








Uso de células-tronco adultas de tecido adiposo na cicatrizagdo da pele

Figura 3 — Cicatriz suprapubica: local do uso de células-tronco
adultas do tecido adiposo em ambas as bordas da ferida
operatoria, randomizada em relagdo aos lados da linha média.

pudessem distender a pele e alterar a tensdo nas linhas de sutura
no local da pesquisa.

Obten¢ao das Células-Tronco Adultas do Tecido Adiposo

A extragdo das células-tronco adultas do tecido adiposo
foi realizada no Centro de Terapia Celular do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS, como segue: 20 ml de tecido
adiposo foram divididos em dois tubos e lavados com 40 ml
de Dullbeco's Phosphate Buffered Saline (DPBS; Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA, Estados Unidos) contendo 2% (v/v)
de soro fetal bovino (FBS; Invitrogen Corp., Carlsbad, CA,
Estados Unidos) para retirada das hemacias. A suspensdo foi
centrifugada a 450 x g, por 5 minutos. O tecido adiposo foi
transferido para um novo tubo, em que foram acrescentados
0,015% (p/v) de colagenase (Sigma Corp., St. Louis, MO,
Estados Unidos) diluida em DPBS em um total de 50 ml. O
tubo foi colocado em um agitador orbital ¢ incubado a 37°C
por 45 minutos, até dissociagcdo completa do tecido. A cola-
genase foi inativada com meio de cultura Dulbecco s modified
Eagle’s medium (DMEM — Invitrogen Corp. Carlsbad, CA,
Estados Unidos), contendo 10% (v/v) de FBS, ¢ a solugédo
foi dividida em dois tubos. As células foram centrifugadas
a 1.200 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
As células foram ressuspensas com 10 ml de DPBS contendo
10% (v/v) de FBS, seguido de nova centrifugagdo para
lavagem. A seguir, foi realizada a quantificagdo do niimero
total de células no hemocitometro. As células foram ressus-
pensas em soro fisiologico em densidade de 5x10% células
por ml para infiltragdo na cicatriz.

Citometria de fluxo foi realizada com os seguintes anti-
corpos: CD73,CD105¢CD117.Asamostras foramanalisadas
em um citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, Estados Unidos).

Uma aliquota de 100 pl da suspensdo de células-tronco
adultas do tecido adiposo foi utilizada para a caracterizagao
das populagdes celulares. Foram acrescentados 20 pl de cada
anticorpo e a solug@o foi incubada a temperatura ambiente,
por 30 minutos, no escuro. A amostra foi centrifugada a
200 x g, por 5 minutos, e o sobrenadante foi descartado. A
amostra foi lavada com 2 ml de PBS (0,1% de azida soédica
e 1% de FBS) por centrifuga¢do a 200 x g, por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado ¢ as células foram ressuspensas
com 500 pl de PBS.

Uso de Células-Tronco Adultas de Tecido Adiposo na

Cicatriz

Para a realizacdo dessa pesquisa, foi selecionado o seg-
mento situado na regido suprapubica, no local da cicatriz
da abdominoplastia, demarcando-se 5 cm para cada lado da
linha média (Figura 3). O implante de células-tronco adultas
de tecido adiposo foi randomizado em relagao aos lados, sem
o conhecimento das pacientes e dos observadores.

Antes da sintese da pele, as células-tronco adultas do
tecido adiposo suspensas em soro fisiologico foram implan-
tadas na derme da ferida operatoria. Previamente ao inicio
da pesquisa com as pacientes selecionadas, foi calculado o
volume necessario para abranger a superficie de 1 cm? da
pele, injetando-se azul de metileno na derme. Verificou-se
que cada 0,5 ml abrange 1 cm? da pele (Figuras 4 ¢ 5).

No lado randomizado, em ambas as bordas da ferida opera-
toria, foram injetados 5 ml de soro fisiologico, que continham
células-tronco adultas do tecido adiposo, em uma densidade
de 5x10® por ml'®. No lado contralateral, que serviu como
controle, foi injetado idéntico volume somente de solucdo
fisiologica. Dessa forma, foi possivel comparar, na mesma
paciente, a evolugdo da cicatrizagcdo com e sem implante de
células-tronco adultas de tecido adiposo.

Avaliacao da Cicatrizacio

A pesquisa na area da cicatrizagdo ainda estd em seus
passos iniciais. Morris et al.’’, em 1997, descreveram um
estudo em orelhas de coelhos para avaliar o tratamento da
cicatriz hipertréfica com trioncinolona em comparagdo a
solucdo salina.

Historicamente a cicatriza¢do humana tem sido avaliada
por meio de estudos clinicos. Para isso, torna-se necessario
um instrumento de avaliagdo da cicatriz que seja definido
em uma linguagem médica comum. A escala de Vancouver
vem tendo muita aceita¢do, sendo mais utilizada para quei-
maduras®' 4. Beausang et al.*, em 1998, ampliaram essa
escala, tornando-a mais completa para avaliacao de cicatrizes
lineares apos cirurgia ou trauma. Como essas duas escalas
ndo consideravam o componente autoavaliagdo, Draaijers et
al.’¢ criaram uma escala que depende da avaliagdo do paciente
e do observador.
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Figura 4 — Infiltracdo de azul de metileno na derme para calcular
o volume necessdrio para abranger 1 cm? de superficie cutdnea.

Figura 5 — Implante de células-tronco adultas do tecido adiposo na
derme, a 0,5 ml/cm? de superficie cutinea.

Além dessas escalas, a avaliagdo morfométrica por meio
da fotografia digital tem sido considerada método objetivo
de documentagdo e avaliagdo das cicatrizes®’.

Neste estudo, as cicatrizes foram avaliadas pelos seguintes
métodos:

1. Escalas paciente/observador (Draaijers et al.*®) —
consiste em duas escalas numéricas que foram vali-
dadasetestadasemrelacdoaescalade Vancouver3'-34,
Aescala do observador contém 5 itens de avaliagao:
vascularizag¢do, pigmentagdo, elasticidade, espes-
sura e relevo. A escala para paciente contém 6 itens
de avaliacdo: cor, elasticidade, espessura, relevo,
coceira e dor. Cada item de avaliagdo possui um
escore que varia de 1 a 10. O escore 10 significa a
pior cicatriz ¢ a pior sensagdo imaginavel. A soma
dos escores da escala do observador varia de 5 a 50,

enquanto a soma dos escores do paciente varia de 6
a 60. As menores somas dos escores, 5 ¢ 6, respec-
tivamente, refletem a pele normal. Neste estudo, 4
observadores, sendo 3 médicos e a propria paciente
operada, avaliaram os resultados da cicatrizagao nos
periodos de 1 més, 3 meses, 6 meses e 12 meses de
pos-operatério. Para observadores médicos, foram
indicados 2 cirurgides plasticos ¢ 1 dermatologista,
todos com mais de dez anos de especializagdo e ndo
pertencentes ao corpo clinico do Hospital Sao Lucas
da PUCRS.

2. Escala morfométrica por fotografia digital e analise
de imagem (Image Pro Plus, Media Cybermetics,
Estados Unidos)*” — avaliacdo fotométrica realizada
por um médico do Servigo de Cirurgia Plastica do
Hospital Sao Lucas da PUCRS, que desconhecia os
lados em que foram implantadas as células-tronco
adultas de tecido adiposo. A cicatriz foi avaliada por
densidade optica da imagem (DOI) e por média da
extensdo perpendicular da cicatrizem dez pontos, em
ambos os lados, nos locais de implante das células-
-tronco adultas de tecido adiposo e no controle. As
pacientes pesquisadas foram fotografadas, em todas
as fases de avaliagdo, com a mesma camera foto-
grafica (Sony®: DSC-W7, 7.2 mega pixels), mesma
luminosidade e mesma distancia.

Analise Estatistica

Todos os elementos observados nas pacientes foram
quantificados por meio de analise de pixels nas fotografias
ou de escores na impressdo das pacientes e na avaliacdo dos
médicos. Foram obtidas medidas descritivas por média e
desvio padrao de cada momento da avaliagdo. Em seguida,
calcularam-se areas sob a curva para os pontos formados
pelos dois lados da cicatriz a serem comparados. As curvas
foram comparadas pelo teste ¢ de Student para amostras
emparelhadas. Em seguida, a propor¢do de observagoes fa-
voraveis e desfavordveis a intervengdo com células-tronco
também foi comparada usando-se o teste binomial. O nivel
de significancia adotado foi de alfa = 0,05. Os dados foram
analisados por intencdo de tratar em protocolo Last Obser-
vation Carried Forward (LOCF), processados ¢ analisados
com o programa SPSS, versao 15.0.

RESULTADOS

Foram operadas 18 pacientes, entre as quais 17 (94,4%),
sob o ponto de vista cirurgico, tiveram resultados excelentes
ou bons e em 1 (5,5%) o resultado foi considerado mau, em
decorréncia de deiscéncia na sutura da regido suprapubica.
No decorrer da pesquisa, outras 5 (27,7%) pacientes abando-
naram o acompanhamento, restando 12 (66,6%) até o final. De
qualquer modo, usando o protocolo de “intencdo de tratar”,
todas as 18 pacientes foram incluidas na analise.
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Utilizando-se os critérios da escala de Draaijers et al.*
foi possivel verificar que os lados implantados com células-
-tronco adultas de tecido adiposo apresentaram melhor cica-
trizagdo que aqueles (controle) em que foi infiltrado somente
soro fisioldgico (Figuras 6 ¢ 7).

Pés-operatério - 1 més

Pés-operatério - 3 meses

Pos-operatorio - 6 meses Pés-operatério - 1 ano

Figura 6 — Implante de células-tronco adultas do tecido adiposo
no lado direito.

Pos-operatorio - 1 més Pos-operatorio - 3 meses

Poés-operatorio - 1 ano

Pés-operatério - 6 meses

Figura 7 — Implante de células-tronco adultas do tecido adiposo
no lado esquerdo.

Na comparacao dos aspectos fotométricos, ndo foi detec-
tada diferenca estatisticamente significante na mensuragao
randomica (P = 0,44), nem na mensuracéo total (P = 0,66).

Para comparar as avaliagdes das pacientes, 6 aspectos
foram considerados: dor, prurido, cor, rigidez, espessura ¢
irregularidade. Em nenhum desses aspectos encontrou-se,
a analise de escores, significancia estatistica (P > 0,17). No
entanto, considerando-se todos os eventos de avaliagdo ao
longo do periodo de observagdo, foram obtidos 42 pontos
de medida, dos quais 15 foram favoraveis ao controle ¢ 27,
favoraveis as células-tronco, o que atingiu nivel de signifi-
cancia a favor da intervengdo por células-tronco (P = 0,12).

Na avaliacdo dos observadores médicos, 5 aspectos
foram considerados: vascularizagdo, pigmentagao, espessura,
contratura e elasticidade. Em nenhum desses aspectos foi
encontrada diferenga estatisticamente significante (P > 0,37).
No entanto, quando considerada a distribuicao das avaliacdes,
ao longo do periodo de observacdo, obteve-se 35 pontos de
medida, dos quais 8 foram favoraveis ao controle e 27 foram
favoraveis as células-tronco, o que atingiu nivel de signifi-
cancia a favor da interveng@o por células-tronco (P = 0,003)
(Figura 8).

Ao se estratificar as avaliagdes por pacientes ¢ fotome-
tria, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente signifi-
cante, provavelmente em decorréncia do nimero reduzido
de eventos avaliados. Entretanto, considerando-se todas as
avaliagOes realizadas (médicos, pacientes e fotometria), foi
encontrada diferenga estatisticamente significante favoravel
ao implante com células-tronco adultas de tecido adiposo.
Em um total de 91 eventos, 65 foram favoraveis ao implante

Favoravel ao grupo

Células-tronco Controle
Vascularizago -
a '..
§. i *= P = 0,003
l L]
! L]

©6 05 04 03 02 01 00 01 02 03 04 05 06

Diferengas de médias nos escores
de avaliagao da cicatriz

Figura 8 — Avaliagdo por médicos. Grdfico de dispersdo de pontos,
representando a distribui¢do dos eventos de avaliacdo ao longo do
periodo de observagdo, favoravel ao implante de células-tronco
adultas do tecido adiposo (P = 0,003).
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Tabela 1 — Comparagdo dos eventos de avaliagdo durante o periodo de observagao.

. . Favoravel ao grupo
Aspecto em avaliacido Eventos de avaliaciao - P
Células-tronco Controle
Fotométrica 14 11 3 0,106
Pacientes 42 27 15 0,120
Meédicos 35 27 8 0,003
Total 91 65 26 < 0,001

com células-tronco adultas do tecido adiposo ¢ 26, a favor
do controle (P < 0,001) (Tabela 1).

DISCUSSAO

Osresultados daabdominoplastia sdo secundarios ao foco
desta pesquisa, que analisa exclusivamente a cicatrizagdo da
pele. Entretanto, tornam-se importantes para comprovar que
arealizacdo deste estudo clinico ndo provocou qualquer alte-
racdo que pudesse comprometer a evolucdo pds-operatoria e
os resultados nas pacientes participantes.

Condutas baseadas em evidéncias®® sdo utilizadas para
que a cicatrizagdo pds-cirtrgica tenha bom resultado. Além
de técnica cirurgica apurada e cuidados para bem posicionar
as cicatrizes de acordo com as linhas de forca da pele, deve
ser evitada qualquer tensdo nas linhas de sutura. No pos-
-operatdrio, ¢ recomendavel imobiliza¢do e compressdo da
cicatriz, inclusive na fase de maturagio’.

Medidas terapéuticas, como emprego de corticoides, toxina
botulinica, vitaminas A e E, fitas adesivas de silicone, laser
e radioterapia, sdo utilizadas para prevencdo ou na vigéncia
de cicatriz hipertrofica ou queloide®3!!. Este ensaio clinico,
prospectivo, randomizado, foi realizado com os mesmos
objetivos, visando a melhora das cicatrizes. O implante de
células-tronco adultas de tecido adiposo na derme da ferida
operatoria da abdominoplastia demonstrou agao benéfica na
cicatrizagdo. As células utilizadas, autologas, ndo tinham
contraindica¢des e ndo causaram efeitos secundarios, como
podem ocorrer em outras condutas que empregam corticoides
ou radioterapia.

Nao foi possivel realizar uma analise comparativa com
outros ensaios clinicos similares, em decorréncia da escassez
de pesquisas publicadas que avaliassem implante de células-
-tronco adultas de tecido adiposo em incisdes cirirgicas na
pele de humanos. Os artigos encontrados fizeram essa analise
em animais de laboratorio®**° e seus resultados, bem como os
desta pesquisa, também referem efeitos benéficos da terapia
celular para a cicatrizagdo cutinea.

Por ser um estudo inicial, os resultados aqui relatados
podem ser considerados promissores, quando comparados com
pesquisas que vém sendo realizadas hd mais tempo, como
experimentos que empregam a terapia celular na regeneragao

de outros tecidos. Estudos em doengas ou traumas de 6rgéos,
como coragao, figado, rim e nervos periféricos'®#-*, compro-
varam que seus tecidos podem ser regenerados.

CONCLUSAO

Os resultados da cicatrizacdo da pele em ferida pos-opera-
toria de abdominoplastia, apds implante de células-tronco
adultas de tecido adiposo, demonstraram-se satisfatorios.
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