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Fotomicrografia da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutdnea de camundongo diabético
tratado com CTM. Detalhe com zoom para
observacdo de fibras colégenas tipo 1 com
birrefringéncia vermelha e colageno tipo 3
com birrefringéncia verde e amarela.
Picrosirius Red, sob luz polarizada. Aumento
10x.

Fotomicrografia da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutanea de camundongo diabético
tratado com CTM. As fibras elasticas estéo
organizadas longitudinalmente a juncéo
dermo-epidérmica (seta fina) e circunjacente
a vasos sanguineos e foliculos pilosos (seta
grossa). Detalhe com zoom para observagdo
de fibras elasticas em coloracdo preta.
Observa-se variabilidades morfoldgica das
fibras: delgada (cabeca de seta), puntiforme
(asterisco), perfil retangular curto (seta
vazada) e aglomerado elasticos (circulo
pontilhado). Técnica de Weigert, sob luz
branca. Aumento de 10x.

Fotomicrografia da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutdnea de camundongo
diabético, com sobreposicdo do sistema—
teste para contagem de pontos incidentes nas
fibras de colageno tipo 1 em cor vermelha e
fibras de colageno tipo 3 cor amarela/verde.
Os 48 pontos assinalados em azul foram
contados ao longo da derme da pele para
estimar as variaveis VCOL1 e VCOLZ3, de
acordo com o Principio de Cavalieri,
utilizando o software Image J®.
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Fotomicrografia da &rea de cicatrizagdo de
uma ferida cutdnea de camundongo
diabético, com sobreposicdo do sistema—
teste para contagem de pontos incidentes nas
fibras elasticas em cor preta. Os 70 pontos
assinalados em azul foram contados para
estimar a variavel ‘volume de fibras
elasticas’ (VFE) de acordo com o Principio
de Cavalieri..

Fotomicrografias de areas de cicatrizacdo de

feridas cutaneas de camundongos diabéticos
com 12 dias de evolucdo. A: Animal do
grupo controle (GCL), com reduzida
deposicdo de colageno tipo 3 (VCOLS3),
comparado ao grupo tratado com células-
tronco mesenquimais autélogas (GCT). B:
Animal do grupo membrana aderente de
poliuretrano (GME), com deposicdo de
VCOL3 inferior ao grupo GCL C: Grupo
GCT. Intensa deposicdo de fibras de
colageno tipo 3 (VCOL3) em comparagdo
aos demais grupos. Picrosirius Red.
Aumento de 10X.

Fotomicrografias da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutanea de camundongo diabético
tratado com CTM. A: Imagem original sem
analise pela segmentacdo por clusters de cor.
B: Fotomicrografia pela analise do algoritmo
K-mean clustering, que expressa as classes
de fibras colagenas tipo 1 em vermelho e
fibras colagenas tipo 3 em amarelo. Técnica
de Picrosirius Red. Aumento de 10x. Método
de segmentacao em cores.
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Fotomicrografias da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutdnea de camundongo diabético
tratado com CTM. A: Imagem original sem
andlise pela segmentacédo por clusters de cor.
Observa-se variagdo nos tons do espectro da
cor preta. B: Imagem com segmentacdo de
cores, evidenciando  fibras  eldsticas
identificadas em Unico espectro da cor preta.
Técnica de Weigert. Aumento de 10x.

Fotomicrografias da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutdnea de camundongo
diabético, tratado com CTM. A e B: Anlise
de segmentacdo para fibras de colageno tipo
1. A: Segmentacdo na cor branca para
identificacdo do coldgeno 1. B: Limiarizacéo
na cor azul para delimitacdo do perimetro do
colageno 1, realcado em vermelho. C e D:
Andlise de segmentacdo para fibras de
colageno tipo 3. C: Segmentacdo na cor
branca para identificacdo do colageno 3. D:
Limiarizacdo na cor azul para delimitacdo do
perimetro do coldgeno 3, realcado em
amarelo. Método do Limiar por meio do
plugin Color Threshold do programa Image
J®. Picrosirius Red. Aumento de 10x.

Fotomicrografias da area de cicatrizacdo de
uma ferida cutanea de camundongo diabético
tratado com CTM. A: Segmentagdo na cor
vermelha para identificagio das fibras
elasticas. B: Limiarizacdo na cor azul para
delimitacdo do perimetro da area das fibras
elasticas. Técnica de Weigert. Aumento de
10x. Método do Limiar por meio do plugin
Color Threshold do programa Image J®.
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RESUMO

Introducdo. Fatores exogenos, enddgenos e patoldgicos podem interferir no processo
cicatricial em humanos e animais por alterarem o equilibrio entre a sintese, degradacdo e
remodelamento de colageno e fibras elasticas. O diabetes mellitus € uma doenga metabdlica
progressiva que altera a elastogénese e colagénese, induzindo retardo no processo cicatricial.
Evidéncias cientificas sugerem que células-tronco mesenquimais modulem a resposta
cicatricial. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito das células-tronco
mesenquimais sobre a formacao de fibras dérmicas no modelo murino de diabetes mellitus.
Material e Métodos. Secc¢des histologicas de feridas cutaneas de camundongos diabéticos
tratados topicamente com células-tronco mesenquimais autogenas, solucdo fisiol6gica e
membrana de poliuretano foram processadas por histotécnica e coradas para fibras colagenas
tipo 1 e 3 e fibras elasticas utilizando coloragdo de Picrosirius Red e Weigert, respectivamente.
As imagens obtidas foram avaliadas pelo método de Estereologia e Principio de Cavalieri para
obtencdo de dados quantitativos em trés dimensdes 3D, representados pelo volume das fibras
dérmicas e, complementarmente, pelo método de segmentacdo de cores. Foi utilizado o plugin
k- Means Clustering e o software Image J®., para quantificagdo da area das fibras dérmicas nas
feridas cuténeas apds os tratamentos dermatoldgicos propostos. Resultados. Foram obtidas e
analisadas 90 imagens. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(p>0,01) entre o volume e area de fibras colagenas tipo 1, entre os animais tratados, sendo
identificadas diferencas significativas (p<0.01) apenas para 0s volumes e areas do colageno
tipo 3. Contrariamente, os animais tratados apresentaram médias inferiores (p<0.01) para o
volume e area de fibras elasticas, quando comparados ao grupo controle. Discussdo. A
preponderancia de colageno imaturo tipo 3 nas feridas cutaneas dos animais tratados com
células-tronco, em comparacdo aos demais tratamentos, indica colagénese ativa e,
consequentemente, maior atividade fibroblastica, provavelmente induzida pelas células-tronco.
Diametralmente, a menor identificacdo de fibras elasticas nos fragmentos de pele tratados com
células-tronco, comparado aos demais tratamentos, sugere que a terapia celular ndo contribuiu
satisfatoriamente para a elastogénese. Relatos anteriores ja sugeriram que células-tronco
mesenquimais podem induzir diminuicdo da sintese de elastina e acredita-se que talvez tal
situacdo possa ter ocorrido no presente estudo. Conclus@o. As células-tronco mesenquimais
autogenas induziram aumento da formacgdo de fibras colagenas em camundongos diabéticos,
em detrimento da formacdo de fibras elasticas, sugerindo colagénese precoce ativa nas
primeiras duas semanas do processo cicatricial.

Palavras-chave: Estereologia, células-tronco mesenquimais, cicatrizacdo, colageno.
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ABSTRACT

Introduction. Exogenous, endogenous and pathological factors can interfere in the cicatricial
process in humans and animals by altering the balance between the synthesis, degradation and
remodeling of collagen and elastic fibers. Diabetes mellitus is a progressive metabolic disease
that alters the elastogenesis and collagenesis, inducing delay in the cicatricial process. Scientific
evidence suggests that mesenchymal stem cells modulate the cicatricial response. Thus, the
objective of this work was evaluated in the effect of mesenchymal stem cells on the formation of
dermal fibers in the murine model of diabetes mellitus. Material and methods. Histological
sections of cutaneous wounds of diabetic mice treated topically with autogenous mesenchymal
stem cells, physiological solution and polyurethane membrane were processed by histotechnique
and stained for type 1 and 3 collagen fibers and elastic fibers using Picrosirius Red and Weigert
staining, respectively. The obtained images were evaluated by the method of Stereology and
Cavalieri’s Principle to obtain quantitative data in three 3D dimensions, represented by the
volume of the dermal fibers and, in addition, by the color segmentation method. The plug-in k-
Means Clustering plug-in and Image J® software were used to quantify the area of the dermal
fibers in the cutaneous wounds after the proposed dermatological treatments. Results. A total of
90 images were obtained and analyzed. No differences statistically significant (p> 0.01) were
observed between the volume and area of collagen fibers type 1 between the treated animals.
Significant differences (p <0.01) were only identified for the volumes and areas of collagen
fibers type 3. The treated animals presented lower means (p <0.01) for the volume and area of
elastic fibers when compared to the control group. Discussion. The preponderance of immature
collagen type 3 in the cutaneous wounds of animals treated with stem cells, in comparison to the
other treatments, indicates active collagenase and, consequently, greater fibroblast activity,
probably induced by stem cells. Diametrically, the lower identification of elastic fibers in skin
fragments treated with stem cells, compared to the other treatments, suggests that cell therapy
did not contribute satisfactorily to the elastogenesis. Previous reports have suggested that
mesenchymal stem cells may induce decreased elastin synthesis and it is believed that perhaps
such a situation may have occurred in the present study. Conclusion. The autologous
mesenchymal stem cells induced an increase in the formation of collagen fibers in diabetic mice,
to the detriment of elastic fiber formation, suggesting active early collagen in the first two weeks
of the cicatricial process.

Key words: Stereology, mesenchymal stem cells, healing, collagen





