelo qual, técnicas de enxerto em cées nao
respondem tdo bem quanto aqueles realizados em humanos. Nos animais se fazem
necessarias outras técnicas de reconstrugdes: retalhos ou “flaps” deslizantes, cuja
vascularizagdo acompanha o segmento da pele.

As linhas de tensdo ou linhas de clivagem da pele, sdo definidas pela
orientacao e pela tragao das fibras presentes no tecido conjuntivo, pela agdo muscular
e pela forga da gravidade (Miller et al., 2013; Fossum, 2015). Como regra, as incisées
na pele devem ser realizadas paralelamente as linhas de tensdo da mesma com o
objetivo de minimizar seu estiramento durante a cicatrizagao deixando-a, mais estética.
Caso contrario poderdo aparecer deformagdes, deiscéncia ou necrose da ferida
(Trindade, 2009; Haar et al., Fossum, 2013; Lopes, 2016). E segundo Baker (1967),
alteracdes histologicas senis na pele de céaes, estdo presentes em cdes com idade

extrema (17 anos).

2.2 — Feridas

Ferida por definicAo € uma quebra ou perda da continuidade celular ou
anatbmica da superficie externa do corpo, ou de um érgéo interno, com
comprometimento da protecdo do tecido e/ou fungdes fisioldgicas, podendo ser de
origem quimica, mecanica, fisica ou microbiologica (Leite, 2014). Sdo de alta
incidéncia na rotina clinico-cirurgico veterinaria. Assim, o médico veterinario devera
estar sempre familiarizado com todos os processos e procedimentos envolvidos no
diagnodstico da ferida: tipo de ferida; processo de cicatrizagcédo, além do dominio de
todos os tipos de técnicas disponiveis para tratamento. As feridas podem ser
classificadas de acordo com a integridade da camada superficial em fechada —
camada superficial intacta (esmagamento e contusdes) ou aberta — camada superficial
lesionada (laceragdes ou perdas de pele). Quanto ao grau de contaminagao em limpa,
limpa/contaminada, contaminada e/ou infectada. No referente a duragao,

profundidade e/ou etiologia encontram-se as incisdes (intervencgao cirurgica efetuada
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com instrumento cortante), as abrasdes (por atrito ou por meios mecénicos), as
queimaduras (por calor, eletricidade, substancias quimicas ou radiagéo), as avulsdes
(retiradas com violéncia), perfuragbes (acidentais produzidas por lesbes externas),
contusdes (por trauma direto de objeto) e laceragdes (rasgar, despedacar ou dilacerar)
White, 1999; Slatter, 2007; Hengel et al., 2013; Fossum, 2015; Pavletic, 2018. A
classificagao da ferida é fundamental para a escolha da opgéo do melhor tratamento,
mesmo sabendo que ndao ha consenso de uma classificacdo universal (Pope, 2009;
Pavletic, 2018).

2.3 — Cicatrizacao

A cicatrizacao de feridas é vital para os seres vivos. Trata-se de um processo
bioldgico dindmico complexo, quase imediato ao surgimento da lesdo, e que envolve
uma sincronizagcdo de eventos bioquimicos (citocinas e fatores de crescimento), e
eventos moleculares que ocorrem a nivel celular, e que integram as fungbes dos
elementos sanguineos a matriz extracelular, ativados imediatamente apds a lesao a
fim de restaurar a integridade tecidual. O tempo de reparo tecidual completo é variavel,
podendo ser rapido, demorado ou crénico, devido ao fato das etapas envolvidas no
processo estarem desordenadas, ou seja falha nos estagios iniciais, que prolongam a
fase inflamatoria, resultando em uma incapacidade cicatricial (Velnar et al., 2009).

A cicatrizagao de feridas cuténeas € dividida em fases bem descritas as quais
segundo Fossum (2013) e Hengel et al., (2013) compreendem quatro fases distintas
e que se sobrepdem — fase inflamatodria, fase de desbridamento, fase proliferativa (ou
de reparacao) e fase de maturacdo (ou de remodelagao). Porém, outros Autores
descrevem e consideram sua divisdo em trés fases — fase inflamatoria, fase
proliferativa e fase de maturagao (Pavletic, 2010); ou em quatro fases, porém de forma
distinta — fase de hemostasia, fase inflamatéria, fase proliferativa e fase de maturagao
(Hosgood, 2009; Ackermann, 2012). Aduragao de cada fase é determinada em grande
parte pelo tipo e classificagdo da ferida (Hengel et al., 2013).

A cicatrizagao pode ser influenciada negativamente por fatores patofisiolégicos
intrinsecos tais como (sujeiras, fios de suturas, implantes, toxinas, baixo suprimento
sanguineo, acumulo de fluido e tecido de granulagdo excessivo), por fatores
sistémicos (comorbidades, idade avangada e estado imunoldgico), e por fatores

extrinsecos (fatores ambientais, manejo inapropriado, medicamentos). A identificagéo



21

de todos esses fatores necessita ser analisada e levada em consideragdo para um
melhor planejamento terapéutico (Harari, 1999; Amalsadvala e Swain, 2006; Slatter,
Hedlund, 2007; Beheregaray, 2009; Simas, 2010, Souza, 2015).

Em casos de lesdo tecidual profunda, baixa viabilidade tecidual e/ou
comprometimento vascular e tecido insuficiente para a aproximag¢ao dos bordos, a
cicatrizagdo por segunda intencdo é uma alternativa. Esta técnica € comumente
empregada em medicina veterinaria para tratamento de feridas, como técnica
definitiva de tratamento ou como meio de redugao de tamanho de feridas extensas,
permitindo a utilizacdo de técnicas reconstrutivas conjuntamente (Slatter, 2007;
Pavletic, 2010).

Um processo cicatricial ideal envolveria rapida hemostasia, inflamagao
adequada, proliferagdo, diferenciacdo e migracdo de células, angiogénese,
reepitelizacdo e remodelamento tecidual (Guo e Dipietro, 2010). Algumas feridas
podem se restabelecer naturalmente, outras necessitam de intervencao clinica ou
cirurgica (reconstrutiva), visando melhor recuperagdo cosmética, somada a maior
velocidade do processo de cicatrizagdo, uma vez que a morbidade e a mortalidade
sdo proporcionais as perdas cutaneas (derme e epiderme) Hengel et al., 2013.

Tratamentos tradicionais, como ataduras, algodao e gazes, que visam absorver
o exsudato das feridas e manté-las secas prevenindo a invasao de bactérias no local,
vém sendo substituidos por tratamentos que mantenham o ambiente umido, pois esse,
facilita o processo cicatricial. A escolha do tratamento deve levar em conta trés
requisitos importantes: a saude geral do paciente, o ambiente da ferida e as
propriedades especificas dos curativos selecionados. Um curativo ideal deve: manter
um ambiente Umido para a ferida, remover o excesso de exsudato, permitir a difusao
de gases, proteger contra microorganismos, promover protegdo mecanica, ser
confortavel, minimizar a dor e ndo alergénico (Watson e Hodgkin, 2005). Para tanto,
nos ultimos anos, avancgos significativos na biologia celular e molecular, melhoraram
a compreensao desse processo de cicatrizacdo de feridas, e da regeneragao de
tecidos, com o desenvolvimento de curativos que sejam biocompativeis e
biodegradaveis para fornecer essa condi¢gdes ideais, melhorando a cicatrizacado de
feridas e a qualidade de vida dos pacientes (Amalsadvala e Swain, 2006; Ackermann,
2012; Moura et al., 2013; Fossum, Oliveira, 2015; Pavletic, 2018).
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2.4 — Retalhos e Enxertos

Toda cirurgia reconstrutiva deve ser previamente e devidamente planejada,
levando em consideragao a localizagao da lesédo, a elasticidade do tecido presente, o
suprimento sanguineo na regido, além da qualidade do leito da ferida, pois, técnicas
podem ser aplicadas a saber: retalhos e enxertos, ressaltando que o sucesso
dependera da extensdo da ferida e da quantidade de estruturas envolvidas em
especial a microcirculagao (Pippi e Castro, 2013; Pazzini et al., Daleck et al., 2016).

Retalhos se referem as porcdes de tecido removidas parcialmente do seu local
de origem, e transferidas para outro (leito receptor), onde recobrirdo o defeito de forma
imediata. Sao classificados como pediculados, subdivididos em: subdérmicos,
constituidos por ramos terminais das artérias cutaneas diretas, associadas a camada
do musculo cutaneo, e de padrdo axial, constituidos por artéria e veias cutaneas
(Daleck et al., 2016).

O enxerto cutaneo refere-se aos segmentos livres de derme e epiderme, os
quais removidos de uma regido doadora s&o transferidos para um local receptor
distante, podendo ser de espessuras total (epiderme e toda derme — superficies
flexoras e extremidades distais) ou parcial (epiderme e uma por¢ao variavel de derme).
Dentre os enxertos temos os: enxertos em laminas; enxertos em tampao, pung¢ao ou
semeadura e por pingamento; enxertos em tiras; enxertos de coxins; e enxertos em
malha ou tela (Szentimrey, 1998; Fowler e Williams, 1999; Degner, Slatter, 2007;
Tobias, 2010; Fossum 2013).

A classificacdo se da conforme sua origem em: autoenxertos (o doador e o
receptor sdo obtidos do mesmo animal), isoenxertos (doador da mesma espécie e
geneticamente igual ao receptor — gémeos univitelinos), aloenxertos (doador da
mesma espécie, porém geneticamente diferente), e xenoenxertos (o doador e o
receptor sdo de espécies diferentes).

A pele é um tecido com grande antigenicidade, fator que predispéem estas
técnicas a rejeicao, motivo pelo qual os aloenxertos e xenoenxertos funcionam como
curativos bioldgicos temporarios (Szentimrey, 1998; Slatter, 2007; Daleck e De Nardi,
2016). Assim sendo tecnologia aplicada a Bioengenharia de Tecidos, mediante o
desenvolvimento de biomateriais biocompativeis e biodegradaveis, vem para atender

tal necessidade (Oliveira et al., 2007).
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2.5 — Biomaterias

Nas ultimas décadas, novas terapias promissoras visando aprimorar os indices
de recuperacdo e/ou de cicatrizacdo de feridas, em especial aquelas de maior
complexidade, restaurando seus aspectos estruturais e funcionais, vém sendo
estudadas. Para tanto a medicina regenerativa tem desenvolvido diferentes métodos:
artificiais (sintéticos), fisicos (radiacéo) e bioldgicos (bioengenharia de tecidos). Dentre
eles encontram-se malhas biolégicas tais como pericardio bovino, centro frénico
tendineo de cao, peritbnio de origem animal, peritbnio de paca e submucosa de
intestino delgado que, sdo estruturas conservadas em glicerina 98%, ou solugao
supersaturada de agucar e de sal (Brun et al., 2002; Quitzan et al., 2003; Greca et al.,
2004; Oliveira et al., 2008; Araujo et al., 2009; Leal et al., 2014; Barbuto et al., 2015).

Malhas sintéticas de polipropileno e de poliéster também s&o utilizadas como
implantes na reconstrugcao de parede abdominal, em consequéncia de traumatismos
ou de neoplasias (Amid et al., 1994; Szabo et al., 2000; Quitzan et al., 2003; Greca et
al., 2004; Araujo et al., 2009; Ricciardi et al., 2012; Lee et al., 2013; Schmaltz et al.,
2014; Barbuto et al., 2015; Azevedo e Stopiglia, 2018).

Os biomateriais, biopolimeros biorreabsorviveis e biocompativeis, sado capazes
de mimetizar as caracteristicas da matriz extracelular originaria, exercendo assim um
papel ativo e temporario, pois sdo degradados e/ou absorvidos pelo organismo,
estimulando a regeneracgao tecidual da regido alvo com seguranga biolégica, que
engloba uma resposta do hospedeiro atoxica, ndo mutagénica, e ndo carcinogénica,
além de biofuncionalidade, que é a capacidade do biomaterial perfazer a sua tarefa
(Santos Jr, 2009; Barbanti et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Costa e Queiroz, 2013;
Millas et al., 2016).

Cruafes (1984), Cambier et al. (1996) e Paim et al. (2012), relatam a utilizagao
da radiagao a laser de baixa poténcia para acelerar o processo cicatricial. Jee (2016)
menciona a injegao intralesional com plasma rico em plaquetas (PRP) em feridas
cutdneas agudas de caes, acelerando assim o processo de cicatrizagao.

A nanotecnologia entretanto oferece perspectivas promissoras na pesquisa
biomédica e na pratica clinica, oferecendo materiais nanofibrosos que imitam a matriz
extracelular nativa, e que promovem a adesao de varias células derivadas de diversos

tecidos na pele, nos 0ssos, na vascularizagdo, na cérnea, no sistema nervoso, no
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coragao, no figado e rim, além do transplante de ilhotas pancreaticas (Kubinova e
Sykova, 2010).

Os substitutos da pele constituem uma especialidade promissora de pesquisa
para uso especialmente em pacientes que apresentam feridas extensas de espessura
total, casos para os quais ndo existe um substituto completo disponivel. Pesquisas na
area de prospecc¢ao de um material sintético semelhante a MEC da derme, vem sendo
foco de concentracdo de estudos, combinando a MEC com a utilizagao de células-
tronco. Em humanos Dermagraft ™, Integra ™, Alloderm ™, 6 Skin2 ™ e folhas
epiteliais autdlogas, sdo exemplos de materiais substitutos nesses pacientes (De S3,
2015). Na medicina veterinaria o colageno bovino pode ser utilizado como agente
tépico, podendo ser aplicado de diversas formas: em pé, gel e bloco; em formato de
biorresina; como submucosa intestinal suina; como matriz da bexiga urinaria acelular
ou submucosa (Crapo et.al, 2011; Pavletic, 2018).

A Bioengenharia Tecidual (BT) € uma especialidade de pesquisa multidisciplinar
que visa promover o progresso da medicina regenerativa, desenvolvendo e
manipulando tecidos humanos e de animais provenientes de procedimentos cirurgicos,
e/ou de cadaveres tais como: cartilagem, osso, musculo esquelético, tenddes, tecido
adiposo, pele, coragéo, vasos, pulméo, polpa dentaria, intestino, figado, pancreas, rim,
gbnada, utero, produtos para o parto, cornea e nervos periféricos (Crapo et.al, 2011;
Pavletic, 2018).

As técnicas de producao de suportes artificiais para o crescimento celular
utilizadas na engenharia de tecidos, visam reproduzir as caracteristicas da MEC da
forma mais proxima possivel, ja que ela fornece o ambiente fisico (matriz estrutural)
além dos sinais bioquimicos ideais para o crescimento celular. No entanto, é dificil
reproduzir em laboratério a complexidade quimica e estrutural que a MEC apresenta
naturalmente (Crapo et.al, 2011; Pavletic, 2018).

A MEC apresenta papel fundamental no processo de regeneragao e reparo de
feridas, € composta basicamente por trés grupos de moléculas: proteinas estruturais
fibrosas (colagenos e elastina), glicoproteinas adesivas e proteoglicanos. Essas
proteinas constituem duas formas basicas de MEC incluindo a matriz intersticial,
encontrada nos espacgos existentes entre as células do tecido conjuntivo, das células
epiteliais, endoteliais e do musculo liso, além da membrana basal que encontra-se

associada as superficies celulares. A MEC regula o crescimento, proliferacéo e a
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diferenciagao das células que estao presentes ao seu interior, além de secretar agua
e minerais (Volpe, 2017).

A técnica de descelularizagdo pode fornecer matrizes biolégicas ideais para o
crescimento celular, as quais preservam a arquitetura unica da MEC a nivel
microscopico, garantindo até mesmo a integridade da rede vascular do érgéo ou
tecido submetido ao procedimento, favorecendo assim a restauragao celular. O
produto obtido a partir da descelularizagdo sdo chamados de biomateriais (scaffolds
bioldgicos), suportes naturais ideais de origem autéloga (por ndo apresentar reagao
imunoldgica), que as células utilizam para se ancorar na formacao de tecidos e 6rgaos
(Hopper, 2003; Carvalho, 2009; Oliveira et al, 2010; Hubmacher, 2013; Fratini et al.,
2018; Martins et al., 2020).
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Realizar a descelularizagdo de fragmentos de pele de cao visando a produgéo
de scaffolds bioldgicos descelularizados, os quais posteriormente serao submetidos a
recelularizagdo com células tronco provenientes de tecido adiposo de cao (Banco de
Células, Laboratério de Engenharia Tecidual, FMVZ/USP). Tais fragmentos seréo
utilizados em enxertos cutaneos in vivo (Figura 1), enfatizando casos de maior
complexidade, a saber: tumores ulcerados, procedimentos cirurgicos nos quais a
excisao ou desbridamento das feridas, a reaproximacao dos bordos nao for possivel

por falta de tecido cutaneo, superficies articulares ou elasticidade insuficientes.

Figura 1 — Fotografias de fragmentos de pele canina retirados da regido abdominal ventral

Fonte: Dall"Olio (2021).

Legenda: A — Fragmento de pele canina retirado da regido abdominal ventral a ser
descelularizado; B — Fragmento de pele canina retirado da regido abdominal ventral Descelularizado;
C — Fragmento de pele canina retirado da regido abdominal ventral recelularizada com células tronco
provenientes de tecido adiposo de c&do (Banco de Células, Laboratério de Engenharia Tecidual,
FMVZ/USP) (Prado et al., 2019; Bach et al., 2019).

3.2 — Objetivos Especificos

1- Propor uma técnica inovadora de tratamento de feridas cutaneas de facil
aquisicao e de aplicagao, a qual dentro de um menor tempo podera conferir
adequada resposta cicatricial a espécie canina, caracterizada pela auséncia
ou minimo indice de rejeicado, e/ou contaminagao;

2- Descelularizar fragmentos de derme canina de caes doadores;
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3- Esterilizar e posteriormente recelularizar esses scaffolds bioldgicos com
célula-tronco provenientes de tecido adiposo canino (Prado et al., 2019;
Bach et al., 2019);

4- Avaliar o periodo de cicatrizagao das feridas tratadas com o transplantes de
retalhos descelularizados e recelularizados, comparando-os com as feridas
tratadas sem a aplicagéo desta tecnologia (grupo controle);

5- Comparar os tempos e os procedimentos de tratamentos utilizando a

bioengenharia de tecidos, com aqueles efetuados em animais controle.
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4 — MATERIAL E METODO

4.1 — Material

4.1.1 — Animais Utilizados (Doadores de pele)

Foram utilizados seis caes independente de sexo ou raga com idade entre 2 e
7 anos, que vieram a obito na rotina do hospital-escola veterinario (HEV — UNIFAJ),
doados ao HEV por meio de termo de doacdo de cadaveres, previamente assinado
pelo tutor.

Desses animais, seis fragmentos de tecido cutdneo medindo de 6-10 cm foram
retirados da regido abdominal ventral — entre as mamas (Figura 2). Os fragmentos
foram coletados, congelados e submetidos ao processo de descelularizagdo, o qual
se deu nos Laboratorios de Engenharia Tecidual, do Departamento de Cirurgia da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Sao Paulo — FMVZ/USP.

Figura 2 — Fotografia da regido da coleta e fragmento cutaneo

Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Fragmento de tecido cutaneo retirado da regido abdominal ventral de cadaveres
de caes independente do sexo ou raga com idade entre 2 e 7 anos; B — Fragmento preparado para ser
submetido ao processo de descelularizagao.

4.1.2 — Animais utilizados para tratamento

Pacientes caninos atendidos (N=8) na rotina médica do HEV-UNIFAJ, que

apresentavam feridas cutaneas de dificil aproximagao da pele, situadas nos membros
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toracicos, pélvicos, superficie articulares ou outra regido devido a laceragbes ou
excisbes cirurgias. Estes pacientes ndo apresentavam outros sinais clinicos ou
alteragbes laboratoriais, dados constatados por hemograma e por analise bioquimica.
Também nao apresentaram complicagdes clinicas ou doengas crénicas. Os pacientes
foram selecionados e divididos em trés grupos. Os 3 primeiros casos (machos e
adultos) foram designados como Grupo 1, e foram submetidos ao tratamento de
feridas mediante a utilizacdo do scaffold biolégico descelularizado. Os 3 casos
seguintes (machos e adultos) foram designados Grupo 2, e foram submetidos ao
tratamento de feridas com o scaffold biolégico recelularizado com células-tronco
mesenquimais (CTMs) derivadas de tecido adiposo de caes, oriundas de banco de
células tronco do laboratério de engenharia de tecidos FMVZ/USP, as quais
demostraram a auséncia de problemas quanto a rejeicdo, comprovando a seguranga
quanto ao uso (Prado et al., 2019; Bach et al., 2019). Os 2 casos seguintes (fémeas e
adultas) foram designados Grupo 3 (grupo controle), e foram submetidos ao

tratamento de feridas por segunda intencao (Tabela 1).

Tabela 1 — Relacao dos casos de caes acometidos por feridas, grupos de tratamento, tipos de
feridas, comorbidades, dimensodes e localizagdes das feridas.

Caes Grupo 1- Animais submetidos a transplante utilizando scaffolds descelularizados
Casos| Raca [Sexo| Idade | Tipode ferida |Comorbidades|Medidas daferida Localizagdo dalesdo
1 |B.Terrier] M | 5anos Cirlrgica Nao 4,32cmx 3,75¢cm Regido metatarsica esquerda
2 SRD M | 8anos Mordida Nao 7,06cmx 6,33 cm Regido toracica lateral direita
3 SRD M |12 anos Cirargica Nao 12,91cmx 4,2cm Regido distal de membro tordcico direito
Caes Grupo 2 - Animais submetidos a transplante utilizando scaffolds recelularizados
Casos| Raca [Sexo| Idade | Tipode ferida |Comorbidades|Medidas daferida Localizagdo da lesao
1 SRD M |12 anos Cirargica Nao 6,06 cm x 4,0cm Regido metatarsica direita
2 SRD M | 7anos Cirurgica Ndo 7,07 cm x 3,0cm  |Regido proximal de membro tordcico Esquerdo
3 SRD M | 7anos Cirurgica Nao 4,15cmx 4,0cm Regido metacarpiana esquerda
Caes Grupo 3 - Grupo Controle - Animais submetidos ao tratamento das feridas por segunda inten¢ao
Casos| Raca [Sexo| Idade | Tipodeferida |Comorbidades|Medidas daferida Localizagdo da lesao
1 SRD F [12anos Cirurgica Nao 2,3cmx1,75cm Regido distal de membro toracico direito
2 SRD F |12anos Mordida Ndo 49cmx3,7cm | Regido distal de membro torécico esquerdo
4.2 — Método

4.2.1 — Método de Descelularizacao da Pele e Tecnhologia de Producao de

scaffolds Bioldgicos em Caes
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Esse processo foi realizado mediante métodos fisicos e quimicos, nos
Laboratorios de Engenharia Tecidual do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Sao Paulo — FMVZ/USP. Os métodos foram
aplicados mediante a utilizagao de agitagao orbital com o material sob imersao.

Para cada fragmento tecidual foram realizadas 3 lavagens com duracao de 5
minutos em solugcédo de EDTA e em agitagdo. A descelularizagao foi realizada mediante
imersao em Dodecil Sulfato de Sodio (SDS, #13-1313-01, LGCBio) a 0,5% durante 12
dias, com o tecido sendo mantido a temperatura ambiente durante o dia, e a 4°C
overnight. A finalizagdo do processo se deu mediante 3 lavagens de 5 minutos em
agitacao orbital com a utilizagdo de Triton X-100 1% (#13-1315-05, LGCBio) (Figura
3).

Figura 3: Esquema referente ao processo de descelularizagéo do fragmento de derme canina

3 lavagens (EDTA 1%) ]

., ‘ 5 ol
ot — = u

12 dias de
descelularizagio

Fonte: Dall’Olio (2021) — Adaptado de Matias (2018).

Legenda: (1) Fragmento de derme coletado da regido abdominal ventral de cadaver canino; (2)
Fragmento cutaneo canino enviado para descelularizagdo como scaffold biolégico, lavado 3 vezes em
1% EDTA,; (3) descelularizagéo foi realizada mediante imersdo em Dodecil Sulfato de Sodio (SDS, #13-
1313-01, LGCBio) a 0,5% durante 12 dias; (4) O processo finaliza com 3 lavagens por 5 minutos com
Triton X-100 a 1% para bloquear a agao do SDS; (5) Fragmento de derme canina descelularizado.

4.2.2 — Técnicas para validacido do processo de descelularizacao

4.2.2.1 — Analise Histologica
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Para analise histolégica das amostras controle e descelularizadas, as mesmas
foram fixadas em paraformoldeido 4% (PFA) por 48 h, desidratadas por imersdo em
série crescente de alcoois e agitagao orbital, iniciando com uma sec¢éo de alcool 70%
por 20 minutos e posteriormente com se¢cbdes de 20 minutos em alcool 80 e 90% e
duas se¢des com duragcdo de 20 minutos em alcool absoluto. O material foi
diafanizado em Xilol | e Il por 20 minutos cada e incluido em parafina. Microsec¢des
de 5 ym (#RM2265, Leica) foram transferidas para laminas de vidro e coradas por
coloragbes de Hematoxilina e Eosina (HE), Tricrdbmico de Masson (TM), para
avaliacdo da presenga ou nao de nucleos celulares e tecido conjuntivo, distingao de
celularidade do tecido conjuntivo, observagdo de tecido muscular, bem como

marcacao de fibras conectivas, respectivamente (Figura 4).

4.2.2.2 — Técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada para avaliagao de
estrutura fisica e arquiteténica tecidual. Para este fim, as amostras de tecido controle
e descelularizadas foram fixadas em paraformoldeido (PFA) 4% por 72 horas,
seccionadas e lavadas em ultrassom por um periodo de 24 minutos, sendo 2 lavagens
com duracao de 2 minutos e 4 lavagens de 5 minutos, em agua destilada que foram
trocadas a cada 5 minutos. As amostras foram acondicionadas “overnight” em alcool
70%. Posteriormente foram desidratadas em séries crescentes de alcoois em 2
secoes de 5 minutos cada em alcool 80%, 2 em alcool 90% e trés em alcool absoluto,
sendo estas com duragao de 10 minutos cada. O alcool da imerséo foi trocado a cada
secao. As mesmas foram transferidas para a camera de secagem do aparelho de
ponto critico (LEICA EM CPD 300*), em seguida aderidas sobre a superficie de stubs,
utilizando cola de carbono, metalizados com ouro e observadas e fotografias dos
resultados em microscopio eletronico (ME) Leo 435 VP (Figura 4).
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Figura 4 — Fotomicrografias referentes ao processo de validagdo da descelularizagao:

Fotomicrografias referentes a Analise histoldgica e Microscopia eletrénica de varredura

Técnica histolégica - coloracéao Técnica histolégica - coloragéo Microscopia Eletrénica de
Hematoxilina e Eosina (HE) Tricrémico de Masson (TM)) Verredura (MEV)
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"Fonte: Dall"Olio (2021).

Legenda: A — C — Fragmento controle com presenga de nucleos celulares; D — F — Fragmentos
cuténeos descelularizados pelo método fisico quimico. Observagao de fibras de colageno em azul, e
observagéao dos arranjos de MEC mediante analise das fibras de colageno, demonstrando auséncia de
nucleos celulares.

4.2.2.3 — Técnica da Imunofluorescéncia por DAPI

Utilizando-se laminas seccionadas em criostato, o DAPI (marcador fluorescente
de nucleo celular), em diluicdo de 1 ul de solugdo em 10 ml de PBS 1x, foi gotejado
em cada fragmento das laminas e apds um periodo de espera de 10 minutos em
ambiente ndo iluminado. O material foi lavado em PBS 1x, as laminas foram montadas
com laminulas. O material foi analisado em microscépio de luz com fluorescéncia para
verificar a efetivagcado da descelularizagao (auséncia de nucleos celulares). Figura 5

(Nikon Eclipse 80i com fluorescéncia).
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Figura 5 - Fotomicrografia dos resultados da técnica da Imunofluorescéncia por DAPI

(marcador fluorescente de nucleo celular)

Fonte: Dall"Olio (2021).

Legenda: A — Fragmento Controle com presenca de fluorescéncia dos nucleos celulares; B —
Auséncia de nucleos celulares pela nao fluorescéncia.

4.2.2.4 — Técnica de Quantificacao do DNAg

Para quantificagdo de DNA genbmico foi utilizado 25 mg de derme
descelularizada, valendo-se do QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com
especificacdes do fabricante. As amostras foram digeridas overnight a 56°C com
Proteinase K e tampao de lise do kit. As amostras foram purificadas e analisadas por

espectrofotometria a 260nm (Nanodrop, ThermoScientific). Figura 6.
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Figura 6 — Grafico referente a quantificagdo de DNA gendmico por Espectrofotometria

Derme
80

Quantificacdo de ng de DNA gendmico por grama de tecido
nativo e descelularizado
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3 Amostra mg tecido

'é 1 Derme nativa nao decelularizada 56,16

3 . 2 Derme nao decelularizada 53,7

§ 3 Derme nao decelularizada 78,84

g 4 Derme decelularizada 2%SDS 3,3

) 5 Derme decelularizada 2%SDS 0,72
6 Derme decelularizada 2%SDS 1,8

20

Legenda: Coluna cinza — Fragmentos de derme n&o descelularizados, alto indice de gDNA.
Coluna preta — Fragmentos descelularizados, onde se observa o indice de gDNA, quase nulo.

4.2.3 — Técnica de Caracterizacdo imunofenotipica das células-tronco

estromais/mesenguimais (CTM) de tecido adiposo em citometro de fluxo

As células-tronco estromais/mesenquimais (CTM) de tecido adiposo de cao
forma caracterizados previamente pela doutoranda Bruna A. Aguiar Koga de acordo
(manuscrito em preparagéo), com o protocolo a seguir: A identificagcdo e a expressao
dos marcadores de superficie das culturas de CTMs foram avaliados mediante
ensaios de citometria de fluxo (CMF). Para caracterizagdo das CTMs, cerca de 1x10°
células foram incubadas com diferentes anticorpos conjugados aos fluorocromos PE
e FITC a temperatura ambiente. Os anticorpos analisados foram anti-CD105-PE, anti-
CD9O-FITC, anti-CD146-PE, anti-CD73-PE, anti-CD29-FITC, anti-CD14 PE, anti-
CD34-FITC. As células foram ftripsinizadas, posteriormente centrifugadas, e o
sobrenadante celular obtido foi desprezado. Os tubos com os pellets foram incubados
com 10uL de cada anticorpo diluido 1:200 em solucéo fosfato salina. As células foram

incubadas com os anticorpos por 30 minutos a temperatura ambiente e foi adicionado
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1mL de solugdo salina CMF suplementado com 3% SFB para redugao de ligagdes
inespecificas. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 10 min. Descartou-se o
sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em solu¢cdo salina CMF + 3% SFB
submetido a leitura imediata no citdbmetro de fluxo (FACS ARIAII BD Biosciences, CA,

EUA) e analisadas no software FlowJo 7.6.5.

4.2.4 — Técnica de Recelularizaciao do scaffold Biolégico

Para recelularizagdo da derme canina, foram utilizadas células-tronco
mesenquimais proveniente de tecido adiposo de cédes do banco de células dos
Laboratérios de Anatomia da FMVZ/USP. Fragmentos de derme descelularizadas
passadas em ponto critico foram lavadas em solugao salina tamponada com fosfato
1X (PBS) com antibidtico a 0,5% (penicilina — estreptomicina) e deixadas em luz
ultravioleta (UV) por 10 minutos. A esterilidade da derme foi testada em meio de cultura
Alfa-MEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal e incubados a 37°C com 5%
de CO2 por 24 horas. Uma quantidade de 5 x 10* células-tronco mesenquimais
adiposas foram plagqueadas em placas nao tratadas (Sarstedt) em contato com os
scaffolds durante 7 dias para cultivo in vitro (Fratini et al.; Matias, 2018) (Figura 7). A
escolha de células adequadas é considerada imprescindivel para a técnica de
recelularizagao, pois o objetivo principal € eleger células viaveis para aplicagdo no
scaffold bioldgico descelularizado (Badylak et al., 2001). Essa associagao de células
com o scaffold visa a formagao de uma matriz extracelular recelularizada, com
posterior formac&o de um tecido vivo (Xu et al., 2008). Para Craighead, et al. (2001),
a associacao é de fundamental importancia na efetivagcao do scaffold celularizado,

podendo definir o seu grau de rejeigao.
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Figura 7 — Fotografias das etapas referentes a técnica de recelularizagdo do scaffold bioldgico
Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Fragmentos de derme canina descelularizadas passadas em ponto critico foram
lavadas em solugdo salina tamponada com fosfato 1X (PBS) com antibiético a 0,5% (penicilina —
estreptomicina); B — Luz ultravioleta (UV) por 10 minutos; C — Teste de esterilidade da derme em meio
de cultura Alfa-MEM; D — Recelularizagdo do fragmento de derme canina, cultivo in vitro com células-
tronco mesenquimais adiposas durante 7 dias.

4.2.4.1 — Técnica para validacdo do processo de recelularizacao

A comprovagao da técnica de recelularizacdo foi realizada por Técnica de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), por avaliagdo de estrutura fisica e
arquitetbnica tecidual. Para este fim, as amostras de tecido controle e
descelularizadas foram fixadas em paraformoldeido (PFA) 4% por 72 horas. As
amostras foram seccionadas e lavadas em ultrassom por um periodo de 24 minutos,
sendo 2 lavagens com duragido de 2 minutos e 4 lavagens de 5 minutos, em agua
destilada que foram trocadas a cada 5 minutos. As amostras foram acondicionadas
“overnight” em alcool 70%. Posteriormente as amostras foram desidratadas em séries
crescentes de alcoois em 2 se¢des de 5 minutos cada em alcool 80%, 2 em alcool 90%
e trés em alcool absoluto, sendo estas com duracédo de 10 minutos cada. O alcool da
imerséao foi trocado a cada segédo. As amostras foram transferidas para a camera de
secagem do aparelho de ponto critico (LEICA EM CPD 300*), em seguida aderidas
sobre a superficie de stubs, utilizando cola de carbono, metalizados com ouro e
observadas e fotografias dos resultados em microscoépio eletrébnico ME Leo 435 VP
(Figura 8).
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Figura 8 — Fotomicrografia referente a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

para validacao do processo de Recelularizagao

4.2.5 — Técnica de Enxertia

Arranjo de MEC pelas fibras de

colageno.

Seta vermelha — Presenca de células

tronco

mesenquimais,

processo de recelularizagao.

Fonte: Dall’Olio (2021).

validando

Tanto para o preparo da ferida (higienizagao e retirada de tecido necrosado —

quando necessario) quanto para a implantagao do enxerto, independente do grupo, 1

e 2, os pacientes permaneceram sob anestesia geral inalatéria. Para tanto foi

realizada avaliagdo pré-anestésica por meio de exame fisico, eletrocardiograma e

analise clinica, com hemograma, fungao renal (Ureia e Creatinina), fungcdo hepatica

(Fosfatase Alcalina e Alanina Aminotransferase) e glicemia (Tabela 2).

Tabela 2 — Relagao das Analises clinicas dos pacientes dos casos tratados

Céaes Grupo 1- Animais submetidos a técnica de enxertia com scaffolds descelularizados
| . .
Casos| Ragca |Sexo (::gse) Hm | Hb [Ht% Pt | Plg|Leucécitos| Cr | Ur | Alt | FA | Gli ECG
B. Terrier| M 5 6,514,747 |72 )260| 8700 |[0,8]36,5(47,1|108| 90 |Sem alteragéo
SRD M 8 6,7 115950 (6,6 |370| 10.300 |1,1]20,8|26,8| 74 | 86 |Sem alteracdo
SRD M 12 6,1]14,2(45( 8 |500| 19500 |0,5]15,7|52,3|116| 67 |Sem alteracdo
Céaes Grupo 2 - Animais submetidos a técnica de enxertia com scaffolds recelularizados
Casos| Raca |Sexo (I:::; Hm [ Hb |Ht9% Pt | Plq|Leucdcitos| Cr | Ur [ Alt [ FA | Gli ECG
SRD M 12 6,5|135|41|7,4|670( 10.800 [1,1]33,5|36,6|539| 77 |Sem alteracédo
SRD M 711156 (53]7,2 (139 6.800 1,4(31,7]|54,1| 58 | 80 |Sem alteracéo
SRD M 61]143|50| 7 (190 7.200 1,3 (35,4 ]56,2| 63 | 75 |Sem alteracéo
Céaes Grupo 3 - Animais submetidos ao tratamento das feridas por segunda intengao
| . .
Casos| Raca |Sexo (::g:) Hm [ Hb |Ht9% Pt | Plg|Leucdcitos| Cr | Ur [ Alt [ FA | Gli ECG
SRD F 12 |57 (124)|38(6,6 |220] 9.300 1,2| 58 [73,1]|126(| 72 [Sem alteragdo
SRD F 12 |63 (13,8]|45|7,2|460| 10600 |1,1| 54 | 70 (115 68 |Sem alteragéo
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Legenda: Hm — Hemacias em milhdes/mm?3; Hb — Hemoglobina em g/dl; Ht — Hematdcrito
em %; Pt — Proteina total em g/dl; Leucécitos em mil/mm3; Plq — Plaguetas em mil/mm3; Cr — Creatinina
em mg/dl; Ur — Ureia em mg/dl; Alt — Alanina Aminotransferase em U/L; FA — Fosfatase Alcalina em

U/L; Gli - Glicemia em mg/dl; ECG — Eletrocardiograma.

4.2.5.1 — Técnica de desbridamento ou excisao cirurgica

Sob anestesia, pacientes tiveram as feridas desbridadas (quando necessario)
ou estruturas removidas cirurgicamente, que constou da remogao do tecido nao viavel,
detritos celulares, exsudado e todos os residuos estranhos, de forma a minimizar a
infeccdo da ferida e promover a sua cicatrizagdo utilizando se instrumentais
autoclavaveis em ambiente hospitalar, seguidos da limpeza da ferida (Figura 9).

Como protocolo anestésico, foi utilizado: medicagao Pré Anestésica (MPA) com
Acepromazina (tranquilizante fenotiazinico) dose de 0,1 mg/kg intramuscular (IM),
associado ao Tramadol (opidide) dose de 2 mg/kg IM. Apds 15 minutos ocorreu a
inducdo com Propofol dose 5 mg/kg (Anestésico geral intravenoso) e posterior

intubacao endotraqueal e manutengao anestésica com Isofluorano (halogenado).
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Figura 9 — Fotografia das feridas iniciais nos diferentes Grupos pés desbridamento ou excisdo
cirurgica imediata

Grupo 1 —
Scaffolds Descelularizados

Grupo 2 —
Scaffolds Recelularizados

Grupo 3 - Controle

Fonte: Dall Olio (2021).

Legenda: A, C, D, E, F e G — Feridas cuténeas pds excisao cirurgica; B e H — Ferida cutanea por

laceragao por mordedura.

4.2.5.2 — Formacao de Tecido de Granulacao

Curativos diarios foram realizados: limpeza da lesdo com soro fisiologico 0,9%
preferencialmente morno, utilizando o método de irrigacao em jato; Secagem da pele
ao redor, uso tépico de Rifamicina spray, oclusdo com curativo secundario (gazes ou
chumaco), fixagdo com atadura e esparadrapo, durante 10 dias, tempo necessario
para a formagado do tecido de granulagdo saudavel — ndo exuberante, adequada
vascularizagao, limpeza e auséncia de infecgdo, momento ideal para a implantagcao

do enxerto (Figura 10). Os pacientes também foram tratados durante este periodo de
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forma medicamentosa por via oral com Antibiético — Cefalexina 20 mg/kg duas vezes
ao dia (BID) por 10 dias, anti-inflamatorios/analgésico Meloxican 0,1 mg/kg — uma vez
ao dia (SID) por 7 dias, Dipirona 25 mg/kg — duas vezes ao dia por 7 dias, Tramadol 2
mg/kg — duas vezes ao dia por 10 dias e Antagonistas dos receptores H2 — Ranitidina

2 mg/kg — duas vezes ao dia por 10 dias.

Figura 10 — Fotografias do tecido de Granulagdo saudavel - ndo exuberante, adequada
vascularizagdo e auséncia de infecg¢ao, nos diferentes Grupos

Grupo 1 —
Scaffolds Descelularizados

Caso 1 Caso 2

Grupo 2 —
Scaffolds Recelularizados

Caso 1 Caso 2

Grupo 3 - Controle

Caso 1

Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A - H: Tecido de granulacdo saudavel (10 dias) nas diferentes feridas dos diferentes grupos.



41

4.2.5.3 — Procedimento Cirurgico — Técnica de Enxertia

Para a técnica de reconstrucao/enxertia, os pacientes apds os 10 dias (periodo
para a formacao do tecido de granulagao) foram novamente anestesiados, seguindo
o protocolo de: medicagédo pré-anestésica com acepromazina 0,2% - 0,1 mg/kg e
Tramadol 2 mg/kg, intramuscular. Apos 15 minutos, foram induzidos com Propofol 5
mg/kg, intravenoso e mantidos com Isofluorano, inalatério. Os locais a serem
reconstruidos foram higienizados com clorexidina 0,5%, seguido do preparo do campo
operatério em ambiente hospitalar para implantacdo do scaffold sobre tecido de
granulacao saudavel. Os scaffolds descelularizados e os recelularizados (grupo 1 e
grupo 2 respectivamente) foram totais com fendas mecanicas escalonadas de 5 a 15
mm de comprimento, e 2 a 6 mm de distancia e paralelas as linhas de tens&o da pele.
Essas permitiram melhor drenagem de exsudag¢des e/ou sangue, o que facilitou a
aderéncia do enxerto, mantendo sua maior flexibilidade, conformidade e expansao
(superficies articulares e irregulares). Foram aplicados entdo os scaffolds de forma a
garantir cobertura completa da ferida, fixados com padrdo de sintese simples,
separada com nylon 3-0, aplicados entre 3 a 4 mm de distancia entre os pontos,
juntando as bordas do enxerto com as do leito receptor, técnica de plastia sugerida
por Raiser et al. (1996) e por Fossum (2015). Apds, serem realizados os
procedimentos, bandagens com ataduras acolchoadas, ndo aderentes e com baixa
compressao foram utilizadas a fim de favorecer a integracédo do scaffold ao leito
receptor, permitindo adequada angiogénese e reduzindo deslocamentos (Slatter, 2007;
Fossum, 2015). Esse procedimento permitiu menor ocorréncia de hematoma e
seroma, eventos que normalmente poderiam levar a perda de viabilidade e, por
consequéncia, a necrose do enxerto (Slatter, 2007; Pavletic, 2010). A primeira troca
de curativo foi realizada com 48 horas. Curativos diarios absorventes, ndo aderentes
foram realizados (Figura 11). Os pacientes permaneceram em ambiente restrito, com
colar elizabetano, por um periodo de 10 dias, periodo para avaliagao da viabilidade
do enxerto implantado junto ao leito da ferida e o tratamento da ferida seguiu por
segunda intencao (Fowler e Williams, 1999; Slatter, 2007; Daleck e De Nardi, 2016;
Fossum, 2015).
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Figura 11 — Esquema da técnica Cirurgica sugerida por Raiser et al. (1996)

XY Y Y

g | t 1 \ {

Fonte: Paim (2002).

Legenda: Estrela amarela — Enxertos totais com fenda escalonada; Estrela azul — Padrao de
sutura — distancia entre os pontos, juntando as bordas do enxerto com as do leito receptor.

4.2.5.4 — Acompanhamento Clinico do Enxerto

Apos procedimento reconstrutivo, os pacientes ficaram em observacdo na
Internacdo do HEV — UNIFAJ até o décimo dia seguintes aos procedimentos, sob
cuidados médicos e medicamentosos (Antibidtico — Cefalexina 20 mg/kg duas vezes
ao dia por 10 dias, anti-inflamatérios/analgésico Meloxican 0,1 mg/kg — uma vez ao
dia por 7 dias, Dipirona 25 mg/kg — duas vezes ao dia por 7 dias, Tramadol 2 mg/kg —
duas vezes ao dia por 10 dias e Antagonistas dos receptores H2 — Ranitidina 2 mg/kg
—duas vezes ao dia por 10 dias), recebendo alta com orientagdes sobre cuidados com
a ferida cirurgica (uso de colar elizabetano e troca diaria de curativo) por meio de
prescricdo médica. Os tutores retornavam com os pacientes para avaliagao clinica,

avaliagao da evolugao da ferida cirurgica e fotodocumentagdes a cada dez dias.

4.2.5.5 — Avaliacdo de parametros macroscopicos — Area das feridas

Nos dias 0 e 10 pré técnica de enxertia, e nos dias 2, 4, 6, 8 e 10, apds a cada
10 dias até ocluséo total da ferida, a area média das feridas de todos os animais dos
grupos experimentais 1 e 2 foi mensurada. Para tanto, um paquimetro foi utilizado.
Mensuragao dos comprimentos horizontal e vertical da lesao foram realizados para

calculo da area (cm2).
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Para o acompanhamento das feridas dos pacientes do grupo 3, a area das
feridas foi mensurada a cada 2 dias apds desbridamento ou retirada cirurgica, até o
décimo dia, e apéds, a cada 10 dias até oclusao total das feridas com auxilio de

paquimetro, comprimento horizontal e vertical para calculo da area (cm2).

4.25.6 — Avaliacdo de parametros microscopicos - Estudo

histopatolégico

Neste experimento optamos pela analise histolégica, por ser um método
simples e por fornecer informagdes gerais da resposta tecidual ao material implantado.
Os pacientes dos Grupos 1 e 2, tiveram amostras cutaneas coletadas do local cirargico
com 30 e 60 dias pos enxertia, a escolha do local selecionado para amostra foi de
forma aleatdria. As amostras foram colhidas por meio de “Punch” descartavel 6mm,
fixadas em solucdo tamponada de formaldeido 10% e, seguidas para o
processamento histoldgico de inclusdo em parafina (Vetpat — laboratério de analises).

Apos o processo de desidratacdo, fixacdo e parafinizagdo dos tecidos,
segmentos de 5 um de espessura foram elaborados em micrétomo e organizados em
ldminas microscopicas. Em seguida, técnicas de coloragédo: Hematoxilina-eosina (HE)
para avaliagao tecidual; e Tricrémico de Masson (TM) para determinagao de colageno,
foram aplicadas. As laminas confeccionadas foram analisadas em microscopica pelo
microscopio optico com camera digital acoplada (LEICA RM 2235) para captacao de
imagens por fotomicrografia. Para os pacientes do grupo 3 (controle), ndo houve
avaliacdo histolégica do processo cicatricial, considerando a resposta histoldgica
cicatricial descrita na literatura (De Nardi et al, 2004; Slatter, 2007; Guo e Dipietro,
Pavletic, 2010).

4.2.5.7 — Analise estatistica

As avaliacbes estatisticas das feridas ocorreram correlacionando o tempo e o
tamanho das mesmas. Considerando como parametro de evolugado do processo de
cicatrizagao, a avaliagao da area inicial ferida (cm2) em relagao ao tempo maximo
(dias) para o reparo tecidual completo, mensurando-os mediante a obtengdo dos

diametros das feridas. Os resultados foram expressos por meio da Analise de
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Regressdo, Duncan e Analise de Variancia. Os resultados que representaram

diferenga estatistica utilizaram valores de p<0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Casos dos pacientes Grupo 1 (Pacientes tratados mediantes

aplicacoes de scaffolds descelularizados)

5.1.1 —Caso 1

Canino, da raga Bull Terrier, macho de 5 anos de idade, com ferida crénica em
regido tarso metatarsica do membro pélvico esquerdo. Quadro teve inicio ha seis
meses, com lesao ulcerativa e relato anterior de complicagdes local. Desde entdo tutor
trata a ferida com recidivas constantes. Clinicamente, observou-se area alopécica,
crostosa, moderada secregcdo exsudativa e tecido edemaciado. Exames
complementares foram solicitados para avaliagéo clinica geral do paciente, os quais
se mostraram dentro dos valores de referéncia, juntamente com analise
histopatoldgica da lesdo foram realizados. O resultado histopatolégico demostrou-se

compativel com dermatite actinica. (Figura 12).

Figura 12 — Fotografias do membro pélvico esquerdo de céo, raga Bull Terrier, macho, 5 anos,
portador de ferida crénica recidivante em membro pélvico esquerdo

Fonte: Dall Olio (2021).

Legenda: A — Ferida inicial; B — Ferida cirurgica pés imediato; C — Tecido de granulagdo saudavel — 10
dias apos procedimento; D e E — Técnica de enxertia com scaffold descelularizado com cobertura
completa da ferida, padrdo de sutura com fendas escalonadas e bandagem nado aderente
respectivamente; F e G — processo de integragao do scaffold a ferida, 48 horas e 4 dias pos enxertia;
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H e | — acompanhamento clinico do enxerto, décimo e vigésimo dia; J — Ferida estabelecida com 31
dias p6s enxertia.

5.1.2 — Caso 2

Canino, sem raga definida, macho de 8 anos de idade, com laceragao em regiao
toracica lateral direita por mordida de capivara. Clinicamente, observou-se ferida
aberta, profunda e contaminada, deu-se inicio ao tratamento suporte para
estabilizacdo do paciente e posterior planejamento cirurgico. Exames
complementares foram solicitados para avaliacdo clinica geral do paciente. Apds

estabilizacdo do paciente, técnica de enxertia foi realizada (Figura 13).

Figura 13 — Fotografa de regido toracica lateral direita de cao, sem raga definida, macho, 8

anos, portador de laceragéo por mordida de Capivara

w
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Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Ferida inicial — apds desbridamento; B — Tecido de granulagcédo saudavel — 10 dias apos
desbridamento; C, D e E — Técnica de enxertia com scaffold descelularizado com cobertura completa
da ferida, padrédo de sutura com fendas escalonadas e bandagem n&o aderente respectivamente; F, G
e H — processo de integragdo do scaffold a ferida, 48 horas, 3 e 4 dias pdés enxertia; | —
acompanhamento clinico do enxerto, sexto dia; J e K — acompanhamento clinico do enxerto, oitavo e
décimo dia; L — Ferida estabelecida com 40 dias pdés enxertia.
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5.1.3-Caso 3

Canino, sem raca definida, macho de 12 anos de idade, com queixa de
aumento de volume progressivo em membro toracico direito ha pelo menos 2 anos,
porém tutor procurou ajuda no momento em que o nodulo ulcerou. Clinicamente,
observou-se neoformacdo ulcerada com areas necroticas e forte odor, aderido,
abrangendo toda regido meédia e distal de radio e ulna do membro toracico direito.
Exames complementares: hemograma, bioquimica sérica, Raio-X simples da regiao
toracica e membro referido juntamente com analise histopatolégica da neoformagéo
foram realizados. O resultado histopatoldégico demostrou: tecido fibro conjuntival
proliferativo com tracos linfoplasmocitarios (tecido cicatricial/ reativo). A neoformacéao
foi removida cirurgicamente com margem de seguranca e a técnica de enxertia para

reconstrucao tecidual foi realizada (Figura 14).

Figura 14 — Fotografias do membro toracico direito de cdo, sem raga definida, 12 anos, macho, portador
de neoformagédo em membro toracico direito

Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Neoformagdo ulcerada; B — Ferida cirtrgica pds imediato a remogado completa da
neoformacgao; C — Tecido de granulagao saudavel — 10 dias apds remogéo do tumor; D e E — Técnica
de enxertia com scaffold descelularizado com cobertura completa da ferida e bandagem n&o aderente
respectivamente; F e G — Processo de integragdo do scaffold a ferida, 48 horas e 4 dias pos enxertia;
H, I, J e K — Acompanhamento clinico do enxerto — oitavo, décimo, vigésimo e trigésimo dias apos
enxertia respectivamente; L — Ferida estabelecida com 45 dias pds enxertia.
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5.2 — Casos dos pacientes Grupo 2 (Pacientes tratados mediantes

aplicacoes de scaffolds recelularizados)

5.2.1 —Caso 1

Canino, sem raga definida, macho de 12 anos de idade, com aumento de
volume em regido metatarsica em membro pélvico direito. Evolugdo do quadro
progressivo ha 6 meses. Clinicamente, observou-se area com aumento de volume de
consisténcia firme e ndo ulcerado. Exames complementares: hemograma, bioquimica
sérica, Raio-X simples do membro referido juntamente com analise histopatoldgica do
nodulo foram realizados. O resultado histopatolégico demostrou: proliferagao
mesenquimal ostedide atipica com tragos de metaplasia condroide, sugestivo de
tumor 6sseo multilobular. No6dulo foi removido cirurgicamente e para tratamento da

ferida cirurgica a técnica de enxertia foi realizada (Figura 15).

Figura 15 — Fotografias do membro pélvico direito de cédo, sem raga definida, 12 anos, macho,

portador de nédulo em membro pélvico direito
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Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Aumento de volume; B — Ferida cirargica pés imediato a remogdo completa da
neoformacéo; C — Tecido de granulagao saudavel — 10 dias apds remocéao do tumor; D e E — Técnica
de enxertia com scaffold recelularizado com cobertura completa da ferida e bandagem nédo aderente
respectivamente; F e G — Processo de integragédo do scaffold a ferida, 48 horas e 4 dias pds enxertia;
H, I, J e K — Acompanhamento clinico do enxerto — oitavo, décimo, vigésimo e trigésimo dias apos
enxertia respectivamente; L — Ferida estabelecida com 45 dias pos enxertia.
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5.2.2 — Caso 2

Canino, sem racga definida, macho de 7 anos de idade, com queixa de ferida
ulcerativa em porg¢ao proximal de membro toracico esquerdo. Quadro recidivante ha
pelo menos 2 anos. Realizado tratamento topico e sistémico. Clinicamente, observou-
se lesdo ulcerada, eritematosa com discreta secrecdo. Exames complementares:
hemograma, bioquimica sérica e analise histopatolégica da lesdo foram realizados. O
resultado histopatolégico demostrou: Dermatite ulcerativa com areas de piodermite e
focos de fibrose. Lesdo foi removida cirurgicamente com margem de seguranga e a

técnica de enxertia para reconstrugdo tecidual foi aplicada (Figura 16).

Figura 16 — Fotografias do membro toracico esquerdo de cédo, sem raga definida, 7 anos,
macho, portador de ferida ulcerada em membro toracico esquerdo

Fonte: Dall"Olio (2021).

Legenda: A — Ferida ulcerada; B — Ferida cirurgica pés imediato; C — Tecido de granulagédo saudavel
— 10 dias apds remocao do ferida; D e E — Técnica de enxertia com scaffold recelularizado com
cobertura completa da ferida e bandagem ndo aderente respectivamente; F e G — Processo de
integracdo do scaffold a ferida, 48 horas e 4 dias pés enxertia; H, I, J e K — Acompanhamento clinico
do enxerto — oitavo, décimo, vigésimo e quadragésimo dias apds enxertia respectivamente; L — Ferida
estabelecida com 50 dias pds enxertia.
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5.2.3-Caso 3

Canino, sem raca definida, macho de 7 anos de idade, com queixa de lesao
cronica em porgao distal de membro toracico esquerdo regido metacarpica. Quadro
recidivante ha pelo menos 3 anos, animal adotado. Clinicamente, observou-se lesio
crbnica com hiperqueratose, hiperpigmentagdo e edema. Exames complementares:
hemograma, bioquimica sérica e analise histopatolégica da leséo foram realizados. O
resultado histopatolégico demostrou: Dermatite hiperplasica associada a fibrose
dérmica e areas de furunculose crénica. Les&do foi removida cirurgicamente com
margem de segurancga e a técnica de enxertia para reconstruc¢ao tecidual foi aplicada
(Figura 17).

Figura 17 — Fotografias do membro toracico esquerdo de céo, sem racga definida, 7 anos,
macho, portador de ferida crénica em regiao metacarpiana de membro toracico esquerdo

Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Ferida crénica; B — Ferida cirdrgica pés imediato; C — Tecido de granulagédo saudavel —
10 dias ap6s remocao do ferida; D e E — Técnica de enxertia com scaffold recelularizado com cobertura
completa da ferida e bandagem n&o aderente respectivamente; F e G — Processo de integragdo do
scaffold a ferida, 48 horas e 4 dias pds enxertia; H, I, J e K — Acompanhamento clinico do enxerto —
oitavo, décimo, vigésimo e quadragésimo dias apos enxertia respectivamente; L — Ferida estabelecida
com 50 dias pos enxertia.
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5.3 — Casos dos pacientes Grupo 3 (Controle)

5.3.1 —Caso 1

Canino, sem raga definida, fémea de 12 anos de idade, com queixa de nodulo
cutaneo em porgédo distal de membro toracico direito regido carpica. Quadro
progressivo, tendo inicio ha 1 ano. Clinicamente, observou-se lesdo nodular cutanea
nao ulcerada. Exames complementares: hemograma, bioquimica sérica e analise
histopatoldgica do nodulo foram realizados. O resultado histopatolégico demostrou:
Hamartoma fibro anexial (tumor benigno constituido pela mistura anormal de tecidos
e células normais da area em que cresce) associado a furunculose granulomatosa.
Nédulo cutdneo foi removido cirurgicamente com margem de segurangca e a

cicatrizagdo por segunda intengao foi instituida (Figura 18).

Figura 18 — Fotografias do membro toracico direito de céo, sem raga definida, 12 anos, fémea
portadora de nddulo cutdneo em regiao carpiana de membro toracico direito

Fonte: Dall Olio (2021).

Legenda: A — Nodulo cutaneo; B e C — Ferida p6és cirurgica e Tecido de granulagdo saudavel — 10 dias
apo6s remogao do nddulo cutaneo, respectivamente; D e E — Acompanhamento clinico do processo de
cicatrizagado por segunda intengao — décimo e vigésimo dia respectivamente; F — Ferida estabelecida
com 24 dias.
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5.3.2-Caso 2

Canino, sem raga definida, fémea de 12 anos de idade, com queixa laceragao
por mordedura de cao em regido distal de membro toracico esquerdo. Clinicamente,
observou-se ferida aberta, contaminada e profunda, deu-se inicio ao tratamento
suporte para estabilizacdo do paciente e cuidados com a ferida para

acompanhamento de cicatrizagao por segunda intencao (Figura 19).

Figura 19 — Fotografias do membro toracico esquerdo de cdo, sem raga definida, 12 anos,
fémea, portadora de laceragéo cutanea por mordedura em regido distal de membro toracico esquerdo

Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A — Ferida inicial; B — Tecido de granulagédo saudavel — 10 dias apds desbridamento; C, D e
E — Acompanhamento clinico do processo de cicatrizagdo por segunda intengdo — sétimo, décimo
quarto, e vigésimo primeiro dia respectivamente; F — Ferida estabelecida com 35 dias.

5.4 — Integracao do scaffold ao leito receptor

Apos técnica de enxertia, bandagem n&o aderente e primeira troca da
bandagem em 48 horas, pode-se observar e avaliar comportamento individual do
scaffold biolégico no leito receptor nos diferentes grupos. Cada grupo, apresentou um
momento e aspecto diferente para a integragao total do fragmento a ferida. Os casos
do grupo 1 — scaffold descelularizado, tiveram o fragmento implantando integrado a
ferida de forma continua e progressiva em até 120 horas pds enxertia. Durante
primeira troca de bandagem em 48 horas, pode se observar o enxerto quase integro.
Os casos do grupo 2 — scaffold recelularizados com células tronco mesenquimais,
tiveram o fragmento implantado integrado a ferida de forma aguda em até 72 horas,
onde na primeira troca de bandagem em 48 horas, pode se observar quase sua total

integracao a ferida (Figura 20). Os casos do grupo 3 (controle) n&o tiveram a técnica
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de enxertia realizada, a cicatrizacao das feridas ocorreu exclusivamente por segunda

intencéao.

Figura 20 — Fotografias dos tempos maximos para integragdo dos scaffolds biolégicos nos

diferentes Grupos

Grupo 1 — Transplante utilizando scaffold descelularizados

Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: Grupo 1 — Caso 1 — A, B e C — Integragao do scaffold biolégico em 48, 72 e 96 h
respectivamente; Caso 2 — D, E e F — Integracdo do scaffold biolégico em 48, 72 e 120 h
respectivamente; Caso 3 - G, H e | — Integracao do scaffold biolégico em 48, 72 e 96 h respectivamente.
Grupo 2 — Caso 1 - J e K- Integragao do scaffold bioldgico em 48 e 72 h respectivamente; Caso 2 —
L e M - Integracdo do scaffold biolégico em 48 e 72 h respectivamente; Caso 3 — N e O — Integracéo

do scaffold biolégico em 48 e 72 h respectivamente.
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5.5 — Cicatrizacido completa das feridas

A area média das lesdes foi determinada com o objetivo de investigar os efeitos
dos tratamentos das feridas excisionais ou por laceragdes, nos diferentes grupos
correlacionando o tamanho das feridas em relacdo ao tempo necessario para
cicatrizagdo completa (Tabela 3). O trabalho foi realizado com pacientes da rotina
clinica do HEV — UNIFAJ, por isso ndo se pode estabelecer um padrao unico de feridas.
As feridas foram de diferentes tamanhos, causas e localiza¢des, essa individualizagéao
dos casos, e a escolha de um N baixo, por se tratar de um projeto piloto como prova
de conceito de material, o que limitou a analise dos dados obtidos por baixa
variabilidade das amostras. Contudo pudemos observar pelos métodos estatisticos
empregados, os efeitos dos tamanhos das lesbes sobre o numero de dias de
recuperacao e as diferengcas entre os tratamentos instituidos, onde, os trés
tratamentos se diferem entre si, e que tanto o tratamento aplicado quanto o tamanho

da ferida, afetam o tempo de cicatrizacao (Figuras 21, 22 e 23).

Tabela 3 — Média entre tamanho das feridas iniciais e tempo necessario para cicatrizagéo
completa entre os diferentes Grupos

Tempo para cicatrizacdo completa da Meédia dias
Ferida Inicial em cm2 ferida, p6s enxertia (dias) Duncan
(largura x altura) (Alpha=0,05)
Caso 1 4,32x 3,75 = 16,2 31
Caso 2 7,06 x 6,33 = 44,69 40 38,6667
Caso 3 12,91 x 4,20 = 54,22 45
Ferida Inicial em cm2 Tempo para cicatrizagao completa da Média dias
(largura x altura) ferida, pés enxertia (dias) Duncan
(Alpha = 0,05)
Caso 1 6,06 x 4,00 = 24,24 45
Caso 2 7,07 x 3,00 = 21,21 50 48,3333
Caso 3 4,15x4,00=16,6 50

Ferida Inicial em cm2 Tempo para cicatriza¢do completa da Média dias

Grupo 3 Controle (largura x altura) ferida, pés enxertia (dias) Duncan
(Alpha = 0,05)

Caso 1 2,30x 1,75 = 4,02 24
Caso 2 4,90x 3,70 = 18,13 35 29,5000
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Figura 21 — Analise de Regressao: Efeito do tamanho da lesdo sobre nimero de dias de
recuperagao
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Fonte Dall Olio (2021).

de dias de recuperagéo.

Legenda: Analise de regresséo, equagao que determina o efeito do tamanho da les&do sobre o nimero

tratamento Estimativa

Grupo 2

48.3333
Grupo 1 38.6667
Grupo C 29.5000

Fonte: Dall’Olio (2021).

Figura 22 — Teste Duncan para médias em dias de tratamento (Alpha = 0,05)

Legenda: Barras demonstram que os trés tratamentos se diferem entre si nas médias de dias de
tratamento.
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Figura 23 — Andlise de Variancia em Dias entre tamanho da ferida, tratamento utilizado e tempo

de cicatrizagao

Quadrado - R | Coefic. Varian. | Raiz M SE Média Dias
0.914862 9.022938 3.609174 40.00000
Fonte GL 5Q QM Valor F Pr=F
Tratamento 2 443.3372533 221.6686267 17.02 0.0111
Tamanho 1 125.7287490 125.7287490 9.65 0.0360
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Fonte: Dall’Olio (2021).

Legenda: A estatistica F para tratamento é 17.02 e o valor de p € 0,0111; e para o tamanho a

estatistica F € 9.65 com um valor de p de 0,0360. Rejeita se a hipétese nula no nivel de significancia

de 5% e conclui que o tratamento aplicado e o tamanho da ferida impactam estatisticamente de forma

significativa sobre o tempo de cicatrizagdo. O grafico de linha ajustada indica uma maior relagéo linear

entre os tratamentos do Grupo 1 e Grupo Controle, aspectos cicatriciais bastante proximos. O grafico

da linha do tratamento Grupo 2, mostra um aspecto cicatricial individual, pelas distancias dos resultados

em relacéo a linha ajustada, o aspecto cicatricial das feridas dos pacientes deste grupo se difere dos

demais.
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5.6 — Avaliacao Histologica

Segundo Hollander et al. (2003), a avaliagdo histolégica € uma técnica
aperfeicoada e bem estabelecida para a analise do processo de cicatrizagdo. As
laminas de microscopia, contendo os cortes histolégicos das amostras e coradas de
cada grupo (1 e 2) foram analisadas no trigésimo e no sexagésimo dia apds a
realizacao da técnica de enxertia. Como resultado pode-se observar que no Grupo 1,
no trigésimo dia pos tratamento o tecido epitelial preservado, as areas de hiperplasia
eram irregulares, os focos edematoso eram discretos com esbogos fibrindides. Em
meio a regido conjuntival, observou-se moderada fibrose tecidual, discretos feixes de
fibroblastos reativos, organizados e vasos neoformados. Tais resultados foram
observados utilizando-se os cortes corados por Hematoxilina — Eosina. Pela coloragao
de Tricrbmico de Masson evidenciaram-se feixes de fibroblastos integros e
organizados (tecido cicatricial). Ainda no sexagésimo dia, pela coloragdo Hematoxilina
- Eosina, foi observado, arquitetura tecidual cutanea preservada, a epiderme irregular,
o tecido dérmico exibindo padrao tipico, raros focos de edema, espagamento das
fibras de colageno, mastocitos paralelos as fibras de colagenos, anexos cutaneos
displasicos, foliculos em diferentes estagios de maturagédo, glandulas apdcrinas
dilatadas, transicdo da derme profunda e subcutaneo e amplos focos com tracos
hemorragicos. Pela coloragdo de Tricromico de Masson evidenciou-se feixes de

fibroblastos integros e organizados — tecido cicatricial (Figura 24).
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Figura 24: Fotomicrografia das analises histolégicas dos pacientes do Grupo 1 com 30 e 60
dias pés enxertia

Analise histologica dos pacientes do Grupo 1-30 e

60 dias pos enxertia

Homatolina Eosina

Fonte: Dall"Olio (2021).

Legenda: A — Tecido epitelial preservado com areas de hiperplasia irregular (10x); B — Feixes
de fibroblastos reativos (10X); C — Esbogo fibrindide e em meio a regido conjuntival (40x); D — Feixes
de fibroblastos integros e organizados (10x); E — Tecido dérmico exibindo padrao tipico (10 x); F —
Glandulas apécrinas dilatadas (40x); G — Transigao da derme profunda e subcutaneo com tragos
hemorragicos (10x); H — Feixes de fibroblastos integros e organizados (10x).

Foi possivel observar no trigésimo dia apds a realizagédo da técnica de enxertia
nos pacientes do Grupo 2, utilizando a técnica de coloracdo HE, que a arquitetura
tecidual estava preservada, destacando um tecido epitelial hiperplasico, com areas de
edema e focos de hiperqueratose. O tecido dérmico conjuntival encontrava-se
preservado, com areas de fibrose organizada mediada por numerosos feixes de
fibroblastos e discretos vasos neoformados. Foi ainda observada moderada migragao
inflamatdria perivascular em proporcdes discretas. Pela técnica de coloragdo de
Tricrdmico de Masson evidenciavam-se feixes de fibroblastos integros e organizados
(tecido cicatricial). No sexagésimo dia, pela coloragdo HE, a arquitetura tecidual
encontrava-se preservada, destacando tecido epitelial hiperplasico, com areas de
edema e focos de hiperqueratose, tecido dérmico conjuntival preservado, com areas
de fibrose organizada mediada por numerosos feixes de fibroblastos e discretos vasos
neoformados, moderada migragao inflamatéria perivascular em proporgdes discretas,

anexos cutaneos preservados e tragos de granulagdo dérmica inicial em permeio aos
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planos profundos. Pela técnica de coloracdo de Tricrobmico de Masson foram vistos
feixes de fibroblastos integros e organizados — tecido cicatricial (Figura 25).

Figura 25: Fotomicrografia das analises histologicas dos pacientes do Grupo 2 com 30 e 60

dias pos enxertia

Analise histologica dos pacientes do Grupo 2 - 30 e
60 dias pos enxertia

Homarosiing Eosims

Fonte: Dall Olio (2021).

Legenda: A — Tecido epitelial hiperplasico, com areas de edema e focos de hiperqueratose
(10x) ; B — Tecido conjuntival preservado, com areas de fibrose organizada mediada por numerosos
feixes de fibroblastos e discretos vasos neoformados (10X); C — Moderada migragao inflamatéria
perivascular em propor¢des discretas (10x); D — Feixes de fibroblastos integros e organizados (10x); E
— Arquitetura tecidual preservada, destacando tecido epitelial hiperplasico e focos de hiperqueratose
(10 x); F — Fibrose organizada mediada por feixes de fibroblastos e discretos vasos neoformados (10x);
G — Moderada migragédo inflamatéria, anexos cutaneos preservados e tragos de granulagao dérmica
inicial (10x); H — Feixes de fibroblastos integros e organizados (10x).
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6 — DISCUSSAO

Na rotina clinica de pequenos animais as feridas cutaneas de maior gravidade
(traumaticas e/ou patologicas) constituem eventos rotineiros. Esse tipo de ferida, por
necessitar de algum tipo de intervengdo meédico/cirurgica, requer do meédico
veterinario uma identificagdo, uma classificagdo e um diagndstico preciso para a
elaboracdo de um melhor planejamento cirurgico (técnica e material) a serem
aplicados. Para tanto € de fundamental importancia o conhecimento dos diferentes
métodos de tratamento disponiveis, localizacdo do ferimento, verificacdo da
elasticidade do tecido ao redor, do suprimento regional de sangue, e da extensao do
leito da ferida, visando restabelecimento anatébmico e funcional do tecido lesionado
(Trindade, 2009; Pavletic, 2010; Lopes, 2016). Contudo, esforgos tém sido aplicados
no estudo do processo de reparo tecidual em caes, baseado no desenvolvimento de
tratamentos inovadores e que revolucionem o reparo das feridas (Wong et al., 2013).
Portanto, ha um grande interesse na descoberta de substancias e de procedimentos
cujas propriedades cicatrizantes favoregam um menor tempo de reparo, apresentem
maior eficacia, baixo custo e facil acessibilidade, permitindo assim o desenvolvimento
de melhores estratégias no manejo cirurgico/terapéutico de feridas cutaneas, tarefa
desafiadora para o meio cientifico (Kokane et al., 2009).

A engenharia tecidual integra uma especialidade recente de pesquisa
multidisciplinar que inclui entre seus objetivos o desenvolvimento e a manipulagao de
implantes artificiais, de tecidos gerados em laboratério aos quais poderdo ser
incorporados células ou moléculas capazes de substituir ou estimular crescimento de
tecidos funcionais (Jang et al., 2006; Carvalho, 2009).

Os substitutos da pele constituem uma especialidade promissora de pesquisa
para uso especialmente em pacientes que apresentam feridas extensas de espessura
total. A técnica de descelularizagdo pode fornecer matrizes biologicas ideais para o
crescimento celular, preservando a arquitetura unica da matriz extracelular (MEC) a
nivel microscopico, garantindo até mesmo a integridade da rede vascular do érgao ou
tecido submetido ao procedimento, favorecendo assim a restauragao celular. O
produto obtido a partir da descelularizagdo € chamado de biomaterial (scaffold
biolégico), constituido pela matriz extracelular que auxilia as células na sua
proliferacdo, na diferenciacdo e na biossintese, favorecendo as mesmas, quando

aplicadas no leito receptor, a formagao de um tecido vivo, ou érgaos que mantenham
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suas estruturas e fungdes, uma vez que atuam como material de suporte protético ou
como um substrato adesivo (lkada, 2006; Chung e Park, 2007; Ferreira et al., 2012).
Sao considerados suportes naturais ideais de origem autéloga, por nao apresentarem
reagao imunoldgica, podendo ser utilizados em pacientes com feridas complexas e/ou
com pele de baixa elasticidade, oportunidades para as quais as técnicas
convencionais de retalho ou enxertos também seriam indicadas (Hopper, 2003;
Carvalho, 2009; Oliveira et al, 2010; Hubmacher, 2013; Fratini et al., 2018).

A técnica de enxertia sugerida por Raiser et al. (1996) — enxertos totais, com
fendas mecanicas escalonadas, foi adaptada nessa oportunidade mediante a
utilizacado dos scaffolds biologicos descelularizados e recelularizados com células
tronco mesenquimais em feridas extensas ou com baixa elasticidade. A escolha do
tratamento inovador baseou-se na aceleragao do processo de cicatrizagao de feridas,
bem como na diminuicdo de possibilidades de infecgdo (Degner, 2007; Fossum,
Scheffer et al., 2013; Volpe, 2017).

Todos os animais (n=8) do presente experimento nao apresentaram
intercorréncias ou outros achados que merecessem atencéo clinica durante o periodo
de tratamento.

Observou-se nos pacientes do Grupo 1 e Grupo 2 a integragédo total dos
scaffolds ao leito receptor em até 120 h nos pacientes do Grupo 1 (scaffold
descelularizado) e em até 72 h nos pacientes do Grupo 2 (scaffold recelularizado).
Este dado demostrou que o produto de superficie (scaffold bioldgico) foi biocompativel
e bioabsorvivel, dado ja descrito por Liu et al., 2007. A bioabsor¢ao esta relacionada
a capacidade do biomaterial se dissolver em fluidos corpéreos e organicos. Sendo
assim a vascularizagdo local e a neovascularizagdo, devem ser levadas em
consideragao na técnica de enxertia, pois segundo Duarte et al (2006), scaffolds
implantados em locais com maior vascularizagao, sao integrados em menor tempo
quando comparado com scaffolds implantados em areas menos vascularizadas (Bose
et al., 2002). A taxa de integragao também pode estar associada a composigéo, ao
tamanho, a porosidade, ao pH, bem como a presencga de aditivos no implante (Bolton
et al., 1995; Bolson et al., 2005). Isso justifica a diferenga existente entre o tempo de
integracdo do scaffold ao leito da ferida. Assim o paciente com maior tempo para
integracao total (Grupo 1/Caso 2 — laceragao por mordida de capivara) levou até 120
horas.
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A seu turno, o local do implante (lateral de torax) com maior extensao de leito
receptor e menor vascularizagdo, puderam contribuir para o tempo. Camilo et al.
(2006), mencionam que os desafios atuais da cicatrizagdo estdo direcionados ao
entendimento das relagdes existentes entre a composicdo, a morfologia e a
degradagao desses scaffolds.

Naquilo que se refere a troca de curativos, foi importante observar nas trocas
diarias das bandagens uma diferenga no aspecto clinico entre os grupos. As lesdes
dos pacientes do Grupo 3, apresentaram durante as trocas aderéncia da compressa
de gaze a ferida, formacao de crostas deixando-as mais ressecadas, dificultando a
troca de curativo e, provocando sangramentos durante a troca. Tais resultados néo
foram observados nas trocas de bandagens das feridas dos pacientes dos Grupos 1
e 2, que tiveram a técnica de enxertia aplicada a ferida. Apds a integragao total dos
implantes, as feridas se mantiveram umidas, fato que facilitou as trocas diarias de
curativos sem aderéncia ou sangramento do tecido de granulagéo, o que favoreceu
uma cicatrizacdo mais rapida (Watson e Hodgkin, 2005). De Nardi et al., (2004),
mencionam retardo no processo cicatricial em seu experimento durante avaliagdo de
feridas de caes tratadas com iodo polivinilpirrolidona, quando estes foram os unicos
tratamentos impostos, demonstrando assim aspectos semelhantes aos observados
na analise macroscoépica das feridas dos pacientes do grupo controle, que seguiu um
processo padrao de cicatrizagao, estando de acordo com os resultados do autor.

De Nardi et al., (2004) mencionam feridas deixadas para cicatrizagdo por
segunda intencédo, feridas de pele retangulares, medindo 6 cm de altura (sentido
dorsoventral) por 4 cm de largura (sentido craniocaudal) situadas na regido toracica,
cicatrizaram em até 31 dias. Daleck e De Nardi (2016) relatam feridas cirurgicas de
excisdes tumorais em extremidades com reparo tecidual por segunda intengdo em até
oito semanas, e feridas de menores proporcoes localizadas em face, nas palpebras,
no nariz, nas orelhas e no pescogo entre quatro e seis semanas. Barroso et al., (2010)
relatam tratamento de feridas provocadas (“punch” circular) de 0,8 cm de didmetro em
ovinos, com regressao das feridas em até 14 dias. Apesar de serem relatados em
animais distintos, em areas em locais e tamanhos diferentes ao descrito neste trabalho,
podemos considerar a proporcionalidade entre a ferida produzida e a evolugado do
processo cicatricial pelo tempo.

Jonck (2008) descreveu uma ferida cirurgica excisional de uma massa de 14

cm x 10 cm em lateral de térax, tratada pela técnica de avanco duplo ou em “H” apés
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aresseccgao total da massa, apresentando cicatrizacdo completa da ferida aos 50 dias.
Mota et al, (2012) em seu trabalho com intervencdo cirurgica utilizando-se quatro
técnicas de retalhos, escolhidas de acordo com o tipo, o tamanho e o suprimento
sanguineo disponivel na area da ferida. Concluiram que a cicatrizagao de feridas em
membros de cdes empregando diferentes técnicas de retalhos de plexo subdérmico,
ocorreu, contudo, observou-se intercorréncias como necrose, edema, hiperemia,
seroma e deiscéncia. Tais intercorréncias ndo foram observadas nas técnicas
aplicadas neste experimento e, quando se compara ao tempo para cicatrizagao
completa pela técnica de avango duplo, temos um tempo de oclusao parecido, 40 dias
para cicatrizagcao completa da ferida do paciente do Grupo 1/Caso 3, numa lesdo com
proporgdes e localizagdo semelhantes. A técnica de enxertia com scaffold bioldgico,
mostrou-se de facil aplicagdo com menor tempo cirdrgico e sem intercorréncias poés
cirurgicas.

Resultados positivos naquilo que se refere ao aumentando no processo de
angiogénese das lesbes e favorecimento no processo cicatricial em menor tempo,
com a utilizagcdo de membranas artificiais (sintéticas) e biolégicas (bioengenharia de
tecidos), métodos fisicos (radiagédo), uso de malhas sintéticas de polipropileno e de
poliéster, a injecédo intralesional com plasma rico em plaquetas (PRP), materiais
nanofibrosos que imitam a matriz extracelular nativa e a combinagédo de membranas
biolégicas com a utilizagdo de células-tronco, sado descritos como tratamentos
alternativos para cicatrizagao de feridas em animais (Cruanes, 1984; Amid et al., 1994;
Cambier et al.,1996; Szabo et al., 2000; Brun et al., 2002; Quitzan et al., 2003; Greca
et al., 2004; Oliveira et al., 2008; Araujo et al., 2009; Kubinova e Sykova, 2010; Paim
et al., 2012; Ricciardi et al., 2012; Leal et al., 2014; Lee et al., 2013; Schmaltz et al.,
2014; Barbuto et al., De Sa, 2015; Jee, 2016; Azevedo e Stopiglia, 2018).

O poder regenerativo desta combinagao entre membrana bioldgica e células
tronco, baseou-se em duas caracteristicas: a capacidade de auto renovacao,
estimulando uma reposicao ativa da sua populacdo de uma forma constante e a sua
capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares (Craighead et al., 2001; Xu
et al., 2008). Essas células estdo presentes nas quatro fases do processo de
cicatrizacao de feridas e apresentam importante atividade antimicrobiana significativa
0 que as tornam uma ferramenta importante na “Bioengenharia de Tecidos”, naquilo

que se refere a regeneracgao de tecidos e cura de feridas infetadas, pode se observar
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uma evolugao progressiva e continua no reparo cicatricial, sem indice de infecgédo ou
producao de crostas ou de exsudato (Zahorec et al., 2014; De Sa, 2015).

As avaliagbes clinicas das feridas ocorreram até o reparo completo das
mesmas, sendo considerando como parametro de evolugdo do processo de
cicatrizagdo, a avaliacdo da area inicial ferida em relacdo ao tempo maximo para o
reparo tecidual completo, mensurando-os mediante a obtencdo dos diametros das
feridas. Quando analisamos as areas das feridas e o tempo necessario para
cicatrizagdo completa, vemos que a redugao das feridas progrediu de forma continua
(andlise de regressdo) e sem a presenga de fatores que desfavorecessem a
cicatrizagdo, cursando a divisdo em trés fases — fase inflamatéria, fase proliferativa e
fase de maturagao (Pavletic, 2010). Contudo o teste Duncan mostrou que os trés
tratamentos sao distintos, pois tanto o tratamento aplicado como o tamanho da ferida,
interferiu no tempo de cicatrizagdo total. A Andlise de variancia, indica uma maior
relagao linear entre os tratamentos do Grupo 1 e Grupo Controle, aspectos cicatriciais
bastante proximos. O tratamento do Grupo 2, mostrou um aspecto cicatricial individual,
caracterizado pelas distancia dos resultados em relagao a linha ajustada, o aspecto
cicatricial das feridas dos pacientes do grupo 2, se difere dos demais.

Segundo, Guo e Dipietro (2010), um processo cicatricial ideal envolve rapida
hemostasia, inflamag¢ao adequada, proliferagéo, diferenciagdo e migracéo de células,
angiogénese, reepitelizacdo e remodelamento tecidual. Quando analisadas as
amostras cutaneas, verificou-se nos dois grupos (1 e 2) evolugao cicatricial
semelhante a evolugao descrita por Pavletic (2010) para feridas tratadas por segunda
intencdo (grupo 3). Onde, no trigésimo dia, as feridas dos grupos encontravam-se
numa fase cicatricial em organizagao (proliferativa e de contragao), e no sexagésimo,
numa fase cicatricial organizada (maturagao e remodelamento). Dessa forma, ambos
os tratamentos levaram a ferida a uma cicatrizagdo de alta qualidade, sugerindo a
formacdo de um tecido maturo, observado nas andlises histopatolégicas onde se
evidenciou um padrao organizado de colageno nas feridas, ressaltando que um tecido
cicatricial nunca atingira a mesma resisténcia de um tecido integro e que a fase de
maturagcado e remodelamento persiste por até um ano (Balbino et al., 2005; Pavletic,
2010).
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7 — CONCLUSAO

Com este experimento pode-se concluir que os processos de descelularizagao
de retalhos de derme canina, o de esterilizagdo e o de recelularizagdo com células
tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo canino, foram validados. A
utilizacdo destes scaffolds biolégicos descelularizados e recelularizados no
tratamento de feridas de maior complexidade, a saber: tumores ulcerados,
procedimentos cirdrgicos nos quais a excisdo ou desbridamento das feridas a
reaproximacgao dos bordos nao for possivel, por falta de tecido cutaneo, superficies
articulares ou elasticidade insuficientes mostraram-se eficientes e satisfatérios na
atenuacao dos processos cicatriciais. Observou-se que os trés tratamentos se diferem
entre si e que tanto o tipo de tratamento quanto o tamanho da ferida, afetam o tempo
de cicatrizagdo. Assim a seguranca, a facilidade e o baixo custo da técnica de enxertia,
aliadas a capacidade regenerativa do tecido, comprovada pela presenga de tecido
cicatricial maturo e organizado, aspecto cosmético desejavel ao final da ferida,
confirmam as propriedades biocompativeis e biodegradaveis do scaffold
descelularizado e recelularizado caracterizada pela total integracdo, auséncia de
complicagbes cicatriciais, de rejeicdo e/ou contaminagdo. Assim esta colocada a
disposicdo da cirurgia veterinaria, constituindo-se uma ferramenta inovadora e

funcionalmente promissora no tratamento de feridas cutdneas em modelos caninos.
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