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ANALISE MORFOMETRICA, HISTOLOGICA E DE COLAGENO EM
FERIDAS CUTANEAS DE COELHOS TRATADAS E NAO TRATADAS COM
PLASMA RICO EM PLAQUETAS DE EQUINO

RESUMO - O plasma rico em plaquetas autdlogo é importante no
processo cicatricial de cirurgias reconstrutivas, auxilia na estimulagdo da
angiogénese, no entanto, o plasma heterélogo também se mostrou eficaz. O
colageno € sintetizado e segregado no espago extracelular e organizados em
fibrilas estriadas de acordo com o tipo de tecido. Com o objetivo de avaliar os
aspectos macroscopicos, histolégicos e a porcentagem de colageno de feridas
cutaneas de coelhos tratadas e nao tratadas com plasma rico em plaquetas de
equinos, utilizou-se 24 coelhos da ragca Nova Zelandia, com idade de 12 meses
e de aproximadamente 3,0Kg de peso corporal. Os animais foram separados em
quadro grupos de igual numero e submetidos a remogao de pele na linha média
dorsal toracica (ferida tratada) e lombar (ferida controle). Nas tratadas foi
aplicado plasma rico em plaqueta de equino e pomada contendo gentamicina,
sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, e nas do grupo controle somente
pomada. Os do grupo | foi feita a colheita de tecido cutaneo para a avaliagado
histolégica com trés dias de pds-operatério, os do grupo Il com sete dias, os do
grupo Il com 14 dias e os do grupo IV com 21 dias. Decorrido o periodo de
avaliacdo de cada grupo foi retirado fragmento de pele para avaliacédo
histologica, da porcentagem de colageno e do diametro e densidade da fibrila de
colageno por microscopia eletrénica de transmisséo. O uso associado do plasma
rico em plaquetas heterdlogo de equino com a pomada contendo gentamicina,
sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, em feridas de pele induzidas
cirurgicamente mostrou-se eficaz na maturagdo das fibrilas colagenas e na

antecipacao do processo cicatricial.

Palavras-chave: cicatrizagcdo, colageno, fatores de crescimento, microscopia

eletrénica de transmissao, pele, plaquetas
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MORPHOMETRIC, HISTOLOGICAL AND COLLAGEN ANALYSISIN A
RABBIT DERMAL WOUND TREATED AND UNTREATED WITH EQUINE
PLATELET-RICH PLASMA

ABSTRACT - Autologous platelet-rich plasma is important in the cicatricial
process of reconstructive surgeries, aiding in the stimulation of angiogenesis.
However, heterologous plasma has been shown to be more effective. Collagen
is synthesized and secreted into the extracellular space and organized into
striated fibrils according to the type of tissue. The objective was to evaluate the
macroscopic and histological aspects of two dermal wounds on rabbits, one of
which was treated with equines platelet-rich plasma. Additionally, we evaluated
the percentage of collagen in these wounds. In order to achieve this, we used 24
New Zealand rabbits that were 12 months old and had a body weight of
approximately 3.0 kg. The animals were separated into four groups of equal
numbers and were subjected to skin removal on the thoracic dorsal midline
(treated wound) and the lumbar region (control wound). To the wound receiving
treatment, equine platelet-rich plasma and ointment containing gentamicin,
sulfanilamide, sulfadiazine, urea, and vitamin A were applied. To the control
wound, only the ointment was applied. Samples from group | were collected from
the dermal tissue for histological evaluation three days postoperatively, from
group |l after seven days, from group lll after 14 days and from group IV after 21
days. After the evaluation period of each group, a dermal fragment was collected
for histological evaluation. The percentage of collagen and the diameter and
density of the collagen fibril were assessed by transmission electron microscopy.
The associated use of equine heterologous platelet-rich plasma with the ointment
containing gentamicin, sulfanilamide, sulfadiazine, urea, and vitamin A in
surgically induced dermal wounds, proved to be effective for the maturation of

collagen fibrils and anticipation of the cicatricial process.

Keywords: healing, collagen, growth factors, transmission electron microscopy,

dermis, platelets
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1- INTRODUGAO

A cicatrizagao de feridas € um complexo e organizado processo que se desenvolve
em uma sequéncia de eventos celulares e moleculares. Cada fase da cicatrizagao
envolve substancias biologicamente ativas, substancias celulares e intercelulares
como as citocinas e fatores de crescimento (FC), que possuem atividades
sinalizadoras, supressoras e estimuladoras no processo (DE SOUSA et al., 2015).

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do agente,
€ sistémico e dinamico e esta diretamente relacionado as condi¢gdes gerais do
organismo. A cicatrizagao de feridas consiste em perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para a reconstituicdo
tecidual (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A lesao tecidual € o estimulo inicial para o processo de cicatrizagc&do, que deposita
elementos sanguineos em contato com o colageno e outras substancias da matriz
extracelular, provoca degranulacdo de plaquetas e ativagdo das cascatas de
coagulagdo e do complemento. Com isso, ha liberacdo de varios mediadores
vasoativos e quimiotaticos que conduzem o processo cicatricial mediante atragéo de
células inflamatdrias para a regido da ferida (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007).

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos, anucleados, de forma
discoide encontrados na corrente sanguinea que se originam a partir de
megacariocitos presentes na medula 6éssea (DA FONTOURA PEREIRA et al., 2013).

O plasma rico em plaquetas (PRP) pode ser definido como uma fragdo de um
volume de plasma com maior concentragao de plaquetas do que no sangue periférico.
A concentracdo de plaquetas e a quantidade de fatores de crescimento no PRP
dependem da técnica utilizada, mas, em média, o PRP tem de trés a cinco vezes mais
fatores de crescimento do que o sangue periférico (MARQUES et al., 2014).

Embora a maioria dos resultados positivos relatados, ndo ha evidéncia conclusiva
do efeito do PRP na cicatrizagédo de tecidos sendo que um dos motivos podem ser a

falta de conhecimento das caracteristicas basicas do PRP, como o numero de
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plaguetas necessarias e a necessidade de ativagao dessas plaquetas (MARQUES et
al., 2014).

Estudos sobre o PRP estao voltados a avaliagdo de seus fatores de crescimento,
0S quais sao importantes no reparo das feridas e que s&o liberados a partir da
degranulagao plaquetaria. A secrecéao ativa destes fatores tem inicio 10 minutos apos
a coagulacao plaquetaria, onde mais de 95% séo secretados dentro de uma hora
(MARQUES et al., 2014). Quando em contato com seus receptores de membrana
respectivos estimulam a angiogénese, replicagdo dos tecidos, cicatrizacdo e
crescimento de novas estruturas orgénicas (CARVALHO; SILVA; UETANABARA,
2009).

Objetivou-se verificar a viabilidade do plasma rico em plaquetas heterélogo, em
feridas induzidas experimentalmente em coelhos por meio de avaliagcbes
morfométricas, histolégicas e por microscopia eletrénica de transmissao. Verificando-
se assim, a caracteristica cicatricial das lesdes tratadas em relacado as nio tratadas

com PRP no periodo de avaliagao.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cicatrizacao de feridas

E um processo biolédgico complexo que envolve respostas celulares e moleculares
com o intuito de reorganizar inicialmente os componentes da matriz extracelular, para
o fechamento rapido da ferida bem como obter uma cicatriz funcional e esteticamente
satisfatoria (HILMI et al., 2013; REBOLLA et al., 2013).

A lesdo do subendotélio vascular expde o colageno que libera ativadores de
plaguetas, resultando-se na agregagéao e formagao do tampao plaquetario. Em contato
com o colageno a trombina e a fibronectina promovem a degranulagao das plaquetas,
liberando o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), da transformacgao
de crescimento alfa e beta (TGFa e TGF[3), do crescimento epidérmico (EGF) e do de

crescimento dos fibroblastos (FGF). Além disso, as plaquetas ativam a via intrinseca
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das proteinas responsaveis pela formagdo do coagulo (DE SOUSA et al., 2015;
HOUDEK et al., 2016). O coagulo atua como matriz de colonizagao para as células
inflamatadrias (neutrofilos, mondcitos, linfécitos, fibroblastos e células endoteliais), que
sdo estimuladas por fatores quimiotaticos, iniciados por agdo das prostaglandinas,
seqguidas pelos PDGF e TGF a (DE SOUSA et al., 2015).

Durante o processo inflamatério ocorre predominio dos polimorfonucleares,
seguidos por macrofagos e linfocitos. Os macréfagos apresentam a funcéo
antimicrobiana e de fagocitose, desbridamento da ferida, regulagdo da matriz
extracelular, ativagdo da angiogénese e liberacdo do fator de crescimento de
fibroblastos e melatoproteinases. Os linfécitos sdo ativados pelos macréfagos e
liberam citocinas, TGFp, interleucina 2 (IL2) e interferon gama (INFg), (DE SOUSA et
al., 2015).

Na fase de formacéo tecidual, fibroblastos e células epiteliais proliferam, sendo os
fibroblastos responsaveis pela sintese de colageno e contragdo da ferida. Ja as
células epiteliais passam pelo processo de diferenciagao e maturagao, constituindo a
epiderme neoformada. A remodelagem da epiderme ocorre na matriz extracelular
pelas mataloproteinas, com o depésito de proteoglicanas e colageno (DE SOUSA et
al., 2015).

A finalidade da cicatrizagao € reparar a lesao tissular e vascular para garantir a
integridade do epitélio e evitar a agressdao de microrganismos patogénicos. A
precocidade do processo cicatricial € fundamental para a manuteng¢ao do estado de
higidez do individuo (DE SOUSA et al., 2015).

2.2 Plasma rico em plaqueta

O plasma rico em plaquetas € um concentrado de plaquetas, para a obtencao de
altas concentragdes de fatores de crescimento (VENDRUSCOLO et al., 2012). E uma
preparagao multimolecular composta de plasma e plaquetas com uma contagem de
plaquetas acima do sangue periférico e leucdcitos opcionais (RUBIO-AZPEITIA et al.,
2017).



18

O PRP também foi demonstrado como possivel alternativa promissora mais
eficiente que o enxerto, ja que reune os FCs liberados pelas plaquetas, acelerando
processos reparadores em muitas areas. Na odontologia, estudos comprovaram sua
eficacia em promover uma osteogénese mais rapida, com maior qualidade do
trabeculado no reparo do osso alveolar (BRANDAO, 2005).

Para uso terapéutico, o PRP deve conter de trés a cinco vezes mais plaquetas que
os niveis fisiologicos (KEVY; JACOBSON, 2004). Concentracbes superiores a
300.000 plaquetas/uL séao suficientes para o preparo do PRP (ANITUA et al., 2006)
que, quando em contato com seus receptores nucleares, estimulam a angiogénese e
a replicacdo dos tecidos e, como anti-inflamatério, induz a cicatrizagcdo e o
crescimento de novas estruturas organicas (LEME, 2002; EURIDES et al., 2015).

Para apresentar propriedades regenerativas e efeitos terapéuticos, a concentragéo
do PRP deve ser superior a 300.000 plaquetas/pL. Entretanto, para obter uma melhor
eficacia a concentragao deve ser aproximadamente de 1.000.000 de plaquetas/uL, ou
seja, cerca de cinco vezes acima da concentragdo basal (SANCHEZ-GONZALEZ;
MENDEZ-BOLAINA; TREJO-BAHENA, 2012; VANAT et al., 2012).

As fontes de PRP podem ser autdlogas, homdlogas ou heterdlogas. A autdloga
possui a vantagem de diminuir a transmissao de doengas infecto contagiosas e
reacdes imunoldgicas por rejeicdo. No entanto, uma possivel desvantagem do uso de
fontes heterdlogas ou homdélogas seria a impossibilidade das plaquetas secretarem
de forma adequada todos os fatores de crescimento, além de conter fatores de
antigenicidade (EURIDES et al., 2010; VANAT et al., 2012).

A obtencao do PRP é simples e o procedimento pode ser adaptado para a maioria
das situagdes clinicas com infraestrutura minima, mantendo boa relacdo custo
beneficio, sendo que a sua aplicagao pode resultar em uma melhor qualidade de vida
ao paciente por acelerar o processo de cicatrizagao e reduzir o custo do tratamento
(CARVALHO; SILVA; UETANABARA, 2009; SHAN et al.,, 2013). A obtencao do
plasma rico em plaquetas pelo método manual € uma técnica simples e de baixo custo
que consiste da coleta de sangue em tubos contendo citrato de sodio como
anticoagulante. No processamento pode-se realizar uma ou duas centrifugagdes do
sangue total (DA FONTOURA PEREIRA et al., 2013), quando o produto final resulta

em um pequeno volume de plasma com elevado numero de plaquetas e fatores de
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crescimentos (VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2010). Sua utilizacdo ¢é
documentada na literatura médica e odontoldgica, cirurgias plasticas, bem como
ortopédicas (MARQUES et al., 2014).

A escolha da fonte celular é decisiva na concepgcdo de uma estratégia de
regeneragao cuténea. A eficacia clinica envolve o uso de PRP ativado que, na
formagao de fibrina e na coagulacéo, vai limitar as células ao local da aplicagdo. No
entanto, o sucesso das terapias clinicas também pode ser dificultado porque estas
células podem encontrar um ambiente que dificulta sua diferenciacdo e potencial
regenerativo (RUBIO-AZPEITIA et al., 2017).

Nos tratamentos, uma fonte complexa de fatores de crescimento essenciais para
o reparo natural de ferida e promocao de tecido deve ser liberada no tempo e nivel
requeridos, imitando o processo fisioldgico de cicatrizagao de feridas (ANITUA et al.,
2006).

2.3 Fatores de crescimento plaquetario

Um dos contribuintes para a ativagao plaquetaria € um lipideo (FAP) que se
acumula no tecido apods a lesdo, favorece a sintese de precursores da reacao
inflamatéria e a cicatrizacdo. O FAP induz a producdo de fosfolipase A2 e de
prostaglandinas associadas a reacgao inflamatéria. Além disso, ativa a expressao de
genes envolvidos na remodelagdo da matriz tecidual e proteinas mitogénicas
auxiliando, dessa forma, na reparagao dos tecidos (MA; BAZAN, 2000).

Existem inumeros fatores de crescimento plaquetario no sangue denominado
citocinas que pertencem a um grupo de polipeptidios secretados por varias moléculas
reguladoras no organismo. Atuam como mediadoras na maturagao celular e sao
responsaveis pelos processos de reparagao tecidual (STENN; PAUS, 2001). Possuem
agao angiogénica, ativam a microcirculagdo local e intensificam varios grupos
celulares na integracao e vitalidade de tecidos (VICK et al., 2006; EURIDES et al.,
2010) .

Os fatores de crescimento (FC) provenientes dos a- granulos plaquetarios

estimulam a quimiotaxia, proliferagdo e diferenciagéo celular, sintese de colageno,
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neovascularizagao e deposigcdo de matriz extracelular (DA FONTOURA PEREIRA et
al., 2013). E referido que pelo menos sete FC derivados dos a- granulos plaquetarios
como o de transformacao beta (TGF-B), de derivados de plaquetas (PDGF),
semelhante a insulina | (IGF-I), fibroblastico (FGF), epidermal (EGF), vascular
endotelial (VEGF) e do tecido conjuntivo (CTGF), (DA FONTOURA PEREIRA et al.,
2013; HOUDEK et al., 2016). Devido a estas propriedades, o PRP se tornou um
produto com intenso potencial na integracdo de enxertos, sejam eles 0sseos,
cuténeos, cartilaginosos ou de gordura, bem como estimulante na cicatrizacdo de
feridas (VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2010).

A acdo conjunta desses fatores resulta na sinalizacdo para que células
mesenquimais e epiteliais migrem para o local lesado, sofram divisdo mitdtica,
estimulem a sintese de matriz e colageno, resultando em cicatrizacdo mais rapida e
eficiente. Além disso, outras proteinas das plaquetas como fibrina, fibronectina e
vitronectina, atuam como moléculas de adeséo celular (MARX et al., 1998).

Como os fatores de crescimento sao instaveis e ndo permanecem em estado livre
na corrente sanguinea, o PRP é a conducdo adequado para aumentar sua
concentragdo nos tecidos lesados (KOBAIASHI WILSON; BARBIERI; MAZZER,
2006). A secrecao dos fatores de crescimento inicia-se 10 minutos apés a formacéao
do PRP, e mais de 95% dos fatores de crescimento pré-sintetizados sédo secretados
durante a primeira hora. Apos a liberacéao inicial dos fatores, as plaquetas sintetizam
e secretam fatores de crescimento adicionais durante sete dias (NIKOLIDAKIS;
JANSEN, 2008).

A concentragao dos fatores de crescimento (FCs) no gel de plaquetas é
significativamente alta, resultando em 10 a 25 vezes mais PDGF e TGF-3 do que em
um processo fisiolégico sem adi¢do de PRP. Sua aplicagao clinica tem potencial para
aumentar a cicatrizacao tecidual (FLORYAN; BERGHOFF, 2004; BARBOSA et al.,
2014) .
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2.4 Processo de obtencao do plasma rico em plaquetas

O PRP pode ser obtido por meio de diferentes protocolos necessitando de
equipamentos de alto custo (DE OBARRIO et al., 2000; MARX et al., 1998), como
também por técnicas simples de baixo custo como a centrifuga laboratorial comum
(SOUZA et al., 2014). O sangue a ser utilizado deve ser colhido em tubos contendo
preferencialmente citrato de s6dio como anticoagulante, por n&o alterar os receptores
de membrana das plaquetas (VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2010; CAMARGO
et al., 2014; SOUZA et al., 2014).

A manipulagdo do sangue durante a centrifugacdo deve ser realizada de forma
cuidadosa e asséptica, e processada em rotacdo adequada para assegurar a
separacgao das células plaquetarias das demais presentes no sangue, e também para
evitar a alteracbes na membrana. A centrifugagao pode ser realizada de maneira Unica
ou repetida em duas etapas (VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2010; SOUZA et al.,
2014), e sua preparagcdo demora, em meédia, 45 minutos, apos a coleta do sangue
(VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2010).

O protocolo de dupla centrifugagdo € necessario para que possa concentrar as
plaquetas durante o preparo de PRP. Nao s6 o numero de centrifugagdes é importante
no preparo do PRP, assim como a forga de rotacdo selecionada. O aumento da
rotacado pode garantir maior concentragao plaquetarias (MARX et al., 1998).

Para ser considerado como PRP, a concentragcdo minima deve ser de 500.000 a
1.000.000 de plaquetas por uL (MARX et al., 1998; DE OBARRIO et al., 2000; ANITUA
et al., 2006; SILVA et al., 2009), ou, ainda, possuir aumento de 300 a 400% de
plaguetas em relagdo a quantidade presente no sangue periférico para que possa
acelerar a reparacgao tecidual (WEIBRICH et al., 2004; KIM et al., 2014). Quanto maior
o numero de plaquetas no sangue total, mais concentrado em plaquetas sera o PRP
(MESSORA et al., 2009; SILVA et al., 2009; BARBOSA et al., 2014).

Nao apenas o numero de plaquetas das preparacdes deve ser observado, mas
também os aspectos qualitativos, ou seja, a fungcdo das plaquetas. Um numero

consideravel de plaquetas, porém com viabilidade comprometida, ndo proporcionara
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o efeito desejado, ja que os fatores de crescimento essenciais podem ser eliminados
em consequéncia de procedimentos inadequados (DUSSE et al., 2008).

A avaliacdo da atividade biolégica dos fatores de crescimento derivados das
plaguetas é complexa, de modo que n&o ha como avaliar previamente a qualidade do
gel produzido (LANDESBERG; ROY; GLICKMAN, 2000).

ApoOs a extracdo do PRP, com o auxilio de uma pipeta, deve se adicionar o
gluconato ou cloreto de calcio 10% para induzir a coagulagao, formagao de um gel e
promover ativagédo das plaquetas. Uma vez coagulado esta pronto para ser utilizado.
Sua consisténcia gelatinosa e adesiva facilita o manejo cirurgico e curativo
(KOBAIASHI WILSON; BARBIERI; MAZZER, 2006; SOUZA et al., 2014).

2.5 Avaliacao histolégica do tecido cicatricial

A histologia tem sido utilizada para quantificagao celular nos enxertos de tecidos,
além de qualificar a estrutura tecidual e angiogénese precoce uma vez que a avaliagéo
morfométrica demonstra de forma indireta a cicatrizacdo. Além disso € um método
cujos achados demoram a ser visualizados (MARX et al., 1998; KOBAIASHI WILSON;
BARBIERI; MAZZER, 2006; SOUZA et al., 2014).

Devido a vida curta dos fatores de crescimento no tecido lesado a avaliagcéo
invasiva por meio de histologia é a mais indicada para a identificagdo dos mesmos
(SOUZA et al., 2014).

A microscopia otica € método de avaliagcdo do processo de cicatrizagdao muito
utilizada em estudos clinicos e experimentais, no entanto, a sua importancia &, de
certo modo, questionada pela subjetividade na estimativa (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; HOUDEK et al., 2016). Porém, quando realizada por
patologistas experientes e imparciais, pode fornecer dados passiveis de quantificagao
que sao fundamentais na analise e comparagao de processos cicatriciais (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

O processo de reparagao pode ser avaliado mediante técnica de coloragédo com
hematoxilina-eosina (HE), utilizando diversos indicadores, como exsudato neutrofilico,

edema intersticial, necrose de mucosa, necrose transmural, deposi¢ao de fibrina,
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congestao vascular, infiltrado monomorfonuclear, atividade regenerativa da mucosa,
proliferagcédo fibroblastica, neoformacgao vascular, processo granulomatoso e fibrose
intersticial (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; MINAMIMURA et al.,
2014; HOUDEK et al., 2016).

Outro método histolégico de utilidade, principalmente na avaliagao e diferenciagao
de tipos de colageno, é o da polarizagao com picrosirius. Quando o corante sirus red
F3AB, reage com o colageno, sua birrefringéncia normal € aumentada devido ao fato
de suas moléculas serem ligadas as fibrilas de colageno de maneira que elas fiquem
paralelas (HOUDEK et al., 2016). O estudo comparativo de érgédos de animais
vertebrados por este método identificou estreita correlagdo entre a localizagdo de
diferentes cores e a intensidade de birrefringéncia com a distribuicao bioquimica dos
tipos I, Il e Ill de colageno, criando a possibilidade de sua diferenciagdo tecidual
(KOBAIASHI WILSON; BARBIERI; MAZZER, 2006; CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007).

O colageno tipo | aparece como fibras espessas, fortemente birrefringentes, de
coloracdo amarelo ou vermelho, ja o do tipo Ill possui o aspecto de fibras finas,
fracamente birrefringentes e de coloragdo esverdeada (CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007; HOUDEK et al., 2016). O calculo da porcentagem das
fibras, classificadas em maduras ou imaturas de acordo com a sua coloragao, permite
avaliacdo qualitativa de fibras colagenas, podendo ser utilizado em estudos de
cicatrizagdo (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Para verificar a influéncia da desnutricdo intra-uterina na cicatrizacdo da parede
abdominal em ratos lactentes, idealizou o indice de maturagao do colageno (IMaC),
que foi definido como a razdo entre as percentagens de colageno tipo | e tipo Il
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; HOUDEK et al., 2016; CHANG et al.,
2017). Este indice tem sido amplamente utilizado por ser de facil reprodutibilidade e
facilitar a interpretagdo dos resultados, onde valores acima de um representam
predominancia de colageno tipo | e os abaixo de um representam predominio de
colageno tipo Il (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).
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2.6 Avaliacao das fibrilas de colageno por microscopia eletrénica de

transmissao

O colageno € o elemento estrutural primario na matriz extracelular (ECM), onde é
organizado em fibras insoluveis de resisténcia a tragdo significativa. As fibras
transmitem forgas, dissipam energia e evitam falhas mecéanicas prematuras em
tecidos normais. Além disso, eles fornecem sugestdes biolégicas para células
adjacentes que regulam uma variedade de respostas funcionais (HUANG,;
APKARIAN; CHAIKOF, 2001).

As moléculas de colageno sao sintetizadas, segregadas no espacgo extracelular e
organizadas em fibrilas estriadas com uma organizacao especifica de tecido (BIRK et
al., 1990). Verificou-se que uma variedade de fatores influencia a fibrilogenesia de
colageno e que foram referidos como importantes na regulacéo da arquitetura das
fibrilas (BIRK et al., 1990; APKARIAN; CHAIKOF, 2001; HOUDEK et al., 2016;
HUANG). Estes incluem a interagdo com proteoglicanos, a sequéncia e a extensao do
processamento de proé colageno, o tipo de colageno presente e a interagdo de
diferentes tipos de colageno (BIRK et al., 1990).

Os tipos de colageno podem ser importantes na determinagéo da arquitetura das
fibrilas. Foi referido que o colageno in vitro de tipo | forma fibrilas mais espessas do
que o colageno tipo lll, enquanto que as fibrilas de colageno tipo Il geralmente
possuem os diametros menores (BIRK et al., 1990; HUANG; APKARIAN; CHAIKOF,
2001). Estudos recentemente, foi referido que diferentes tipos de colageno
demonstraram formar fibrilas heterotipicas em uma variedade de tecidos. Por
exemplo, os tipos de colageno | e V sdo co-ensaiados no estroma corneano
secundario, tipos | e Il no estroma corneano primario, tipos Il, IX e Xl em cartilagem e
tipos I e lll num numero o tecidos incluindo derme e tendao (STARBORG et al., 2013).

As fibrilas de colageno variam em diametro de 12 a 500 nm em func¢é&o do tecido e
da idade, e sdo os elementos de tensdo primario dos tecidos, como tenddes,
ligamentos, pele, cartilagem, osso, fascia, capsulas articulares, vasos sanguineos e

outros orgaos cavitarios. A estrutura dos genes de colageno fibrilar, nas questdes
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fundamentais, permanecem sem resposta sobre a montagem e organizagdo das
fibrilas (STARBORG et al., 2013).

A microscopia eletrénica de transmissao (TEM) € uma técnica para estudar fibrilas
de colageno em que o didmetro é o parametro mais comumente medido (HUANG,;
APKARIAN; CHAIKOF, 2001). No entanto, as fun¢des das células e dos tecidos
dependem nao apenas das distribuicbes do diametro da fibrila do colageno, mas
também do numero de fibrila do colageno, da organizagéo 3D, da fragdo do volume
de fibrilas (FVF) e do comprimento das fibras (STARBORG et al., 2013).

As fibrilas de colageno individuais em tecidos embrionarios tem de 12 a 50 nm de
didmetro e sdo embaladas de forma muito curta em feixes curvilineos e, portanto, néo
sado prontamente detectaveis por microscopia 6ptica (STARBORG et al., 2013). As
fibras em tecidos mais antigos podem ter um didmetro de 500 nm, mas mesmo estas
estdo no limite da resolugdo da maioria dos microscopios de luz (BIRK et al., 1990;
HUANG; APKARIAN; CHAIKOF, 2001; STARBORG et al., 2013).
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Avaliacao morfométrica e histoldgica de feridas em pele de coelhos tratadas

e nao tratadas com plasma rico em plaquetas de equino

Morphometric and histological evaluation of rabbits skin wounds treated

and not treated with equine platelet-rich plasma

R.S. Rezende!, D. Eurides?, H.E. Coelho®, E.G.L. Alves®, G.C. Venturini®, R.L. Felipe!
'Aluno de pos-graduagdo. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia, MG
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RESUMO

O plasma rico em plaquetas autélogo ¢ importante no processo cicatricial de cirurgias
reconstrutivas, auxilia na estimulagdo da angiogénese, no entanto o plasma heterélogo
mostrou-se mais eficaz. Utilizou-se 24 coelhos da raga Nova Zelandia, com idade de 12
meses, com peso corporal cerca de 3,0Kg. Os animais foram separados em quadro grupos
de igual nimero e submetidos a remog¢ao de pele na linha média dorsal toracica (ferida
tratada) e lombar (ferida controle). Nas tratadas foi aplicado plasma rico em plaqueta de
equino e pomada contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A,
e nas do grupo controle somente com a pomada. Os do grupo I foi coletado tecido cutaneo
para a avaliacdo histoldgica com trés dias de pds-operatorio, os do grupo II com sete dias,
os do grupo III com 14 dias e os do grupo IV com 21 dias. Decorrido o periodo de
avaliacdo de cada grupo foi coletado fragmento de pele para avaliag@o histologica. O uso
associado do plasma rico em plaquetas heterdlogo de equino com a pomada contendo
gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, estimula o processo
cicatricial em feridas cutaneas de coelhos induzidas experimentalmente.

Palavras-chave: cicatrizacdo, pele, fatores de crescimento, plaquetas

ABSTRACT
Autologous platelet-rich plasma is benefical in the healing process of reconstructive
surgeries, contributing to the stimulation of angiogenesis, however heterologous plasma

has been shown to be more effective. This study used 24 white New Zealand rabbits, aged
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12 months, with a body weight of approximately 3 kg. The animals were separated into
four equal groups and underwent skin removal in the thoracic (study wound) and lumbar
(control wound) dorsal midline. Study wounds were treated with equine platelet-rich
plasma and an ointment containing gentamicin, sulfanilamide, sulfadiazine, urea, and
vitamin A. Control wounds were treated only with the ointment. Group I underwent
histological evaluation three days after the skin removal procedure, group Il after seven
days, group III after 14 days, and group IV after 21 days. A skin fragment was collected
for histological evaluation from each animal. The use of heterologous equine platelet-rich
plasma along with gentamicin, sulfanilamide, sulfadiazine, urea, and vitamin A

accelerated the healing process in surgically induced skin wounds.

Keywords: healing, skin, growth factors, platelets

INTRODUCAO

A cicatrizagdao ¢ um processo que restaura a integridade fisica externa das estruturas
corporais e envolve integragdes complexas entre células e varios outros fatores (De Masi
et al., 2016). E um processo dindmico e complexo, composto pelas fases de inflamagio
do tecido, proliferacao e remodelacao (Campos et al., 2007; De Masi et al., 2016). O
processo de cicatrizacdo compreende a matriz extracelular, citocinas, células sanguineas
e fatores de crescimento (Campos et al., 2007; Abegdo et al.,2015a; De Masi et al., 2016).

Fatores de crescimento sdo proteinas que estimulam e ativam a proliferagdo celular
por ativacdo da angiongénese, mielogénese e genetranscricao, entre outras reagoes, que
ativam, e aceleram o processo de cicatrizagao (De Masi et al., 2016). Entre os fatores de
crescimento, os mais importantes para a cicatriza¢ao de feridas incluem o de crescimento
epitelial (EGF), de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), crescimento
transformador beta (TGF-b) e de crescimento endotelial vascular (VEGF), (Ma e Bazan,
2000).

O processo de reparacao pode ser avaliado microscopicamente mediante técnica de
coloracdo com hematoxilina-eosina (HE), utiliza diversos indicadores, como exsudato
neutrofilico, edema intersticial, necrose, deposi¢ao de fibrina, congestdo vascular,
infiltrado monomorfonuclear, atividade regenerativa, proliferacdo fibroblastica,
neoformacao vascular, processo granulomatoso e fibrose intersticial (Campos et al.,

2007; Minamimura ef al., 2014; Houdek et al., 2016).
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Objetivou-se com o presente trabalho avaliar os aspectos macroscopicos e
histologicos de feridas cutineas de coelhos tratadas com plasma rico em plaquetas de

equino.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo comité de ética em experimentagdo animal da
Universidade de Uberaba, oficio CEEA n® 034/2016, para utilizagdo de 24 coelhos
brancos da raca Nova Zelandia, machos higidos, com idade média de 12 meses e peso
corporal de 3,0Kg. Os animais foram separados em quatro grupos de igual nimero (n=6),
e considerados higidos apds avaliagdes clinicas, exames laboratoriais de hemograma e
coproparasitologico direto.

Os coelhos foram submetidos a remogao de pele na regido da linha média dorsal
toracica e lombar, desta forma foram induzidas em cada coeclho duas feridas, sendo a
toracica considerada a ferida tratada (FT) e a lombar a ferida controle (FC). As feridas
toracicas foram tratadas com plasma rico em plaquetas de equino ¢ pomada contendo
gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A. As lombares foram tratadas
apenas com a mesma pomada. Dos animais do grupo I foi coletado tecido cutaneo para a
avaliacdo histoldgica com trés dias de pos-operatorio (PO), os do grupo II com sete dias,
os do grupo III com 14 dias e os do grupo IV com 21 dias de PO, totalizando para cada
grupo de observacdo seis feridas tratadas e seis feridas controles. Os coelhos foram
mantidos durante todo o periodo do experimento em gaiolas individuais com ra¢ao e agua
potavel a vontade.

Para a produgao do plasma rico em plaquetas foi utilizado um equino macho, da raga
quarto de milha, higido, pesando 550Kg e com idade aproximada de 12 anos. O equino
foi considerado saudavel apos avaliagdes clinicas, exame laboratorial de hemograma e
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), permaneceu alojado em piquete com
graminea de tifton 85 (Cynodon spp) com agua potavel e suplementacdo mineral a
vontade.

Para obtengdo do plasma rico em plaquetas coletou-se, diariamente, 40mL de sangue
da veia jugular externa de um equino. O sangue era distribuido em tubos de 4,0mL
contendo citrato de sodio a 3,2%. O material foi centrifugado, em centrifuga celm série

4161, durante 20 minutos a 2.220rpm (400G), para a separagdo celular por meio de



97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

35

gradiente de concentracdo. Foi pipetada a fracdo de plasma e plaquetas contidas na parte
superior do tubo e armazenada em recipiente sem anticoagulante. A porcao retirada foi
novamente centrifugada durante 10 minutos a 2.220rpm (400G). Dois tercos do
componente superior do soro foi removido por se tratar do plasma pobre em plaquetas e
um terco restante, no fundo do frasco, foi considerado o plasma rico em plaquetas. Antes
da ativa¢do do PRP com cloreto de célcio a 5%, o plasma foi avaliado, para verificar a
viabilidade plaquetaria e a contagem total de c€lulas. A contagem manual das plaquetas
foi efetuada em camara de Neubauer e para ser ativado e considerado PRP a contagem
foi superior a quatro vezes a contagem plaquetaria inicial, portanto, para cada 0,5mL do
PRP foi adicionado 0,25mL de cloreto de célcio a 5%. A solugdo foi homogeneizada e
mantida em repouso em caixa térmica com gelo, por aproximadamente 10 minutos, para
transporte até o local onde os curativos foram realizados (Eurides ef al., 2010).

Os coelhos foram anestesiados com cetamina (35mg/Kg, IM) e xilazina (5,0mg/Kg,
IM) e submetidos a tricotomia da linha média dorsal tordcica ao longo da regido
interescapular e iliaca. Apos antissepsia topica do campo cirurgico com clorexidina
degermante 2% e clorexidina alcodlica 0,5%, foram realizadas na linha média dorsal
toracica duas incisoes de pele em formato circular, com um molde circular de metal com
3,0cm de diametro, equidistantes uma da outra em aproximadamente 10,0cm. Formando-
se as feridas toracica (tratada) e lombar (controle). Para controle da dor os coelhos foram
medicados com tramadol (0,5mg/Kg, IM), duas vezes ao dia durante trés dias.

Diariamente, o primeiro curativo era realizado as oito horas, sendo que ambas as
feridas foram irrigadas com solugdo de cloreto de sédio a 0,9% e posteriormente
higienizadas com gaze. Em seguida foi aplicado nas feridas tratadas 0,2mL de
concentrado de plasma rico em plaquetas de equino em concentracdo média de 1.578.750
plaquetas/mm? (£ 202.723), produzidas no mesmo dia e ativadas com cloreto de calcio a
5% no momento do procedimento. Nas feridas controles, foi aplicado 1,5g de Vetaglos
(gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, Vetnil, Brasil). O segundo
curativo foi realizado as 20 horas, aplicando em ambas as feridas, ap6s irrigadas com
solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, 1,5g de Vetaglos.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, e durante o primeiro curativo as
oito horas as feridas foram avaliadas atribuindo escores, para coloragdo (1-hemorragica,

2-rosea, 3-palida, 4-ciandtica, 5-vermelha), presenca de exsudato (0-ausente, 1-seroso, 2-
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sanguinolento, 3-purulento), granula¢do (0-ausente, 1-presente), crosta (0-ausente, 1-
presente), hiperemia (0-ausente, 1-presente) e edema (0-ausente, 1-presente) (Pazzini et
al., 2016).

As feridas foram mensuradas com paquimetro digital 150mm (modelo Mtx 316119),
nos sentidos cranio-caudal e latero-lateral para determinagio da area (cm?) e do potencial
de contracao da ferida (%). Os dados obtidos foram registrados em planilha individual
para cada animal. Para calculo da area das feridas utilizou-se a formula: A=t x R x r,
(A=4rea, = 3,14, R=raio maior e r =raio menor da ferida). Para o potencial de contracao
da ferida empregou-se a formula: PC= (Af — Ai) x100/Ai, onde PC= potencial de
contragdo, Af= area final e Ai= area inicial da ferida.

Decorridos os periodos de observacao dos grupos, os coelhos foram submetidos a
eutanasia para remogao de cerca de 3,0cm das bordas e do leito das feridas. As amostras
foram fixadas durante 48 horas em formol 10%, desidratadas em solucao de
concentragdes crescentes de etanol e incluidas em parafina. O material foi seccionado em
microtomo Leika, modelo 2145, com 6,0um de espessura para ser confeccionado as
laminas histologicas.

Os cortes de pele foram corados pela hematoxilina e eosina e montados entre lamina
e laminula com resina sintética e avaliadas em microscopia Optica (microscopio Nikon
eclipse, modelo E200), foram atribuidos escores para a epiderme para alteragdes como
necrose, reepitelizacdo e hiperemia ativa e para a derme em relagdo a edema, hemorragia,
neovascularizagdo, fibrose e infiltrado inflamatério. Para cada regido histoldgica
avaliada, os escores foram atribuidos ap6s exame de nove campos microscopicos, sendo
considerado escore zero na auséncia da alteracdo, 1 alteragdo leve (repeti¢ao da alteragao
de um a trés campos microscopicos), 2 alteracdes moderadas (repeticdo da alteragdo de
quatro a seis campos microscopicos) e escore 3 alteragdes acentuadas (repeticdo da
alteragdo de sete a nove campos microscopicos), (Pazzini et al., 2016).

A comparacdo entre os grupos (GI, GII, GIII e GIV) em relagdo as varidveis
morfoldgicas (cor, granulagdo, crosta, hiperemia, edema, exsudato) e varidveis
histolégicas (necrose, reepitelizagdo, hiperemia ativa, edema, hemorragia,
neovascularizagao, fibrose e infiltrado inflamatorio), foi realizada mediante o teste de
Wilcoxon (dados ndo paramétricos), sendo que para os valores de “P” iguais ou inferiores

a 0,05 as diferencas entre os grupos foram consideradas significativas. Para a comparagao
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entre os grupos em relagdo a area e potencial de contracdo cicatricial (dados
paramétricos), utilizou-se o teste Tukey, onde valores de “P” iguais ou menores a 0,05
foram considerados significativos. Também foi realizada andlise de correlacdo linear
entre as variaveis morfologicas e histologicas das feridas controle e tratada nos diferentes
grupos de observacgao considerando nivel de significancia de 5%. Para todas as analises

foi utilizado programa estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de plaquetas apos a obtengdo do PRP, apresentou-se maior que quando
comparada com a contagem inicial, que apresentou média de 1.578.750 plaquetas/mm?
(£ 202.723). Resultados semelhantes com média de 1.176.933 plaquetas/mm® foram
observados por Pazzini et al. (2016) e referido por Silva ef al. (2009) onde a contagem
plaquetéria deve apresentar valores superiores a 1.000.000 de plaquetas/mm?, no entanto,
Lima et al. (2015) obtiveram resposta terapéutica em concentracdes superiores a 300.000
plaquetas/mm?>. Os resultados obtidos foram semelhantes aos observados por Pazzini et
al. (2016), uma vez que em plasma com concentragdo plaquetaria superior a 1.500.000
plaquetas/mm? alcancou os efeitos terapéuticos desejados.

A avaliagdo macroscopica das feridas de pele induzidas experimentalmente e tratadas
com plasma rico em plaquetas heterdlogo de equino, associado a pomada de gentamicina,
apresentou caracteristicas morfométricas distintas em relacdo as feridas controle (Tab. 1).
Na comparagdo das variaveis morfoldgicas, pode-se notar em todos os grupos, uma
diferenca significativa entre as feridas controle e tratada (P<0,05) em relagcdo a presenca
do exsudato de caracteristica serosa, com maior escore para a ferida tratada. Entretanto,
esta observacdo ndo foi referida por Barrionuevo et al. (2015) na cicatrizagdo de feridas,
em que o PRP autdlogo foi utilizado como método terapéutico. O fato pode ser justificado
devido a reagdo tecidual mediante ao uso de um plasma heter6logo, provocando assim

uma resposta imunoldgica mais intensa.
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Tabela 1. Escores e médias das observagdes morfométricas das feridas cutineas de

coelhos, controles e tratadas com PRP e pomada de gentamicina, nos diferentes grupos

de observacao.

GI (3 dias) GII (7 dias) GIII (14 dias) GIV (21 dias)

Morfologia FC FT FC FT FC FT FC FT
Cor 1,00B 1,00B 2,17A 2.38A 1,93A 2.20A 2,03A 2,19A
Granulagio  0,04D 0,00D 0,60B 0,52C 0,77AB  0,79AB  0,83A 0,84A
Crosta 0,12CD 0,04D 0,60ABC 0,40B 0,67A 0,68A 0,80A 0,82A
Hiperemia  0,12BCD  0,12BCD  0,19AC 025AB  037A 022AB  0,008D 0,04CD
Edema 0,67AB 0,50AB 1,00A 0,17B 0,00B 0,00B 0,00B 0,17B
Exsudato 0,00D 0,58A 0,00D 038AB  0,12C 0,00D 0,00D 0,17B
Area (cm?)  12,70B 13,72AB.  13,22B 16,47A 14,70AB  9,41C 10,86C 7,20D
PC (%) -10,09C  -8,30C -11,16C -12,20C  -16,80C  -2840B  -37,00B  -46,50A

FC: Ferida controle, FT: Ferida tratada, PC: Potencial de contracdo cicatricial. Médias das
caracteristicas, area e potencial de contragdo (PC) seguidas por letra diferente dentro do grupo
diferem pelo teste Tukey (P<0,05). Escores das caracteristicas categoricas (cor, granulagao,
crosta, hiperemia, edema, exsudato) seguidas de letras diferentes dentro do grupo diferem pelo

teste de Wilcoxon (P<0,05).

No grupo II, sete dias de pos-operatorio a presenga de granulacdo e edema foi
observado com maiores escores nas feridas controles (P<0,05), (Tab. 1). Em trabalhos
semelhantes, nos grupos de pods-operatorio mais precoce, na fase inicial do processo
inflamatorio foram observados edemas discretos ao redor das feridas tratadas com gel de
PRP heterologo, com total desaparecimento nas avaliagdes subsequentes (Abegao ef al.,
2015a). O edema inflamatério da ferida controle, observado no grupo II, pode ser
justificada pelo processo traumatico pos-operatorio e devido ao ndo uso do PRP, que tem
caracteristicas anti-inflamatorias, uma vez que esta variavel foi observada com maior
frequéncia nas feridas controles do que nas tratadas.

Na comparagao das varidveis morfométrica entre os diferentes grupos, a cor da ferida
controle e da ferida tratada do grupo I se diferem dos demais grupos de observacgdo
(P<0,05), apresentando coloracdo hemorragica nas feridas do grupo I e rosea nos demais
grupos (Tab. 1). Em trabalhos semelhantes esta caracteristica também foi relatada,
permanecendo de coloragdo rosea durante todo o periodo do experimento (Floryan e
Berghoft, 2004; Weibrich et al., 2004; Abegao et al., 2015a; Pazzini et al., 2016). Esta

variagdo pode ser atribuida ao PRP, uma vez que este ¢ capaz de favorecer a
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microcirculagdo local, este achado também corrobora com as evidéncias de Pazzini ef al.
(2016), que relatam o uso de PRP em enxertos cutaneos em membro pélvico de humano
sendo capaz de reduzir o tamanho da lesdo, produ¢do de maior quantidade de tecido de
granulagdo e apresenta aspecto rosado da pele quando comparado com pacientes que nao
receberam o produto.

O comportamento do parametro crosta nao diferiu entre as feridas controles (P>0,05),
(Fig. 1-D). Ja nas feridas tratadas (Fig. 1-B) diferiram entre os grupos I e II e os grupos
IT e I (P<0,05). Confirmando que o uso do PRP induziu de forma mais precoce a
formagao destes elementos nas feridas tratadas em comparagdo com as do grupo controle
(Tab. 1). Foi referido por Abegao ef al. (2015a) o aparecimento de crosta e granulagao
mais precocemente nas feridas controles do que nas tratadas com o PRP, iniciando em
médias 10 dias apds o procedimento cirargico. Desta forma pode-se presumir que a
utilizagdo do PRP resultou em melhor cicatrizagdo, resultados que podem ser observados
na Tab. 3, que evidencia uma intensa correlagdo linear positiva e significativa (P<0,01)
entre as variaveis granulagao e crosta (r=0,83).

Na avaliacdo da area e do potencial de contracdo cicatricial notou-se uma correlagao
linear negativa e significativa (P<0,05) entre estas duas variaveis (r= -0,12), como pode
ser visualizado na Tab. 3. Em todos os grupos avaliados houve redu¢do da area e do
potencial de contragdo cicatricial com diferenca significativa (P<0,05) em relacdo as
feridas controle e tratada (Fig. 1- E, G, [, K, M, O), exceto as feridas do grupo I (Fig. 1-
A, C). Para a ferida controle a redugdo da area foi mais expressiva a partir do grupo III,
enquanto que para a ferida tratada foi mais precoce, sendo observada ja a partir do grupo
IT (Tab. 1). O mesmo comportamento foi observado para o potencial de contragao
cicatricial, uma vez que existiu uma corre¢do linear negativa entre as duas varidveis
morfoldgicas (Tab. 3). Foi verificado por Ito et al. (2013); Abegdo et al. (2015a); Chang
et al. (2017), decréscimo significativo tanto nas feridas tratadas quanto nas feridas
controles ao longo do periodo de observagao, no entanto, a comparagao entre as feridas
ndo evidenciou o efeito do gel de PRP heter6logo na reducdo da area com relacdo ao
tratamento feito com soro fisioldgico. A diferenga nos resultados pode estar relacionada
a area onde a lesdo foi induzida, uma vez que regides menos vascularizadas podem
apresentar retardo do processo cicatricial, além da qualidade e da viabilidade do PRP

produzido.
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Tabela 2. Escores das observagoes histologicas das feridas cutaneas de coelhos, controles

e tratadas com PRP e pomada de gentamicina, nos diferentes grupos de observagao.

C;‘J:‘tf)tl‘(’)rg'fct‘acsas GI (3 dias) GII (7 dias) GIII (14 dias) GIV (21 dias)
FC FT FC FT FC FT FC FT
Necrose 1.83A  1,83A  0,83AB 0,83AB 0,6JAB 0,83AB  0,00B  0,00B
Reepitelizagio 0,00C  0,00C  0,00C  0,00C 1,00C 183C  2,00B 267A
Hiperemia ativa ~ 1,50A  1,20A  0,70A  0.83A  033A  083A  0,70A 0,70A
Edema 0,70AB 0,50AB 1,00A  0,20AB 0,008 0,008  0,00B 020AB
Hemorragia 120A  1,50A  020B  033B  000B  000B  033B 0,208
Neovascularizagdo  0,00C 0,00C 1,00B 1,33B 1,33B 2,00AB 1,70B 2,50A
Fibrose 0,00C  0,00C  0,70C  1,50B  1,70B  233AB 2,00B 3,00A
Infiltrado 1,00AB  0,83AB 1,83AB 1,33AB  133AB 133AB 1,50A 0,83B

FC: Ferida controle, FT: Ferida tratada. Escores das caracteristicas categoricas seguidas de letras

diferentes diferem pelo teste de Wilcoxon (P<0,05).

Neste estudo foi verificado caracteristicas de necrose tecidual, com maior escore
nas feridas do grupo I, no entanto, sem diferenca significativa entre as feridas controles e
tratadas nos quatro grupos (P>0,05), (Tab. 2). A mesma observacao foi encontrada em
experimentos de reconstitui¢ao tecidual a partir de enxertos cutaneos associados ao gel
de PRP, no entanto, esta observacdo foi significativamente maior nas feridas controles
em comparagdo com as tratadas (Brandao, 2005; Kushida et al., 2013; De Souza et al.,
2014; Pazzini et al., 2016). As varidveis referentes a viabilidade de enxertos cutaneos se
encontram relacionadas ao leito vascular do receptor e nao somente ao uso do PRP o que
ndo ¢ observado no presente estudo, onde a necrose ocorreu em todos os grupos
independente do uso do PRP.

A reepitelizacao tecidual foi observada a partir do grupo III (Fig. 1- J, L), no
entanto, sem diferenca significativa entre as feridas tratadas e controles. Somente no
grupo IV a diferenga de reepitelizagdo foi significativa entre as feridas (P<0,05), sendo a
ferida tratada (Fig. 1-N) a que mais reepitelizou (Tab. 2). Em outros estudos que
compararam fontes diferentes de PRP a presenca de reepitelizacao ocorreu independente
do uso do plasma (Anitua et al., 2006; Plate et al., 2014; Abegdo et al., 2015b;
Barrionuevo et al., 2015). No entanto, ¢ importante avaliar outros fatores que podem estar
relacionados aos resultados nao significativos, como o nimero de plaquetas por microlitro

de sague e o periodo decorrido da ativacao do PRP e a sua administracao na ferida.
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A hiperemia ativa foi observada em todos os grupos, assim como o edema (Fig.
1- H) e a hemorragia, no entanto, estas variaveis tiveram maior escore no grupo I, ndo
existiu diferenga entre as feridas controle e tratada (P>0,05), (Tab. 2). Outros estudos
demonstram que o PRP aumenta significativamente os sinais da inflamagao e contribui
para a cicatrizacdo tecidual (Guszczyn et al., 2017), o que ndo foi observado neste estudo,
possivelmente devido ao efeito anti-inflamatorio verificado no PRP.

A neovascularizacao tecidual iniciou a partir do grupo II, no entanto somente no
grupo IV se observou diferenca significativa (P<0,05) entre as feridas controle e tratada.
O mesmo comportamento foi observado para a fibrose, que iniciou em ambas as feridas
a partir do grupo II, mas com um maior escore em todas as observagdes para a ferida
tratada, principalmente no grupo III e no grupo I'V, no qual ocorreu diferencga significativa
(P<0,05), (Tab. 2). Péde também se observar correlacdo linear positiva e significativa
(P<0,01) entre a neovascularizacdo e a fibrose (r=0,57) e neovascularizacdo e inflamacao
(r=0,32). A mesma correlagdo positiva e significativa (P<0,01) também pode ser
observada na comparagdo entre reepitelizacdo e neovascularizagao (r=0,40) e
reepitelizacdo e fibrose (r=0,33), (Tab. 3). A intensa proliferacdo vascular presente nas
feridas tratadas com PRP pode-se correlacionar com os fatores de crescimento presentes
nas plaquetas, responsdveis em atuar na fase inicial da cicatrizagdo como o fator de
crescimento de endotélio vascular e fator de crescimento epitelial, que estimula a
angiogénese, mitogénese e a permeabilidade vascular e induzem o crescimento do tecido
epitelial (Pazzini et al., 2016). Os resultados encontrados neste estudo indicaram que a
prolifera¢dao vascular ocorreu principalmente pelos fatores presentes nas plaquetas, que
promove o suprimento de oxigénio e nutricdo da ferida e favorece o processo cicatricial.

O infiltrado inflamatoério predominante em todos os grupos de observacao deste
experimento foi neutrofilico, sendo o maior escore presente nas feridas controles do que
nas feridas tratadas, no entanto com diferenga significativa apenas no grupo IV (P<0,05),
(Tab. 2). Outros trabalhos relatam presenca de infiltrado com células mononucleares e
polimorfonucleares, porém sem diferengas significativas entre os grupos experimentais
(Neves et al., 2013; Pazzini et al., 2016). Este fato pode ser explicado pelo tempo de
evolucao da ferida, correlacionando este achado a fase da inflamag¢ao, onde é recrutado
polimorfonucleares para decomposi¢do de tecido necrdtico e bacteriano, o que

potencializa a reparagdo tecidual.
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Também foi observada uma correlagao linear negativa significativa (P<0,05) entre
a inflamagdo e a presenca de fibrose (r=-0,14), (Tab. 3), fato ndo observado em trabalhos
com metodologia semelhantes (Correia et al., 2014; Farghali et al., 2017; Rubio-Azpeitia
et al.,2017), portanto, este experimento demonstrou que o PRP estimula a angiogénese e
a reepitelizagdo, no entanto, sem gerar um processo inflamatorio intenso, que poderia

prejudicar a cicatrizagdo pela intensa liberagdo de citocinas.

Tabela 3. Correlagdo linear entre as varidveis morfométricas e histoldgicas das feridas
cutdneas de coelhos, controles e tratadas com PRP e pomada de gentamicina, nos

diferentes grupos de observacao

Potencial de

contragio Crosta Neovascularizacio  Fibrose Inflamacgao
Area (cm?) -0,12 -0,18 (<0,01)
(<0,05)
Pc (%) -0,58 (<0,01)  -0,13 (<0,05)  -0,24 (<0,01)
Granulagao 0,83 (<0,01) 0,31 (<0,01) 0,36 (<0,01)
Crosta 0,19 (<0,01) 0,26 (<0,01)
Reepitelizacao 0,40 (<0,01) 0,33 (<0,01)
Neovascularizago 0,57 (<0,01) 0,32 (<0,01)
Fibrose -0,14 (<0,05)

Pc: Potencial de contragdo cicatricial.
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Figura 1. Pranchas com as caracteristicas morfoldgicas e histoldgicas das feridas cutaneas de coelhos dos grupos de observagdo. G I, grupo decorridos
trés dias de pos-operatorio. Observar a semelhanga macroscopica entre a ferida tratada com PRP e pomada de gentamicina (A) e controle (C) a
fotomicrografia do grupo I decorridos trés dias de pos-operatério com presenga de crosta na ferida tratada (B), e controle (D). G 11, grupo decorridos sete
dias de pos-operatorio. Observar a reducdo de area da ferida tratada (E) em comparacdo com a ferida controle (G) a fotomicrografia do grupo II decorridos

sete dias de pos-operatorio com auséncia de crosta da ferida tratada (F), e auséncia de crosta e presenga de edema da ferida controle (H).
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G I1I, grupo decorridos 14 dias de pos-operatorio. Observar a redugado de area da ferida tratada (I)
em comparacdo com a ferida controle (K) a fotomicrografia do grupo III decorridos 14 dias de
pos-operatorio com reepitelizagdo com maior intensidade na ferida tratada (J), do que na ferida
controle (L). G IV, grupo decorridos 21 dias de pds-operatdrio. Observar a reducdo de area da
ferida tratada (M) em comparacdo com a ferida controle (O) a fotomicrografia do grupo IV
decorridos 21 dias de pos-operatério, com reepitelizagdo com maior intensidade na ferida tratada

(N), do que na ferida controle (P). Coloragdo HE, escala 20 um.

CONCLUSOES

A associacdo do plasma rico em plaquetas heterélogo de equino com a pomada
contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, em feridas
cutaneas em coelhos, etimula o processo cicatricial.

O PRP heterologo associado a pomada diminuiu o edema na fase inicial do processo
cicatricial e promove acdo anti-inflamatoria.

Aos 21 dias de PO nas feridas tratadas com PRP associado a pomada, ocorre aumento

da neovascularizagao e da fibrose com diminui¢ao da inflamagao.
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CAPITULO 3- Analise ultraestrutural do colageno de feridas cutaneas de

coelhos tratadas com plasma rico em plaquetas de equino

Ultrastructural analysis of the collagen of rabbit skin wounds treated with

platelet-rich equine plasma

(Artigo submetido no periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia)
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Analise ultraestrutural do colageno de feridas cutaneas de coelhos tratadas

com plasma rico em plaquetas de equino

Ultrastructural analysis of the collagen of rabbit skin wounds treated with platelet-rich

equine plasma
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RESUMO

O colageno ¢ sintetizado e segregado no espago extracelular e organizados em fibrilas
estriadas de acordo com o tipo de tecido. Utilizou-se 24 coelhos brancos da raga Nova
Zelandia, com idade de 12 meses e com 3,0Kg de peso corporal, para avaliar a
porcentagem de colageno das feridas cutaneas tratadas com plasma rico em plaquetas de
equino e pomada contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A.
Os animais foram separados em quadro grupos de igual numero e submetidos a remocao
de pele na regido na linha média dorsal toracica (ferida tratada) e lombar (ferida controle).
As feridas toracicas foram tratadas com plasma rico em plaqueta de equino e pomada
contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, e¢ as do grupo
controle somente com a pomada. Nos do grupo I foi colido tecido cutineo para a avaliag@o
histologica e ultraestrutural com trés dias de pos-operatdrio, os do grupo II com sete dias,
os do grupo III com 14 dias e os do grupo IV com 21 dias. Decorrido o periodo de
avaliacdo de cada grupo foi coletado fragmento de pele para avaliagdo da porcentagem
de colageno e avalicdo do didmetro e densidade da fibrila de coldgeno por microscopia
eletronica de transmissdo. As feridas tratadas com PRP de equino associado a aplicagdo
topica da pomada, mostrou-se eficaz na maturagao das fibrilas coldgenas e na antecipando
0 processo cicatricial.

Palavras-chave: fibrila, coldgeno, picrosirius, transmissao
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ABSTRACT

Collagen is synthesized and secreted into the extracellular space and organized into
striated fibrils according to the tissue type. This study evaluated the concentration of
collagen in rabbit skin wounds treated with equine platelet-rich plasma (PRP) and
ointment containing gentamicin, sulfanilamide, sulfadiazine, urea, and vitamin A.
Twenty-four New Zealand white rabbits aged 2 to 12 months and weighing 3.0kg were
included. The animals were allocated equally into four groups and the skin was removed
from the thoracic dorsal midline (treated wound) and lumbar (control wound) regions.
The thoracic wounds were treated with equine PRP and ointment containing gentamicin,
sulfanilamide, sulfadiazine, urea, and vitamin A, and the control group was treated with
the ointment alone. For histological and ultrastructural assessment, cutaneous tissue was
collected at postoperative days 3 (group I), 7 (group II), 14 (group III), and 21 (group IV).
After the evaluation period, in each group, a skin fragment was collected for analysis of
the collagen concentration, as well as the collagen fibril diameter and density by
transmission electron microscopy. The results indicated that treatment with equine PRP
combined with topical application of the ointment was effective in facilitating the
maturation of collagen fibrils and the wound healing process.

Keywords: fibrils, collagen, picrosirius, transmission

INTRODUCAO

As moléculas de colageno sdo polimerizadas e segregadas no espaco extracelular e
organizadas em fibrilas estriadas com uma organizacao especifica para cada tipo de tecido
(Birk et al., 1990). Os tipos de colageno podem ser importantes na determinacdo da
arquitetura de fibrilas. Nos estudos de remontagem, o coldgeno in vitro de tipo I forma
fibrilas mais espessas do que o coladgeno tipo III, enquanto que as fibrilas de coldgeno
tipo II geralmente apresentam os diametros menores (Birk et al., 1990; Tonniges et al.,
2016). As fibras transmitem forgas, dissipam energia e evitam falhas mecanicas
prematuras em tecidos normais. Além disso, fornecem sugestoes bioldgicas para células
adjacentes que regulam uma variedade de respostas funcionais (Huang et al., 2001).

Diferentes tipos de colageno demonstraram formar fibrilas heterotipicas em uma

variedade de tecidos. Assim como os tipos de colageno I e V no estroma corneano
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secundario, tipos I e II no estroma corneano primario, tipos I, IX e XI em cartilagem e
tipos I e III em derme e tendao (Birk et al., 1990; Houdek et al., 2016).

As fibrilas variam em diametro de 12 a 500nm em fung¢ao do tecido e da idade, e sao
o elemento de tensdo primario dos tecidos, como tenddes, ligamentos, pele, cartilagem,
0ss0, fascia, capsulas articulares, vasos sanguineos e outros 6rgaos ocos. Muito se sabe
sobre a estrutura dos genes de coldgeno fibrilar, entretanto, questdes fundamentais
permanecem sem resposta sobre a montagem e organizacgao das fibrilas (Starborg et al.,
2013).

A microscopia eletronica de transmissao (MET) é importante para avaliar fibrilas de
colageno em que o didmetro ¢ o parametro mais comumente medido. No entanto, as
fungdes das células e dos tecidos dependem nao apenas das distribui¢gdes do didmetro da
fibrila do colageno, mas também do numero, da porcentagem, da fracdo do volume (FVF)
e do comprimento das fibras (Birk et al., 1990; Starborg et al., 2013).

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a ultraestrutura e a concentragdo do
colageno das feridas cutaneas de coelhos tratadas e ndo tratadas com plasma rico em

plaquetas heter6logo de equino.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo comité de ética em experimentagdo animal da
Universidade de Uberaba, oficio CEEA n® 034/2016, para utilizacdo de 24 coelhos
brancos da raca Nova Zelandia, machos higidos, com idade média de 12 meses e
aproximadamente 3,0Kg peso corporal. Os animais foram separados em quatro grupos de
igual nimero (n=6), e considerados higidos apds submetidos a avaliagdes clinicas e
exame laboratorial de hemograma e coproparasitolégico direto.

Os coelhos foram submetidos a remog¢ao de pele na regido da linha média dorsal
toracica e lombar, sendo a toracica considerada a ferida tratada (FT) e a lombar a ferida
controle (FC). As toracicas foram tratadas com plasma rico em plaquetas de equino e
pomada contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A. As
lombares tratadas com a mesma pomada. Dos animais do grupo I foi coletado tecido
cutineo para a avaliacdo histologica com trés dias de pds-operatorio (PO), os do grupo 11
com sete dias, os do grupo III com 14 dias e os do grupo IV com 21 dias de PO. Os

coelhos foram mantidos em gaiolas individuais com ragdo e agua potavel a vontade.
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Para a producao do plasma rico em plaquetas foi utilizado um equino macho, da raga
quarto de milha, com 550Kg de peso corporal e com idade aproximada de 12 anos. O
equino foi considerado salddvel apos avaliagdes clinicas, exame laboratorial de
hemograma e contagem de ovos por grama de fezes (OPG), permanecendo alojado em
piquete com graminea de tifton 85 (Cynodon spp) com éagua potavel e suplementagao
mineral a vontade.

Diariamente, foi obtido 40mL de sangue da veia jugular externa de um equino. O
sangue foi distribuido em tubos de 4,0mL contendo citrato de sodio a 3,2%. O material
foi centrifugado, em centrifuga celm série 4161, durante 20 minutos a 2.220rpm (400G),
para a separacao celular através de gradiente de concentracdo. Foi pipetada a fragdo de
plasma e plaquetas contidas na parte superior do tubo e armazenada em recipiente sem
anticoagulante. A porcdo retirada foi novamente centrifugada durante 10 minutos a
2.220rpm (400G). Dois tergos do componente superior do soro foi removido por se tratar
do plasma pobre em plaquetas e um terco restante, no fundo do frasco, foi considerado o
plasma rico em plaquetas. Antes da ativacdo do PRP com cloreto de calcio a 5%, o plasma
foi avaliado, para verificar a viabilidade plaquetaria e a contagem total de células. A
contagem manual das plaquetas foi efetuada em camara de Neubauer e para ser ativado e
considerado PRP a contagem foi superior a quatro vezes a contagem plaquetaria inicial,
portanto, para cada 0,5mL do PRP foi adicionado 0,25mL de cloreto de calcio a 5%. A
solucdo foi homogeneizada e mantida em repouso em caixa térmica com gelo, por
aproximadamente 10 minutos, para transporte até o local onde os curativos foram
realizados (Eurides et al., 2015).

Os animais foram submetidos a jejum hidrico e de alimentos sélidos por seis horas e
anestesiados com cetamina (35mg/Kg, IM) e xilazina (5,0mg/Kg, IM) e submetidos a
tricotomia da linha média dorsal toracica ao longo da regido interescapular e iliaca. Apos
antissepsia topica do campo cirurgico com clorexidina degermante 2% e clorexidina
alcoolica 0,5%, foram realizadas na linha média dorsal toracica duas incisdes de pele em
formato circular, com um molde circular de metal com 3,0cm de didmetro, equidistantes
uma da outra em aproximadamente 10,0cm. Formando-se as feridas toracica (tratada) e
lombar (controle). Para controle da dor os coelhos foram medicados com tramadol

(0,5mg/Kg, IM), duas vezes ao dia durante trés dias.
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Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais com colar elisabetano e
diariamente, o primeiro curativo foi realizado as oito horas, sendo que ambas as feridas
foram irrigadas com solugao salina a 0,9% e posteriormente higienizadas com gaze. Em
seguida foi aplicado nas feridas tratadas 0,2mL de concentrado de plasma rico em
plaquetas de equino em concentragdo média de 1.578.750 plaquetas/mm? (+ 202.723),
produzidas no mesmo dia e ativadas com cloreto de calcio a 5% no momento do
procedimento. Nas feridas controles, foi aplicado 1,5¢ de uma pomada contendo
gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, (Vetaglds, Vetnil, Brasil).
O segundo curativo foi realizado as 20 horas, aplicando em ambas as feridas, apds
irrigadas com solucao de cloreto de sodio a 0,9%, 1,5g de Vetaglos.

Decorridos os periodos de observacao dos grupos, os coelhos foram eutanasiados
para remocao de cerca de 3,0cm das bordas e do leito das feridas. As amostras foram
fixadas durante 48 horas em formol 10%, desidratadas em solugdo de concentragdes
crescentes de etanol e incluidas em parafina. O material foi seccionado em micrétomo
Leika, modelo 2145, com 6,0um de espessura para ser confeccionado as laminas
histologicas. Os cortes foram corados pelo picrosirius red e montados entre lamina e
laminula com resina sintética e avaliadas em microscopia Optica (microscdpio Nikon
eclipse, modelo E200). Apos fotografadas as 1aminas foram analisadas com o programa
imageJ para calcular a area e a porcentagem de colageno presente em cada ferida.

Para a avaliagdo em microscopia eletronica de transmissdo Hitachi High-Tech
modelo HT7700, com aumento de 40.000 vezes, as amostras foram fixadas em solu¢ao
de glutaraldeido 2,5% durante 24 horas. Em seguida foram acondicionadas em recipiente
de vidro contendo solucdo tampao de PBS com pH de 7,2 a 7,4, tampados e refrigeradas
em geladeira a seis graus. Foram coletadas cinco amostras de cada ferida e a solucdo de
PBS foi trocada a cada sete dias até o processamento. O material foi pds-fixado em
solucdo de tetréxido de 6smio a 2% por uma hora. Adicionou-se ferrocianeto de potassio
1,25% a solugdo, durante 30 minutos. As amostras foram desidratadas em séries
crescentes de alcool a 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100% e 100% permanecendo
cinco minutos nos cinco primeiros banhos e 10 minutos nos trés ultimos. Em seguida as
amostras foram mantidas em 6xido de propileno a 100% por 10 minutos, sendo o processo
repetido por trés vezes. Posteriormente, o material foi colocado em solugdo de 6xido de

propileno e resina Epon 2:1, por 12 horas. Apos esse periodo, a solugdo foi substituida
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por outra de propor¢do de 1:1, sendo uma parte de 6xido de propileno e uma de resina
Epon, por mais 12 horas. Decorrida as 12 horas os frascos foram colocados na estufa a
37°C por 12 a 24 horas. Depois da evaporacao de todo 6xido de propileno os blocos foram
embebidos em resina pura e mantidos durante duas horas em estufa a 37°C. Apos este
periodo, as amostras foram acondicionadas em formas com resina Epon, identificadas e
mantidas em estufa a 60°C por dois dias. Posteriormente obteve-se cortes ultrafinos no
ultramicrétomo que foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo
(Bozzola e Russell, 2006).

A comparacao entre os grupos (GI, GII, GIII e GIV) em relacdo a porcentagem de
coldgeno, diametro da fibrila de coldgeno e densidade de fibrila de coldgeno por pum?
utilizou-se o teste Tukey, sendo que para os valores de “P” iguais ou inferiores a 0,05 as
diferencas das médias entre os grupos foram consideradas significativas. Também foi
realizada andlise de correlacdo linear entre estas varidveis, nas feridas controle e tratada
nos diferentes grupos de observacao, considerando nivel de significancia de 5%. Para

todas as analises foi utilizado o programa estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se precocidade na reepitelizagdo das bordas das feridas tratadas com
plasma rico em plaquetas de equino associado a aplicacao topica da pomada contendo
gentamicina, em relacdo as ndo tratadas com o plasma (Fig. 3, 5 e 7). Entretanto, ndo
ocorreu diferenca significativa entre as feridas (P>0,05), quanto a porcentagem de
colageno, nos diferentes grupos de observacao (Tab. 1). Em camundongos a porcentagem
de coldgeno se mostrou significativamente maior nas feridas tratadas com PRP, no
terceiro dia apos a lesdo em relagdo as feridas do grupo controle (De Souza et al., 2014;
De Sousa et al., 2015; Mori et al., 2014). As divergéncias dos resultados podem ser
justificadas pelas diferengas de metodologias, como as espécies de animais avaliadas, e a
coloracdo picrosirius empregada, uma vez que estes fatores podem alterar a sensibilidade

da leitura do programa imagelJ para a avalia¢do da porcentagem de colageno.
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Tabela 1. Média da porcentagem, didmetro ¢ densidade da fibrila de colageno das feridas
cutaneas de coelhos, controle e tratada com PRP e pomada de gentamicina, nos diferentes

grupos de observagao.

GI (3 dias) GII (7 dias) GIII (14 dias) GIV (21 dias)
Caracteristicas
FC FT FC FT FC FT FC FT
Colageno 41,50 A 4741 A 46,99 A 47,76 A 4430 A 43,79 A 3442 A 38,64 A
Diametro 9533C 12995AB 10498BC  13823A 3140D 97,99C 4395D 97,24C
Densidade 3400C 75,00 AB 29,00 BC 75,00 A 45,00D 109,00C 60,00D 117,00 C

FC: ferida controle, FT: ferida tratada. Médias das caracteristicas colageno (%), diametro (nm) e

densidade (fibrilas/um?) seguidos por letras diferentes diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

Para analisar a regeneragdo da derme das feridas, utilizou-se a microscopia eletronica
de transmissao para revelar os padroes de formagao do coldgeno, o didmetro individual
da fibrila de colageno e a densidade das fibrilas no local da ferida. Notou-se que o
diametro e a densidade da fibrila de coldgeno foram diferentes entre as feridas tratadas e
controles em todos os grupos de observagdo (Fig. 2, 4, 6 ¢ 8). Também verificado o
predominio de maior didmetro e de maior densidade de fibrila para as feridas tratadas
com PRP heterdlogo, associado a pomada em relagdo as feridas controles (P<0,05), (Tab.
1). O mesmo padrao foi observado em camundongos por Mori et al. (2014), os quais
referiram que as diferengas de montagem de densidade de coldgeno entre as feridas
tratada e controle desempenham importante funcao na reepitelizagdo na fase de maturacao

das feridas.

L

Figura 1. Feridas cutaneas de coe

a semelhanga macroscopica entre a ferida tratada (A) e controle (B), a fotomicrografia do grupo
I decorridos trés dias de pds-operatdrio, com presenga de crosta e semelhanca na quantidade de
colageno na ferida tratada (C), (seta) e controle (D), (seta), (Coloragdo picrosirius, aumento

Svezes ¢ escala de 100um).
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Figura 2. Eletromicrografia do grupo I decorridos trés dias de pos-operatorio. Verificar o maior
diametro e a maior densidade por campo das fibrilas colagenas na ferida tratada (A) em relagdo a

controle (B), (Aumento 40.000 vezes).

4 A

Figura 3. Feridas cutaneas de coelhos do grupo II decorridos sete dias de pos-operatorio. Observar
a reducdo de 4rea da ferida tratada (A) em comparacdo com a controle (B), a fotomicrografia do
grupo II decorridos sete dias de pos-operatorio, com presenca de crosta e semelhanga na

quantidade de coldgeno na ferida tratada (C), (seta) e controle (D), (seta), (Coloragdo picrosirius,

aumento Svezes e escala de 100um).

Figura 4. Eletromicrografia do grupo II decorridos sete dias de pos-operatorio. Observar o maior
diametro e a maior densidade por campo das fibrilas colagenas na ferida tratada (A) em relacdo a

controle (B), (Aumento 40.000 vezes).
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As fibrilas de coldgeno em feridas recentes sdo de 12 a 50nm de didmetro e sdo
embaladas de forma muito curta em feixes curvilineos e, portanto, ndo sdo prontamente
detectaveis por microscopia Optica. As fibras em feridas antigas podem apresentar um
diametro de at¢ 500nm, mas se encontram no limite da resolugdo da maioria dos
microscopios de luz (Starborg et al., 2013; Andrade et al, 2016). Observagdo nao
coincidentes como verificado neste experimento, uma vez que foi notado um diametro
maior nas feridas com trés e sete dias de pos-operatorio (Fig. 2 e 4), do que nas feridas
com 14 e 21 dias de inducdo (Fig. 6 e 8). Sendo que as tratadas com PRP apresentavam
um diametro de fibrilas de coldgeno significativamente maiores do que as do controle,
assim como a densidade de fibrila coldgena por pm? (P<0,05), (Tab. 1). Apesar da
avaliacdo da porcentagem de coldgeno, nos cortes histologicos corados com picrosirius,
ndo terem revelado diferencas entre as feridas nos diferentes grupos (Fig. 1,3,5¢ 7), a
microscopia eletronica mostrou-se sensivel na diferenga de maturagao entre as fibrilas de

colageno, tanto nas feridas controle como nas tratadas.

a reducdo de area da ferida tratada (A) em comparac@o com a controle (B), a fotomicrografia do

grupo III decorridos 14 dias de pos-operatorio, com a diminui¢do da crosta e semelhanga na
quantidade de colageno na ferida tratada (C), (seta) e controle (D), (seta), (Coloragdo picrosirius,

aumento Svezes e escala de 100um).
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Figura 6. Eletromicrografia do grupo III decorridos 14 dias de pds-operatdrio. Notar o
maior diametro e a maior densidade por campo das fibrilas coldgenas na ferida tratada
(A) em relacdo a controle (B). Em ambas as feridas ¢ notado fibrilas de elastina, (setas),

(Aumento 40.000 vezes).

Figura 7. Feridas cutaneas de coelhos do grupo IV decorridos 21 dias de pds-operatorio. Observar
a reducdo de area da ferida tratada (A) em comparac@o com a controle (B), a fotomicrografia do
grupo IV decorridos 21 dias de pds-operatdrio, com a reepitelizacdo e maior quantidade de
colageno na ferida tratada (C), (seta) em compara¢do com a controle (D), (seta), (Coloragdo

picrosirius, aumento Svezes e escala de 100um).

Figura 8. Eletromicrografia do grupo IV decorridos 21 dias de pos-operatorio. Constatar o maior

diametro e a maior densidade por campo das fibrilas colagenas na ferida tratada (A) em relagdo
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ao grupo controle (B). Presenca de fibrilas de elastina na ferida tratada (A), (seta), (Aumento

40.000 vezes).

Foi observada, em ambas as feridas, uma correlagdo linear negativa significativa
(P<0,05) entre o didmetro (nm) e a densidade da fibrila por um? (r = -0,14) e uma
correlagdo negativa significativa (P<0,01) entre o didmetro da fibrila e a porcentagem de
colageno (r = -0,16). Observadas nas avaliagdes histologicas realizadas por meio da
coloragdo picrosirius. Notou-se que quanto maior o diametro da fibrila de coldgeno menor
¢ a sua densidade por um? e, portanto, menor a sua porcentagem no tecido lesado. No
entanto, ndo foi percebida, pela coloragcdo picrosirius, diferenga significativa na
porcentagem de colageno nas feridas durante os tratamentos (P>0,05), uma vez que a
avaliagdo histologica se demonstrou pouco sensivel. Caracteristica verificada com maior
frequéncia nas feridas com trés e sete dias pos indugdo, ou seja, no grupo I e no grupo II,
respectivamente. Durante a fibroneogénese podem existir a interagdo de dois ou mais
tipos de coldgeno dentro de uma fibrila ou a sua interagdo com a matriz interfibrilar,
determinando assim o seu diametro (Birk et al., 1990; Aleixo ef al., 2011; Hermeto et al.,
2012, Minamimura et al., 2014). Experimentos realizados com tecido corneano, tratados
com plasma rico em plaquetas, observou-se ampla gama de didmetros, os quais
diminuiram progressivamente ao longo do periodo ap6s indugao (10%, 144 & 39nm, 20%,
101 = 30nm, 30%, 85 £ 21nm), (Birk et al., 1990; Arora et al., 2016; Chang et al., 2017).

Apesar das caracteristicas distintas entre os tipos de colageno I, presente na cornea e
colageno tipo III na pele, verificou-se o padrdo semelhante ao observado neste estudo,
onde o diametro da fibrila colagena diminui @ medida que o periodo decorrido pos lesdao
progride. Demostrando assim, desiguais graus de maturidade da fibrila de colageno nos

diferentes grupos de observagao.

CONCLUSOES

A aplicacdo topica do plasma rico em plaquetas de equino associada com a pomada
contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, em feridas de pele
em coelhos, ¢ eficaz na maturacdo mais precoce das fibrilas colagenas, antecipando o

processo cicatricial.
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A coloragdo picrosirius ndo foi sensivel para a avaliacdo das fibras coldgenas nos
diferentes grupos, enquanto que a microscopia eletronica de transmissdo foi o melhor
método de avaliagao.

A maturagdo da fibrila colagena ¢ determinada pelo didmetro e pela densidade da
fibrila coldgena por area, ou seja, quanto menor o didmetro da fibrila maior sera sua

densidade por area e maior o seu grau de maturacao.
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APENDICE A- Normas da Revista: Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, referentes aos capitulos 2 e 3

INSTRUGCOES AOS AUTORES
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian
Journal of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162
(on-line), é editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a
publicagdo de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia,
tecnologia e inspecgao de produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicagdo sdo submetidos a aprovagao do
Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos cujos
textos necessitarem de revisdes ou correcdes serdo devolvidos aos autores. Os
aceitos para publicagdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (ABMVZ) citado como Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores
sao responsaveis pelos conceitos e informacgdes neles contidos. Sao imprescindiveis

originalidade, ineditismo e destinagao exclusiva ao ABMVZ.

Reproducgao de artigos publicados

A reprodugdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja
corretamente referenciado. Nao é permitido o uso comercial dos resultados. A
submissao e tramitagcdo dos artigos & feita exclusivamente on-line, no endereco

eletrénico <http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>. Nao serido fornecidas

separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no enderego www.scielo.br/abmvz.
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Orientagoes Gerais

e Toda a tramitagdo dos artigos € feita exclusivamente pelo Sistema de
publicacdo online do Scielo -  ScholarOne, no endereco

http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo sendo necessario o

cadastramento no mesmo.

« Leia "PASSO A PASSO - SISTEMA DE SUBMISSAO DE ARTIGOS POR
INTERMEDIO DO SCHOLARONE"

e Toda a comunicacao entre os diversos autores do processo de avaliagao e de
publicagao (autores, revisores e editores) sera feita apenas de forma eletrénica
pelo Sistema, sendo que o autor responsavel pelo artigo sera informado
automaticamente por e-mail sobre qualquer mudanca de status do mesmo.

o Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e quando
solicitados pela equipe de editoragdo também devem ser enviados, em
separado, em arquivo com extensao JPG, em alta qualidade (minimo 300dpi),
Zipado, inserido em “Figure or Image” (Step 6).

« E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que
cada um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclus&o de seu
nome no texto submetido.

« O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio de correspondéncia
eletrbnica, a participacdo no artigo. Caso um dos produtores do texto nao
concorde em participar como autor, o artigo sera considerado como desisténcia

de um dos autores e sua tramitagao encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar cépia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovacéo
do Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica
no Uso de Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O
documento deve ser anexado em “Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o
numero do Certificado de Aprovagao do Projeto deve ser mencionado no campo

Material e Métodos.
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Tipos de artigos aceitos para publicagao

Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de
que os resultados sao posteriores ao planejamento da pesquisa. Se¢des do texto:
Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagcado (somente na "Title Page" — Step 6),
Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou
Resultados e Discussédo), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias. O numero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras

e Referéncias. O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas em que o resultado é anterior ao
interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados n&o é planejada. Sec¢des
do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na "Title Page" -
Step 6), Resumo, Abstract, Introdugao, Casuistica, Discussédo e Conclusdes (quando
pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e Referéncias. O numero de paginas
nao deve exceder a dez, incluindo tabelas e figuras. O numero de Referéncias nao

deve exceder a 12.

Comunicagao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental digno de
publicagdo, embora insuficiente ou inconsistente para constituir um artigo cientifico.
Segodes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente na "Title
Page" - Step 6). Deve ser compacto, sem distingao das sec¢des do texto especificadas
para "Artigo cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando a Comunicagéao for
redigida em portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida em inglés deve
conter um "Resumo”. O numero de paginas n&o deve exceder a oito, incluindo tabelas

e figuras. O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
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Preparacao dos textos para publicagao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.

Formatagao do texto

« O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das secdes do artigo, deve ser
apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document”
(Step 6), no formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior, direita e
esquerda), na fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no espagamento de
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e secbes do artigo (do titulo as

referéncias), com linhas numeradas.

o Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome

do produto, substancia, empresa e pais.

Segdes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao
ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiagao: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e o seu e-mail para
correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step
6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 200
palavras em um so6 paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de
literatura. Incluir os principais resultados numeéricos, citando-os sem explica-los,
quando for o caso. Cada frase deve conter uma informagao completa.
Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas na submiss&o usar
somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword (inglés)
quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o artigo for

submetido.
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Introdugao:Explanagcdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos , bem
como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas
referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descri¢ao
dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados
deverao constar obrigatoriamente o numero do Certificado de Aprovacao do
CEUA. (verificar o Item Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separagao dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em algarismo arabico e
ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto
e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.:
Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espagamento simples e fonte de tamanho
menor que 12 (o menor tamanho aceito é oito). A legenda da Tabela deve conter
apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira
citacao.

Figura. Compreende qualquer ilustragdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, gréfico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e
€ citada no texto como Fig seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Fig.1),
mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do
texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato JPG com alta
qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de submissao, na tela
de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do
texto de preferéncia apo6s a sua primeira citacao.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informagcdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a

correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.
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Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secbes
Resultados e Discussao poderao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusoées: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada
e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discusséao,
repeticao de resultados e especulagdes.

Agradecimentos: N&o obrigatério. Devem ser concisamente expressados.
Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas.
Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensaveis. Sao adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ,

conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citagdes no texto:

A indicagao da fonte entre parénteses sucede a citagido para evitar interrupgéao
na sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88);

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al.,, 1979), sempre em ordem
cronoldgica ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citagdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situagdes excepcionais pode-se reproduzir a informagao ja
citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao
consultado com o ano de publicagao, seguido da expresséao citado por e o sobrenome
do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a

fonte consultada.
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Comunicagdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citagdo coloca-se o
sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor é

vinculado.

2. Peridédicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés

autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses
in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicagao avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores

citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.AM.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974,
S&o Paulo. Anais... Sado Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences,
1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola

de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro

autores citar trés autores et al.):
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QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American

Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critca16.htm>.
Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald,

1994.

Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-

RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submissao e de publicagao

Taxa de submissdo: A taxa de submissdo de R$60,00 devera ser paga por
meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletrobnico do Conveniar

http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necessario preencher

cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissdo serdo avaliados.
Caso a taxa nao seja quitada em até 30 dias sera considerado como
desisténcia do autor.

Taxa de publicagao:. A taxa de publicagdo de R$150,00 por pagina, por
ocasiao da prova final do artigo. A taxa de publicagdo devera ser paga por meio
de depdsito bancario, cujos dados serao fornecidos na aprovacgao do artigo.
OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do
autor de contato deve ser enviado um e-mail para

abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one

hundred dollars) per page, and US$50,00 (fifty dollars) for manuscript

submission and will be billed to the corresponding author at the final proof of the
article. The publication fee must be paid through a bank slip issued by the
electronic article submission system. When requesting the bank slip the author

will inform the data to be intle invoice issuance.
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Recursos e diligéncias

No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas pelo ABMVZ
ou documento de recurso o mesmo devera ser anexado em arquivo Word, no
item “Justification” (Step 6), e também enviado por e-mail, aos cuidados do

Comité Editorial, para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

No caso de artigo nao aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso

o0 mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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APENDICE B- Oficio nimero 034/2016, do comité de ética em experimentacdo animal
(CEEA) da Universidade de Uberaba
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