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RESUMO

Devido a alta incidéncia de feridas e lesGes de pele, a busca cientifica tem se focado
no desenvolvimento de coberturas e substitutos epidérmicos alternativos as técnicas
de enxertia que possuam a mesma funcdo de evitar a exposicdo de feridas as
variagbes externas. O latex natural derivado da Hevea brasiliensis estimula o
processo de cicatrizacdo, assim como a fibrina rica em plaquetas (PRF). A
associacdo desses dois compostos tem como finalidade oferecer um suporte
estrutural e estimulo a migracdo epitelial, associado a protecdo e menor
desidratacdo do leito cicatricial. No presente estudo, investigamos a resposta de
reparo cicatricial em feridas agudas de espessura total em ratos Wistar, submetidos
a trés diferentes tratamentos: membrana de latex associada a PRF (ML+PRF),
apenas a membrana de latex (ML) e controle com solucdo de cloreto de sédio a
0,9% estéril em. A avaliacdo macroscopica foi realizada por mensuracao,
posteriormente a amostra tecidual foi coletada e submetida a coloracdo com
Hematoxilina & Eosina e Picrosirius Red para andlise histologica. Para andlise
estatistica, as variaveis quantitativas foram determinadas por ANOVA (pés-teste de
Tukey) e as variaveis semiquantitativas determinadas pelo teste de Friedman (pos-
teste de Dunn), sendo considerados significantes quando p<0,05. Como resultados
houve diminuicdo significativa no diametro da ferida e melhor reepitelizacdo em
relacdo aos controles , assim como houve estimulo a deposi¢do de colageno tipo |,
qgue gera resisténcia tecidual. Nao foram observadas complicagbes quanto ao uso
dessa associacdo, portanto auxilia no reparo da pele em tratamento de feridas

agudas de espessura total em ratos Wistar higidos.

Palavras-chave: Ferimento. Epiderme. Regeneracéo. Hevea. Plaguetas.



Gallo G. Healing of skin wounds: use of natural latex membrane isolated and
associated with platelet-rich fibrin in Wistar rats. [dissertagdo]. Aracatuba:
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ABSTRACT

Due to the high incidence of wounds and skin lesions, scientific research has focused
on the development of alternative epidermal coverings and substitutes to grafting
techniques that have the same function of preventing the exposure of wounds to
external variations. The natural latex derived from Hevea brasiliensis stimulates the
healing process, as well as platelet-rich fibrin (PRF). The association of these two
compounds aims to provide structural support and stimulate epithelial migration,
associated with protection and less dehydration of the healing bed. In the present
study, we investigated the healing repair response in acute full-thickness wounds in
Wistar rats, submitted to three different treatments: latex membrane associated with
PRF (ML + PRF), only the latex membrane (ML), and control with a solution of 0.9%
sodium chloride sterile. The macroscopic and microscopic evaluations were
performed by measurement, followed by tissue sample collection and staining with
Hematoxylin & Eosin and Picrosirius Red for histological analysis. For statistical
analysis, quantitative variables were determined by ANOVA (Tukey's post-test) and
semi-quantitative variables were determined by Friedman's test (Dunn's post-test),
being considered significant when p <0.05. As a result, there was a significant
decrease in the wound diameter and better re-epithelialization concerning the
controls, as well as the deposition of type | collagen, which generates tissue
resistance. No complications were observed regarding the use of this association.
Therefore, it assists in skin repair in the treatment of acute full-thickness wounds in
healthy Wistar rats.

Keywords: Wounds. Epidermis. Regeneration. Hevea. Platelets.
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1 INTRODUCAO

Nos mamiferos, a pele possui como funcdo a separacdo do meio ambiente
externo e o corpo, determinando um ponto de interacdo entre 0os mesmos. Ao
mesmo tempo em que propicia uma barreira de defesa, ela contém uma porcéo
fluida que permite sua regulacdo e troca com o ambiente externo, constituindo um
ponto chave na homeotermia. No adulto, a pele integra mantém a homeostase,
promove a regeneracdo de pelos, participa no sistema imunolégico e sintese
hormonal (vitamina D), fornece a percepcdo sensorial exdgena e excreta
substancias enddgenas; refletindo assim a saude geral do individuo de acordo com
sua aparéncia (FUCHS, 2016). O tecido tegumentar € a primeira linha de defesa do
organismo, conferindo protecdo contra a colonizacdo de patégenos e danos
provindos do mundo externo (KIM et al., 2019). Analisando suas camadas a termos
histologicos estdo presentes 2 divisdes: a epiderme, porcdo mais externa e
constituida principalmente por queratinécitos, e a derme, subjacente a epiderme
(ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014).

Sendo um epitélio estratificado, a epiderme possui em sua camada mais
interna a por¢ao basal, rica em matriz celular e fatores de crescimento e a Unica com
potencial proliferativo dentre os estratos (FUCHS, 2016). Abaixo da epiderme se
localiza a juncdo dermo-epidérmica, composta por filamentos de ancoragem e
fibrilas de coldgeno que a delimitam. Na sequéncia encontra-se a derme, uma
camada constituida por um sistema vascular, inervacado, glandulas sudoriparas e,
principalmente, pelos fibroblastos. Essas células sdo responsaveis pela producédo de
colageno principalmente do tipo |, elastina, outras glicoproteinas e proteoglicanos
(LOSQUADRO, 2017; WOODLEY, 2017). Os fibroblastos possuem alto perfil de
atividade na pele, promovendo ativamente a sintese e remodelamento da matriz
extracelular por meio da producéo, secrecdo e inibicdo de metaloproteinases e
outras proteinas (RIPPA; KALABUSHEVA; VOROTELYAK, 2019). Ap6s a injuria
tecidual os fibroblastos geram efeitos estimulantes nos queratinécitos e induzem a
proliferacdo epidérmica a partir da liberacdo de fatores de crescimento de
gueratinécito (WERNER; KRIEG; SMOLA, 2007).

O reparo tecidual, precedido pela perda da integridade cutanea, € tomado

como um processo complexo que ocorre em diferentes etapas que, mesmo
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sequenciais, sofrem sobreposicdo umas das outras. Essas etapas sdo compostas
pelas fases de hemostasia, inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (XU et al.,
2018). Evidéncias corroboram com o emprego de biocurativos nos diferentes tecidos
moles e feridas complicadas, resultando na melhora e remissdo do quadro clinico e
acelerando o reparo tecidual (GUINOT et al, 2014; PINTO et al., 2018;
STEENVOORDE et al., 2008). Recentemente e de maneira progressiva, a pesquisa
cientifica busca uma concepcdo mais profunda sobre as interacbes celulares na
cicatrizacdo da pele e as influéncias de fatores de crescimento e citocinas. Desde os
primérdios, o foco principal é a necessidade de um fechamento rapido da pele, de
maneira simples e preconizando a antissepsia do local da lesdo (REINKE; SORG,
2012).

Ao decorrer da vida passamos por inUmeras tentativas de quebra da barreira
epitelial, devido a condi¢cbes como traumas, queimaduras e patologias crénicas, em
gue ha perda de todas as camadas e formacéo de feridas profundas. Quando a
integridade da pele se perde, respostas abruptas sdo desencadeadas para
reestabelecer sua totalidade, evitando a perda sanguinea subita, a entrada de
microrganismos indesejaveis e promovendo uma reestruturacdo lentificada para

formacao de um reparo mais permanente (PARFEJEVS et al., 2018).

O reparo tecidual consiste em diferentes etapas que acontecem
sequencialmente com sobreposicdo umas as outras, sendo elas as fases de
hemostasia, inflamatéria, proliferativa e de remodelacdo (XU et al., 2018). As
primeiras 72 horas apés a descontinuidade epitelial se caracterizam por mesclar as
fases de hemostasia e inflamatéria, jA que se fundem eventos vasoconstritivos onde
o dano ao endotélio e a exposicdo dos componentes sanguineos ao tecido epitelial
desencadeiam a cascata inflamatoria. H& recrutamento celular e formacdo do
coagulo sanguineo por ativacdo plaquetaria e liberagdo de seus granulos. Assim, a
agregacdo das plaquetas aos leucécitos € amplificada e os niveis de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento locais s&o elevados, constituindo uma
alteracdo caracteristica da fase inflamatoria (GAUGLITZ et al., 2011; SZPADERSKA
et al.,, 2003). Nas primeiras horas apds a lesédo ja acontece migracdo inicial de
queratinécitos estimulados pelas mudangcas na tensdo de oxigénio devido a

vasoconstricdo local (WOODLEY et al., 2015). Cabe aos neutrdfilos inicialmente,
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com suas espécies reativas de oxigénio e proteases, 0 controle antimicrobiano e
liberacdo no leito seus mediadores (TNF-a, IL-18 e IL-6), aumentando a resposta
inflamatoria, o reparo tecidual e a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos
(VEGF e IL-8).

A limpeza é realizada pelos mondcitos teciduais, assim como a modulacéo da
fase inflamatoria tardia e proliferacdo tecidual, também por meio de fatores de
crescimento, quimiocinas e citocinas (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007). A fase de
proliferacdo acontece entre 3 a 10 dias, nela hd predominio da formacéo de
neovasos que vao permeando o tecido de granulacdo recém-formado. A partir do
vigésimo primeiro dia, o processo cicatricial € concluido com a fase de
remodelamento, caracterizada pelo ajuste da apoptose celular, maturacdo do
colageno e retracdo pelos miofibroblastos (WANG, 2018). Diferente do que ocorre
nas feridas mais profundas em fetos, nos adultos, anexos como pelos ou glandulas

dificilmente se recuperam apds o processo cicatricial final (REINKE; SORG, 2012).

Nas distintas etapas do processo cicatricial existe a influéncia dos fatores de
crescimento (FC). O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) atua na
angiogénese. Os fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), basico de
fibroblastos (bFGF), epidérmico (EGF), semelhante a insulina (IGF) e os da familia
do fator de crescimento transformador-§ (TGF-B) auxiliam no crescimento e
diferenciacéo celular (XU et al., 2018). Devido as suas propriedades e explorando a
potencialidade desses fatores estimulantes, inUmeras técnicas atuais em medicina
regenerativa da pele utilizam terapias que enfocam biomateriais e fontes celulares
de diferentes tecidos capazes de proporcionar altos niveis de fatores de
crescimento, agentes anti-inflamatérios ou células-tronco. Estes agentes
modificadores da resposta bioldégica geram curativos temporarios, “scaffolds” e
substitutos dérmicos (VYAS; VASCONEZ, 2014).

Atualmente sdo tomadas diferentes condutas para o tratamento dos variados
tipos de feridas. Na cirurgia plastica, por exemplo, ainda ha predominio dos enxertos
autologos, que séo limitados pela disponibilidade de pele (SORG et al., 2017). Em
um aspecto mais diversificado, ha investimento em varias abordagens de
engenharia tecidual, como as técnicas atuais em medicina regenerativa que utilizam

terapias baseadas em biomateriais apropriados e fontes celulares de diferentes
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tecidos (sangue, medula 6ssea, etc.) contendo altos niveis de agentes modificadores
da resposta biologica (BHARDWAJ et al., 2015; SORG et al., 2017).

Para tratamento da ferida cabe o preparo adequado do local, diminuindo a
carga bacteriana e remocao do tecido inviavel. O aporte vascular tende a se manter
estavel assim que houver controle do edema, para que se mantenham os niveis de
oxigénio e nutrientes. Os traumatismos locais também devem ser minimizados para

gue haja uma cicatrizagao ideal.

Os beneficios da utilizacdo do latex para o reparo tecidual sdo suas
propriedades angiogénicas, baixo custo e poucos riscos de disseminacdo de
patdgenos, o que gera uma vasta aplicabilidade do ponto de vista social e médico
(ROSA et al., 2019). Estudos vém demonstrando a aplicabilidade do latex natural,
assim como a de outros materiais derivados de plantas. O latex derivado da seiva da
Hevea brasiliensis, conhecida popularmente com seringueira, explana resultados
promissores, auxiliando na reepitelizag&o in vivo e viabilizando a atividade migratoria
e proliferativa in vitro (LEITE et al., 2020). Foi constatado seu facil manuseio,
eficAcia e custo-beneficio. Por possuir acdo de desbridamento e angiogénese,
também permite uma cicatrizacdo de maior velocidade (ANDRADE et al., 2011).
Rosa e colaboradores (2019) ainda elucidam propriedades favoraveis ao uso do
latex natural na regeneracdo tecidual, como sua compatibilidade e capacidade de
adaptacdo ao tecido, possibilidade do emprego de suturas, elasticidade e
impermeabilidade; caracteristicas benéficas na aplicabilidade em feridas de pele.

A fibrina rica em plaquetas (PRF), material biocompativel e biodegradavel, é
uma opcdo de facil processamento gerada a partir da coleta e centrifugacdo de
sangue autélogo e sem necessidade de aditivos. Durante o processo de
centrifugacdo, a auséncia de anticoagulante desencadeia uma cascata de
coagulacado que causa ativacdo plaquetéria decorrente do contato do sangue com a
parede do tubo de coleta, formando uma matriz tridimensional de fibrina, onde
estardo contidas inimeras plaquetas, leucocitos, citocinas e FC (SORG et al., 2017,
XU et al., 2018). As plaquetas com seus granulos-alfa ricos em IGF-1, TGF-3, PDGF
entre outros, que sofrerdo liberacdo lenta dentro da PRF. Tal caracteristica de
liberacdo lenta € consequéncia da capacidade da rede de fibrina de conter uma
maior celularidade e proteinas em sua trama (DOHAN et al., 2006; LI et al., 2013).
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Para melhoria da técnica de obtencdo do PRF, foi demonstrado que se
diminuindo a velocidade e controlando-se o tempo de centrifugacéo (forca G), a
concentracdo dos fatores de crescimento é otimizada, em parte devido a um maior
namero de leucdcitos retidos na rede de fibrina formada (LEE et al.,, 2014). As
concentracbes dos fatores atingem um pico de liberacdo entre 7 a 14 dias pOs-
confeccdo, com niveis significativos por até 28 dias (DOHAN et al., 2006). Tal

propriedade € interessante para a aplicacdo do PRF em feridas profundas.

O modelo de roedores para feridas possui a vantagem da simplicidade,
reprodutibilidade e praticidade em relacdo a técnica, materiais e manejo. Os tecidos
sdo coletados com facilidade para andlises histomorfométricas, imunoldgicas ou
moleculares, além de permitir acesso facil a ferida para administracdo de agentes

tépicos (drogas, células, biomateriais) para estudo do reparo (WANG et al., 2013)

Com base nessa colocagdo e nos fatos expostos, essa modalidade de
biocurativos atuaria no reparo epitelial por associacdo de uma cobertura que
mantem um microambiente ideal e de efeito angiogénico associada a derivados
plaguetarios ricos em fatores de crescimento que potencializariam a cicatrizacao de

feridas com um estimulo maior e mais efetivo ao reparo e regeneracao local.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do projeto de pesquisa € testar a hipétese de que a associacado do
latex natural derivado da Hevea brasiliensis em forma de biomembrana com a fibrina
rica em plaquetas potencializa a regeneragcédo e o reparo da pele no tratamento de
feridas agudas de espessura total em ratos da linhagem Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

Para atingir a meta final proposta, houve emprego das estratégias descritas,

baseadas nos grupos e por compara¢do dos mesmos.

e Determinar a cicatrizacdo da ferida por meio da mensuracéo
macroscopica ao longo do tempo experimental das lesBes cirargicas

produzidas.

e Avaliar o reparo tecidual a nivel celular por meio da avaliacdo

das camadas por analise histolégica.

e Avaliar a infiltracdo celular, inflamatéria e resposta angiogénica

local por analise histomorfométrica.
e Tipificar e quantificar a formacé&o de colageno no leito cicatricial.

e Ponderar a aplicabilidade de ratos machos linhagem Wistar
como modelo de feridas agudas excisionais profundas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Apb6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual Paulista (n°® 00918-2019), conduziu-se o experimento com 20
espécimes de ratos machos (Rattus novergicus: var.albinus, Rodentia, Mammalia),
com peso variando de 600 a 750 g, da linhagem, com 6 meses de idade. Os animais
foram mantidos em ambiente controlado (21+2°C) com umidade relativa entre
55+10%, ciclo claro-escuro de 12h/12h e com livre acesso a agua e racao comercial
(Labina, Purina Brasil) por sete dias para aclimatacdo e durante o periodo
experimental. Posteriormente, de maneira aleatdria, por amostragem sem reposicao
e individuos identificados por letras e numeros aleatérios, os animais foram
submetidos a confeccdo de quatro feridas (A, B, C e D) de espessura total que
receberam os tratamentos: A) ML+PRF; B) ML; C) Controle 1 (simétrica a A); D)
Controle 2 (simétrica a B). As feridas utilizadas para controle foram preenchidas com
solucéo de cloreto de sodio a 0,9% estéril, mantendo a simetria entre os tratamentos
e os controles (Figura 1). Aos 3, 7, 14 e 21 dias apés confeccdo das feridas, os

animais foram eutanasiados e posteriormente realizada andlise histolégica.

FIGURA 1 - Esquema de modelo cirtrgico de ferida excisional de espessura total em ratos para avaliar os
componentes da cicatrizagdo de feridas in vivo. Nas feridas A e B aplicaram-se a ML+PRF e ML
respectivamente, e as feridas C e D, preenchidas com solucédo de cloreto de sddio a 0,9% estéril, tratamento
controle.

Fonte: Autor, 2020.
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3.2 Confeccédo das biomembranas de latex

A confeccdo das biomembranas seguiu o protocolo de Gemeinder (2016).
Resumidamente, o latex natural de Hevea brasiliensis foi adquirido comercialmente
(BDF Comeércio de Produtos Agricolas Ltda., Guarantd, SP) e mantido em estado
liquido pela adicdo de am6énia com pH 10,0. O material foi centrifugado a 8000 x g
com a finalidade de reduzir proteinas presentes no latex capazes de ocasionar
reacoes alérgicas. A biomembrana foi confeccionada por “casting”, depositando-se 3
mL de latex sobre uma placa circular de 5cm, por 24 horas para a obtencdo da

membrana em sua consisténcia padrao (Figura 2).

FIGURA 2 - Membrana de latex natural de Hevea brasiliensis. A biomembrana é confeccionada por “casting”,
depositando-se 3 mL de latex sobre placa circular, por no minimo 24 horas para procedimento de secagem
gerando uma membrana com raio de 5cm.

Fonte: Autor, 2020.



21

3.3 Confecc¢éao da Fibrina Rica em Plaguetas (PRF)

A coleta sanguinea foi realizada com o0s animais anestesiados por via
inalatoria com sevoflurano em vaporizador calibrado a 2%. Com o animal em plano
anestésico adequado, coletou-se uma amostra de 0,8mL de sangue por puncao da
veia gengival mandibular (Figura 3). Para confec¢do da PRF, 0,4mL de sangue foi
armazenado em tubo de vidro siliconizado (12,7x75mm) estéril sem anticoagulante.
O tubo foi imediatamente submetido ao protocolo para aquisicdo da PRF com
centrifugacéo (Centrifuga 80-2B, Centribio - Hexasystems Group) a 200 x g por 14
minutos em temperatura ambiente (FUJIOKA-KOBAYASHI et al., 2017). Apoés
ativacdo plaquetéaria e sedimentacdo dos hemocomponentes, a PRF foi retirada do
tubo para seccao do terco final (hemacias) com tesoura cirdrgica e colocada sobre
gaze seca estéril para a promocao da drenagem parcial do soro hiperagudo até a
confeccao das feridas por aproximadamente 5 minutos (Figura 4). O coagulo de PRF
foi entdo deposto sobre a ferida ocupando toda extensdo. Todos o0s animais

receberam tratamento autdlogo.

FIGURA 3 - Puncao da veia gengival mandibular (labialis mandibularis), via de acesso para coleta de sangue
em ratos. A coleta permitiu a obtencéo de 800 uL de sangue periférico, em um Unico evento de amostragem e
sem trauma aparente para 0s animais. Estes se encontravam em plano anestésico por sevoflurano como
agente inalatério, administrado via vaporizador calibrado a 2%

Fonte: Autor, 2020.
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FIGURA 4 - A- Seccédo com tesoura cirdrgica do terco final da fibrina rica em plaquetas (PRF) depois de retirada
do tubo, permitindo a separagdo de grande parte das hemacias sedimentadas durante a centrifugacéo. B- PRF
obtida colocada sobre gaze seca estéril para a promocgéo da drenagem parcial do soro hiperagudo

Fonte: Autor, 2020

3.4Contagem plaquetaria

A contagem plaquetaria do sangue total periférico excedente, ou seja, nao
utilizado na confeccdo da PRF, foi acondicionado em criotubos cénicos de 2mL,
contendo anticoagulante (EDTA) para realizacdo posterior da analise hematimétrica.
A quantificagdo das plaquetas foi realizada em contador automatizado de células
sanguineas (Mindray BC-2800 Vet®) devidamente calibrado e programado para a
espécie de interesse do presente estudo. A andlise da morfologia plaguetaria foi
realizada em esfregaco corado com corante hematolégico comercial (NEWPROV®-
PA205, Brasil) para exclusédo de possiveis atipias. A contagem meédia de plaguetas e
desvio-padrao no sangue dos animais incluidos no experimento estdo expressos na
Tabela 1.
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TABELA 1 - Valores de média e desvio-padrao totais da contagem plaquetaria (sangue
periférico) obtido da veia gengival mandibular de ratos Wistar durante o experimento
Plaquetas (x10°/L)
Média 1027
Desvio padréo 209
Fonte: Autor, 2020.

FIGURA 5 - Fotomicroscopia de esfregaco sanguineo de rato linhagem Wistar macho
evidenciando a morfologia plaquetaria normal sob o aumento de 1000X (seta preta), as
plaquetas sé@o encontradas entre as hemacias (seta branca), corante hematolégico comercial
(NEWPROV®- PA205, Brasil)

Y

o ad
Vale K
i e s N

Fonte: Autor, 2020.

3.5 Feridacirargica e cuidados pés-operatérios

A confecgdo das feridas agudas excisionais de espessura total seguiu o
protocolo de Wang et al. (2013) modificado. Com os ratos ainda sob anestesia
supracitada, realizou-se tricotomia da superficie dorsal toracica do animal, seguida
de antissepsia local com iodopovidine e &lcool 70% e colocacdo dos campos
estéreis. Os locais das feridas foram limitados por mensuracédo e desenho de uma
linha imaginaria ao longo do eixo longitudinal (linha média) e outras duas
perpendiculares as inser¢cdes dos membros, delimitando os pontos A, B, C e D; entre

cada raio foi preconizada uma distancia maior que 1,5cm, evitando eventual contato
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entre os tratamentos. Um Unico cirurgido realizou o procedimento durante todo o
experimento, com auxilio de tesoura, pinca e ferramenta para bidpsia estéril
(“punch”) descartavel com 5 mm para padronizagdo. As feridas A e B passaram
pelos tratamentos PRF+ML e ML, respectivamente. Quatro pontos de sutura
epidérmicos com nylon 5-0 e cola de polimetiimetacrilato foram aplicados para
fixacdo das membranas. As feridas controles (C e D) foram preenchidas com cloreto
de sédio 0,9% estéril. Para minimizar a cicatrizacdo por contratura e mimetizar a
acao de contencdo da membrana de latex, foram fixados anéis de silicone atéxico
estéreis de fabricacdo propria ao redor da ferida, centralizados e distantes dos
bordos. Os anéis possuiam o mesmo raio da membrana de latex. Ao término de
todos os procedimentos, os animais receberam dose analgésica de cloridrato de
tramadol 5mg/kg por via subcutanea, sendo monitorados durante a recuperacéo
anestésica e subsequentemente devolvidos a gaiolas individuais no mesmo

ambiente proposto.

FIGURA 6 - Confeccao das quatro feridas de 5mm de diametro respeitando 1,5cm para evitar contato entre os
tratamentos ML, ML+PRF, C1 e C2 (controles) no tempo experimental 0. Para minimizar a cicatrizagdo por
contratura e mimetizar a acdo de contencdo da membrana de latex (seta branca), foram fixados anéis de silicone
(seta preta) atdxico estéreis de fabricagdo prépria ao redor da ferida, centralizados e distantes dos bordos.

Fonte: Autor, 2020.
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3.6 Avaliacdo macroscopica da cicatrizacao de feridas

A avaliacao do fechamento das feridas foi realizada em cada grupo a partir da
captura de imagens fotograficas por camera digital (Sony dsc-hx1®) e mensuracao
das les6es com auxilio de paquimetro, no momento da eutanasia aos 3, 7, 14 e 21

dias de acordo com 0s grupos.

3.7 Analise histoldgica

3.7.1 Preparacéo das laminas histoldgicas

As amostras de tecido foram removidas em blocos e imediatamente fixadas
em formol tamponado a 10% por 24 horas em temperatura ambiente, sendo
posteriormente submetidas ao procedimentos de desidratacdo com passagens
seriadas em &lcoois, diafanizacdo em xilol e inclusdo em blocos de parafina. As
seccbes de tecido foram obtidas por micrétomo contendo a area da ferida, com
cortes entre 5-6um.

3.7.2 Anélise semiquantitativa (HE)

A coloracdo Hematoxilina & Eosina (HE) foi utilizada para avaliacédo
semiquantitativa (GAL et al., 2008) sob microscopia de luz (DM 4000 B, Leica,
camera - DFC 500, Leica) nos aumentos de 25X, 50X, 100X e 400X. A avaliacao
das feridas foi feita quanto a reepitelizacao, presenca de polimorfonucleares (células
inflamatérias), fibroblastos e neovascularizacdo. Todos os parametros histolégicos
observados foram graduados em uma escala de 0 a 4 (Tabela 2).
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TABELA 2 - Escala de avaliagdo semiquantitativa com pontuacgao 0 a 4, adaptado de Gal et al. (2008)

o Leucocitos ) L
Escala Epitelizagao ) Fibroblastos Neovascularizagao
Polimorfonucleares
0 Espessura dos bordos Ausente Ausente Ausente
Migracéo celular . Poucos ao redor da Leve - Restrita ao
1 Poucos, ao redor da leséo . ~
<50% lesé@o subcuténeo

Migragéo celular

2 Poucos — LD/TG Poucos TG Leve - TG
>50%

3 Preenchimento da lesao Moderada — LD/TG Moderada no TG Moderada - TG

4 Queratinizacao Intensa — LD/TG Intensa no TG Intensa - TG

Legenda: LD- linha de delimitagé@o, TG- tecido de granulacéo.

Fonte: Autor, 2020.

3.7.3 Analise quantitativa (Picrosirius red)

A anadlise quantitativa se baseou na avaliacdo de imagens do tecido sob
coloracdo Picrosirius Red em microscopia de luz polarizada (DM 4000 B, Leica) e
camera DFC 500(Leica), com aumento de 50X e em éarea de aproximadamente
7mmz, através do programa Leica Application Suite (v 4.12 , Leica Microsystems,
Frankfurt). Assim durante o curso temporal do experimento, as seccdes histoldgicas
coradas com PSR e observadas sob luz polarizada, mostraram fibras colagenas com
birrefringéncia laranja-avermelhada (tipo I) e de tons amarelos ao verde (tipo Ill)
condizendo com o padrdo obtido por Coleman (2011). A visualizacdo e analise
computadorizada resultaram na observacao e quantificacdo das fibras de colageno.
O tecido conjuntivo foi avaliado quanto a deposi¢cdo de colageno maturo e imaturo,
aplicando-se os valores para cor vermelha (colageno tipo I) de: 0-34 de matiz, 255-
106 de saturacéo e 255-52 de luz; e para cor verde (colageno tipo Ill) de: 146-35 de
matiz, 255-60 de saturagéo e 194-55 de luz, espaco de cores RGB (Figura 7).
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FIGURA 7 - Quantificacdo de colageno imaturo apés coloragdo com PSR submetido a luz polarizada pelo
programa Leica Application Suite v 4.12, em fragmento de pele de rato, linhagem Wistar, submetido & confeccéo
de ferida aguda de espessura total. As marcacdes representam a quantificacdo numérica dos tons de verde
obtidos dentro de uma faixa de coloragéo especifica para colageno tipo IlI

Fonte: Autor, 2020.

3.8 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram testadas quanto a normalidade utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas entre os tratamentos das variaveis
guantitativas foram determinadas por ANOVA com medidas repetidas e pos-teste de
Tukey. As diferencas entre os tratamentos das variaveis semiquantitativas foram
determinadas pelo teste de Friedman com pés-teste de Dunn. Todas as analises
estatisticas foram efetuadas em GraphPad Prism v.6.00 (GraphPad Software, La

Jolla, CA, USA), sendo considerados significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéao clinico-cirurgica e mensuracao macroscoépica

Quanto a aplicabilidade das técnicas, a anestesia inalatoria foi primordial para
uma boa execucdo da técnica cirargica empregada, que em associacao a analgesia
pés-operatoria foi um protocolo anestésico multimodal que gerou boa resposta sem

sinal imediato de dor pos-operatoria.

Mediante avaliagdo macroscopica e mensuracdo, ndo foram observadas
complicacfes nas feridas, sem aspecto de infeccdo ou reacdes de hipersensibilidade
local (Figura 8). Na mesma imagem, nota-se a diminuicdo gradativa das areas
lesionadas nos grupos experimentais, cursando com aspecto macroscépico de
recobrimento quase que total nos animais eutanasiados aos 14 dias.

No decorrer do curso temporal, foi verificado que o grupo referente aos 3 dias
apos a confeccédo da ferida, exibiu diferenca métrica significativa entre os controles e

as feridas que receberam recobrimento de ML+PRF (p<0,05) (Figura 9).

Em todos os grupos, ML+PRF, ML, C1 e C2 foram evidenciadas a diminuicao
significativa do diametro das feridas, em milimetros, entre os 03 e 21 dias, e
somente no grupo ML+PRF foi notado também aos 07 dias uma diferenca

significativa na reducéo (Figura 10).
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FIGURA 8 - Fotografias digitais obtidas dos animais controle (C1 e C2) e tratados (ML+PRF e ML), no decorrer
do tempo experimental (03, 07, 14 e 21 dias) através da intersecgdo dos eixos, dias e grupos, conseguimos
acompanhar a evolugéo da cicatrizagao evidenciando melhor aspecto de cicatrizagdo nos grupos tratados com a

associacao de coberturas

C1 ML+PRF c2
g . . .

Fonte: Autor, 2020.
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4.2 Caracterizacao histolégica semiquantitativa

Avaliando a epitelizacdo, foi observado que as feridas que receberam
cobertura apresentaram uma melhor classificacdo quanto a migracdo de células
epiteliais aos 3 dias, sendo os grupos com cobertura ML e ML+PRF com maior
pontuacdo segundo a escala e diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacao
aos controles (Fig. 2). Ja a anadlise aos 7, 14 e 21 dias nao revelou diferenca
significativa entre os tratamentos (p>0,05), exibindo em sua grande maioria grau

final de reepitelizacdo com queratinizacao.

Quanto a resposta inflamatéria local avaliada pela migracdo de
polimorfonucleares, néo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos ou

ao decorrer do tempo (p>0,05).

A visualizacéo de fibroblastos se manteve homogénea em todos os grupos e
a neovascularizagcéo se mostrou presente durante todo curso temporal, contudo sem
diferenca significativa entre as respostas angiogénicas das feridas submetidas aos
diferentes tratamentos e os grupos controle (p> 0,05) (Figura 2). A pontuacdo das
categorias observadas junto a analise histologica semiquantitativa esta

detalhadamente expressa na Tabela 3.

TABELA 3 - Mediana da pontuacdo dos grupos CI, CIl, ML e ML+PRF na escala de avaliacdo histolégica
semiquantitativa

Epitelizacdo Leucécitos Polimorfonucleares
Grupos
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
C1 1Ab 4ab 4ab 4ab 3ab 2ab 2ab 2ab
C2 Oab 4ab 3ab 4ab 3ab 2ab 2ab 1ab
ML 1ab 4ab 4ab 4ab 4ab 3ab 1ab 2ab
ML+PRF 2AB 4ab 4ab 4ab 4ab 3ab 2ab 2ab
Fibroblastos Neovascularizagéo
Grupos
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
C1 2ab 3ab 2ab 3ab 4ab 3ab 2ab 1ab
c?2 2ab 4ab 3ab 3ab 3ab 3ab 2ab 1ab
ML 3ab 4ab 3ab 3ab 4ab 4ab 3ab 3ab
ML+PRF 3ab 3ab 3ab 4ab 4ab 3ab Zab 3ab

Legenda: C1: Grupo controle 1, feridas C) ndo submetidas a tratamentos e preenchidas com NaCl 0,9%; C2: Grupo controle 2, feridas D) ndo submetidas a tratamentos e
preenchidas com NaCl 0,9%; ML: Grupo submetido ao tratamento com membrana de latex, ferida B); ML+PRF: Grupo submetido ao tratamento com membrana de latex +
fibrina rica em plaquetas, ferida A); Escala de pontuagdo adaptada de Gal et al. (2008); Letras mailsculas e minisculas na mesma linha ou coluna representam diferenca
estatistica significativa entre os grupos (teste de Friedman com pés-teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Autor, 2020.
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FIGURA 12 - Fotomicroscopia (DM 4000 B, Leica, camera - DFC 500, Leica) de pele de rato Wistar aos 3 dias de
evolucéo pos confeccéo de ferida aguda de espessura total, sendo o A animal controle 1, zona da ferida cirdrgica
com pobre proliferacdo tecidual e seta preta mostrando carente proliferacédo epitelial, B animal submetido ao
tratamento com ML+PRF exibindo alta taxa de reepitelizagdo (seta preta) recobrindo tecido de granulacao e rede
de fibrina decorrente da PRF (seta branca). C animal controle 2, * zona da ferida cirGrgica sem proliferagéo
tecidual e seta preta mostrando proliferagdo epitelial diminuida, D animal submetido ao tratamento com ML
exibindo zona ativa de reepitelizacdo (seta preta) em direcdo ao tecido de granulagdo e migracao celular difusa

Fonte: Autor, 2020.



35

3.1Anélise quantitativa de colageno

A coloracdo com Picrosirius red sob a luz polarizada exibiu uma maior
expressao de fibras de colageno de coloracdo vermelha aos 21 dias nos grupos ML
e PRF+ML com diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos controles (Fig. 13).
Quanto a expresséao de fibras de coloracdo verde, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos ao decorrer do curso cicatricial, com maior desvio amostral nos
grupos ML+PRF aos 7 dias e ML aos 21 dias em relagdo aos outros grupos e
tempos.

FIGURA 13 - A a D - Graficos de barra representando média e desvio-padréo obtidos pela da avaliacéo
quantitativa via fotomicroscopia das sec¢8es histolégicas dos animais controle (C1 e C2) e tratados (ML+PRF e
ML) coradas com PSR sob luz polarizada e andalisadas pelo programa Leica Application Suite v 4.12. Valores
expressos em porcentagem obtidos pela deposicao de colageno maturo (tipo 1) e imaturo (tipo Ill) sendo as
diferencas entre os tratamentos determinadas por ANOVA seguida de pés-teste de Tukey com significancia
guando o p<0,05
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FIGURA 14 - Fotomicroscopia em luz polarizada de pele de rato Wistar aos 21 dias de evolugéo pos confecgéo
de ferida aguda de espessura total, sendo o A animal controle 1, B animal submetido ao tratamento com
ML+PRF exibindo maior intensificagdo na coloragdo vermelha na area da ferida, * zona da ferida cirdrgica. C
animal controle 2, D animal submetido ao tratamento com ML exibindo maior intensificacdo na coloracédo
vermelha na area da ferida, * zona da ferida cirGrgica. As imagens foram adquiridas sob luz polarizada (DM 4000

B, Leica, camera - DFC 500, Leica).

Fonte: Autor, 2020.
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4 DISCUSSAO

Durante o curso nos grupos, ML+PRF, ML, C1 e C2 notou-se diminui¢ao
significativa do diametro das feridas, em milimetros, entre os 03 e 21 dias, que leva
a evidéncias de um o padrdo positivo de fechamento das feridas e auséncia de
complicagBes com uso do latex em forma de membrana em animais saudaveis. Com
o uso do latex em forma de gel em ratos com feridas agudas, macroscopicamente
ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos primeiros seis dias de
tratamento, em relacdo a porcentagem de retracdo (PENHAVEL et al.,, 2016).
Diferente do observado com o latex em forma de membrana que gerou diferenca
métrica significativa entre os controles e as feridas que receberam recobrimento. A
importancia da cobertura como curativo fornecendo protecdo gera resposta
cicatricial positiva, ja que utilizando latex na forma de creme-gel em feridas agudas
em ratos também foi relatada auséncia da cicatrizacdo completa
macroscopicamente aos 21 dias em relacdo ao controle com solucao fisiolégica
(BRANDAO et al., 2016).

Segundo a andlise semiquantitativa houve maior pontuacdo na escala quanto
a migracao de polimorfonucleares nos grupos que receberam a cobertura aos 3 dias.
Apds as primeiras 72 horas da injaria dérmica, havera recrutamento celular e
formacdo do coagulo sanguineo por ativacdo plaquetaria com liberacdo de seus
granulos (WOODLEY et al.,, 2017). O processo de agregacdo plaquetéaria leva a
formacdo de uma rede de contencdo permeada por leucocitos, por consequéncia
elevam-se 0s niveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento locais, uma
reacao caracteristica da fase inflamatoria (GAUGLITZ et al., 2011; SZPADERSKA et
al., 2003). Sabe-se da importancia da presenca dos neutrofilos ao incitar a resposta
angiogénica e restaurativa tecidual, em concordancia com os resultados exibidos
guanto aos polimorfonucleares, foi comparado o latex e extrato herbal em feridas
agudas profunda em ratos, pela microscopia aos primeiros 7 dias, acentuada
presenca de neutrdfilos no leito da ferida indicando a fase inflamatéria, também sem

diferenca notavel entre seus grupos (BRANDAO et al., 2016).

Durante o tempo experimental, 0s grupos que receberam a cobertura de latex
associada ou ndo a PRF se mantiveram com resposta favoravel quanto a presenca

de fibroblastos e neovascularizagdo, entretanto nao houve diferenga



38

estatisticamente significativa entre eles, o que implica que as presencas tanto do
latex como da PRF nao interferiram na fibroplasia e proliferacdo das células
endoteliais. Corroborando com esses dados, sabe-se que a aplicacdo de
membranas derivadas do latex em lesGes ulcerativas promove inducdo da
cicatrizacdo por estimulo angiogénico seguido de reepitelizacdo (FRADE et al.,
2012). A reposta angiogénica culmina com a restauracdo da vasculatura, geralmente
transcorridos 3 a 10 dias ap6s a lesdo, onde é notavel a acentuacdo da fase
proliferativa, sendo a neovascularizacdo por brotamento a resposta vascular
esperada, salientando que esta sO é possivel se houver preenchimento da lesdo por
meio da formacdo do tecido de granulacédo (TG). A fibroplasia € mais marcada em
humanos que nos roedores, estes se diferem dos humanos tendo em vista a
retracdo, dita contracdo da ferida, como mecanismo principal de cicatrizacdo
(GALIANO et al., 2004). O modelo de ferida excisional profunda em associacao a
contencdo, tanto da membrana de latex quanto do anel de silicone, limitam o efeito
contracdo da ferida permitindo a cicatrizagdo por formacéo de tecido de granulacdo
e posterior reepitelizacdo. O TG é rico em fibroblastos locais e advindos também da
borda da ferida, queratinécitos e matriz extracelular que se instalam ao longo da rede
de fibrina do coagulo (REINKE; SORG, 2012; WANG et al., 2018).

A fase de migracao inicial de queratinécitos acontece em estagios iniciais
apos a lesdo, estimulados pelas mudancas na tensdo de oxigénio devido a
vasoconstricdo local. Nos resultados demonstrados no presente estudo destaca-se
gue a cobertura da ferida melhorou significativamente a taxa de epitelizacdo sobre a
ferida independente da cobertura utilizada, o que gerou maior pontuacdo quanto a
reepitelizacdo na escala de avaliacdo histoldégica semiquantitativa nos grupos ML e
ML+PRF em relacdo aos controles mesmo que ndo simétricos. Na literatura, em
coelhos apresentando feridas agudas tratados com a biomembrana de latex foi
relatado maior reepitelizacdo, e de maneira antecipada em relacdo aos animais
controles (MRUE et al., 2004).

Igualmente, a utilizacdo dos derivados plaguetarios exibe resultados
promissores nesta fase do reparo, assim como sua aplicacéo, tomando a PRF como
concentrado plaquetério eleito, este exibiu em feridas agudas cirargicas melhora na

aparéncia da ferida, condizendo com a fase de reepitelizacdo e menor incidéncia de
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dor pos-operatoria (CHIGNON-SICARD et al.,, 2012), com evidéncias também na
melhora de feridas totais de camundongos que mostraram resposta cicatricial
significativa a partir do terceiro dia (DING et al., 2017).

Outro ponto a ser questionado € o modelo murino de ferida sem patologia de
base, como parametro de reepitelizacdo para a espécie humana principalmente,
tendo em vista que a contracdo é significativa no fechamento epidérmico nesses
animais. Como particularidade podemos notar a presenca de uma camada muscular
subdermica nos murinos, o0 panniculus carnosus, ausente nos humanos, este no
caso de injuria permite a movimentacao da pele incitando rapida contracdo da ferida.
O anel de silicone e a propria existéncia da ML empregados mimetizam as
condicbes de reepitelizacdo e granulacdo semelhante ao processo cicatricial nos

humanos, permitindo melhor reprodutibilidade, contudo n&do isentas de
deslocamentos ou movimentagéo total (PASTAR et al., 2018).

Acompanhando as escalas gréficas, contidas na Figura 4, que exibem o
percentual de colageno, observamos aumento na concentracdo de colageno tipo I
nos grupos tratados com a ML e ML+ PRF, partindo de um percentual de
aproximadamente 9% para uma concentracado final média préxima a 27%. Sugere-se
gue estes dados sejam resultantes da angiogénese e presenca de fibroblastos no
leito cicatricial, ja identificados na histomorfometria durante a andlise
semiquantitativa, o que confirma uma deposi¢cdo de coladgeno jovem. No curso
natural da cicatrizagdo ocorre degradacdo enzimatica do colageno tipo Il
depositado, com posterior substituicdo por tipo | e reorganizacdo das fibras
(CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019). Tendo isso em vista, podemos
levantar a hip6tese que a cobertura de latex esta atuando sobre a resposta celular
local, j& que a inibicdo ou ativacdo das enzimas que irdo degradar o colageno ou
induzir sua producéo pelos fibroblastos sdo comandadas mediante acéo de citocinas
e fatores de crescimento teciduais, tomando a exemplo a presenca dos fatores
membros da familia do FGF que induzem a fibroplasia e ativacéo fibroblastica,
obtendo como resultado a deposi¢cdo de coldgeno (YANG et al., 2018). Devido a
importancia da mediacéo dos fatores de crescimento no processo de reparo tecidual,
nosso grupo de pesquisa pretende obter dados de marcacéo tecidual para alguns

fatores de crescimento nas amostras obtidas. Com esses dados, também
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poderemos levantar resultados partindo da ideia de interacdo entre fibroblastos e
queratindcitos, tendo em vista a reepitelizacdo precoce relatada nos resultados, a
investigacdo de fatores de crescimento produzidos por fibroblastos, como o KGF,
também possibilitaria um mapeamento mais profundo desta interacdo, pois ele age
estimulando a migracéo, multiplicacdo e sobrevida dos queratinécitos (CHOMISKI et
al., 2016).

Em contrapartida, o resultado obtido na quantificacdo quanto a sintese de
coldgeno do tipo |, que corresponde ao coldgeno maduro da pele, este foi expresso
em concentra¢des maiores no grupo de 21 dias que passou por tratamento com as
coberturas, gerando diferenca estatisticamente significativa em relagcdo aos seus
respectivos controles. Utilizando ratos como modelo de feridas, foi observado
igualmente um aumento no percentual de colageno tipo | nos animais tratados por
aplicacdo topica de fatores de crescimento em relacdo aos demais (MASI et al.,
2016). Ao decorrer das fases cicatriciais, aos 21 dias, é caracteristica a fase de
remodelamento, em que notamos ajustes da pele entre a apoptose celular,
maturacdo do colageno e retracdo pelos miofibroblastos (WANG et al., 2018). E
sabido que a fibra tipo | € a mais abundante forma de colageno na pele durante essa
fase, que corrobora com os achados, sendo a mesma responsavel pela manutencéo

da resisténcia e funcao da matriz tecidual.

Os modelos de feridas in vivo sdo desafiadores e de desempenho variavel
quanto a resposta da ferida ao reparo. No entanto, sua reprodutibilidade e maior
proximidade ao tratamento humano geram perspectivas em prol de uma melhor
compreensao da cicatrizacdo e regeneracdo, ampliando as estratégias de pesquisa
com objetivo de uma maior efetividade no tratamento das feridas cutaneas (LODHI,
GAUTAM, 2017; MASSON-MEYERS et al, 2020). Como limitagdo na
experimentacdo para estudo do reparo tecidual de feridas agudas profundas em
pele, o tamanho amostral e a disparidade entre a fisiologia das espécies animal e
humana, podem gerar variacdo na resposta dos biocurativos abordados quando
aplicados em outras situacfes. Para melhor entendimento e aperfeicoamento da
utilizacdo desses biomateriais na rotina médica humana ou veterinaria sugere-se a
realizagcdo de ensaios clinicos prospectivos randomizados e com maior grupo

amostral para obtengdo de maior poder estatistico.
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5 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes experimentais do presente estudo, A associacdo do latex
natural derivado da Hevea brasiliensis em forma de biomembrana com a fibrina rica
em plaquetas auxilia no reparo da pele em tratamento de feridas agudas de
espessura total em ratos da linhagem Wistar higidos. A diminuigédo significativa no
diametro e reepitelizagdo ao longo do tempo experimental observadas na utilizagao
dos biocurativos sdo tomadas como uma vantagem importante, por diminuir a
entrada de patdgenos no leito da ferida, com decaimento da taxa de infec¢cdo. Na
analise microscopica o padrdo de reestabelecimento da funcdo tecidual se
perpetuou independente do tratamento, levantando a questionar as especificidades
relativas a adaptabilidade e resisténcia e do modelo experimental murino. Um ponto
positivo a ser levantado € a atuacdo na fase final de remodelacédo, por incitar
deposicdo de colageno tipo |, indicacdo de boa resisténcia tecidual. Nao foram
observadas complicacbes quanto ao uso da associacdo do latex em forma de

biomembrana na presenca ou nao da fibrina rica em plaguetas em ratos.
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