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RESUMO

Mediante ao crescente mercado e interesse por novas ciéncias que visam auxiliar ou melhorar
o tempo de cicatrizagdo de feridas, ¢ importante que o cirurgiao tenha conhecimento dos fatores
que levam a recomposi¢do do tecido ou, ao menos, a continuidade epitelial. A pele ¢ um dos
6rgdos mais importantes, ja que faz a protecdo do ambiente interno do externo, mantendo a
homeostase e regulando a temperatura. Objetou -se com esse estudo verificar a agdao do
colageno tipo II no processo de reparacdo de feridas cutaneas excisionais criadas
experimentalmente em ratos Wistar. Foram utilizados 54 ratos Wistar machos, com peso
aproximado de 300 gramas foram submetidos a criacdo de uma ferida excisional de pele, de
7,5mm préximo da cernelha. Diariamente, apos a cirurgia, os animais dos grupos “controle
positivo” e tratado com UCII eram submetidos a limpeza da ferida utilizando gaze embebida
em agua ultrapura. Sendo que no grupo controle positivo, apds a limpeza era instilado 1 mL de
agua ultrapura sobre o ferimento. J4 no grupo tratamento, imediatamente apos a limpeza, a
ferida era coberta por uma a pelicula de colageno bovino ndo hidrolisado que foi hidratada no
ferimento. As amostras foram submetidas as analises macroscopica, de colageno total onde foi
possivel constatar que, no grupo tratado, houve aumento na porcentagem de coldgeno na ferida
e diminui¢do significante de crosta, significando que a taxa de cicatrizagcdo foi mais rapida no

grupo tratado.

Palavras-chave: Colageno ndo hidrolisado; Fatores de crescimento; Feridas; Injuria.



ABSTRACT

Due to the growing market and interest in new sciences that aim to help or improve wound
healing time, it is important that the surgeon is aware of the factors that lead to tissue
recomposition or, at least, to epithelial continuity. The skin is one of the most important organs,
as it protects the internal environment from the external one, maintaining homeostasis and
regulating temperature. The aim of this study was to verify the action of type II collagen in the
repair process of excisional skin wounds created experimentally in Wistar rats. A total of 54
male Wistar rats, weighing approximately 300 grams, were submitted to the creation of a
7.5mm excisional skin wound near the withers. Daily, after surgery, animals in the "positive
control" and UClI-treated groups were submitted to wound cleaning using gauze soaked in
ultrapure water. In the positive control group, after cleaning, 1 mL of ultrapure water was
instilled over the wound. In the treatment group, immediately after cleaning, the wound was
covered by a film of non-hydrolyzed bovine collagen that was hydrated in the wound. The
samples were submitted to macroscopic analysis of total collagen where it was possible to verify
that, in the treated group, there was an increase in the percentage of collagen in the wound and
a significant decrease in crust, meaning that the healing rate was faster in the treated group.

Keywords: Unhydrolyzed collagen; Growth factors; Wounds; Injury.
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1 INTRODUCAO

Progressos recentes na pesquisa sobre gerenciamento de feridas expandiram
consideravelmente o conhecimento dos processos envolvidos no reparo de lesdes. Injurias sao
danos fisicos que resultam em um efeito de abertura ou deletério na pele (UDHAYAKUMAR
et al., 2017).

O campo de tratamento de feridas aparentemente contém tantas opgdes ¢ modalidades
de tratamento diferentes quanto profissionais dispostos a realizar tal tratamento. Embora muitos
cirurgides confiem e obtenham bons resultados com tratamentos "experimentados e
verdadeiros" mais antigos, continua um fluxo constante de novos produtos e tecnologias para
adicionar ao arsenal do tratamento de feridas. Alguns desses produtos sdo atualizacdes ou
variagdes aprimoradas de tratamentos anteriores, enquanto outros sdo o resultado de campos de
estudo inteiramente novos. Como em qualquer novo produto, muitas vezes a preocupagao para
a introducao no uso clinico precede um estudo controlado adequado e a eficacia ¢ entdo definida
pela experiéncia clinica. Isso pode levar a perguntas nao respondidas sobre o uso e as indicacdes
apropriadas (MURPHY; EVANS, 2012). Acredita-se, portanto, que a cicatrizacdo de feridas
tenha recebido muita aten¢ao, tanto do ponto de vista cientifico basico quanto da perspectiva
dos negdcios. A ciéncia bésica de como uma ferida cicatriza ¢ fascinante, com novas
descobertas elucidando mecanismos de reparo fisioldgico de feridas constantemente sendo
relatadas (HAN; CEILLEY, 2017).

Nos ultimos anos, os pesquisadores se concentraram em projetar novos materiais de
cicatrizagdo de feridas a base de colageno, considerando sua poténcia de cicatrizacdo,
biocompatibilidade superior, durabilidade e menor imunogenicidade, em comparagdo com
outros produtos (UDHAYAKUMAR et al., 2017). Foi relatado o uso de pelicula de colageno
quitosano-revestido para regular os metabolitos envolvidos no processo de cicatrizacdo para
constatar a biocompatibilidade in vivo de filmes coldgenos derivados de uma nova fonte a
camada do rumen bovino (SHANKAR et al., 2016).

O cuidado de feridas tornou-se cada vez mais importante, dado o surgimento de feridas
cronicas e a morbidade associada a elas. Um conceito importante no tratamento de feridas € o
papel do desbridamento ou a remogao de material nao viavel do tecido. Isso pode ser alcancado
através de mecanismos cirurgicos ou enzimaticos. Em ambos os casos, o objetivo € expor
tecidos saudaveis e bem vascularizados, capazes de proliferar e povoar o leito da ferida por
meio da migragdo celular epitelial, em vez de manter componentes necroticos, que servem
apenas como combustivel para a infec¢ao e impede a cicatrizagao de feridas (HAN; CEILLEY,

2017).
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O colageno ¢ uma proteina fibrosa que desempenha um papel importante na
manutencdo da integridade bioldgica e estrutural da matriz extracelular (MEC) e fornece aos
tecidos forca mecanica e fungdes fisioldgicas (FELICIAN et al., 2018). O campo de produtos
biologicos para feridas visa acelerar a cicatrizagao aumentando ou modulando esses mediadores
inflamatérios. Embora a maioria das investigacdes sobre essas substancias sejam pequenos
estudos de laboratdrio, existem alguns beneficios claros nas investigagdes clinicas (MURPHY
EVANS, 2012).

Mediante uma injuria tissular, varios processos hemostaticos sdo iniciados na tentativa
de diminuir perda sanguinea e elementos quimiotaticos, como receptores ¢ macrofagos, por
exemplo, sdo convocados para que a ferida se mantenha livre de patdogenos e o contato com o
meio externo seja evitado. Geralmente os eventos de cicatriza¢do sdo divididos em trés fases
principais de: inflamatdria, proliferativa e remodelagao (HAN; CEILLEY, 2017).

As feridas encolhem nas fases finais; a medida que os fibroblastos se movem, eles
puxam as fibras de colageno. Esse processo reduz cicatrizes e reduz feridas abertas e ¢ chamado
de contragdo. E influenciado por fatores de crescimento e inibido por esteroides anti-

inflamatorios (HUNT; HOPF, 1997).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Injurias tissulares

O processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas ¢ incrivelmente complexo, dependente
de uma intera¢do complexa entre varios fatores altamente regulados que trabalham em conjunto
para restaurar a pele lesionada em direcdo centripeta a fungdo de barreira reparada. Essa
sequéncia de eventos ocorre normalmente na grande maioria das feridas superficiais; no
entanto, pode dar errado em varias etapas ao longo do caminho, especialmente com estados de
doenga subjacentes, como diabetes. Quando a cicatrizagdo da ferida ndo progride normalmente,
pode ocorrer uma ferida cronica e isso representa um O6nus significativo para o paciente e
expectativas médicas (HAN; CEILLEY, 2017)

Com o objetivo de diminuir o tempo desse processo e buscando a composi¢do,
morfologia e funcionalidade inicial da pele. A restauragdo dos tecidos compreende em dois
mecanismos, sendo eles: a regeneracdo e cicatrizagdo (ABLA, 1995; SANTOS, 2000). A
regeneragdo compreende em restauracdo tissular “’original’’ na auséncia da formacdo de
cicatriz (somente observada no desenvolvimento embriondrio) e cicatrizagdo uma replicacao
celular em um ambiente modificado em comparacao ao anterior a injuria (WIEMAN, 1998).

Mediante um evento de lesdo (por exemplo, térmica, materiais perfuro cortantes,
antigeno, anticorpo) que perturba o ambiente local, principalmente por danificar sua
microcirculagdo. As plaquetas agregam e liberam uma variedade de fatores de crescimento de
seus granulos. A coagulagdo resultante obstrui os vasos e evita a exsudagdo vascular, mas
também aumenta a area de circulagdo prejudicada. A fibrina contribui com sequéncias do tipo
fator de crescimento e quimiotaxia. A microcirculagdo ¢ entdo ainda mais perturbada por uma
descarga de bradicinina e complemento e liberacdo de histamina pelos mastocitos (HUNT;
HOPF, 1997).

Ferida de espessura parcial (derme incompleta): ocorre apds muitos procedimentos
dermatologicos como a dermoabrasdo, por exemplo. Pode também ser causada por
traumatismos. A reparacao faz-se pela reepitelizagdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado
da pele adjacente nao acometida. Como resultado final tem-se uma cicatriz praticamente
imperceptivel. J4 as feridas de espessura total (derme completa ou extensdo do tecido celular
subcutaneo) necessitam da formacdo de um novo tecido, granulagdo. A epitelizagdo, base da
cicatrizagdo nas feridas de espessura parcial, acontece apenas nas margens da ferida. Nesse
caso, a cicatriz € totalmente perceptivel e muitas vezes, pronunciada (ex. queloides)

(MANDELBAUM,2003).
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2.2 Reparacao de injurias

A cicatrizacao de lesdes tissulares envolvendo regeneragdo de tecidos € um processo
bioldgico desafiante. Um curativo eficaz da ferida deve protegé-la contra infecgdes secundarias,
manter um ambiente imido apds a absor¢do dos exsudados da mesma, proporcionar troca
gasosa adequada e exibir boa biocompatibilidade com tecidos e sangue (SHEN et al., 2017). O
processo bioldgico de cicatrizacao de feridas ¢ o mesmo para todas os tipos de injuria de tecidos,
mas 0s mecanismos especificos podem variar (figura 2). Feridas superficiais e as vezes de
espessura média completam a cicatriza¢do principalmente por meio da epitelizagdo e passam
pelo processo de reparo mais rapido do que feridas totalmente espessas, que dependem
principalmente do processo de contracdo. Ao contrario das feridas agudas, as feridas cronicas
podem nao progredir nas fases de cicatrizacdo de maneira ordenada, levando a inflamacao
persistente, lesdes repetidas e infecgdo (HANKS J, SPODNICK G., 2005).

A maioria das func¢des essenciais da pele retornara a uma ferida. No entanto, isso requer

a “convocagao’’ de varias c€lulas inflamatorias, receptores, citocinas, fatores de crescimentos,

moléculas da matriz e nutrientes ao local da ferida, com um aumento concordante na demanda

metabolica. Esses processos ocorrem simultaneamente e geralmente sdo divididos em trés fases

principais de cicatrizagdo: inflamatoria, proliferativa e remodela¢dao (HAN; CEILLEY, 2017).

A hemostasia ¢ iniciada por fatores de coagulacdo que resultam na formagdao de uma

rede de fibrina, que produz um codgulo na ferida, causando a parada do sangramento (KIM et
al., 2011).

2.2.1 Faseinflamatéria

O estagio da inflamacdo comeca imediatamente apds uma lesdo, primeiro com
vasoconstricdo que favorece a homeostase e libera mediadores da inflamacdo, dura em média
de 3 a 7 dias. Caracterizada principalmente por ser a fase na qual sdo liberados quimiotaticos
para recrutamento de células inflamatorias, fatores de crescimento e ativacdo de células
importantes para a reparagdo da injuria. E observada nessa fase que a ferida contém o coagulo
anteriormente descrito, exsudato serosanguinolento ou purulento, sem presenca de tecido de
granulagdo e aproximagdo das bordas, descrito como processo de contragdo.
(UDHAYAKUMAR et al., 2017).

O primeiro evento ocorre apds o sangramento do ferimento e promove limpeza e
preenchimento da ferida em questdo, removendo antigenos e microrganismo. Logo apds, em
condi¢des normais, cessamento do sangramento e formagao de um tampao plaquetario primario
e coagulo sanguineo. Poucos minutos apds o ferimento, os vasos sanguineos se contraem,

reduzindo a hemorragia, auxiliando na agregacao de plaquetas e contendo fatores de cura para
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o ambiente da ferida. As plaquetas aderem ao colageno vascular exposto e também umas as
outras por meio de glicoproteinas adesivas, como fibrinogénio, fibronectina e fator de von
Willebrand, resultando no tampao plaquetario primario (HANKS; SPODNICK, 2005). A crosta
formada previne hemorragias e promove protecao a ferida e o processo de reparagao ocorre sob
ela. As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento (como mostrados na tabela 1) como
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador beta
(TGFp) e fator de crescimento epidérmico (EGF), bem como proteases ¢ as aminas vasoativas
serotonina e histamina (HARDING; et al. 2002).

Os macrofagos ndo apenas fagocitam e digerem tecidos inviaveis e neutrofilos restantes,
mas também secretam fatores de crescimento e citocinas que promovem a proliferagao de
tecidos e a migracao celular.

O inicio da cascata de coagulagdo no local da lesdo resulta na clivagem proteolitica do
fibrinogénio pela enzima trombina, formando um coagulo de fibrina insoluvel que retém os
tecidos danificados e forma a matriz extracelular amorfa (MEC). Esta matriz (¢ composta por
nanofibras de colageno) contribui para a formacao de tecido de granulagdo através da produgdo
de um andaime ou canal para a migragao e ativacdo de fibroblastos (JUDITH et al., 2010). A
MEC ¢ definida como a colecao diversificada de proteinas e agucares que rodeiam as c€lulas
em todos os tecidos solidos. Esse compartimento de tecido fornece suporte estrutural, e isso
define a forma e as dimensdes caracteristicas dos o6rgdos e tecidos complexos. A MEC ¢
composta principalmente de uma intrincada malha interligada de coldgenos fibrilares e ndo
fibrilares, fibras elasticas e glicoproteinas ndo coldgenas contendo glicosaminoglicano (GAG)
(hialuronano e proteoglicanos) (COX; ERLER, 2011).

2.2.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa na cicatrizagdo ¢ caracterizada pela formacdo de tecido de
granula¢do (figura 1) principalmente por fibroblastos e angiogénese. Apds cerca de 3 dias da
ferida inicial, a fase proliferativa gira em torno dos fibroblastos e da producdo de coldgeno e
substancia fundamental que formarao a base do suporte de tecido da area anterior da ferida
(figura2). Enquanto isso, as células endoteliais entram em uma fase de rapido crescimento e a
angiogénese ocorre dentro do tecido de granulacdo, criando uma rica rede vascular promovendo
botdes endoteliais na lesdo e neutréfilos e macréfagos fardo o papel de modificar a MEC
temporaria onde o tecido de granulagdo ira se formar (figura 1), essa € area muito ativa de
cicatrizagdo. Apds cerca de 2 a 3 semanas, a ferida passa para uma fase de remodelagao ou
matura¢ao (HAN; CEILLEY, 2017).

Os fibroblastos replicam e migram principalmente em resposta a fatores de crescimento
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€ quimiotaxia, promovem coldgeno, elastina e reticulina que vao compor a MEC. A extensao
da fibroplasia ¢ proporcional a tensao do oxigénio (SHANKAR et al., 2016). Quanto maior for
o tecido de granulagdo composto na ferida, maior serd o nimero de queratindcitos, que iniciam
o processo de reepitelizagio. E importante a presenga de 4gua no processo de cicatrizagio, pois
auxilia na migracdo de células epiteliais, portanto, ¢ necessario que a ferida esteja imida
(HARDING, 2002)

Na ferida os fibroblastos adotam um fenotipo sintético de colageno (miofibroblastos)
sob a influéncia de fatores de crescimento e a alta concentracdo de lactato. O lactato e alguns
fatores de crescimento regulam a sintese de mRNA do colageno e a atividade das oxigenases
que hidroxilam os residuos prolina e lisina. A hidroxilagdo permite que os peptideos de
colageno se agregam em hélices triplas. A estrutura helicoidal tripla € necessaria para permitir
a liberacdo da célula e confere forca ao tecido,o processo de contracdo deve ser acompanhado,
pois pode ocorrer contracdo em excesso, comprometendo a elasticidade natural da epiderme
quando essas unidades se condensam em fibras de colageno. A atividade das hidroxilases
depende criticamente da vitamina C e da tensdo do oxigénio no tecido. A for¢a da ferida,
resultante da deposi¢do de colageno, €, portanto, altamente vulnerdvel as varidveis respiratorias

e de perfusao (HUNT; HOPF, 1997).

Figura 1. Tecido de granulagdo em MPD de céo.
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2.2.3 Fase de remodelacao

Remodelacgdo ocorre no coldgeno e na matriz; dura meses e € responsavel pelo aumento
da forga de tensdo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. O estdgio de
remodelagdo ¢ um passo final que envolve reformulacao e aprimoramento dos componentes da
fibra de colageno recém-formada que aumenta a resisténcia a tracao do tecido e pode durar de
seis meses até anos, depende do tamanho e gravidade da injuria (UDHAYAKUMAR et al.,
2017).

Reformulacdes dos coldgenos, melhoria nos componentes das fibras coldgenas,
reabsorcao de dgua sdo eventos que permitem uma conexdo que aumenta a forca da cicatriz e
diminui sua espessura. As colagenases e outras proteases produzidas por macrofagos e células
epidérmicas dao dire¢do correta as fibras colagenas difusas. A neoformagdes vasculares
diminuem, e tardiamente a cicatriz ¢ considerada avascular. Uma cicatrizagdo normalmente tem
aproximadamente 80% da forca de tensdo da pele normal, ndo ¢ volumosa e ¢ plana; sua
coloracdo pode variar de rosada a esbranquica (MANDELBAUM, 2003).

Os fatores de crescimento: FGF, PDGF, TGF-p, citocinas, enzimas proteoliticase e
colagenases (tabela 1) regulam a sintese e a lise de colageno, passando a ser mais organizado e
gerando aumento na forga de tensdo. O aspecto macroscopico do tecido se mostra como uma
superficie epitelial rosada com a pele mais espessa e contracao das bordas da ferida ¢ evidente
(HANKS;, SPODNICK 2005).

O TGF-p contribui para a cicatrizagdo de feridas, em parte através da estimulacdo da
vascularizagdo, proliferacdo de fibroblastos, diferenciacdo de miofibroblastos, sintese de

colageno, formacgao de tecido de granulacao e reepitelizagdo (BECK et al, 1991).
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Tabela 1. Fatores de crescimento importantes da cicatrizagdo de feridas.

Célula de origem Funciao

PDGF plaquetas, macrdgagos, células endoteliais Estimula a angiogénese
Estimula a contragdo da ferida

TGF-a macréfagos,linfécitos T , queratindcitos Mitogénicos para queratindcitos
e fibroblastos
Estimula a migracgao de

queratindcitos
TGF-p plaquetas, macréfagos, células endoteliais, Quimiotaxia celular
Linfocitos T, queratindcitos Estimula a fibroplasia

Estimula a angiogénese

ECF plaquetas, macréfagos Mitogénicos para queratindcitos
Estimula a migracio de queratindcitos

BFGF macrdfagos, mastocitos, linfécitos T, Quimiotatica para fibroblastos
Células endoteliais Mitogénico para fibroblastos
Estimula a angiogénese

VEGF células endoteliais estimula a angiogénese
interleucinas de macréfagos,
mastocitos, linfécitos

induzem febre
Ativa neutrdfilos, macréfagos, células T
Induz liberacdo de ACTH
KCF queratindcitos estimulam a epitelizagao
Histamina Mastocitos Vasodilatagdo, permeabilidade vascular

Fonte: Autoria propria, 2021.
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Figura 2. Interrelacdo fundamental das fases de cicatrizagdo de feridas -inflamag@o (azul), proliferacdo (laranja)
e remodelagdo do tecido(roxo).

Injuria no
tecido

Coagulagdo de Fibroblastos
plaquetas >
inflamacgao
Desbridamento . oy
¢ resisténcia Llnf(?(iltos v
para infecgdo Macroétagos ~
contragao
angiogénese Sintese de
proteoglicano

v

Lise de
colageno

Sintese de
colageno -«

epiderme

Ferida
Curada

Fonte: Autoria propria, 2021.
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2.3 Terapia topica das lesoes

Segundo Blanes (2004), ¢ necessario favorecer condi¢des locais através de terapia
topica adequada viabilizando o processo cicatricial. A terapia topica de feridas € norteada pelos
seguintes principios: remover tecidos necréticos e corpos estranhos do leito da ferida,
identificar e eliminar processos infecciosos, obliterar espagos mortos, absorver o excesso de
exsudato, manter o leito da ferida imido, promover isolamento térmico e proteger a ferida de
traumas e invasdo bacteriana. A limpeza e cobertura caracterizam as etapas da terapia topica.

De acordo com Yamada (1999), limpeza se refere ao uso de fluidos para, suavemente
remover bactérias, fragmentos, exsudato, corpos estranhos, residuos de agentes topicos, o
desbridamento consiste na remogao de tecidos necrosados aderidos ou de corpos estranhos do
leito da ferida, usando técnicas mecanica e/ou quimica. Os tipos de desbridamento diferem-se
pelos métodos: autolitico, enzimatico ou quimico, mecanico e cirurgico/instrumental.

Um curativo oclusivo imido ajuda a suportar a fase inflamatdria, criando um ambiente
com baixa tensdo de oxigénio (ativando fatores como fator indutivel por hipdxia-1) e também
aumenta a taxa de reepitelizacdio (HAN; CEILLEY, 2017). Alguns fatores também sdo
fundamentais para a reparacdo tissular, tais como: idade, estado nutricional, vascularizagao,
condi¢des sistémicas, infeccdo, fatores mecanicos, presenga de corpos estranhos (como
fragmentos de tecidos desvitalizados) e linhas de tensdo (BLANES, 2004).

2.4 O colageno como opcao para tratamentos

O tratamento bem-sucedido da ferida envolve a otimizagdo das condi¢des locais e
sistémicas do paciente em conjunto com um ambiente ideal para a cicatrizagdo de feridas.
Muitos produtos diferentes foram desenvolvidos para influenciar esse ambiente da ferida,
fornecendo uma area livre de patogenos, protegida e imida para a cura. Atualmente, produtos
mais recentes estdo sendo usados para substituir ou aumentar varios substratos na cascata de
cicatrizagdo de feridas. (MURPHY; EVANS, 2012).

Avancgos recentes no desenvolvimento de curativos avangados tém visto o uso de
materiais € / ou a incorporagdo de produtos bioldgicos capazes de estimular ou promover
eventos na cicatrizagcdo de feridas, desde a migracao celular até a produgdao de componentes da
matrix extracelular. (FARRUGIA et al; 2018). Pensando dessa forma, o colageno ¢ um
biomaterial que apresenta mais uso na industria farmacéutica por conta de sua seguranga e
biocompatibilidade tecidual. Além de ser um material biodegradavel com aproveitamento
multiplo. As aplicacdes do coldgeno derivam em tratamentos oftalmicos, para queimaduras de
pele, pomadas topicas e até mesmo na industria alimenticia. Ele desempenha um papel

importante na composi¢ao organica e varias expressoes funcionais nas células. As propriedades
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tensoativas e elasticas desse componente contribuem para a eleicdo do seu uso se comparado a
outros polimeros. (FONSECA et al., 1996).

O colageno ¢ um dos principais componentes do corpo animal e ¢ encontrado em
grandes quantidades nos tendoes, ossos, pele, cornea e cartilagem. Grande debate sobre a
formacdo de moléculas de colageno em fibrilas levou a um consenso sobre a importancia da
estrutura das fibras de colageno nos ultimos anos. Houve também progresso na descri¢dao da
relacdo entre a estrutura e os mecanismos de deformagdo dos tecidos ricos em colageno. Os
principios para crescimento de fibrilas de coldgeno em estruturas de maiores propor¢des sempre
sdo objeto de estudos nos dias atuais. (FRATZL, 2003)

O colageno ¢ um bom material de base para curativos em potencial e também possui
baixa antigenicidade, boa biocompatibilidade e capacidade de promover a proliferacdo e
fixagdo celular. Foi processado em uma variedade de formas fisicas, incluindo minicrotas,
comprimidos e nanoparticulas, para uso como veiculo de entrega de medicamentos e genes,
suspensao injetavel para aumento de tecidos moles, matrizes para curativos de feridas e como
uma construgdo para vasos sanguineos projetados, valvula cardiaca, tenddo e substitutos da pele
(JUDITH et al., 2010). O colageno também faz boa quimiotaxia para células necessarias para a
formagdo de tecido de granulacdo (PAL et al., 2016). O coldgeno e os materiais matriciais a
base de coldgeno sdo os biomateriais mais usados na engenharia da pele, tecido conjuntivo e
tecido nervoso (PANELTHANGAVELUMUTHUKUMAR et al., 2014). Possui uma das
principais proteinas estruturais da maioria dos tecidos e € capaz de se inserir no complexo de
fibrilas sob as condicdes fisicas (VEERURAJ et al., 2019).

Acredita-se que o colageno ajude a facilitar um ambiente que atraia tipos de células
essenciais e receptores para que a ferida se cure, a0 mesmo tempo em que empobrece fatores
negativos, como radicais livres e proteases (HAN; CEILLEY, 2017).

2.5 Fatores que podem interferir na reparacio tecidual

Por se tratar de um processo muito complexo, amplo e que envolve uma sincronia de
eventos bioquimicos e moleculares, a cicatrizagdo pode sofrer interferéncias por varios de
fatores (tabela 3) que causam desordem em algum componente ou interrup¢dao de qualquer
estdgio, resultando em atraso cicatricial, cronicissidade ou ferida incuravel (HANKS;
SPODNICK, 2005).

Na Tabela 2, tem-se alguns dos possiveis fatores que podem interferir na cicatrizagao

de feridas:



Tabela 2. Fatores que interferem na cicatrizagdo de feridas.

Hospedeiro
Idade
Doengas Imunossupresoras
Desnutrigdo

Doencas Hepaticas
Hipoadrenocorticismo
Diabetes Mélito

Uremia

Obesidade

Intrinsecos
Corpo estranho
Temperatura
Umidade
Infecgoes
Vascularizagdo
Trocas Gasosas
Laceracao
Necrose

Externos
Corticéides
Manejo errado
Citotoxia por solugdes
Estresse
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Fonte: Autoria propria, 2021.
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3 OBJETIVOS
Objetou -se com esse estudo verificar a acao do colageno tipo Il no pocesso de reparagdo

de feridas cutaneas excisionais criadas experimentalmente em ratos Wistar.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de execucio

O-experimento foi realizado no Laboratorio de Experimentacio Animal do Biotério

Central da Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU).
4.2 Animais

O trabalho foi aprovado pela comissdo de ética na utilizagdo de animais sobre o
protocolo de registro CEUA/UFU 020/20 (Anexo I).

Para este experimento, foram utilizados ratos Wistar, cedidos pela Rede de Bioterismo
da Universidade Federal de Uberlandia, sendo 54 animais machos, com peso aproximado de
300 gramas e idade de 12-15 semanas.

Os ratos foram mantidos em microisoladores na Rede de Bioterismo da Universidade
Federal de Uberlandia durante o periodo do experimento. A racdo e a d4gua foram oferecidas ad
libitum e o ambiente possuira temperatura controlada de 22°C (+ ou - 2°C), luminosidade no
sistema de 12 horas claro/12 horas escuro e com controle de exaustdo de ar.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos em
pesquisa animal recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal, apés aprovacio da Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia.

4.3 Procedimento cirirgico

Para a confeccdo da ferida cirirgica, os animais foram submetidos a anestesia
intramuscular, com cloridrato de quetamina 10%, na dose de 100 mg/kg, e cloridrato de xilazina
2%, na dose de 15 mg/kg. Através de méscara facial, foi feita a manutengdo anestésica com
uma concentragao de isofluorano variando entre 2-3 V% (FLECKNELL, 2009), concentracao

minima para que os animais atinjam o 2° plano do 3° estagio anestésico de Guedel.
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Figura 3. Animal em aparelho anestésico no pré-operatorio.

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Os animais foram posicionados em decubito ventral e apds tricotomia foi realizada

antissepsia da regido com alcool iodado a 3% (Figura 5).

Figura 4. Posicionamento em decubito ventral e utilizagdo de mascara para manutencdo anestésica. (A)
tricotomia por arrancamento piloso. (B) realizagdo de antissepsia.
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;

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Um trépano de 7,5 mm de diametro foi utilizado para a demarcagdo da area da pele a
ser resseccionada, 1 cm caudal a cernelha, que foi removida em espessura total por meio de
tesoura de iris, (Figura 6). Para analgesia, todos os animais foram submetidos a aplicacao de
cloridrato de tramadol, na dose de 12,5 mg/kg, por via intraperitoneal, imediatamente apds a

cirurgia e a cada 24 horas durante 4 dias.
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Figura 5. Confecgdo da ferida cirargica. (A) Utilizagdo do trepano para incisdo da pele. (B) Utilizagdo de
tesoura de iris para remover o fragmento de pele por completo.
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Fonte: Acervo pessoal, 2021.

4.4 Tratamento
Diariamente, ap6s a cirurgia, os animais dos grupos CP e T eram submetidos a limpeza
da ferida utilizando gaze embebida em agua ultrapura. Sendo que no grupo CP, ap6s a limpeza
era instilado 1 mL de 4gua ultrapura sobre o ferimento. Ja no grupo T, imediatamente apos a
limpeza, a ferida era coberta por uma a pelicula de coldgeno bovino nao hidrolisado nas
dimensdes de 0,3 mm de espessura e 7,5 mm de didmetro. Em seguida a membrana era
umedecida com 1 mL de 4gua ultrapura, promovendo desta forma sua aderéncia sobre o

ferimento. (Figura 7).

Figura 6. (A) recorte da membrana de UC -II de acordo com o diametro da ferida. (B) Umidificaggo da
membrana depositada na ferida com dgua ultrapura.
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Fonte: Acervo pessoal, 2021.

4.5 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em trés grupos com 18 animais cada. Todos os animais
foram submetidos a criagdo da lesdo cutanea excisional no dorso. Cada grupo foi subdividido

em trés subgrupos com 6 animais cada e analisados aos cinco 5, 10 e 15 dias p6s lesdo.
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e Grupo Controle (C): submetido a lesdo, porém sem receber qualquer tipo de
tratamento.

e Grupo Controle Positivo (CP): Lesdo tratado diariamente com dgua ultrapura.

e Grupo Tratado (T): Lesdo era submetido a aplicacdo diaria da membrana de UC-II

umedecida com agua ultrapura-

Figura 7. Animal do Grupo de Tratamento (grupo III) recebendo a membrana de colageno néo hidrolisado sobre
a ferida.

Fonte: Acervo pessoal, 2021.
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Figura 8. Animal do Grupo veiculo (grupo II) recebendo agua ultrapura sobre a ferida.

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

4.6 Eutanasia
Os animais de ambos os grupos foram submetidos a eutanasia no final dos respectivos
dias de observagdo (5, 10 e 15 dias de pos-operatdrio), submetidos a anestesia inalatdria com
isoflurano na taxa de 7 a 8 % e com sobredose de tiopental sddico (200 mg/kg) por via
intraperitoneal e apds a insensibilizacdo foi realizado o deslocamento cervical. Apds a eutanasia
foi coletado um segmento (figura 9) com auxilio de um punch de 9,0 mm da éarea de transi¢ao

entre a ferida e pele intacta para a analise histomorfométrica.
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Figura 9. Inciséo realizada com auxilio de um punch no fragmento de analise histomorfométrica.

HH

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

4.7 Analise macroscopica
As feridas foram analisadas quanto a presenga (score 1) ou auséncia (score 0) de crostas.
As feridas de todos os animais foram fotografadas imediatamente apds a cirurgia (dia 0), e
posteriormente, a cada 5 dias até o fim do tratamento proposto (5, 10 e 15 dias apds a cirurgia),
utilizando uma camera digital modelo Xiaomi Mi 9 SE, de 48 megapixels e com resolucdo de
8000x6000 pixels, mantida em tripé com distancia (foco-ferida) constante de 14 cm, sempre

com um marcador milimétrico padronizado ao lado (régua) (Figura 10 e Figura 11).
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Figura 10. A imagem mostra como foi realizado o posicionamento da cAmera para a aquisi¢do das imagens
padronizadas das feridas.

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Figura 11. Evolucédo do processo de cicatrizag@o de ferida cutdnea excicional criada experimentalmente no
dorso de rato Wistar. Em A, aspecto da ferida imediatamente apds sua criagdo com 1 cm de diametro. Em B,
aspecto apds 15 dias de tratatmento.
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Fonte: Acervo pessoal, 2021.

As imagens foram identificadas e transferidas para o software Image J, onde foram
calibradas e as éareas das feridas de cada individuo foram calculadas utilizando a ferramenta
Polygon (Figura 12). Este dispositivo consiste em delimitar manualmente todo o perimetro da
ferida da imagem, e em seguida, um comando (measure) no proprio programa executa o calculo
da area, neste caso em mm?. Os dados obtidos foram enviados para o programa Microsoft
Excel® e foi produzida uma planilha com os dados da area para todas as feridas, diferenciando

os grupos e os dias.
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Figura 12. A imagem mostra como foi utilizada a ferramenta Polygon para a determinag@o da area da ferida no
software Image J.
4 Imagel = b3
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Ap0s a obtengao do valor da area nos dias 0, 5, 10 e 15, a porcentagem de fechamento

foi calculada a partir da formula:

F (Aa - AO)
= ——F— x 100
Ao

Onde:
F: Fechamento da ferida em %
Aa: Area da ferida no dia atual

Ao:Area da ferida no dia zero

4.8 Analise do colageno total
Para analise quantitativa de colageno total, realizou-se a coloracao por Picrossirius Red.
Posteriormente, essas laminas foram escaneadas por meio do Scanscope AT (Aperio
Technologies Inc, Vista, CA, USA), e analisadas em um aumento de 5x no software Aperio
ImageScope View Software (Aperio Technologies Inc, Vista, CA, USA). Para que fosse feito
uma abordagem de todas as regides da ferida, foram analisadas 3 imagens de pontos diferentes

contemplando as bordas e o meio da ferida. As imagens foram capturadas no software Aperio
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ImageScope View, e posteriormente analisadas no software Image J, as imagens foram entdo
configuradas no tipo 8-bit, sendo utilizada a opcdo Image/adjust/Threshold, o limiar em
vermelho foi ajustado até abranger e coincidir com as areas das feridas que apresentavam o
colageno (Figura 13), essas areas sdo caracterizadas por apresentarem uma coloracdo mais
escura em relacdao as outras estruturas, apds, com a ferramenta Polygon a area da ferida foi
selecionada e a porcentagem de coldgeno existente nessa regido foi calculada através da
ferramenta Analyse/Measure. Os dados foram compilados em uma tabela no Microsoft Excel®,
considerando todos os grupos e dias, o resultado final foi dado pela média do valor obtido para

cada uma das 3 imagens capturadas de cada animal.

Figura 13. Tratamento em 8-bit no software ImageJ, utilizando um limiar de vermelho em 143%, que ¢ convertido em um
escudo preto pelo comando Threshold. Circulado em amarelo observa-se a area de interesse para a mensuragao da
porcentagem de colageno.

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

4.9 Porcentagem de colageno na ferida
A porcentagem de colageno na ferida foi obtida através da coloragdo por Picrosirius

Red, as imagens de alta resolu¢do foram obtidas pelo escaneamento das laminas (Figura 14).
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Figura 14. Imagem proveniente software Aperio ImageScope View oriunda do escaneamento através do
Scanscope AT, demonstrando uma area de ferida de um animal no 15° dia com a colorag@o Picrosirius Red.

S5mm

Fonte: Acervo pessoal, 2021.

Os indices e niveis de colagenos foram adquiridos no programa image J apds serem
tratados com alteragdes do limiar vermelho de cada imagem. O grupo C teve em média no 5°
dia 54,247% de coladgeno na ferida, tendo uma variacdo de 45,595% - 61,512%, no 10° dia
apresentou média de 66,12%, variando de 59,003% - 70,749% e no 15° dia apresentou uma
média de 66,733%, variando de 59,33% - 71,148%. O grupo CP apresentou uma variacao de
22,352% - 51,469%, com uma média de 41,46% no 5° dia, variou entre 55,241% - 77,269%,
com média de 66,234% no 10° dia, e variagao de 62,977% - 75,521%, com média de 68,8%. Ja
o grupo T, apresentou aos 5° e 10° respectivamente médias de 51,755% e 66,533%, com
variagdes de 43,081% - 64,347% e 50,611% - 77,486%, no 15° dia a variacao encontrada foi
de 73,391% - 81,491% e uma média de 75,696% (Figura 15). Em geral, em todos os grupos ao

longo de todo o tempo do estudo a porcentagem de coldgeno na ferida aumentou.
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Figura 15. Os graficos mostram o comportamento da quantidade média de colageno na ferida dos grupos em
relagdo ao tempo decorrido, todos os graficos apresentam uma linha de tendéncia crescente.
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Fonte: Elaboragao propria, 2021.

4.10 Analise estatistica
A analise estatistica e a constru¢do das tabelas foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos em mediana (maximo e minimo) e analisados pelo teste Kruskal-Wallis para a
porcentagem de colageno e aplicado o teste de ANOVA para analise da porcentagem de
diminui¢do da ferida, confirmados pelo pds teste de Tukey, fazendo comparagdo multipla.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS
5.1 Area das feridas

O grupo controle (C) teve uma variagdo da diminuicao da area da ferida de 1% -39,14%
ao 5° dia, tendo como média um valor de 14,92%, apresentou uma varia¢do da diminui¢do da
arca da ferida de 82,12% - 96,42% ao 10° dia e uma média de 90,15% e obteve uma variacao
98,41% -100%, onde o valor 100 encontrado significa um fechamento total da ferida, e uma
média de 99,62%. O grupo controle positivo (CP) no 5° dia teve uma variagao de 4,4% -64,51%,
com um valor médio de 32,5%, no 10° dia a variagao foi de 71,19% - 96,23% com uma média
de 88,81%, no 15° dia a variacdo observada foi de 99,58% -100% e uma média de 99,82%. O
grupo tratamento (T) teve uma variacdo da diminui¢do da area da ferida de 5,9% -58,93% e
uma média de 33,77% no 5° dia, no 10° dia observou-se uma variacao de 71,65% -95,47% e
uma média de 86,86%, no 15° dia a variacdo encontrada foi de 94,81% -100% e média de 98,9%
(Figura 16). Ao longo do tempo, os resultados apontam uma diminui¢ao da ferida em todos os

grupos analisados.

Figura 16. Comportamento da diminui¢do média da ferida dos grupos em relagdo ao tempo decorrido, todos os
graficos apresentam uma linha de tendéncia crescente.
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Fonte: Elaboragdo propria, 2021.

5.2 Aspecto macroscopico das feridas
Ao analisar a presenca de crosta na ferida, os grupos C e CP obteve-se um score médio
de 1 no 5° dia, um score = 1 no 10° dia e um score = 0 no 15° dia, extrapolando a anélise

percebemos que em média, a crosta estd presente discretamente no 5° e 10° dias e ausente no
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15° dia. O grupo T, obteve médias de score = 1 no 5° dia, no 10° dia=0 e no 15° dia = 0, logo
a crosta so estava discretamente presente, em média no 5° dia (Figura 17). A crosta nas feridas

diminuiu ao longo do tempo de estudo.

Figura 17. Os graficos apresentam o score médio encontrado em cada grupo nos dias 5, 10 ¢ 15, levando em conta a
presenca de crosta na ferida. A linha de tendencia apresenta-se decrescente.
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Fonte: Elaboragéo propria, 2021.

5.3 Dados estatisticos

Para a analise da diminuicao da area da ferida, os dados estatisticos utilizaram a média
e o desvio padrdo dos resultados e considerando um p < 0,05. Observa-se um valor médio da
porcentagem da diminui¢do da ferida no 5° dia de 14,92%, 32,5% e 37,77% respectivamente
para os grupos C, CP e T, gerando um valor ndo significativo de p igual a 0,167. No 10° dia,
observa-se um valor da média de 90,15%, 88,81% e 86,86% respectivamente para os grupos,
C, CP e T, produzindo um valor ndo significativo de p de 0,7942. Ao analisar a média no 15°
dia, obteve-se os seguintes resultados: 99,62%, 99,82% e 98,9% respectivamente para os grupos
C,CPe T, gerando um p de 0,4314 (Tabela 3).

Com base nos valores de p obtidos, ndo houve diferenca significativa entre o grupo T,
grupo C e grupo CP ao longo de 5, 10 e 15 dias em relagdo a diminui¢do da area da ferida.
Todos os animais tiveram processo de cicatrizagdo significativo demonstrado pelo p<0,0001.

Tabela 3. Compilado de dados estatisticos referentes ao a porcentagem de diminui¢do da ferida ao longo do
tempo.

Grupo Controle Grupo Controle Positivo  Grupo Tratamento ~ Valor de P
5 dias 14,92 (1 -39,14) 32,5 (4,4-64,51) 37,77 (5,9-58,93) 0,167
. 90,15 (82,12- 88,81 (71,19 -96,23) 86,86 (71,65-95,47) 0,7942
10 dias 96,42)
15 dias 99,62 (98,41-100) 99,82 (99,58-100) 98,9 (94,81-100) 0,4314
ValordeP  <0,0001 <0,0001 <0,0001

Fonte: Elaboragdo propria, 2021.

Na avaliacao da porcentagem de colageno na ferida, levando em consideragdo um p <
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0,05 e a mediana dos dados obtidos, observamos no 5° dia um valor de 54,94% para o grupo C,
42,58% para o grupo CP e 49,93% para o grupo T, produzindo um valor de p de 0,1064. No
10° dia, 66,85% para C, 67,91% para CP e 68,86% para T, gerando um valor de p igual a 0,9464.
No 15° dia, 68,72% para C, 67,44 para CP, 74,61 para T com um valor de p igual a 0,0027
(Tabela 4).

Tabela 4. Compilado de dados estatisticos referentes a porcentagem de colageno na ferida ao longo do tempo.
Grupo Controle Grupo Controle Positivo ~ Grupo Tratamento ~ Valor de P
5 dias 54,94 (45,6-61,51) 42,58 (22,35-51,47) 49,93 (43,08-64,35)  0,1064
10 dias 66,85 (59-70,75) 67,91 (52,24 -77,27) 68,86 (50,61-77,49)  0,9464
15 dias 68,72 (59,33-71,15) 67,44 (62,98---75,52) 74,61 (73,39---81,49) 0,0027
Valorde P 0,0184 0,0006 0,0003

Fonte: Elaboragao propria, 2021.

Pode-se observar que aos 15 dias o grupo T apresentou uma porcentagem maior
de colageno na ferida levando em conta o valor significativo de p. Ao compararmos a
porcentagem de colageno, independente do tempo dentro de cada grupo nota-se que todas foram
significativas, isso € esperado pois houve processo cicatrizacdo em todos os grupos

independente se foram tratados ou nao.
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6 DISCUSSAO

As crostas que se formam sobre a superficie de uma ferida cutdnea sdo essenciais
durante o processo de cicatrizagdo. Sao compostas por glébulos brancos, tecidos mortos e
fluidos. Sua formacdo se inicia em média 24 horas ap6s a injuria. E tem por objetivo evitar a
perda de agua e a entrada de agentes infecciosos (MACPHAIL, 2015). A presenca da crosta
sobre as feridas, faz com que as células da epiderme atravessem o tecido dérmico e se movam
abaixo da mesma (WINTER, 1962). No entanto, sua permanéncia reduz a velocidade de
migracdo das células epidérmicas adjacentes sobre a superficie da ferida, pois a mesma ache
como barreira mecanica, levando um retardo no processo de cicatrizacao (WINTER, 2006).

No presente trabalho, a analise macroscopica identificou auséncia de crosta sobre a
ferida em todos individuos do grupo tratado ao 10° dia de observacao, quando comparado aos
demais grupos no mesmo periodo. O que indica um processo de cicatriza¢do mais avangado no
grupo submetido a aplicacdo da membrana de UCII, pois de acordo com Winter (2006) a perda
precoce da crosta indica uma taxa de cicatrizagdo mais rapida.

Este fato provavelmente ocorreu pela aplicacdo didria da pelicula de colageno e sua
aderéncia sobre a ferida, o que pode ter inibido a formacao prolongada da crosta, visto que a
membrana estaria exercendo a funcdo protetora da crosta, com a vantagem de ser degradada
rapidamente.

A producao de coldgeno na regido da cicatriz, foi estatisticamente superior no grupo
tratado com a membrana, comparado aos demais grupos observados ao 15° dia. Resultado este,
atribuido a aplica¢do didria da membrana de UC-II sobre a ferida, pois a mesma serve como
um percursor principalmente de prolina para a nutricdo da ferida (ALBAUGH et al. 2017),
fornecendo aminodcidos que suplementam e proporcionam aumento na sintese de colageno na
lesdo, além disso, durante a degradacdo do colageno exodgeno, ocorre a liberacdo de
endopepitidases, que por sua vez servem como um quimiotdtico para variadas células que
participam do processo de cicatrizagdo (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014; CHEN et al.,
2019).

Outro fator que pode ter contribuido com os resultados aqui encontrados, ¢ o fato do
UC-II proporcionar um aumento significativo na proliferagdo, migracdo e invasdo de
fibroblastos na derme, além de aumentar ativacdo o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), fator de crescimento
transformador-B (TGF-B) e fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) tanto na derme

quanto na epiderme, potencializando o processo cicatricial (LAI et al., 2020).



7 CONCLUSAO
O uso da membrana de colageno nao hidrolisado em feridas excisionais em ratos
mostrou se eficaz no processo de cicatrizag@o, acelerando o inicio da fase proliferativa e a

producdo final de coldgeno na cicatriz.

40
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ANEXO A: PARECER CEUA SOBRE O PROJETO
= Universidade Federal de Uberlandia

2 "
Comissio de Etica na Utilizacdo de Animais - \__(&___

Comissdo de Eticana

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo da pelicula colageno tipo llem
lesdes cutaneas criadas experimentalmente no dorso de ratos wistar.”” protocolo
n°® 020/20, sob a responsabilidade de Francisco Claudio Dantas Mota — que envolve
a producio, manutencio e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 deoutubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE
ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE
FEDERAL

DE UBERLANDIA, em reunio 04 de Setembro de 2020.

(We certify that the project entitled “Avaliacdo da pelicula colageno tipo ii em lesdes
cutaneas criadas experimentalmente no dorso de ratos wistar.”,protocol 020/20, under the
responsibility of Francisco Claudio Dantas Mota - involving the production,
maintenance and/or use of animalsbelonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of scientific research - isin accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of
October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for
ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF
UBERLANDIA, in meeting of September 04th, 2020).

Vigéncia do Projeto Inicio: 30/11/2020 Término: 30/11/2021
Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Rato heterogénico Wistar

Ndmero de animais 54

Peso / Idade 300 gr/ 12-15 sem

Sexo Macho

Origem / Local REBIR-UFU

Local onde serao mantidos os animais: REBIR-UFU

Uberlandia, 08 de Setembro de 2020.

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA

Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais /UFU
Coordenador da CEUA
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