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RESUMO

Introducdo: A cicatrizagdo € um processo de restauracao da integridade fisica interna e
(ou) externa das estruturas do corpo e compreende complexas interagdes entre
células e outros fatores. E um processo dindmico, complexo, multicelular envolvendo
matriz extracelular, citocinas, células sanguineas e fatores de crescimento. Os fatores
de crescimento séo proteinas que estimulam e ativam a proliferagéao celular mediante a
ativagdo da angiogénese, mitogénese, transcricdo genética, entre outras reagdes,
ativando e acelerando o processo de cicatrizagdo. Objetivos: Avaliar a evolugao
macro e microscopica de feridas realizadas no dorso de ratas, com infiltracdo de
fatores de crescimento epitelial e misto; e comparar a evolugao do processo cicatricial
com a ferida controle, sem infiltragdo de fator de crescimento. Método: Foram utilizadas
45 ratas Wistar, submetidas a excisoes de pele no dorso, apés infiltracao de fatores de
crescimento nas feridas epitelial (F2) e mista (F3). As avaliagdes macroscopicas com
fotografias padronizadas e mensuragao da area e as microscopicas foram realizadas
no terceiro, no sétimo e no décimo quinto dia do experimento, apds a exérese da
ferida, e comparadas nos 15 dias do experimento e nos momentos de morte. Para
analise microscopica, utilizou-se coloracdo de Hematoxilina-Eosina para avaliar o
processo inflamatério; vimentina, para a avaliagdo dos vasos e fibroblastose, e
coloracédo de Picro Sirius Red, para avaliar o colageno. Resultados: Na avaliagéo
macroscopica, o0 uso de fatores de crescimento proporcionou cicatrizacdo mais
rapida e diminuigdo do tecido de granulagdo no sétimo e décimo quinto dia; em
oposigao, a ferida controle, que apresentou tecido de granulagdo até o décimo
quinto dia (80+£0,311% de reducao na ferida controle vs 83+0,201% na ferida epitelial
vs 100% na ferida mista). Na microscopia, nos trés momentos do experimento (trés,
sete e quinze dias), ndao foram encontradas diferengas significativas entre as trés
feridas, os resultados foram semelhantes; entretanto, quando comparados os dias
de morte em relagao a cada tipo de ferida, observou-se resultado favoravel para as
feridas epiteliais (infiltradas com fator de crescimento epitelial) e mistas (infiltradas
com fator de crescimento misto: fator de crescimento vascular, fibroblastos e
insulinico) em comparagéo a ferida controle (entre 3° x 15° dias houve diferenca
significativa com p<0,001 e na comparagdo entre 7° x 15° dias também houve
diferenga significativa, com p=0,002 e p=0,001 para as feridas epiteliais e
mistas)resultado com maior numero de fibloblastos angiogenese e colageno tipo I.
Conclusao: A utilizacdo de fatores de crescimento, tanto epitelial como misto,
acelera o processo de cicatrizagdo, estimula maior atividade angiogénica, acelera a
fibroplasia e maturagcdo do colageno e consequentemente a maturagdo da
cicatrizagao.

Palavras-chave: Feridas em ratas. Fator de crescimento. Cicatrizacao.



ABSTRACT

Introduction: Wound healing is a process of restoring the internal physical integrity
and (or) of the external body and comprises complex structures and interactions
between cells and other factors. It is a dynamic and complex process, involving
multistage extracellular matrix, cytokines, blood cells and growth factors. Growth
factors are proteins that stimulate and activate cell proliferation through the activation
of angiogenesis, mitogenesis, gene transcription, among other reactions, activating
and accelerating the healing process. Objective: To assess macro and microscopic
evolution of wounds made in the backs of rats with infiltration of epithelial and mixed
growth factors; and compare the evolution of the healing process with a control
without growth factor infiltration. Method: 45 female Wistar rats were submitted to
skin excisions on the backs followed by infiltration of growth factors in the wound
epithelial (F2) and mixed (F3). Macroscopic assessments with standardized
photographs and measurements of the area and the microscopic were carried out in
the third, the seventh and the fifteenth day of the experiment, after excision of the
wound. And compared within fifteenth days of the experiment and in times of death.
For microscopic analysis, we used hematoxylin-eosin staining was used to evaluate
the inflammatory process; vimentin for the evaluation of the vessels and fibroblastose
and picrosirius red staining to evaluate the collagen. Results: To macroscopic
evaluation, use of growth factors was associated with faster healing and decrease of
granulation tissue in the seventh and fifteenth day; in contrast, the wound control
showed granulation tissue until the fifteenth day (80+0,311% reduction in wound
control vs 83+0,201% in epithelial wound vs 100% in the mixed wound). In
microscopy, the three moments of the experiment (three, seven, and fifteen days),
there were no significant differences between the three wounds, the results were
similars; however when compared to the day of death for each type of wound, there
was a favorable outcome for the epithelial wounds (infiltrated with epithelial growth
factor) and mixed (infiltrated with mixed growth factor: fibroblast growth factor,
fibroblast and insulin) compared to the control wound (between 3 x 15 days was no
significant difference, the results were similar, with p<0.001 and the comparison
between 7th x 15 days also was no significant difference, p=0.002 and p=0.001 for
epithelial and mixed wounds), results with more number of fibroblasts, vessels and
collagen type |. Conclusion: The use of growth factors, either epithelial or mixed
accelerates the healing process, stimulates more angiogenic activity, fibroplasia and
accelerates the maturation of the collagen and thus maturation of the healing
process.

Keywords: Wounds in rats. Growth factor. Healing.
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1 INTRODUCAO

Cicatrizagao é um processo de restauragao da integridade fisica interna e
(ou) externa das estruturas do corpo e compreende complexas interagdes entre as
células e varios outros fatores (SENGUPTA et al., 2015). E um processo dinamico e
complexo, composto de trés fases: inflamacéo, proliferacido e remodelacao dos tecidos.
O processo de cicatrizagdo abrange matriz extracelular, as citocinas, as células
sanguineas e os fatores de crescimento. Um grande numero de fatores de crescimento
e proteinas ligadas a fator de crescimento presente na epiderme e derme esta
envolvido na cicatrizacdo de feridas. Esses fatores de crescimento sdo expressos
nao somente pelo dano causado pelos trombécitos e pela ativagdo dos macrofagos
como também pelas células epiteliais.

Dentre os fatores de crescimento, os mais importantes para cicatrizacdo sio:
fator de crescimento epitelial (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformador Beta (TGF-b), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF). VEGF age
na angiogénese e na granulacdo dos tecidos num estadio inicial da cicatrizaggo.
PDGF é crucial para inflamacgao, granulagao, reepitelizagdo e remodelagédo nas trés
fases da cicatrizagao das feridas (XIE et al., 2013; KUTLU et al., 2013).

Devido a complexidade patoldgica e fisioldgica do processo de cicatrizagao,
a perfeita regeneragao dos tecidos é dificil de ser alcangada. Portanto, € necessaria a
avaliacado de novos tratamentos, bem como o uso de novas estratégias. Tratamentos
com fechamento tradicional por meio de sutura agem como uma barreira temporaria
para a hemostasia e prevencao de infecgdo. Nos ultimos anos, tém-se desenvolvido
retalhos de pele natural e sintéticos para aplicacdo em feridas com perda de pele,
com o intuito de acelerar a cicatrizagdo. O uso de fatores de crescimento e suas
combinagdes tem sido sugerido como tratamento promissor, pois promove a
aceleragao do processo de cicatrizagao. Entretanto, somente os fatores de crescimento
derivados das plaquetas completaram com sucesso os ensaios clinicos. Um dos
maiores obstaculos é que os fatores de crescimento sdo degradados por proteinases

ou removidos por exsudatos antes de atingir o leito da ferida.
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O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um produto derivado do sangue fresco
contendo grande quantidade de plaquetas, e quando elas s&o ativadas liberam grande
quantidade de fator de crescimento, com propriedades anti-inflamatérias e regenerativas
gque permitem ao organismo cicatrizagdo mais rapida e eficiente. O PRP foi desenvolvido
no inicio da década de 1970, mas somente em 1997 Whitman difundiu seu uso na
cirurgia maxilo-facial. Estudos postulavam que, mediante a ativagao de plaquetas e a
posterior liberacdo de fatores de crescimento, poderiam ser obtidas melhoras na
cicatrizacao de feridas (GRESELE et al., 2003; WOODALL JR. et al., 2007; ROZMAN;
BOLTA, 2007; MARTINEZ-ZAPATA et al., 2009).

As plaguetas contém grande quantidade de fatores de crescimento e citocinas,
que sao fundamentais na cicatrizagdo dos tecidos moles e na mineralizagado éssea
(WOODALL JR. et al., 2007). Os principais fatores de crescimentos presentes no
PRP sdo: PDGF, TGF-b1 e TGF-b2, IGF-1, EGF, VEGF, fator de crescimento para
hepatocitos (KASSOLIS; ROSEN; REYNOLDS, 2000; PRYOR et al., 2005; WU et
al., 2007; CERVELLI; GENTILE; GRIMALDI, 2009).

Os fatores de crescimento, presentes em grandes quantidades no PRP, séo
fundamentais para a estimulagao do processo de cicatrizacio e cura de feridas. Eles
desempenham papel importante no processo de regulagdo celular, tais como:
mitogénese, diferenciacéo celular, metabolismo, producdo de colageno, crescimento
vascular e reepitelizacdo (ANITUA et al., 2004; BORZINI; MAZZUCCO, 2007;
WOODALL JR. et al., 2008).

Além dos fatores de crescimento, as plaquetas liberam diversas proteinas
bioativas, que sdo responsaveis pela atracdo de macréfagos, células estaminais,
mesenquimais e osteoblastos. Promovem a remocgao do tecido necrético e potencializam
a regeneracao tecidual e o processo de cicatrizagao, estimulando mais rapidamente
a cura de lesbes cronicas (WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997; LANDESBERG;
MOSES; KARPATKIN, 1998; SAMPSON; GERHARDT; MANDELBAUM, 2008).

Muitos dos fatores de crescimento estimulam a divisdo celular em diferentes
tipos de células, enquanto outros sdo especificos para um tipo celular. A ligagéo a
receptores de superficie na célula-alvo emite um sinal por meio da membrana
citoplasmatica e efetua um comando celular ou nuclear. Muitos desses processos
sdo basicos no metabolismo da célula, a exemplo da angiogénese, mitogénese,

transcricdo genética, entre outras reagoes.
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Nos ultimos anos, os fatores de crescimento tém sido amplamente estudados
em diversos procedimentos médicos e odontologicos, especialmente nas areas de
cirurgia ortopédica, cranio-maxilo-facial, cirurgia plastica, toracica, vascular, oftalmologia
e periodontia. Atualmente tém sido usados como estratégia para promover
cicatrizagao tecidual mais rapida e eficiente (HOM; LINZIE; HUANG, 2007).

Neste estudo foram utilizados os fatores de crescimento VEGF, EGF, IGF e
FGF, para quantificar e estimular o colageno, a elastina, os vasos e a proliferagédo
celular na cicatrizagcdo cutanea de ratas, e foi comparada a efetividade dos fatores de
crescimento no processo de cicatrizagdo em relacdo a ferida controle, onde nao foi
injetado fatores de crescimento ou solugdo salina, para mimetizar a cicatrizagao

natural.

1.1 OBJETIVOS

» Avaliar a influéncia dos fatores de crescimento ( EGF, VEGF, FGF e IGF)
no processo cicatricial, mediante a evolugdo macroscopica.

= Avaliar a microscopia com as colora¢gdes Hematoxilina —Eosina, Vimentina e
Picro Sirius Red, do processo de cicatrizagao de feridas realizadas no dorso
de ratas, com infiltracdo de EGF e VEGF combinados com FGF e IGF,
em comparagdo com a ferida controle sem infiltracdo dos fatores de

crescimento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CICATRIZACAO

As tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizagcdo das feridas,
acidentais ou provocadas intencionalmente como parte da realizagao de procedimentos,
remontam a Antiguidade, demonstrando que desde ent&o ja se reconhecia a importancia
de protegé-las de forma a evitar que se complicassem e repercutissem em danos
locais ou gerais para o paciente. Os registros mais antigos falam sobre manuscritos
egipcios que datam de 3000-2000 a.C. e neles sdo mencionados curativos a base de
mel, graxa, fios de linho e diversos tipos de excrementos, que faziam parte dos
principios da farmacopeia egipcia. Hipocrates, que langou as bases da medicina
cientifica, recomendava que as feridas fossem mantidas limpas e secas, e preconizava
sua limpeza com agua morna, vinho e vinagre. Foi ele também quem criou os
conceitos de cicatrizagdo por primeira e segunda intengdo. A partir do século XIX,
foram criados varios tipos de curativos, a base de fibras de linho. Entre o final de 1840 e
a Segunda Guerra Mundial, o foco para o tratamento das feridas e cicatrizagao foi a
utilizacao de antissépticos e agentes tdpicos com agao antimicrobiana e a protegao
com coberturas secas. Entre 1945 e 1950 teve inicio o uso de filme transparente
permeavel para tratamento de queimaduras. Somente a partir de 1962, quando
Winter e Roove demonstraram que a taxa de epitelizacdo era 50% mais rapida em
um ambiente umido e que a formagdo de crostas era minimizada, houve grande
interesse pelo desenvolvimento de pesquisas, produgdo e comercializagédo desse
tipo de recurso, ocorrendo uma verdadeira revolugdo no conceito de curativos. Nos
EUA e Europa registra-se uma avalanche de novos recursos a partir de 1970; com
esta preocupacao, diversos 6rgaos e agéncias passaram a coordenar estudos que
pudessem estabelecer critérios para a avaliagdo adequada das feridas. Esses critérios
tém sido exaustivamente estudados, e embora ainda exista muita controvérsia entre
os diversos estudos, de forma geral se buscam reunir as melhores evidéncias sobre

as tecnologias, os materiais, recursos e procedimentos para tratamento das feridas.
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A cicatrizagcdo pode ocorrer de diversas formas, como hipertrofia, atrofia
e (ou) normotrofia da area lesionada. O processo de cicatrizagao tecidual tem inicio
com a formagédo do coagulo e a degranulagdo de plaquetas, sendo composto por
trés fases: inflamacéao, proliferacdo e remodelamento. Ademais, depende de varios
fatores, entre os quais raga, tipo de pele, localizagdo anatdémica e técnica cirurgica
utilizada. Os fatores de crescimento liberados pelas plaquetas durante essa complexa
e bem organizada série de eventos s&o responsaveis por induzir mecanismos de
reparagao tecidual como a quimiotaxia, proliferagdo celular, angiogénese, depdsito
de matriz extracelular e remodelamento, segundo o estudo de Martinez-Zapata et al.
(2009), Mehta e Watson (2008). Como foi estudado em nosso trabalho, os fatores de
crescimento interferiram positivamente em todas as fases da cicatrizagéo.

Durante o reparo tecidual, observam-se: coagulacao, inflamacao, fibroplasia,
deposigao matricial, angiogénese, epitelizagdo e contragédo da ferida. Esse processo
€ organizado em trés fases das quais participam eventos diversos e interligados.
Elas se sobrepdéem continuamente, constituindo a fase inflamatodria ou exsudativa,
proliferativa ou fibroblastica e de remodelagem ou maturagcdo (GONCALVES;
PARIZOTTO, 1998; MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003a; BALBINO
e PEREIRA, 2005; JUNIOR et al., 2006).

2.1.1 Fase inflamatdria ou exsudativa

E a primeira fase, que se inicia no momento da les&o e se encerra no quarto
ou quinto dia, incluindo as etapas de: hemostasia, migragao de leucdcitos e inicio da
cascata de reparagao tecidual. Em resposta a agentes inflamatérios, ha diminuigéo
do fluxo sanguineo pela vasoconstricdo para prevengao de perda sanguinea e (ou)
de liquidos corporais. Ha a formacdo de um tampao hemostatico primario pelas
plaquetas; estas, induzidas pela trombina, passam a ativar os processos bioquimicos
e a liberar mediadores na area lesada, que incluem fatores de crescimento, como
PDGF, TGF-B, EGF, TGF-a e o VEGF, além de glicoproteinas adesivas, como a
fibronectina e trombospondina, que constituem a matriz extracelular provisoéria. Essas

ativagdes produzem fatores quimiotaticos e mediadores vasoativos que auxiliam o
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recrutamento das células inflamatérias no reparo da lesdo (BALBINO; PEREIRA,;
CURI, 2005; ROCHA JR. et al., 2006; ISAAC et al., 2010).

Logo apds, sdo atraidos para o local da lesdo neutrofilos, mondcitos,
macrofagos, plaquetas que chegam no momento da injuria tecidual e permanecem
por um periodo que varia de trés a cinco dias e sao responsaveis pela fagocitose e
degradacao de colageno e elastina. Os mastdcitos, linfécitos e eosindfilos se integram
ao processo para o controle da infecgdo juntamente com os neutrofilos e macréfagos.
Nesta fase, 0 macréfago € a célula mais importante, permanece do terceiro ao décimo
dia, estabiliza a ferida e realiza a limpeza da area lesionada por meio da fagocitose
de bactérias e tecido necrosado, direcionando o desenvolvimento do tecido de
granulagcdo e preparando a area para a segunda fase de reparagao tecidual
(GONCALVES; PARIZOTTO, 1998; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; ROCHA JR.
et al., 2006; ISAAC et al., 2010).

2.1.2 Fase proliferativa ou fibroblastica

Esta fase inicia-se no quarto dia e persiste até o décimo quarto dia.
E a fase responsavel pelo "fechamento" da lesdo. Caracteriza-se por trés processos:
reepitelizacdo, proliferacdo dos fibroblastos e angiogénese (GONCALVES;
PARIZOTTO, 1998).

Durante a reepitelizagdo ocorre a migragéo de queratindcitos do leito da ferida e
dos anexos epiteliais. Fatores de crescimento podem ser 0os provaveis responsaveis
pelo aumento das mitoses e hiperplasia do epitélio. A fase de proliferagao epitelial
inicia-se por estimulagao mitogénica e quimiotatica dos queratindcitos pelo TGF-a e
EGF. Tao importante quanto a epitelizagao é a formagao do tecido de granulagao, e
ambas se iniciam na fase de reparo (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998; BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; ROCHA JR et al., 2006; ISAAC et al., 2010).

A segunda fase da proliferagdo inclui a fibroplasia. Os fibroblastos produzem
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, que sao responsaveis pelo
debridamento e remodelamento fisioldgico. Ademais, produzem o colageno, a

substancia responsavel pela forga e integridade do tecido. Este sustenta uma nova
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rede de capilares que mantém a base da formagao do tecido de granulagao, que
proporciona crescimento de capilares ao redor da lesdo. Este tecido tem coloragao
vermelha e aparéncia heterogénea.

A ultima fase da proliferagdo € a angiogénese, essencial para a nutricdo e a
oxigenagao do novo tecido que esta sendo formado. As células endoteliais migram
para a area lesionada, logo apds, ocorre proliferacdo destas células, tornando o
tecido preparado para as células responsaveis pelas préoximas fases (GONCALVES;
PARIZOTTO, 1998; ROCHA JR. et al., 2006).

2.1.3 Fase de remodelamento ou maturagao

E a fase mais longa da cicatrizagdo de feridas, podendo durar meses ou
anos. E marcada por maturagdo dos elementos e alteracdes na matriz extracelular,
ocorrendo o depdsito de proteoglicanas e colageno. As principais citocinas envolvidas
nessa fase sdo TNF-q, IL-1, PDGF e TGF-(3, produzidos pelos fibroblastos, além dos
produzidos pelas células epiteliais, como EGF e TGF-b.

Durante essa fase, o tecido de granulacdo retrocede, o colageno depositado se
remodela e uma cicatriz com maior forga de tensédo se forma, devido ao cruzamento
de diferentes padrdes das fibras de colageno, sendo este o responsavel pela forga e
integridade do reparo. Esses elementos extracelulares, principalmente o colageno,
comprimem de maneira mecanica as paredes recém-formadas e delicadas dos
capilares sanguineos, diminuindo o numero de fibroblastos ativos e a formacao de
novos vasos (GONCALVES; PARIZOTTO, 1998; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
ISAAC et al., 2010).

2.2 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Sampson, Gerhardt e Mandelbaum (2008) definiram o PRP como um volume

da fragdo de plasma de sangue autdlogo que tem uma concentragdo de plaquetas
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acima da linha de base. A concentragcdo normal no sangue € em média de 200.000
plaguetas/unidade Internacional e no PRP fica em torno de 1.200.000 plaquetas /UlI.
O PRP é usado para melhorar tanto a regeneracéo de tecidos 6sseos e tecidos
moles quanto a cicatrizagdo. O uso do PRP autdlogo foi primeiramente descrito por
Ferrari et al., em 1987, ap6s uma cirurgia cardiaca aberta, com o objetivo de evitar a
transfusdo excessiva de derivados sanguineos homologos. Desde entdo, a aplicagao
do PRP autdlogo vem sendo utilizada com seguranga para realizar hemostasia
intraoperatdria, bem como para estimular o aumento dos fatores de crescimento de
0SS0 € a cicatrizacao de tecidos moles.

O uso do PRP vem sendo cada vez mais descrito em diferentes areas de
atuagdo, como na ortopedia, medicina desportiva, odontologia, neurocirurgia,
oftalmologia, urologia, cicatrizagao de feridas, cosmetologia, cirurgia cardiotoracica e
cirurgia maxilofacial (RUTKOWSKI et al., 2007).

Woodall Jr. et al. (2008) constataram que as plaquetas tém uma grande
quantidade de fatores de crescimento e citocinas, que sao fundamentais na cicatrizacao
dos tecidos moles e na mineralizacdo 6ssea. Os principais fatores de crescimento
presentes no PRP sdo: PDGF, TGF-b1e b2, IGF-1, EGF, fator de crescimento para
hepatdcitos, VEGF. Os fatores de crescimento desempenham papel importante no
processo de regulagao celular, tal como mitogénese, quimiotaxia, na diferenciacao
celular, no metabolismo, na produgao de colageno e no crescimento vascular.

Graziani et al. (2005), por meio de um estudo in vitro, avaliaram a obtencgéo
do PRP por um processo de centrifugacéao, que gera aumento muito significativo na
quantidade de fatores de crescimento naturais. Segundo os autores, essa concentragao
mais elevada de plaquetas pode determinar o aumento de moléculas biologicamente
ativas que reforcam o recrutamento de osteoblastos e células estaminais em
comparagao com o coagulo de sangue normal.

Eppley, Woodell e Higgins (2004) demonstraram as vantagens do uso do
PRP autélogo em procedimentos envolvendo o tecido 6sseo, no qual a regeneragao
tanto em fraturas como em processo de fusdo depende dos componentes envolvidos:
tais como os osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células osteoprogenitoras e
componentes hematopoiéticos. Estes realizam um processo de deposig¢ao, reabsor¢cao
e remodelamento influenciados por elementos bioquimicos. O osso maduro, formador

de osteoblastos, secreta fatores de crescimento que também estdo presentes nas
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plaquetas. Dessa forma, concluem os autores, o PRP age como uma forma exdgena
de fator de crescimento, estimulando a atividade de células 6sseas.

Everts et al. (2006) constataram que feridas crénicas de dificil cicatrizagéo
sdo um desafio no tratamento e necessitam de terapia individualizada, que nem
sempre resulta no fechamento da ferida. O PRP possui grande quantidade de
plaquetas e fatores de crescimento que sao importantes na cicatrizacao da ferida.
O recrutamento de células brancas do sangue e a secregéo de fatores bactericidas
das plaquetas ajudam a combater infecgdes. Em fungao desses fatores, o PRP pode
ser utilizado sozinho ou combinado com enxertos, apresentando resultados positivos
no tratamento de pacientes com lesdes crbénicas, como ulceras de membro inferior.

Kaux et al. (2011) fizeram um estudo comparando oito técnicas de obtencao
de PRP, em pacientes com tendinite crénica. Avaliaram o volume de sangue obtido,
anticoagulantes utilizados em cada técnica, velocidade de centrifugagao inicial e final,
tempo da primeira e segunda centrifugacao, resultado da primeira e da segunda
centrifugacgéo, tempo total, resultado final qualitativo e o0 método da coagulagao do
concentrado plaquetario. Em cada paciente injetou-se um tipo de PRP, e concluiram
que o melhor resultado foi obtido com a técnica Platelex (MARX et al., 1998), que
apresenta a maior concentragcédo de plaquetas e consequentemente maior quantidade

de fator de crescimento no sitio lesado.

2.3 FATORES DE CRESCIMENTO

Autores como Barrientos et al. (2014), que fundamentam esta revisao da
literatura, conduziram pesquisa a respeito do desenvolvimento de fatores de crescimento
e citocinas no tratamento de feridas. Discutiram quatro fatores de crescimento no
tratamento de cicatrizagao de feridas: fator de estimulagao de colénia de granuldcito-
macréfago (GM- CSF), PDGF, VEGF e b-FGF. Os autores observaram que enquanto
os resultados clinicos do uso de fatores de crescimento e citocinas sdo encorajadores,
muitos estudos envolvem uma pequena amostra e sdo dispares no resultado final.

Shi et al. (2012) demonstraram, em experimento com feridas em cérneas de

ratos Wistar, sendo que um olho foi o controle e outro, receptor de injecao de fator
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de crescimento, que houve diminuicdo da cicatriz em relagdo ao controle. Nesse
estudo foi mostrado que TGF-b1 penetra na ferida corneal e induz a ativacéo de
phospho-JNK, uma enzima que estimula a expressdo de CTGF e inibe a cicatriz
an6mala. Phospho-JNK pode potencialmente servir como uma nova estratégia para
reduzir ma formacao corneal.

O uso de glicocorticoides promove um atraso na cicatrizagao de feridas, sendo
um dos efeitos colaterais mais comuns deles. Sanchis et al. (2012) verificaram por
meio de estudo experimental em ratos que o uso de glicocorticoide atrasa a
cicatrizagao das feridas cutaneas. Foram avaliadas feridas de pele em ratos transgénicos,
com restricdo de queratinocitos com dois tipos de receptores: com expressao restrita
de queratindcitos, por meio de trasnativacao e transrepressao. Demonstraram que,
em ambos os modelos, as feridas cicatrizaram lentamente, tanto in vivo quanto in
vitro. Os autores concluiram que os glicocorticdides regulam negativamente os
estadios de cicatrizacao das feridas, apesar da presenca de fatores de crescimento.

Li et al. (2008), em estudo realizado em ratos Wistar, com infarto do miocardio,
fizeram a comparagcdo no miocardio isquémico apds injegdo de PRP e PPP, e
constataram que houve maior remodelacéo ventricular no local da inje¢ao do PRP.
Concluiram que a injecdo de PRP poderia modular favoravelmente no processo de
remodelacao pos-infarto.

Por et al. (2009) elaboraram um estudo comparativo em retalhos cuténeos
livres, de ratos, com o uso do PRP, pois estes dependem do leito vascular. Os
autores hipotetizaram que a presencga dos fatores de crescimento no PRP poderia
melhorar a sobrevivéncia do retalho livre. Compararam o uso de retalho associado a
PRP e no grupo controle retalho associado a solugdo salina. Apés 26 semanas,
constataram que nao houve diferenga nos parametros clinicos e histologicos, entre

os retalhos com PRP e os retalhos com solugéo salina.
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Ndip, Ebah e Mbako (2012) estudaram ulceras em neuropatia diabética.
O debridamento e a aplicacao de gel de PRP, em conjunto, séo efetivos no tratamento
das ulceras. Usaram como tratamento coadjuvante terapia com oxigénio hiperbarico,
citocinas e fatores de crescimento. Nesse estudo, os casos foram avaliados com o
uso de PRP em forma de gel e os autores concluiram que houve uma reducéo de
30% do tempo de cicatrizagéo.

Gauglitz et al. (2012) avaliaram amostras de pele obtidas de pacientes apos
lesdo por queimadura grave e a presenca de queratindcitos em injuria cutanea por
queimadura aguda, em comparagdo com o grupo controle. Concluiram que os
fatores de crescimento estavam presentes em ambas as amostras, porém diferindo na
secregao dos queratindcitos, encontrados em maior numero de células proliferativas
nos tecidos queimados. Isso demonstra, segundo os autores, que os fatores de
crescimento podem contribuir para a cicatrizacdo de queimaduras.

Knox et al. (2006), em estudo de escara de decubito, avaliaram o uso do PRP
isolado e em combinacado com retalho de pele. O estudo teve duragdo de 27 semanas.
Nas 13 primeiras semanas foram usadas diversas terapias e na 14.7 semana foi
introduzido o PRP, ao qual associou-se redugado de 26% da profundidade da ferida
em quatro semanas. Na 19.2 semana, a terapia do PRP foi combinada com retalho
de pele que resultou em um retalho de tecido rico em plaquetas. A combinagao
mostrou-se efetiva, por eliminar o espaco morto e reduzir a dimensao da ferida.

Kazakos et al. (2009) analisaram 59 pacientes com feridas agudas (fraturas
abertas e fechadas, com necrose de pele e queimaduras por friccdo), e separaram
em dois grupos aleatoriamente, Grupo A (32 pacientes) tratados com curativos
convencionais e Grupo B (27 pacientes) tratados com aplicacédo de PRP gel. A taxa
de cicatrizagao das feridas foi significativamente mais rapida no Grupo B, nas trés
primeiras semanas. O tempo para cirurgia plastica reconstrutora do Grupo B foi
de 21 a 26 dias e no Grupo A foi de 40 a 46 dias. Esse estudo mostrou que o
tratamento com PRP gel pode ter um valor efetivo no cuidado de feridas de
trauma agudo.

Hsu et al. (2009) estudaram que o uso do PRP pode acelerar a cicatrizagao
de feridas da cavidade oral em fungcdo da maior concentracdo de fatores de
crescimento. Poucos estudos tém investigado o efeito negativo do PRP. Nesse

estudo, investigaram se o PRP contém um efeito inibidor da angiogénese pela
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presenca da trombospondin-1 (TSP-1). Deixaram PRP e PPP em incubacéao por seis
dias e observaram que a produgdao do TSP-1 foi muito maior no PRP. A alta
concentracdo do PRP inibe a proliferagcdo das células orais. Altas concentragcao do
PRP inibe a proliferacédo celular devido a abundante secre¢cdo do TSP-1. Os autores

apontam para os efeitos negativos do PRP.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais

Neste estudo, foram utilizadas 45 ratas Wistar (RATTUS norvegicus albinus.
Rodentia mammalia), adultas, fémeas, idade entre 115 e 130 dias, e peso médio 234
gramas (DP 145,4), variando de 200 a 253 gramas. O manejo dos animais foi
efetuado conforme as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), e exigéncias estabelecidas em "Guide for the Care and Use of
Experimental Animals” (OLFERT; CROSS; WILLIAN, 1993). O estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana, portaria 787/03-BL, de 11 de junho de 2003,
sob PROCESSO: 23075.013736/2012-11 (Anexo 1).

3.1.2 Local do experimento, ambiente e alimentacao

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Programa de Pés-Graduagao em Clinica Cirdrgica na Universidade Federal do Parana,
ambiente apropriado para manipulagao dos animais e execucgao dos procedimentos
cirargicos. Durante todo o periodo de estudo, os animais permaneceram em gaiolas
coletivas de (41,4cm x 34,4cm x 16cm) e agrupados em cinco animais por gaiola, num
total de nove gaiolas. Os animais permaneceram em ambiente com temperatura
controlada de 22+-1°C, ruido e luminosidade (ciclos claro-escuro de 12 horas —

Cronomat®, Mallory do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil).
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Os animais foram observados durante o periodo de estudo no Biotério da
UFPR; as condi¢cbes de higiene foram mantidas com troca diaria das forragdes de
cepilho, a adaptacéo foi de sete dias e o periodo de estudo foi de 15 dias.

Durante o periodo de aclimatacdo e de estudo, os animais receberam agua e
racdo balanceada ad libitum, Nuvilab1®, produzida pela empresa Nuvital Nutrientes,
Colombo, PR, Brasil (Anexo 3).

3.1.3 Material utilizado

Foram utilizadas luvas de latex para manipulagao diaria dos animais (anestesia,
documentacao fotografica e biopsia excisional). Lamina de bisturi numero 15, cabo
de bisturi numero 03, tesoura de iris, punch de 0,6 cm de didmetro, pinca anatémica,
régua milimetrada, campos cirurgicos, pranchas de madeira para colocagdo dos
animais e micropore para fixagdo dos animais, gaze, canetas cirurgicas para
marcacao das incisoes.

A documentagéo fotografica foi realizada com camera digital Sony DSC-W9

(Sony, Tokio, Japao), com resolugéo 16 megapixels.

3.1.4 Drogas e solugdes

Para anestesia e eutanasia dos animais foram utilizados cloridrato de
quetamina 50 mg/ml (Vetanarcol®, Konig), cloridrato de xilasina 20 mg/ml (Anasedam®,
Vetbrands). A pesagem foi feita em balanca modelo AM 500 Marte®, regulada nos

padrées do Inmetro.
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3.1.5 Fatores de crescimento (FC)

Foram usados: VEGF, EGF, IGF, FGF, obtidos da empresa FORMEDICA
(farmacia de manipulacao, que forneceu os fatores de crescimento na forma injetavel).

Os fatores de crescimento foram obtidos da bactéria Escherichia Coli, por
meio do método de Engenharia Genética, e importados da Asia (Coreia do Sul),
fornecedor € a PharmaSpecial (Fundada em 1991, empresa de distribuicdo de
insumos quimicos e farmacéuticos fracionados). Estes dados foram informados pela
farmacéutica/ bioquimica da Formédica.

Foram utilizadas duas ampolas com fatores de crescimento, uma contendo
fator de crescimento epitelial, denominada ampola 1, e foi aplicada na ferida 2, e
outra denominada ampola 2, contendo fator de crescimento endotelial vascular,

fibroblastos e fator de crescimento insulinico, que foi aplicada na ferida 3.

3.2 METODO

3.2.1 Animais de experimentacao

Apods a pesagem, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos
de 15 animais. Foram alimentadas com ragcdo comercial (Nuvital) e com livre acesso
a agua durante todo o experimento, e mantidas no Biotério da Universidade Federal do

Parana. O ciclo noite e dia, a temperatura e a umidade do ambiente foram controlados.
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QUADRO 1 - DIVISAO DOS GRUPOS DE ACORDO COM O FATOR DE
CRESCIMENTO INJETADO E O DIA DA EUTANASIA

NUMERO DE
ANIMAIS

GRUPO TRATAMENTO

Ferida 1 controle
D3 15 Ferida 2 epitelial (FCE)
Ferida 3 mista (FCV+FCF)

Ferida 1 controle
D7 15 Ferida 2 epitelial (FCE)
Ferida 3 mista (FCV+FCF)

Ferida 1 controle
D15 15 Ferida 2 epitelial (FCE)
Ferida 3 mista (FCV+FCF)

FONTE: O autor
NOTA: FCE- Fator de crescimento epitelial, FCV- fator de crescimento vascular,
FCEF- fator de crecimento de fibroblasto.

3.2.2 Procedimento anestésico

As ratas foram submetidas a jejum de 12 horas e a restrigdo hidrica de duas
horas no pré-operatoério. Para indugao anestésica foi utilizada solugao feita com um
mililitro de quetamina (50mg/ml) e um mililitro de xilasina (10mg/ml) administrando-

se 0,2 ml intramuscular para cada 100 g de peso da rata.

3.2.3 Confeccao das incisdes

Apos a anestesia foi realizada tricotomia no dorso de cada animal e foram
criadas trés feridas: uma de 1 cm de didmetro realizada com bisturi de Iamina fria
numero 15; as outras duas de 0,6 cm de didmetro foram confeccionadas com punch.
As feridas foram produzidas em tamanhos distintos com vistas a medir a tensao
delas. Nao foi realizada a tensdao das feridas, pois o tensibmetro nado estava
dispoivel e prosseguiu-se o trabalho avaliando a macroscopia e a microscopia.
Como se trata de um estudo comparativo de cicatrizacdo entre ferida controle e
feridas com fatores de crescimento epitelial e misto, foi possivel realiza-lo mesmo
sem medir a tensdo. Em cada animal, a incisdo se estendeu da pele até o plano

muscular.
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Foram denominadas feridas 1,2,3 (F1,F2,F3), a F1 controle (proximal), F2
(central ou medial) sendo injetado FCE e na F3 (distal) FCV e FCF (denominado
fator misto; estes dois fatores estavam num unico frasco isovolumeétrico e continha fator
de crescimento insulinico e que estabilizam os fatores de crescimento inibindo a

enzima alfa redutase, que inibe a acdo dos fatores de crescimento).

3.2.4 Injecao dos fatores de crescimento

Os fatores de crescimento foram injetados somente no dia da confecgéo das
incisdes e foram injetados logo apés a confecgao das feridas.

Na ferida 1: controle ou proximal, n&o foi injetado fator de crescimento; na
ferida 2 ou ferida epitelial: foi injetado FCE (fator de crescimento epitelial, e na ferida
3 ou mista foi injetado FCV, FCF e FCI (fator de crescimento vascular, de fibroblastos
e insulinico). Para injecdo dos fatores de crescimento, foram utilizadas seringa e
agulha de insulina 13x03 mm, foram injetados 0,5 ml por ferida em 0, 3, 6 € 9 horas.

A infiltragdo foi feita com seringa e agulha de insulina 13/03 gauge e
infiltrados 0,5 ml por ferida em quatro pontos, 0, 3, 6 e 9 horas na derme e tecido
celular subcutaneo.

As feridas foram deixadas cicatrizar espontaneamente.
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FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICO, MOSTRANDO O LOCAL DE INFILTRAGAO
DE FATORES DE CRESCIMENTO NAS FERIDAS EPITELIAL E MISTA.
NOS QUATRO QUANDRANTES, 0,3,6 E9H

Oh

9h 3h

6 h

FONTE: O autor

FIGURA 2 - DENOMINAGAO DAS FERIDAS, FERIDA 1 — CONTROLE (1,0 CM DE DIAM.), FERIDA 2-
EPITELIAL (0,6CM DE DIAM.), FERIDA 3 — MISTA (0,6 CMDE DIAM)

FONTE: O autor

3.2.5 Pds-operatorio

Ao fim da lesdo experimental cada rata foi colocado na gaiola até completa

recuperacao anestésica. Durante todo o periodo de estudo os animais foram
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observados diariamente, até o dia da eutanasia, a fim de monitorar e estado geral

das ratas e complicagdes locais ou atrasos na cicatrizagao.

3.3 INSPECAO DAS FERIDAS

3.3.1 Distribuicado dos grupos e identificagdo dos animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos de 15 animais,
sendo que em cada grupo avaliou-se a cicatrizagao em fases diferentes. No grupo 1
avaliou-se no terceiro dia, no grupo dois no sétimo dia e no grupo trés no décimo
quinto dia. Estes animais foram mortos no terceiro, sétimo e décimo quinta dia, para

avaliar o processo de cicatrizacdo, neovascularizacao, fibroplasia e proliferacao epitelial.

3.3.2 Controle fotografico

As feridas excisionais de 1,0 cm (ferida controle), e 0,6 cm de didmetro
(ferida epitelial e ferida mista), foram documentadas diariamente, com fotografia
digital padrao.

Os animais foram fotografados diariamente, e as feridas foram medidas pelo
diametro de cada um delas nos 15 dias do experimento. Diariamente foram medidas
as feridas controle (1), epitelial (2) e mista (3) de todos os animais e feita a média
das feridas.

Foi usada uma camera digital Sony DSCW 9, 16 mega pixels (Sony
Corporation Ciber Shot, Tokio, Japado)®. Foram obtidas fotografias diarias de todos
as ratas com a maquina fixada a 15 cm acima da superficie, com as ratas

mobilizadas, sem anestesia.
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3.3.3 Eutanasia

As ratas foram submetidos a morte com Pentobarbital (120mg/kg
intraperitoneal) nos dias 3, 7 e 15 do experimento. A area da ferida foi totalmente
ressecada para avaliagao histolégica. Os espécimes foram identificados , conforme o

grupo a que pertencia o animal e fixados em formalina a 10%.

3.3.4 Avaliacéo da contragao da ferida

As feridas foram consideradas circulares, e realizada a medida do didmetro
da ferida, por meio das fotos, com uma régua comum milimetrada. Os resultados da
reducdo dos didmetros das feridas foram colocados num grafico com as

percentagens das respectivas medidas avaliadas.

3.4 ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

3.4.1 Avaliagbes histoldgicas

Os experimentos foram feitos conforme protocolo aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Animais (Anexo 1). Os estudos histoldgicos foram realizados no
Laboratdrio de Patologia Experimental da Universidade Federal do Parana (UFPR) e
Laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR).

Apos morte dos animais, no terceiro, sétimo e décimo quinto dias de
experimento, por meio de aplicagdo de anestésico em dose letal, foram removidos
os retalhos cutaneo-aponeurdticos, contendo as lesdes, e os espécimes foram

imediatamente imersos em solugao salina de formol a 10%, para fixagao pelo periodo
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de 24 horas. Na sequéncia, o material foi amostrado e submetido a processamento
histolégico automatizado e emblocamento em parafina. Os espécimes emblocados
em parafina foram seccionados a 5 um de espessura em microtomo rotativo (Leica,
Alemanha). Laminas histolégicas contendo as secg¢des foram coradas pelas técnicas
da hematoxilina e eosina e Plcro Sirius Red. Secg¢des adicionais foram
confeccionadas para técnica da imunoistoquimica, utilizando-se o anticorpo
antivimentina.

Com os cortes corados em hematoxilina e eosina, foram avaliadas a quantidade
de neutrdfilos polimorfonucleares, células inflamatdérias crénicas (linfocitos e plasmécitos),
capilares neoformados, fibroblastos em proliferacéo e quantidade de fibras depositadas.
A regeracao epitelial foi considerada como parcial ou completa.

Cortes corados em Picro Sirius Red foram utilizados para avaliar a presenga
e o tipo de colageno (se maduro ou imaturo) por meio de microscopia de luz
polarizada, captura de imagem com camera digital e estudo morfométrico com
software Image ProPlus®, quantificando-se em porcentagem ambos os tipos de
colageno (Colageno Jovem = Verde; Colageno Maduro = Vermelho).

Cortes histolégicos, submetidos ao estudo imunoistoquimico e marcados
com anticorpo antivimentina, foram utilizados para se identificar os fibroblastos e os
capilares neoformados.

Foi avaliada a quantidade de células inflamatorias, tais como neutrofilos,
macrdéfagos, linfécitos e os neovasos, na fase aguda da cicatrizagdo, e contados trés
campos por lamina. Também avaliaram-se os tipos de colageno, colageno imaturo e
maduro, bem como o aspecto final da cicatrizagao e a proliferagao celular.

As pecgas foram divididas utilizando-se Iaminas de bisturi, em fragmentos no

local das feridas.

3.4.1.1 Analise qualitativa do colageno

Foi feita a Identificagcdo e quantificacéo da fibras colagenas maduras (tipo I)
e imaturas (tipo Ill) por meio da técnica de microscopia 6ptica com luz polarizada e

analise morfométrica computadorizada. Apds emblocamento dos tecidos em
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parafina, foram realizados microtomias (5 um) e subsequente coloragdo com
picrossirius-red.

Os cortes histologicos foram analisados por meio de microscopia éptica (com
fonte de luz polarizada Olympus U-pot para evidenciar o colageno). As imagens foram
captadas por uma camera fotografica (Nikon® 0,45X, Téquio, Jap3o), digitalizadas e
analisadas pelo aplicativo Image ProPlus® (midia cibernética, Sdo Paulo, Brasil), em
aumento de 400X. No sistema RGB (Red, Blue, Green) considerando-se tons de
vermelho e laranja o colageno maduro (tipo I) e tons de verde o colageno imaturo
(tipo 111).

Em cada campo analisado foi calculada a area ocupada por colageno maduro e
imaturo, desconsiderando as areas escuras e de outras tonalidades. A soma das

porcentagens de fibras maduras e imaturas em cada amostra totalizou 100%.

3.4.1.2 Analise da vimentina

No estudo imunoistoquimico, utilizou-se anticorpo antivimentina para identificar
os fibroblastos e os capilares neoformados. Foi utilizado Microscépio Olympus BX

50 em objetiva de 20X e aumento de 200X). A captura das imagens foi realizada
com a camera Dino-eye AM® — 423X e software da camera Dino-lite®. A analise das

imagens foi realizada por meio do software Image Pré-plus 4.5°.

3.4.1.3 Preparo das laminas

As amostras foram confeccionadas conforme técnicas convencionais e
emblocadas em parafina, sendo um bloco por ferida, trés blocos por rata.

As laminas foram coradas com HE, PSR e Vimentina.

Os cortes corados com HE foram utilizados para avaliar a cicatrizagao e
aqueles corados com técnicas especiais (Vimentina e PSR), para verificar a

qualidade da cicatriz.
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3.4.1.4 Avaliagao morfolégica

Foram avaliados pelo patologista trés campos por laminas e contados o
numero de células por campo, com aumento de 100X, a quantidade de células
predominantes na reacgdo inflamatoria (infiltrados poli e monomorfonucleares) e o
grau de formagéo de tecido de granulagdo (neovascularizagédo) e de fibroplasia. A

regeneracgao epitelial foi classificada como completa e incompleta.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Apos avaliagao dos aspectos macroscopicos e microscopicos, das feridas 1,2
e 3 foi comparada com a coloragao HE em relagao a todas as variaveis do estudo
(neutrdfilos, linfécitos, macrofagos, fibroblastos, vasos), e feita a analise separada
para cada momento de avaliagéo (3, 7 e 15 dias) e submetidos a analise estatistica.
Para Vimentina foi feita da mesma maneira que para HE. Para HE e Vimentina foram
comparados os momentos de avaliagdo (3, 7 e 15 dias), em relagdo a todas as
variaveis do estudo. As analises foram feitas separadamente para cada um dos
tratamentos da ferida. A distribuicdo dos dados foram testados para normalidade.
Os resultados obtidos no estudo foram descritos por técnicas estatisticas
de médias, medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrbes. Para a
comparacgao das feridas 1, 2 e 3 (tratamentos) em relagao a variaveis quantitativas
(neutrdfilos, linfocitos, macrofagos, fibroblastos, vasos) foi considerado o teste nao
paramétrico de Friedman. Os momentos de morte foram comparados usando-se o teste
nao parameétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
Os dados foram analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.
Inicialmente, para cada uma das variaveis avaliadas, em cada dia de morte,
foram comparadas as trés feridas 1, 2 e 3. Para tanto, testou-se a hipétese nula de
que os resultados sao iguais nas trés feridas, versus a hipétese alternativa de que
pelo menos uma ferida tem resultados diferentes das demais. No caso de rejeigao

da hipotese nula, as feridas foram comparadas duas a duas.
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Em seguida, considerando-se cada uma das feridas, foram comparados os
momentos de avaliagdo de trés dias, sete dias e quinze dias. Assim, para cada
variavel, testou-se a hipdtese nula de que os resultados sao iguais nos trés
momentos, versus a hipotese alternativa de que em pelo menos um dos momentos
os resultados sao diferentes dos demais. No caso de rejeicdo da hipdtese nula, os

momentos de avaliagao foram comparados pelo pareamento de duas a duas.
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4 RESULTADOS

41 AVALIACAO CLINICA

4.1.1 Avaliagao macroscopica das feridas

A avaliagdo macroscopica das feridas foi realizada diariamente e registrada
em fotografias. Foram medidas as feridas 1, 2 e 3 de todas as ratas, por meio de
uma régua graduada em milimetros posicionada ao nivel da leséo e foi feita a média

entre todas as feridas 1, 2 e 3 em cada dia do experimento.
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FIGURA 3 - FOTOGRAFIA DAS FERIDAS DO PRIMEIRO AO DECIMO QUINTO DIA DO EXPERIMENTO,
TIRADAS EM DIFERENTES ANIMAIS

FONTE: O autor
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Apos obtidas todas as medidas de todos os dias, elaborou-se uma tabela
com as porcentagens de redugédo das feridas. Na ferida 1, que é a ferida controle
(sem uso de fator de crescimento), houve reducdo de oitenta por cento, nos quinze
dias do experimento. Na ferida 2, ferida com injecao de fator de crescimento epitelial,
houve reducao de oitenta e trés por cento da ferida nos quinze dias do experimento.
Na ferida 3, ferida com injegdo de fator endotelial e insulinico, houve reducéo total

da ferida nos quinze dias do experimento

TABELA 1 - MEDIDA DO DIAMETRO, AREA E PORCENTAGEM DE REDUGAO DAS FERIDAS

FERIDA 1 FERIDA 2 FERIDA 3
DIA | Tamanho | Area | Redugdo | Tamanho | Area = o | Tamanho | Area s 0
(cm) (cm2) % (cm) (sz) Reduc¢éo% (cm) ( sz) Reducéo%

1 1 0,785 100 0,6 0,283 100 0,6 0,283 100
2 0,95 0,708 95 0,59 0,273 98 0,59 0,273 98
3 0,93 0,679 93 0,55 0,237 92 0,55 0,237 92
4 0,89 0,621 89 0,4 0,126 67 0,4 0,126 67
5 0.8 0,502 80 0,4 0,126 67 0,4 0,126 67
6 0,76 0,453 76 0,4 0,126 67 0,36 0,102 60
7 0,65 0,331 65 0,4 0,126 67 0,3 0,071 50
8 0,6 0,283 60 0,4 0,126 67 0,3 0,071 50
9 0,51 0,204 51 0,39 0,119 65 0,28 0,062 47
10 0,42 0,138 42 0,36 0,102 60 0,2 0,031 33
11 0,4 0,126 40 0,3 0,071 50 0,2 0,031 33
12 0,37 0,107 37 0,2 0,031 33 0,19 0,028 32
13 0,35 0,096 35 0,2 0,031 33 0,16 0,02 27
14 0,26 0,053 26 0,15 0,018 25 0,1 0,008 17
15 0,2 0,031 20 0,1 0,008 17 0 0 0

FONTE: O autor
NOTA: Medida em centimetro em todos os animais, todos os dias do experimento.
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FIGURA 4 - GRAFICO COMPARATIVO DA CICATRIZAGCAO DAS FERIDAS 1, 2 E 3 POR
MEIO DA MEDIDA DAS FERIDAS 1, 2 E 3, EM AREA, NOS 15 DIAS DO
EXPERIMENTO
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FONTE: O autor
FIGURA 5 - GRAFICO COMPARATIVO DA CICATRIZAGAO DAS FERIDAS 1, 2 E 3 POR
MEIO DA MEDIDA DAS FERIDAS 1, 2 E 3, EM CENTIMETROS, NOS 15
DIAS DO EXPERIMENTO
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FONTE: O autor
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FIGURA 6 - GRAFICO COMPARATIVO DA CICATRIZAGCAO DAS FERIDAS 1, 2 E 3 POR
MEIO DA MEDIDA DAS FERIDAS 1, 2 E 3, EM PORCENTAGEM, NOS 15
DIAS DO EXPERIMENTO
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FONTE: O autor

No terceiro dia do experimento, todas as feridas estavam abertas, na ferida
controle havia pouca contragao de ferida e muito tecido de granulagao; nas feridas

epiteliais e mista, havia uma discreta melhora em relagao a ferida controle.

Terceiro Dia

FIGURA 7 - EXEMPLO DAS FERIDAS NO TERCEIRO DIA DO EXPERIMENTO,
PREVIO A EXERESE DAS FERIDAS

FONTE: O autor
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No sétimo dia do experimento, as feridas ainda estavam abertas com ligeira
contracao de todas as feridas, mas a ferida controle apresentava tecido de granulagéao,

mostranto retardo na cicatrizagao.

Sétimo Dia

FIGURA 8 - EXEMPLO DAS FERIDAS NO SETIMO DIA DO EXPERIMENTO,
PREVIO A EXERESE DAS FERIDAS

FONTE: O autor

No décimo quinto dia do experimento, as cicatrizes das feridas apresentaram-se
da seguinte forma: na ferida controle houve redugdo de 80+0,311% da ferida, na

ferida epitelial a redugao foi de 830,201 % e na ferida mista foi de 100%.

Décimo Quinto Dia

FIGURA 9 - EXEMPLO DAS FERIDAS NO DECIMO QUINTO DIA DO EXPERIMENTO,
PREVIO A EXERESE DAS FERIDAS

FONTE: O autor
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4.2 ANALISE MICROSCOPICA MORFOLOGICA E MORFOMETRICA

Inicialmente, para cada uma das variaveis avaliadas, em cada dia de morte,
foram comparadas as trés feridas 1, 2 e 3. Para tanto, testou-se a hipétese nula de
que os resultados sao iguais nas trés feridas, versus a hipétese alternativa de que
pelo menos uma ferida tem resultados diferentes das demais. No caso de rejeigao
da hipotese nula, as feridas foram comparadas duas a duas.

Em seguida, considerando-se cada uma das feridas, foram comparados os
momentos de avaliagcdo de trés dias, sete dias e 15 dias. Para tanto, para cada
variavel, testou-se a hipétese nula de que os resultados sao iguais nos trés momentos,
versus a hipotese alternativa de que em pelo menos um dos momentos os resultados
sao diferentes dos demais. No caso de rejeicdo da hipétese nula, os momentos de

avaliagao foram comparados duas a duas.
4.2.1 Analise microscopica morfoldgica

Nas figuras 10, 11 e 12, sédo exibidas detalhes histoldégicos das cicatrizes,
nos trés espacgos de tempo avaliados.

FIGURA 10 - FOTOMICROGRAFIAS DE CORTES HISTOl_C')GICOS MOSTRANDO A PRESENCA DE PROCESSO
INFLAMATORIO, NO 3.° DIA DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3 (HE 100x)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

FONTE: O autor
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FIGURA 11 - FOTOMICROGRAFIAS DE CORTES HISTO!.OGICOS MOSTRANDO A PRESENCA DE PROCESSO
INFLAMATORIO, NO 7.° DIA DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 e 3 (HE 100x)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

FONTE: O autor

FIGURA 12 - FOTOMICROGRAFIAS DE CORTES HISTOL~C')GICOS MOSTRANDO A PRESENCA DE PROCESSO
INFLAMATORIO, NO 15.° DIA DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3 (HE 100x)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

FONTE: O autor

4.2.1.1 Avaliagdo de HE — neutrofilos no 3.°, 7.° e 15.° dias

Ao comparar os trés tipos de ferida, em cada dia de morte, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre as feridas em relagdo ao numero de
neutréfilos (HE) (Tabela 2).

TABELA 2 - AVALIACAO DE HE- NEUTROFILOS NO 3.°, 7.° E 15.° DIAS EM CADA FERIDA,
AVALIACAO ENTRE OS GRUPOS

DIADO . ™)
SACRIFICIO FERIDA N MEDIA + DP p

Controle 15 242 +45

3 dias Ferida epitelial 15 21,757 0,482
Ferida mista 15 229+52
Controle 15 316184

7 dias Ferida epitelial 15 248+5,5 0,155
Ferida mista 15 28,5+9,6
Controle 15 23,1+9,6

15 dias Ferida epitelial 15 199+44 0,856
Ferida mista 15 20,7 £6,2

FONTE: O autor
(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05; n: nimero de animais; dp: desvio padrao; p:
resultado do teste estatistico.
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Entretanto, ao avaliar a evolugdo de cada ferida nos trés dias de morte, foi
encontrada diferenca significativa para a ferida controle, onde apresentou maior
numero de neutrofilos. Para esta ferida, houve diferenca entre o 3.° e o 7.° dias
(p=0,029) e entre o 7.° e 0 15.° dias (p=0,007). Ja entre o0 3.° e 0 15.° dias nao foi
observada diferenca significativa , pois os resultados foram similares (p=0,557). Para
as feridas com fator de crescimento epitelial e com fator de crescimento misto, os
resultados foram menores apresentando tendéncia a significancia entre os trés dias

de avaliagéo (p=0,058 e p=0,076, respectivamente) (Figura 13).

FIGURA 13 - EVOLUGAO DE HE- NEUTROFILOS EM CADA FERIDA, ENTRE OS MOMENTOS
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FONTE: O autor
NOTA: * p<0,05 para a diferenga 3 - 7 dias e 7 — 15 dias na ferida controle.
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4.2.1.2 Avaliagédo HE - linfécitos no 3.°, 7.° e 15.° dias

Na comparacgao das feridas 1, 2 e 3 em cada um dos momentos de morte
(comparacao entre os grupos), observou-se que, para trés dias, a comparacgao das
trés feridas indicou que nao existe diferencga significativa entre elas (p=0,270 que é
maior que 0,05). Para sete dias, também n&o foi verificada diferenga significativa
entre as trés feridas (p=0,759). O mesmo foi obtido para quinze dias (p=0,451).

Os resultados sao apresentados na tabela 3.

TABELA 3 -CONTAGEM DE LINFOCITOS POR CAMPO E COMPAF\iACAO DAS FERIDAS 1,2 E
3 EM CADA UM DOS MOMENTO DE MORTE (AVALIACAO ENTRE OS GRUPOS)

DIA DO . VALOR DE pt"
SACRIFICIO FERIDA N MEDIA+ DP (F1x F2 x £3)
Controle 15 155+ 7,6
3 dias Ferida epitelial 15 11,2+ 24 0,270
Ferida mista 15 11,5+ 2,7
Controle 15 145+ 2,7
7 dias Ferida epitelial 15 14,1+ 29 0,759
Ferida mista 15 13,9+ 4,3
Controle 15 149+ 53
15 dias Ferida epitelial 15 14,1t 3,4 0,451
Ferida mista 15 15,0+ 3,5

FONTE: O autor
(1) Teste ndo-paramétrico de Friedman, p<0,05.

Na ferida 1 (controle) os resultados foram similares quando os dias de
avaliagdo foram comparados em relagdo aos linfécitos (p=0,774). Ja para a ferida 2
(epitelial), foi observada diferenca significativa, aumento do numero de linfécitos entre o
3.° e 0 7.° dias (p=0,007) e entre 0 3.° e 0 15.° dias (p=0,007). Nao houve diferenca
significativa entre o 7.° e o 15.° dias, os resultados foram semelhantes. Nas
comparagdes entre os dias de avaliagdo para a ferida 3 (misto), foi encontrada
diferenga significativa, aumento do numero de linfécitos somente na comparagéo
entre 3.° e 15.° dias (Figura 14).
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FIGURA 14 - EVOLUCAO DE HE- LINFOCITOS EM CADA FERIDA, AVALIACAO INTRAGRUPOS
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FONTE: O autor

NOTA: * p<0,05 para a diferenga 3 - 7 dias na ferida com fator de crescimento epitelial.
# p<0,05 para a diferenga 3 — 15 dias na ferida com fator epitelial e na ferida com
crescimento misto.

4.2.1.3 Avaliagdo de HE — macrofagos no 3.°, 7.° e 15.° dias

Em relacdo a macrofagos, tanto para trés dias como para sete dias, os
resultados foram semelhantes entre as trés feridas (p=0,247 e p=0,344, respectivamente).
Ja em 15 dias, o resultado apresentou diferenca significativa entre as trés feridas
menor numero de macrofagos nas feridas 2 e 3 (p=0,005). Ainda para quinze dias, ao
comparar as feridas duas a duas, foi observada diferenca entre as feridas 1 e 2
(p=0,001)menor numero de macrofagos para a ferida 2 e entre as feridas 1 e 3 , menor
numero de macrofagos para a ferida 3 (p=0,004). As feridas 2 e 3 ndo apresentaram

diferenca significativa, pois os resultados foram semelhantes (p=0,660) (Tabela 4).



TABELA 4 - CONTAGEM DE MACROFAGOS POR CAMPO E A COMPARAGCAO DAS FERIDAS

1,2 E 3 EM CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DO . VALOR DE p'"
sacrIFicio | FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 28,2+ 10,5
3 dias Ferida epitelial 15 26,9+ 10,6 0,247
Ferida mista 15 25,9+ 10,1
Controle 15 455+ 9,9
7 dias Ferida epitelial 15 44,8+ 13,5 0,344
Ferida mista 15 48,1+ 10,7
Controle 15 33,9+ 55
15 dias Ferida epitelial 15 25,8+ 10,1 0,005
Ferida mista 15 27,3+ 8,1

FONTE: O autor
(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.
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Ao comparar os dias de morte em relagdo aos macrofagos, foram encontradas

diferencgas significativas entre eles (p<0,001 para as trés feridas), com diminui¢cdo do

numero de macrofagos. Ao comparar os dias de morte dois a dois, verificaram-se

diferencas entre o 3.° e o 7.° dias, maior nimero de macréfagos no 7° dia (p<0,001

para as trés feridas) e entre o 7.° e 15.° dias , menor nimero de macréfagos no 15°

dia (p=0,002 para a ferida 1; p<0,001 para as feridas 2 e 3). Também para as trés

feridas, ndo foram identificadas diferengas significativas quando o 3.° dia foi

comparado com o 15.° dia, os resultados foram similares (Figura 15).

FIGURA 15 - EVOLUGAO DE HE- MACROFAGOS EM CADA FERIDA, AVALIAGAO
INTRAGRUPOS NOS MOMENTOS DE MORTE
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FONTE: O autor
NOTA: * p<0,05 para a diferenga 3 - 7 dias nas trés feridas.
# p<0,05 para a diferenga 3 — 15 dias nas trés feridas.
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4.2.1.4 Avaliagdo HE — fibroblastos no 3.°, 7.° e 15.° dias
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Ao comparar os trés tipos de ferida em relagao aos fibroblastos, em cada dia do

sacrificio, ndo foram encontradas diferengas significativas entre as feridas, os resultados

foram similares para as trés feridas em numero de fibroblastos (Tabela 5).

TABELA 5 - CONTAGEM DE FIBROBLASTOS POR CAMPO E COMPARACAOQ DAS FERIDAS 1,
2 E 3 EM CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p'"
MORTE FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x Fp:,’)
Controle 15 63,5+ 25,2
D3 Ferida epitelial 15 59,1+ 26,0 0,127
Ferida mista 15 60,5+ 24,8
Controle 15 87,1+ 11,8
D7 Ferida epitelial 15 86,5+ 8,7 0,627
Ferida mista 15 89,1+ 6,5
Controle 15 74,6 17,5
D15 Ferida epitelial 15 771+ 17,2 0,423
Ferida mista 15 76,0+ 12,6

FONTE: O autor

(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.

Ao comparar os dias de sacrificio em relagao aos fibroblastos, foram obtidas

diferencgas significativas entre eles, maior numero de fibroblastos para as feridas

epitelial e mista(p=0,018 para a ferida controle; p=0,003 para a ferida epitelial e

p<0,001 para a ferida mista). Ao comparar os dias de morte dois a dois, observaram-

se diferencas entre 0 3.° e 0 7.° dias (p=0,004 para a ferida 1 e p<0,001 para as

feridas 2 e 3, que apresentaram maior numero de fibroblastos no sétimo dia). Na

comparacgéo entre 3.° e 15.° foi registrada diferencga significativa somente para a

ferida 2 (p=0,044) e na comparagédo entre 7.° e 15.° dias, somente para a ferida 3
(p=0,003) (Figura 16).
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FIGURA 16 - EVOLUGAO DE HE- FIBROBLASTOS EM CADA FERIDA, ENTRE OS MOMENTOS
DE MORTE, AVALIACAO ENTRE GRUPOS
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FONTE: O autor

NOTA: * p<0,05 para a diferenga 3 - 7 dias nas trés feridas e para a diferenga 7 — 15 dias na ferida
com fator de crescimento misto.
# p<0,05 para a diferenga 3 — 15 dias na ferida com fator de crescimento epitelial.

4.2.1.5 Avaliagdo HE — vasos no 3.°, 7.° e 15.° dias, avaliagdo entre os grupos

Ao comparar os trés tipos de ferida em relagcdo aos vasos, nao foram
encontradas diferencas significativas entre as feridas nos trés dias de morte, pois os

resultados foram semelhantes (Tabela 6).
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TABELA 6 - CONTAGEM DE VASOS POR CAMPO E COMPARAGAO DAS FERIDAS 1,2 E 3 EM
CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p'"
MORTE FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 15,2+ 5,7
D3 Ferida epitelial 15 15,2+ 5,0 0,813
Ferida mista 15 159+ 3,7
Controle 15 27,8+ 4.8
D7 Ferida epitelial 15 27,9+ 56 0,802
Ferida mista 15 289+ 6,5
Controle 15 31,9+ 6,3
D15 Ferida epitelial 15 326+ 84 0,884
Ferida mista 15 32,1+ 64

FONTE: O autor
(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.

Ao avaliar a evolucéo de cada ferida nos trés dias de morte foram encontradas
diferencgas significativas (p<0,001 para as trés feridas, maior numero de vasos ). Na
comparagédo dos dias de morte dois a dois, houve diferencga significativa entre 0 3.° e
7.° dias (p<0,001 para as trés feridas) e houve também diferengas significativas
entre 0 3.° e 15.° dias (p<0,001 para as trés feridas). Ja entre o0 7.° e 15.° dias houve
diferencga significativa para as feridas 1 e 2 (p=0,044 e p=0,035, respectivamente)
(Figura 17).

FIGURA 17 - EVOLUGAO DE HE- VASOS EM CADA FERIDA, AVALIAGAO ENTRE OS
MOMENTOS DE MORTE, AVALIACAO INTRAGRUPO
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FONTE: O autor

NOTA: * p<0,05 para a diferenga 3 - 7 dias nas trés feridas e diferenca 7 — 15 dias nas feridas
controle e com crescimento epitelial.
# p<0,05 para a diferenca 3 — 15 dias nas trés feridas.
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4.3 ANALISE MICROSCOPICA MORFOMETRICA
4.3.1 Analise imunoistoquimica

As figuras 18, 19 e 20 mostram detalhes histolégicos das cicatrizes, nos trés

espacos de tempo avaliados.

FIGURA 18 - FOTOMICROGRAFIA VIMENTINA - NAS QUAIS SE AVALIAM MACROFAGOS, FIBROBLASTOS
E VASOS, NO 3.° DIA DE EVOLUGCAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3.(VIM.200X)

Ferida 1 Ferida 2

ﬁ.

Ferida 3

o

FONTE: O autor

FIGURA 19 - FOTOMICROGRAFIA VIMENTINA - NAS QUAIS SE AVALIAM MACROFAGOS, FIBROBLASTOS
E VASOS, NO 7.° DIA DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3. (VIM.200X)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

FONTE: O autor
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FIGURA 20 - FOTOMICROGRAFIA VIMENTINA- NAS QUAIS SE AVALIAM MACROFAGOS, FIBROBLASTOS
E VASOS, NO 15.° DIA DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3. (VIM.200X)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3
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FONTE: O autor

4.3.1.1 Avaliagdo de vimentina fibroblastos no 3.°, 7.° e 15.° dias

Ao comparar os trés tipos de ferida, em cada dia de morte, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre as feridas em relagdo a vimentina-

fibroblastos, os resultados foram similares (Tabela 7).

TABELA 7 - CONTAGEM DE VIMENTINA FIBROBLASTOS POR CAMPO E COMPARAGCAO DAS
FERIDAS 1, 2 E 3 EM CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p'"
MORTE FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 17,7+ 57
D3 Ferida epitelial 15 16,7+ 6,3 0,856
Ferida mista 15 16,0+ 5,2
Controle 15 25,3+ 3,1
D7 Ferida epitelial 15 232+ 52 0,124
Ferida mista 15 251+ 7,1
Controle 15 26,1+ 4,3
D15 Ferida epitelial 15 245+ 6,7 0,878
Ferida mista 15 25,0+ 53

FONTE: O autor
(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.



57

Ao avaliar a evolugao de cada ferida nos trés dias de morte, foi encontrada
diferencga significativa ( maior nimero de fibroblastos) entre nos dias de morte trés
dias x sete dias x quinze dias (p<0,005). Para as feridas 1, 2 e 3 foi constatada
diferenca significativa entre os dias de morte, sendo assim estes foram comparados
dois a dois. Para trés dias x sete dias, houve diferenca significativa para as feridas 1
e 3 (p<0,001) e nao houve diferenca significativa para a ferida 2 (p=0,11). Para trés
dias X quinze dias houve diferenca significativa entre as 3 feridas (p<0,001). E entre

sete dias x quinze dias ndo houve diferenga significativa entres as feridas (p>0,005).

FIGURA 21 - EVOLUGAO DE VIMENTINA FIBROBLASTOS EM CADA FERIDA, AVALIACAO
DOS MOMENTOS DE MORTE, INTRAGRUPOS
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FONTE: O autor
NOTA: * p<0,05 para a diferenga 3 - 7 dias nas trés feridas.
# p<0,05 para a diferenga 3 — 15 dias nas trés feridas.



4.3.1.2 Avaliagédo vimentina macrofagos no 3.°, 7.° e 15.° dias
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Ao comparar os trés tipos de ferida, em cada dia de morte, ndo houve diferenca

significativa entres as feridas em relagao a vimentina-macréfagos (Tabela 8), sendo

que no 7.° dia do experimento houve uma tendéncia a significancia (p=0,05).

TABELA 8 - CONTAGEM DE MACROFAGOS POR CAMPO E COMPARAGAO DAS FERIDAS 1,

2 E 3 EM CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p'"
MORTE FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x F3)
Controle 15 1,9+ 0,6
D3 Ferida epitelial 15 1,8+ 1,0 0,728
Ferida mista 15 1,8+ 0,9
Controle 15 1,5+ 0,5
D7 Ferida epitelial 15 1,3+ 0,6 0,050
Ferida mista 15 1,1+ 0,5
Controle 15 09+ 06
D15 Ferida epitelial 15 09+ 05 0,786
Ferida mista 15 1,0+ 05

FONTE: O autor

(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.

Entretanto, ao avaliar a evolugao de cada ferida nos trés dias de morte, foi

encontrada diferenga significativa, menor numero de macréfagos, para as trés

feridas (p<0,001, p=0,008 e p=0,007 respectivamente, para as feridas 1, 2 e 3). Por

tal razdo foram comparadas duas a duas. Para 3.° e 7.° dias houve diferenca

siginifcativa para a ferida 3, menor numero de macréfagos (p=0,010) e para as

feridas 1 e 3 ndo houve diferenga significativa, os resultados foram similares

(p>0,05). Para 3.° e 15.° dias houve diferenga significativa para as trés feridas

(p<0,001, p=0,001 e p=0,002). E para 7.° e 0 15.° dias houve diferenca significativa

apenas para a ferida 1 (p=0,004); nas feridas 2 e 3 nao houve significancia (p>0,05).



FIGURA 22 - EVOLUGAO DE VIMENTINA MACROFAGOS EM CADA FERIDA, AVALIACAO
ENTRE OS MOMENTOS DE MORTE, INTRAGRUPO
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4.3.1.3 Avaliagéo vimentina vasos no 3.°, 7.° e 15.° dias

Para 3 dias, a comparacao das trés feridas indicou que nao houve diferenca
significativa, resultados semelhantes (p=0,751) o mesmo ocorreu para sete dias
(p=0,062). Para o momento de avaliagdo no 15.° dia, houve diferenca significativa

entre as trés feridas, aumento do numero de vasos (p=0,016).

TABELA 9 - CONTAGEM DE VIMENTINA VASOS POR CAMPOS E COMPARAGAO DAS
FERIDAS 1, 2 E 3 EM CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p!"
MORTE FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x F3)
Controle 15 30+ 1,7
D3 Ferida epitelial 15 32+ 17 0,751
Ferida mista 15 34+ 20
Controle 15 41+ 1,6
D7 Ferida epitelial 15 42+ 19 0,062
Ferida mista 15 54+ 23
Controle 15 53+ 1,2
D15 Ferida epitelial 15 6,4+ 23 0,016
Ferida mista 15 76+ 23

FONTE: O autor
(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.

Sendo assim, estas foram comparadas duas a duas, e houve diferenga
significativa entre as feridas 1 e 2, maior numero de vasos (p=0,040) e entre as
feridas 1 e 3, maior numero de vasos (p=0,001); entre as feridas 2 e 3 ndo foram
encontradas diferencgas significativas, resultados foram semelhantes (p>0,05).

Na comparagcdo dos momentos de morte, para cada ferida, constatou-se
diferenga significativa entre os momentos trés dias x sete dias x quinze dias (p<0,05),
nas trés feridas. Dai porque os momentos estes foram comparados dois a dois.

Para 3.° dia x 7.° dia houve diferencga significativa para a ferida 3, maior
numero de vasos (p=0,009) e uma tendéncia a significancia para a ferida 1 (p>0,05 e
<0,094) e nao houve diferenga significativa para a ferida 2, nao houve aumento de
vasos , os resultados foram similares (p>0,05). Para 3.° dias x 15.° dias houve
diferenca significativa entres as trés feridas (p<0,001) e para 7.° x 15.° dias também

houve diferenca significativa (p=0,025, p=0,007 e p=0,13 nas feridas 1, 2 e 3).



FIGURA 23 - EVOLUGAO DE VIMENTINA VASOS EM CADA FERIDA, AVALIACAO ENTRE OS

MOMENTOS DE MORTE, INTRAGRUPO
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4.4 AVALIACAO DO COLAGENO

Nas figuras 24, 25, 26, podem-se identificar detalhes histolégicos das cicatrizes,

nos trés momentos avaliados.

FIGURA 24 - FOTOMICROGRAFIA NAS QUAIS SE AVALIA QOLAGENO TIPO | E I (VERMELHO — MADURO
E VERDE- IMATURO), NO 3.° DIA DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3. (PSR 400X)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

FONTE: O autor

FIGURA 25 - FOTOMICROGRAFIA NAS QUAIS SE AVALIA COLAGENO TIPO | E Ill (VERMELHO — MADURO
E VERDE- IMATURO), NO 7.° Dia De Evolugéo, Nas Feridas 1, 2 E 3. (PSR 400X)

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

FONTE: O autor
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FIGURA 26 - FOTOMICROGRAFIA NAS QUAIS SE AVALIA COLAGENO TIPO | E Ill (VERMELHO — MADURO

E VERDE- IMATURO), NO DECIMO 15.° DE EVOLUGAO, NAS FERIDAS 1, 2 E 3. (PSR 400X)
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4.4.1 Avaliagao colageno — tipo | — area
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Para trés dias, a comparacéao das trés feridas indicou que nao existe diferenca

significativa entre elas, resultados similares (p=0,627). Para sete dias também nao foi

observada diferenga significativa entre as trés feridas (p=0,344). O mesmo foi

identificado para 15 dias (p=0,189). Sendo assim, nos trés momentos de morte (3

dias, 7 dias e 15 dias) n&o foram encontradas diferengas significativas entre as trés

feridas,pois os resultados foram semelhantes.

TABELA 10 - CONTAGEM DE COLAGENO TIPO | E COMPARACAO DAS FERIDAS 1,2 E 3 EM
CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE pt"
MORTE FERIDA N MEDIA+DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 83,6+ 16,0
D3 Ferida epitelial 15 82,7+ 21,3 0,627
Ferida mista 15 88,7+ 23,7
Controle 15 125,8+ 76,6
D7 Ferida epitelial 15 110,7+ 74,9 0,344
Ferida mista 15 1254+ 584
Controle 15 147,5+ 100,2
D15 Ferida epitelial 15 1940+ 824 0,189
Ferida mista 15 219,8+ 67,8

FONTE: O autor

(1) Teste ndo-paramétrico de Friedman, p<0,05.
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Nas comparagoes dos dias de morte ndao houve significancia estatistica para
a ferida 1 (p=0240), enquanto para as feridas 2 e 3 houve significancia estatistica,
maior numero do colageno tipo | (p< 0,001). Em fungdo disso, eles foram
comparados dois a dois, sendo que no 3.°dias x 7.° dias ndo houve diferenca
significativa, para 3.° dias x 15.° dias houve diferenga significativa (p<0,001) e para
7.° dias x 15.° dias também houve diferenca siginificativa, maior nimero de colageno
tipo | (p=0,002 e p=0,001 para as feridas 2 e 3, respectivamente).

FIGURA 27 - EVOLUGAO DE AREA DE COLAGENO TIPO | AVALIAGAO ENTRE OS
MOMENTOS DE MORTE, INTRAGRUPO
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NOTA: * p<0,05 para a diferenga 7 - 15 dias nas feridas do fator de crescimento epitelial e fator de
crescimento misto.
# p<0,05 para a diferenga 3 — 15 dias nas feridas do fator de crescimento epitelial e fator
de crescimento misto.
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4.4.2 Avaliagao de colageno —tipo Il - area

A comparacgao das trés feridas em cada um dos momentos de morte indicou
que nao existe diferenga significativa entre elas, nos 3.° dia, 7.° e 15.° dias,

resultados semelhantes (p=0,627, p=0,344 e p=0,189, respectivamente).

TABELA 11 - CONTAGEM DE COLAGENO TIPO Ill, COMPARAGAO DAS FERIDAS 1,2 E 3 EM
CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p!"
MORTE FERIDA N MEDIA+DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 216,4 + 16,0
D3 Ferida epitelial 15 217,3+ 21,3 0,627
Ferida mista 15 211,3+ 23,7
Controle 15 1742+ 76,6
D7 Ferida epitelial 15 189,3+ 74,9 0,344
Ferida mista 15 1746 £+ 58,4
Controle 15 152,5+ 100,2
D15 Ferida epitelial 15 106,0+ 824 0,189
Ferida mista 15 80,2+ 67,8

FONTE: O autor
(1) Teste ndo-paramétrico de Friedman, p<0,05.

Nas comparagdes nos trés momentos de morte (3 dias, 7 dias e 15 dias), néo
foram encontradas diferencas significativas entre a ferida 1, e foram encontradas
diferengas significativas na ferida 2 e 3 , menor numero de colageno tipo Il (ps
0,001). Sendo assim, os momentos foram comparados dois a dois. Para 3 dias x 7
dias ndo houve diferenca significativa entre as feridas 2 e 3. Em 3 dias x 15 dias
houve diferenca significativa (p<0,001) e em 7 dias x 15 dias também houve
diferenca significativa, menor numero de colageno tipo Il (p=0,002 e p=0,001,

respectivamente nas feridas 2 e 3).
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FIGURA 28 - EVOLUGAO DE AREA DE COLAGENO TIPO Ill, AVALIAGAO ENTRE OS MOMENTOS
DE MORTE, INTRAGRUPO
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NOTA: * p<0,05 para a diferenca 7 — 15 dias nas feridas do fator de crescimento epitelial e fator de
crescimento misto.

# p<0,05 para a diferenga 3 — 15 dias nas feridas do fator de crescimento epitelial e fator de
crescimento misto.

4.4.3 Percentual de colageno (TIPO | e TIPO lll)

O percentual de colageno tipo | corresponde ao percentual de area com
colageno tipo | em relagdo ao total de area de colageno (tipo | + tipo Ill). Da mesma
forma, o percentual de colageno tipo Il corresponde ao percentual de area com
colageno tipo Il em relagdo ao total de area de colageno (tipo | + tipo Ill). Sendo
assim, a soma do percentual de colageno tipo | com o percentual de colageno tipo Il
€ igual a 100%. Como as areas de colageno tipo | e tipo Ill sdo complementares, os
valores de p dos testes estatisticos sdo os mesmos ja apresentados na analise
das areas.
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4.4.3.1 Variavel: percentual de colageno tipo |

Para trés dias, a comparacao das trés feridas indicou que nao existe diferenca
significativa entre elas, resultados similares (p=0,627). Para sete dias, também nao foi
observada diferenca significativa entre as trés feridas (p=0,344). O mesmo foi

verificado para quinze dias (p=0,189).

TABELA 12 - COMPARAGCAO DAS FERIDAS 1, 2 E 3 EM CADA UM DOS MOMENTOS DE

MORTE
DIA DA . VALOR DE p'"
MORTE FERIDA N MEDIA+ DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 279+ 53
D3 Ferida epitelial 15 276+ 71 0,627
Ferida mista 15 296+ 7,9
Controle 15 419+ 255
D7 Ferida epitelial 15 36,9+ 25,0 0,344
Ferida mista 15 41,8+ 19,5
Controle 15 492+ 334
D15 Ferida epitelial 15 64,7+ 27,5 0,189
Ferida mista 15 73,3+ 22,6

FONTE: O autor
(1) Teste ndo-paramétrico de Friedman, p<0,05.

Nos trés momentos de morte (trés dias, sete dias e quinze dias), ndo foram
encontradas diferengas significativas para a ferida controle (p=0,240) e nao foram
encontradas diferengas significativas entre as feridas epitelial e mista, resultados
similares (p< 0,001). Diante disso, foram comparadas duas a duas, para trés dias x
sete dias ndo houve diferenca significativa (p=0,419 e p=0,63); para trés dias x
quinze dias houve diferenca significativa , maior numero de colageno tipo | (p<0,001)
e em sete dias x quinze dias também houve diferenga significativa, maior numero de

colageno tipo | (p=0,002 e p=0,001, respectivamente, para as feridas epitelial e mista).
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FIGURA 29 - EVOLUGAO DA AREA DE COLAGENO TIPO | - PERCENTUAL
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4.4.3.2 Variavel: percentual de colageno tipo Il

Para trés dias, a comparacéao das trés feridas indicou que nao existe diferenca
significativa entre elas, resultados similares (p=0,627). Para sete dias, também nao foi
observada diferenga significativa entre as trés feridas (p=0,344). O mesmo foi
verificado para quinze dias (p=0,189). Nas comparagdes dos dias de morte trés dias x
sete dias x quinze dias, ndo houve diferenga significativa para a ferida controle
(p=0,240), houve diferenca significativa para as feridas epitelial e mista, menor

numero de colageno tipo Il (p<0,001).



TABELA 13 - CONTAGEM DE COLAGENO TIPO I, COMPARACAQ DAS FERIDAS 1, 2 E 3 EM

CADA UM DOS MOMENTOS DE MORTE

DIA DA . VALOR DE p'"
MORTE FERIDA N MEDIAt DP (F1 x F2 x F%)
Controle 15 72,1+ 5,3
D3 Ferida epitelial 15 724+ 71 0,627
Ferida mista 15 704+ 7,9
Controle 15 58,1+ 255
D7 Ferida epitelial 15 63,1+ 25,0 0,344
Ferida mista 15 58,2+ 19,5
Controle 15 50,8+ 334
D15 Ferida epitelial 15 35,3+ 27,5 0,189
Ferida mista 15 26,7+ 22,6

FONTE: O autor
(1) Teste ndo paramétrico de Friedman, p<0,05.
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Os momentos foram comparados dois a dois; para trés dias x sete dias néo

houve diferencga significativa, resultados similares (p>0,05); para trés dias x quinze

dias, houve diferenga siginificativa, menor numero de colageno tipo Il (p<0,001 nas

feridas 2 e 3); e em sete dias x quinze dias também houve diferenca significativa,

menor numero de colageno tipo Il (p=0,002 e p=0,001, respectivamente, para as

feridas epitelial e mista).

FIGURA 30 - EVOLUGAO DA AREA DE COLAGENO TIPO Il - PERCENTUAL
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A analise com Sirius Red, no terceiro, sétimo e décimo quinto dia, apontou
uma quantidade maior de colageno tipo | — Vermelho (maduro) nas feridas com fator
de crescimento epitelial e mista (ferida 2 e ferida 3), com valor de p=0,001 e p<0,001,
respectivamente, demonstrando diminuicdo da quantidade de infiltrado inflamatadrio,
maior angiogénese, fibroplasia, com cicatrizagdo mais rapida e organizada.

Grafico do colageno tipo | e tipo lll, nos dias 3, 7 e 15 do experimento

= 3.°DIA

GRAFICO 1 - DEMONSTRAGAO DA PORCENTAGEM DE COLAGENO TIPO | E TIPO Il NO 3.° DIA DO
EXPERIMENTO NAS TRES FERIDAS
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= 7.°DIA
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GRAFICO 2 - DEMONSTRAGCAO DA PORCENTAGEM DE COLAGENO TIPO | E TIPO Il NO 7.° DIA DO

EXPERIMENTO

FERIDAS
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FONTE: O autor

= 15.°DIA

NAS TRES

63,1%
58,1% ° 58,2%

Ferida 1 Ferida 2 Ferida 3

BVermelho ¥ Verde

GRAFICO 3 - DEMONSTRAGCAO DA PORCENTAGEM DE COLAGENO TIPO | E TIPO IIl NO 15.° DIA DO

EXPERIMENTO

FERIDAS
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5 DISCUSSAO

As grandes mudangas ocorridas nas Uultimas décadas nos conceitos
referentes a cicatrizagdo tém mobilizado as industrias a desenvolver e comercializar
produtos cada dia mais especificos que sejam eficazes e adequados a cada tipo de
ferida em termos de custo/beneficio. Atualmente se pretende interferir na biologia
molecular, abordando a sintese de substancias envolvidas nos fenbmenos cicatriciais
(MANDELBAUM; SANTIS; MANDELBAUM, 2003b). Diante de tantos recursos para
cicatrizagdo, no presente estudo optou-se por estudar fatores de crescimento injetaveis
na cicatrizagdo de feridas, com o objetivo de avaliar se os mesmos interferem
positivamente na cicatrizacao.

A cicatrizacao das feridas € uma série complexa de reacdoes e interagdes de
mediadores inflamatorios e interagdes de crescimento celular (YAZAWA et al., 2003;
MARLOVITS et al., 2004;VICK et al., 2006; WROTNIAK; BIELECKI; GAZDZIK, 2007).
Muitos fatores intrinsecos e extrinsecos afetam a cicatrizacdo das feridas e existe
grande variabilidade de opgdes comerciais que pretendem neutralizar interferéncias
negativas ou estimular o processo cicatricial. A inter-relagdo entre nutricdo e o
processo de cicatrizagdo da ferida age junto com o sistema imune e com a fungao
imuno-moduladora (CAMPOS et al., 2007). Neste trabalho foi analisado o processo
de cicatrizagdo nos aspectos macroscépicos e microscopicos, € a influéncia de
fatores de crescimento no processo cicatricial. No inicio do processo de cicatrizagao
ha migracdo de neutrdfilos estimulados pelas plaquetas, apdés os macréfagos, e
estes contribuem para a angiogénese e fibroplasia, como ocorreu neste estudo, no
qual as feridas com infiltragdo de fatores de crescimento epitelial e misto
apresentaram maior quantidade de neutréfilos (p=0,058 e p=0,076). Para
macrofagos foram encontradas diferengas significativas nas trés feridas (p<0,01),
mas comparando as feridas duas a duas foi encontrada diferencga significativa para as
feridas epiteliais e mistas , menor numero de macréfagos. Na avaliagdo de HE vasos
houve diferenca significativa entres as trés feridas, aumento do numero de vasos
(p<0,001). A imunoistoquimica também demonstrou aumento de fibroblastos,
macrofagos e vasos para as feridas epiteliais e mistas (p<0,001). Para o Colageno tipo

I, as feridas com fator de crescimento epitelial € misto apresentaram maior deposi¢ao
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deste tipo de colageno (p=0.001 e p<0.001), demonstrando resposta inflamatéria
com diminuicdo da deposi¢ao de infiltrado inflamatdrio, maior angiogénese, com
cicatrizagdo mais rapida. E as porcentagens de colageno tipo | no 15 dias do
experimento foram: para a ferida controle 49,2%, ferida epitelial 64,7% e para a
ferida mista 73,3%. Isso demonstrando a melhora da cicatrizagdo das feridas onde

houve infiltragcdo de fatores de crescimento em relacéo a ferida controle

5.1 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Ha pelo menos 60 substancias biologicamente ativas nas plaquetas que
estdo envolvidas no processo de cicatrizacdo dos tecidos. Dentre os fatores
plaquetarios, as proteinas de ades&o promovem a interagéo celular, a coagulagao e
a composig¢ao da matriz extracelular; os fatores de coagulagéo produzem trombina e
regulam a angiogénese; os fatores fibrinoliticos produzem plasmina e atuam no
remodelamento vascular. Os fatores de crescimento sdo considerados os mais
importantes fatores plaquetarios. Eles possuem extensas habilidades na formagao
tecidual, auxiliando a quimiotaxia, proliferagédo e diferenciagao celular e angiogénese
(GRESELE et al., 2003; FILORYAN; BERGHOFF, 2004; FERNANDEZ-BARBERO et
al., 2006). No presente estudo foi analisada a cicatrizagdo das feridas apos o uso de
fatores de crescimento, com resultado positivo em relagcdo a ferida controle, na qual
nao foi infiltrado fator de crescimento ou solucdo salina, para mimetizar a cicatrizacao
natural.

Alguns dos numerosos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas ja
identificados s&o o PDGF, TGF alfa e beta, EGF, FGF, KGF, IGF, interleucina 8,
TNF alfa, CTGF, GM-CSF (BORZINI; MAZZUCCO, 2007). Dhurat e Sukesh (2014)
demonstraram in vitro e in vivo a efetividade dos fatores de crescimento na cicatrizacao
de feridas de pele. Nesse artigo, os autores revisaram os principios e métodos de
preparacdo do plasma rico em plaquetas baseados na literatura disponivel e
padronizaram um protocolo simples que pode ser seguido para obter resultado com
6timo rendimento do plasma, para obtencao de fatores de crescimento. No estudo ora

realizado foi usado fator de crescimento isolado em laboratério ( FCE, FCV,FCF,
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FCI) e nao obtido do PRP, pois em ratas foi analisada a dificuldade de colheita do
sangue, e a quantidade para centrifugar inviabilizaria o estudo e por isso optou-se
por fator de crescimento obtido de laboratério.

Kassolis, Rosen e Reynolds (2000) avaliaram em seu estudo a aplicagéo
clinica de PRP autdlogo para melhorar a cicatrizagao de feridas em diferentes sistemas
do organismo; observaram a melhora da cicatrizacado de feridas 6sseas em qualidade e
quantidade, e obtiveram biopsias das espécimes que permitiram estudo histolégico
da regeneragao alveolar. A observacdo histolégica, entretanto, sugeriu que a
combinagao do PRP e retalho ésseo seco resfriado (FDBA) suporta a neoformagéao
de 0sso, que esta em consonancia com outros estudos clinicos e histolégicos que
usam gel de plaqueta, cola de fibrina, em conjungdo com retalhos 6sseos. Estudos
pré-clinicos tém como suporte o conceito de que as plaquetas possuem fatores de
crescimento que estimulam o aumento do processo de cicatrizacdo das feridas.
Esses achados clinicos e histoldgicos sugerem que retalhos de osso associados a
PRP viabilizam a alternativa terapéutica para o sitio de preparagao para implante
0sseo, pois aceleram a formacao de tecido ésseo e a cicatrizagdo (MAZZUCCO et
al., 2009, WOODELL-MAY et al., 2005). No presente estudo analisaram-se fatores
de crescimento epitelial, vascular, fibroblastico e insulinico.

Varios trabalhos tem indicado que a aplicagdo do PRP acelera a
regeneragao dos defeitos dos tecidos, como o estudo realizado por Pallua, Wolter e
Markowicz (2010), em queimados. No presente estudo, a relevancia do PRP em
cirurgia de queimados nao esta muito clara, pois aumenta o processo inflamatoério na
superficie da ferida e melhora a cicatrizagao na profundidade da ferida, pela melhora
da vascularizagédo e formagéo de tecido de granulagdo. O PRP parece oferecer um
certo grau de eficacia em algumas feridas agudas e crénicas. No tratamento de
queimados, o PRP poderia, pela estimulagdo da regeneracdo dermal, aumentar a
taxa de retalho dérmico ou velocidade de reepitelizacdo. Porém, este mecanismo
deve ser elucidado na ordem de ajustar a liberagdo de fatores de crescimento em
queimados (FENNIS; STOELING; JANSEN, 2005).

Para Scaflani et al., 2005, o tratamento com concentrado de plaquetas
acelera a maturagéo de feridas experimentais. Por 14 dias avaliaram quatro grupos,
sendo dois com implantes acelulares e tratados com plasma pobre em plaquetas e

dois grupos com implantes celulares e tratados com plasma rico em plaquetas,
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analisando o grau e a qualidade da celularidade das feridas. Rapida cicatrizacdo de
feridas era esperada com este modelo cirurgico, que foi escolhido para observar os
efeitos bioldgicos na cicatrizagado precoce de um gel de plasma rico em plaquetas
em uma ferida ndo comprometida. Conclui-se que o tratamento com concentrado de
plaquetas PRP é benéfico para melhorar e acelerar o processo de cicatrizacdo de
feridas em relacdo ao PPP. Também compararam a forca ténsil das feridas e
encontraram no 7.° e 14° dia diferenca significativa; entretanto, no 28° dia todas as
feridas tinham a mesma forga ténsil. Esse resultado € semelhante ao obtido neste
estudo, em que as feridas com injegcao de fator de crescimento epitelial e misto
obtiveram resultado final de cicatrizagcdo melhor, comparadas a ferida controle, quando
analisadas as fotos das feridas no 15° dias do experimento com ratas estavam todas
epitelizadas. N&o foi realizada a forga tensil devido a problemas de greve na UFPR,
pois ndao havia técnico para manipular o tensidmetro e o aparelho estava quebrado;
entretanto esse fato n&o invalida os resultados deste estudo, uma vez que o objetivo
era comparar as fases da cicatrizagdo entre as feridas e a maturagcdo da
cicatrizagao.

Cervelli et al. (2009b) demonstraram que o PRP, adicionado a enxerto de
gordura, resulta em aumento da sobrevida do retalho de gordura. Também relataram
que o uso do PRP sozinho em defeitos maxilo-facial produz regeneragdo tecidual.
O PRP é uma mistura de proteinas autélogas cujas fungdes consistem em estimular
fibroblastos dermais quando injetados. No experimento foi documentado que o uso
de PRP melhora a manutengao do tecido adiposo e a sua sobrevida em cirurgias
periodontais e orais, maxilo-facial, plastica estética, cirurgia para bypass cardiaco e
tratamento de ulcera de tecidos moles. O estudo in vitro apontou a concordancia
entre a hipétese de que o estimulo de regeneragédo do tecido adiposo com PRP,
tanto como a verificada em estudo in vivo, aumenta a neoangiogénese e a atividade
fibrogenética de fibroblastos melhora a sobrevida do tecido adiposo e a sua
organizagao tridimensional. O estudo in vitro também constatou que o PRP acelera a
reepitelizacdo de ulcera crénica em pacientes submetidos a cirurgia plastica e
reconstrutora, bem como melhora a manutencdo e fungdo do retalho de tecido
adiposo derivado de proliferagdo de células tronco. Neste estudo, cuja aproximagéo
metodolégica com Cervelli et al. consiste na avaliagdo histolégica de neoangiogénese e

neocolagénese, verificou-se que houve aceleragao no processo cicatricial.
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5.2 FATORES DE CRESCIMENTO

Werner e Grose (2003) demonstraram nessa revisao sobre o assunto que
uma quantidade de de fatores de crescimento e citocinas estao presentes no sitio da
ferida. Suas expressdes dinamicas mostram caracteristicas temporais e espaciais na
regulacédo e mudancgas no padrao de expresséo dos fatores de crescimento que estao
associados com cicatrizacado de feridas debilitadas. Mais importantes alteragcdes nos
niveis de um fator sdo como afetam a producao de outros fatores de crescimento e
citocinas. Assim, tem sido mostrado que citocinas proinflamatoérias e fatores de
crescimento do soro sao liberados durante a fase inicial da cicatrizagao das feridas,
sao potentes estimuladores da expressao de varios outros fatores de cre scimento.
Um exemplo é a regulacdo de FGF7, um fator de crescimento produzido por
fibroblastos no sitio da injuria. Um outro exemplo € a regulagdo de VEGF, um maior
regulador da angiogénese, que é produzido por queratindcitos e macréfagos no sitio
da ferida. Foi verificado que citocinas pro-inflamatérias podem induzir a expressao
de VEGF em ambos os tipos de células. Tais exemplos realgam as complexas
interagbes que ocorrem durante a cicatrizagédo das feridas. Essas interagdes devem ser
consideradas na interpretacdo de resultados obtidos pela superexpressao ou
eliminagdo de um unico fator de crescimento no sitio da ferida. Neste estudo foi
demonstrado que o uso de fatores de crescimento injetaveis acelera o processo de
cicatrizacdo e que o uso de varios fatores de crescimento tem um resultado mais
rapido e efetivo. Reforcando o que apontaram os autores do estudo citado,
demonstrou-se que na macroscopia a porcentagem de reducéo da ferida controle foi
e 80+0,311%, enquanto na ferida epitelial foi de 83+0,201% e na ferida mista 100%,
constatando-se que o uso de varios fatores de crescimento em relacdo ao uso de
fator de crescimento isolado, acelera a cicatrizagdo e a maturagao da ferida.

Nos trabalhos realizados po KEYSER, 1993; VALBONESI et al., 2002, foram
usados fatores de crescimentos do plasma rico em plaquetas na forma de gel,
diferente deste estudo em que os fatores de crescimentos foram injetados.

Também foram analisados neste estudo os tipos de colageno que séo
produzidos apos a injecao de VEGF, EGF, IGF e FGF em derme e tecido celular

subcutaneo, e se avaliaram a quantidade e qualidade do colageno, da elastina e dos



77

vasos no sitio de implantacdo. No estudo de CROVETTI et al., 2004, foram
estudadas feridas cutadneas de 24 pacientes com fator de crescimento em forma de
gel, diferente deste trabalho em que foram analisadas feridas de ratas com fator de
crescimento injetavel, sendo importante analisar a qualidade e tempo de

cicatrizacao.
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5.3 MODELO EXPERIMENTAL

Van Den Dolder et al. (2006) realizaram estudo de fatores de crescimento
derivados de plaquetas em matriz 6ssea de ratos e fizeram a cultura in vitro, uma
amostra de matriz 6ssea coberta com pele e PRP e outra amostra apenas matriz
o0ssea com pele e concluiram que o PRP estimula a matriz e diferenciacdo 6ssea. No
presente estudo foi analisada a utilizacdo de VEGF, EGF, FGF e IFG para acelerar a
cicatrizacao de feridas, e foram obtidos resultados favoraveis quando comparado
com a ferida controle, sem presenca de fatores de crescimento. A area das feridas
foi analisada macroscopicamente e apresentou o seguinte resultado: a ferida
controle apresentou uma area de 0,031 cm? ao final do experimento e nas feridas 2 e 3
a area foi, respectivamente, 0,008 cm? e 0, demonstrando uma cicatrizacdo mais
efetiva.

Pryor et al. (2005) avaliaram, em modelo experimental, a cicatrizagdo de
calvario de ratos. A ferida foi dividida em duas partes: um lado foi considerado controle
e no outro lado foi colocada uma esponja com PRP. Avaliaram em quatro e oito
semanas, quando a bidpsia foi coletada e radiografias acompanhadas. Os resultados
sugeriram que o PRP nao tem um efeito significativo na osteogénese. No presente
estudo, quando comparadas com a ferida controle, as feridas com fatores de
crescimento obtiveram resultado melhor em relagdo ao processo cicatricial, com
maior porcentagem de colageno maduro nas feridas epiteliais e mistas, 64,7% e
73,3%, respectivamente, enquanto na ferida controle este percentual foi de 49,2%.

Feng et al. (2014) realizaram estudo em ratos diabéticos; para tanto, foram
criadas feridas no dorso e injetados fatores de crescimento de Keratindcitos para avaliar
a cicatrizagcao. Foram feitas duas feridas de 2 cm de didmetro, realizadas uma de cada
lado da coluna vertebral, sendo que em um lado foi injetado fator de crescimento e
no outro lado, solugao salina. O tempo de estudo foi de quatro semanas e foram
feitas fotografias diarias por um periodo de 28 dias. Os resultados mostraram proliferagéo
de células e um significante estimulo a cicatrizagdo nas feridas com fator de
crescimento. Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho, pois nas
analises macroscopicas das feridas observou-se redu¢cao maior nas feridas epiteliais

e mistas em relacao a ferida controle, sendo as medidas em didmetros de 0,2 cm,
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0,1cm e 0O, respectivamente para as feridas controle, epiteliais e mistas; diferente
mostrou-se o tempo de avaliacédo, que foi de 15 dias, pois neste tempo as feridas
epiteliais e mistas estavam epitelizadas, a ferida controle estava com tecido de
granulagdo, como observado na macroscopia com controle fotografico diario.

Xie et al. (2013) usaram modelos de ratos e compararam a cicatrizagdo em
feridas tratadas com fator de crescimento tépico e ferida controle. As feridas foram
acompanhadas diariamente e medidas com caliper nos dias 1, 7, 14 e 28 dias,
quando foi realizada eutanasia e bidpsia excisional. Procedeu-se a analise
microscopica com HE e o colageno foi medido por porcentagem. A metodologia foi
semelhante a utilizada neste estudo na confeccédo das feridas, medidas, biopsia e
microscopia. Também os resultados foram semelhantes, por registrarem colageno
com porcentagem maior nas feridas com fator de crescimento. Na histologia com HE
foi observada menor resposta inflamatéria nas feridas com fator de crescimento que
na ferida controle.

Asai et al. (2013) criaram feridas no dorso de ratos diabéticos, com 0,8 cm
de didmetro, realizadas por punch e foram aplicadas células progenitoras endoteliais,
topicamente, imediatamente apds a cirurgia, e outra ferida foi usada como controle.
Foram realizadas medidas nos dias 5, 10 e 14, apds o tratamento. Como no presente
estudo, as feridas também foram ressecadas, e foi realizada a analise histologica da
vascularizagdo, com resultado significativos (maior numero de vasos), quando
comparadas intragrupos, entre 3.° e 7.° dias, 3.° e 15.° dias entre as trés feridas; ja
entre 0 7.° e 15.° dias houve diferenca significativa para as feridas 1 e 2. O estudo de
Asai et al. apontou que a aplicacdo topica de células progenitoras epiteliais, foram
estrategicas para a produgdo de fator de crescimento, promoveu melhora da
cicatrizacao, tal como o identificado no estudo ora apresentado.

Kutlu et al. (2013) compararam por meio da expressao de fatores de
crescimento um modelo de cicatrizagdo de feridas em ratos Wistar, grupo 1: saudavel
sem criacdo de ferida; grupo 2: ferida excisional; grupo 3: estimulador elétrico
(TENS); grupo 4: solugao salina tépica; grupo 5: iodo povidona; grupe 6: dleo de
lavanda. O experimento foi de cinco dias e os fatores de crescimento foram
mensurados por meio de ensaio imunoenzimatico e imunoistoquimica. Os niveis dos
fatores de crescimento PDGF e EGF foram significativamente maiores no grupo

TENS em comparagao aos outros grupos e o grupo controle (p<0,05). Esse estudo
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mostrou os varios tratamentos para a cicatrizagao de feridas, diferente do presente
estudo em que foram avaliados apenas fatores de crescimento na cicatrizagdo de
feridas; nao houve estimulo externo, foram usados apenas fatores de crescimento.

Yao et al. (2012) investigaram os efeitos de células tronco mesenquimais
(MSCs) administradas em regiao subconjuntival na cicatrizagdo de ferida de cornea
em estagio agudo de queimadura alcalina. Um modelo de queimadura alcalina de
cornea foi criado com hidroxido de sédio (NAOH) em 48 ratos. Em 24 ratos foi feito
curativo com fosfato tamponado salino (PBS) nos dias 0 e 3 como controle e apés a
gueimadura; nos outros 24 ratos foi administrada a injecdo de MSCs. A avaliagéao
histolégica foi realizada nos dias 3 e 7. Na imunoistoquimica com CD 68 foram
detectados e avaliados macrofagos, fator de necrose tumoral, mondcitos e fator de
crescimento endotelial vascular. As MSCs aumentaram significativamente a recuperagao
do epitélio corneal e diminuiram a area de neovascularizagao corneal comparada
com o grupo controle. O infiltrado inflamatério foi significativamente menor no dia 7
no grupo com MSCs. Os resultados sugerem que as injegdes subconjuntivais de
MSCs aceleram a cicatrizacido de feridas de cérnea, atenuam a inflamacao e
reduzem a neovascularizagdo corneal (CNV) em queimaduras alcalinas de cérneas;
estes efeitos foram encontrados com redugao de infiltrados de células CD 68 e a
baixa regulacdo de MIP-1«~ (proteina macrofagos inflamatoéria-1 alfa), TNF-« (fator
de necrose tumoral —alfa) e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). Neste
trabalho a avaliagdo de HE vasos mostrou diferenga significativa (p<0,05) nas feridas
controle e fator com crescimento epitelial e p<0,05 nas trés feridas, resultando em
maior atividade angiogénica e favorecendo a cicatrizagdo mais efetiva.

Wu et al. (2007) estudaram o PRP no subcutaneo do dorso de coelhos, que
foram divididos em dois grupos: um com condrdcitos + PRP e o outro grupo apenas
com PRP. Esses componentes foram injetados no subcutaneo da regido dorsal dos
coelhos; como controle, foi injetado apenas o PRP em quatro coelhos. Apds dois
meses foram submetidos a ressonancia magnética, analise histolégica e quantificagéo
de glicosaminoglicanos. A ressonancia mostrou formacéo de nova cartilagem, o que
indica que o PRP regenera a cartilagem e mostra o potencial do uso deste método
para a reconstrucao dos defeitos da cartilagem (MAZOR et al., 2004; CERVELLI et al.,

2009a). Neste estudo foi avaliada a utilizagdo de fatores de crescimento epitelial e
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misto na regeneragao tecidual, obtendo-se uma quantidade de colageno maduro
maior do que na ferida controle.

Para Shi et al. (2012), a ativagcdo de fator de crescimento conjuntivo e a
formacado de cicatriz em feridas corneais em coelhos marcadamente melhoram a
arquitetura do estroma corneal e reduzem a formacgao de cicatriz, mas nao tem um
impacto mensuravel in vivo da cicatriz de ferida corneal, e deve ser considerado
como alvo especifico da terapia de drogas para cicatriz de cérnea. No presente estudo,
observou-se que houve diferenga significativa entre a porcentagem de colageno
maduro nas feridas 2 e 3, o que demonstra cicatrizagdo mais efetiva que na ferida
controle.

E interessante ilustrar que também, segundo Chang et al. (2009), foi
demonstrado em estudo um acesso para fabricar tecido 6sseo em coelhos. Criaram-se
4 camaras em contato com a medula éssea da crista iliaca para observar qual teria o
melhor crescimento de matriz 6ssea. A primeira cAmara estava vazia, a segunda foi
preenchida com colageno tipo | e hidroxiapatita de calcio, a terceira com colageno
tipo | + hidroxiapatita de calcio e PRP e a quarta apenas PRP. Observou-se
radiograficamente e histologicamente que na camara com colageno tipo | +
hidroxiapatita e PRP se criou um tecido 6sseo com rede fibrovascular, enquanto nas
outras camaras nao houve o mesmo. Constatou-se que os fatores de crescimento
presentes no PRP utilizados juntamente com o colageno e hidroxiapatita tém agdes
na remodelagao 6ssea e na cicatrizacdo dos tecidos.

Como no presente estudo demonstrou-se a efetividade dos fatores de
crescimento na cicatrizagdo, com resultado imunoistoquimico para fibroblastos com
significancia estatisticas entre as feridas controle e ferida mista, no 3.° e 7.° dias do
experimento e entre o 3.° e 15.° dias entre as trés feridas.

Gerald et al. (2006) avaliaram o efeito do PRP na cicatrizagcao de retalho
0sseo autologo em mandibula de cachorro. Concluiram que o PRP tem fung&o no inicio
da cicatrizagéo, obtendo resultado significativo na densidade 6ssea, de acordo com
a radiografia, porém ao final de 3 a 6 meses os resultados sdo semelhantes entre
a ferida tratada com PRP e as nao tratadas. O mesmo ocorreu com a analise
histomorfométrica. No presente estudo foi analisado em 3, 7 e 15 dias.

Monteiro, Lepage e Theoret (2009) avaliaram os efeitos do PRP em feridas

na parte distal das patas de cavalos. Em seis éguas de varias ragas, foram criadas
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trés feridas na regido de metacarpo de cada égua num total de 36 feridas; destas 36
feridas, 18 foram tratadas com PRP e bandagem e 18 foram feridas controle, tratadas
apenas com bandagem sem medicagao. Estudo anatomopatoldgico foi realizado apos
1, 2 e 3 semanas da criacao da ferida. Nas feridas tratadas com PRP observaram-se
grande quantidade de tecido de granulagao e alta concentragéo de fator de crescimento
transformador B1, comparada com feridas sem tratamento com PRP. Dados
histologicos, biomecanicos e expressao génica nao diferiram significativamente entre
feridas tratadas e ndo tratadas com PRP. Os autores concluiram que a aplicagéo topica
de PRP autéloga ndo acelera ou melhora a reparagao de feridas com granulagédo em
membros de cavalos. Este tratamento pode melhorar feridas com grande perda de
tecido ou alternativamente feridas crénicas que beneficiaria mediadores para
acelerar o processo cicatricial. No presente estudo obteve-se um resultado favoravel
com fatores de crescimento epitelial e misto, entre os trés dias de avaliacdo e maior
porcentagem de colageno maduro para as feridas 2 e 3, com 64,7% e 73,3%,
respectivamente. Ja para a ferida controle, a porcentagem de colageno maduro foi
de apenas 49,2%, assinalando um atraso na cicatrizagao.

Brugues et al. (2014) usaram um modelo de movimentagao celular para
avaliar a cicatrizacao das feridas mediante cultura de células fetais bovinas. O modelo
de tracdo microscépica mediu a velocidade e forga ténsil das feridas. O resultado
indicou que apenas dois mecanismos sao insuficientes para explicar o padrao de
forcas observadas durante o fechamento da ferida no processo cicatricial. No
presente estudo nao foi possivel avaliar a forga ténsil no fechamento da ferida, por
problemas externos (greve na universidade); contudo, como visto no estudo de
Brugues et al., no inicio do processo cicatricial ha um rastejamento de células, mas
nos periodos tardios nao ha participacao da forca de tracdo, o que demonstra o nao
prejuizo neste estudo.

Os cuidados e objetivos do estudo de Pradeep et al. (2009) consistiram em
comparar a efetividade clinica de duas técnicas regenerativas no tratamento de defeitos
0sseos em humanos. Foram usados PRP e PRP associado a matriz anorganica
derivada de tecido bovino e peptidio 15 (ABM/P-15). Analisando parametros clinicos
e radiolégicos em 14 pacientes, criaram defeitos 6sseos e injetaram PRP e em outro
grupo, PRP associado ao AMB/P-15. Em todos os parametros clinicos analisados

houve grande diferenga estatistica (indice de placas, indice de sangramento de
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sulco, nivel de inser¢gdo e nivel marginal gengival, profundidade de sondagem), para o
grupo de enxerto associado a PRP. A Tomografia Computadorizada demonstrou que
o crescimento 0sseo obteve melhores resultados através da combinagao de PRP +
AMB/P- 15, com significancia estatistica. Concluiu-se que a combinagado de PRP com
AMB/P-15 foi mais efetivo que o PRP sozinho no tratamento de defeitos intraosseos.
Resultados semelhantes foram obtidos neste estudo, pois as feridas com fator de
crescimento misto obtiveram cicatrizacdo melhor em relacdo a ferida com fator de
crescimento epitelial, o que leva a concluir que a associacdo de fatores de

crescimento resulta numa cicatriz melhor.
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6 CONCLUSOES

Quando comparadas as feridas com fator de crescimento epitelial e a ferida
com fator de crescimento misto, estas obtiveram uma cicatrizacdo mais efetiva em
relagdo a ferida com fator de crescimento epitelial isolado, apesar de a quantidade
de colageno maduro ser semelhante entre os grupos com uso de fator de
crescimento. Conclui-se que o uso de varios fatores de crescimento permite acelerar
a cicatrizagao e a maturagao da cicatriz.

A analise dos resultados macroscopicos e microscopicos do presente estudo
com o uso de fatores de crescimento injetados nos bordos das feridas cutaneas de
ratas, associa-se a estimulo na redugdo da area cruenta, permite concluir que a
utilizacado dos fatores de crescimento tanto epitelial como misto, quando comparada a
ferida controle, evidéncias nesse trabalho :

O acelera o processo de cicatrizacao,

0 desenvolve maior atividade angiogénica,

0 acelera afibroplasia e a deposi¢ao de colageno tipo |,
o]

e acelera a maturagéo da cicatrizagdo.
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Inovacao Terapéutica

Mediadores biologicos naturais que atuam no reparo e regeneracao celular.

Propriedades técnicas IGF

Favorece a cicatrizagao!'*5%
Repara e previne as rugas @4

Melhora a elasticidade e vigo da pele **

Estimula a circulagao periférica®”

@ ©®&e

Imibe a enzima 5 alfa redutase!'”

Promove o crescimento de fios densos e fortes(®

Aplicativos

~ ® Reparador de estrias.
® Creme Cicatrizante.

Referéncias bibliograficas

1. Beckert S, Haack S, Hierlemann H, Farrabi F, Mayer P. Kanigsrainer A, Coerper S. Stimulation of
steroid-suppressed cutaneous healing by repeated topical application of IGF-L: different
mechanisms of action based upon the made of IGF-1 delivery. J Surg Res. 2007 May
15;139(25:217-21. Epub 2006 Oct 27.

2. Mehta RC, Fitzpatrick RE. Endogencus growth factors as cosmeceuticals. Dermatol Ther. 2007
Sep-Oct;20{5):350-9.

3. Fu X, Shen Z, Guo , Zhang M, Sheng Z. Healing of chronic cutaneous wounds by topical
treatment with basic fibroblast growth factor. Chin Med J (Engl). 2002 Mar;115(3):331-5.

4. Goldstein RH, Poliks CF, Pilch PF. Smith BD, Fine A. Stimulation of collagen farmation by insulin
and insulin-like growth factor | in cultures of human lung fibroblasts. Endocrinolagy. 1989
Feb;124(2):964-70.

5. Hong JP, Kim YW, Jung HD, Jung KI. The effact of various concentrations of human
recombinant epidermal growth factor on split-thickness skin wounds. Int Wound J. 2006
Jun;3(2):123-30.

6. Kwon Y8, Kim HW, Roh DH, Yoon SY, Baek RM, Kim J¥, Kweon H, Lee KG, Park YH, Lee JH.
Topical application of epidermal growth factor aceelerates wound healing by myofibroblast
proliferation and collagen synthesis in rat. J Vet Sci. 2006 Jun;7({2):105-9

TGF EGF bFGF aFGF

® ©
® ©
® o

IGF-1 (RH Oligopeptide 2) = EGF (RH Oligopeptide 1) = bFGF (RH Polipeptide 1) = TGF (RH Polipeptide 5)
VEGF (RH Polipeptide 9) = 1DP2 (Decapeptide 4) - aFGF (RH Polipeptide 11)
Copper tripeptide (Copper tripeptide 1)

Copper

IDP-2 Peptideo

L

e 0@
®e®

® Procedimento capilar com fatores de crescimento.
~ ® Serum com precursores hormonais de efeito tépico.
® Composto terapéutico para gordura localizada.

7. 1A LUO et al. J. Neurochem. 67, 1442 (1896).

8. Yamanaka K, Inaba T, Nomura E, Hurwitz D, Jones DA, Hakamada A, Isada K, Kupper TS,
Mizutant H. Basic fibroblast growth factor for skin in sclerod Cutis.
2005 Dec;76(6):373-6.

9. Weger N, Schlake T. igf-! signalling controls the hair growth cycle and the differentiation of
hair shafts. J invest Dermatol. 2006 Sep;126(9):2135; author reply 2135-5.

10. PYO, K. The effect of tnpeptide-cooper complex on human hair growth in vitro. Department
af Dermatolagy, Coliege of Medicine, Seoul National University, Seoul 110-744, Korea. Arch
Pharm Res. 2007 Jul;30(7):834-9.

11. Derek Le Roith, M.D., Ph.D. Insulin Like Grawth factors. Volume 336:633-640. Numero 9. Feb.
27,1997,

12. Glick, Adam B. ; Dlugosz, Andrzej A, ; Yuspa, Stuart H, Regulating Normal Skin Function by
Polypeptide Growth Factors, Cosmetics and Toiletries. Jul. 01,1994,

Atualizacao cientifica disponivel a classe médica.
www.formedica.com.br - fale conosco (41) 3225 1616




ANEXO 3 - COMPOSICAO DA RACAO DOS RATOS

99



100

COMPOSICAO BASICA DA RACAO BALANCEADA FORNECIDA AOS RATOS
(NUVILAB CR1®)

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, cloreto de
sédio, premix mineral vitaminico, aminoacidos (DL- metionina e lisina).

Umidade (maximo): 12,5%

Proteina Bruta (minimo): 22%

Célcio (maximo): 1,4%

Fésforo (minimo): 0,8%

Estrato etéreo (minimo): 4%

Material mineral (maximo): 10%

Matéria fibrosa (maximo): 8%

Vitaminas: A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido félico, biotina, colina

Microelementos: ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio, cobalto.

FONTE: Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil



