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Impacto potencial dessa pesquisa

O presente estudo visou, como todo projeto, o desenvolvimento na medicina
veterinaria, especialmente na area de pequenos animais. A pesquisa realizada trouxe
resultados promissores no tratamento de feridas agudas, com objetivo de aplicar
esses resultados no dia a dia do clinico veterinario, promovendo saude e bem-estar
para os pets e seus tutores, que € um dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.
Ainda, espera-se que com os resultados obtidos neste trabalho possamos levar a pos
graduagédo da FCAV/UNESP Jaboticabal para o cenario nacional e internacional.

Potential impact of this research

The present study aimed, like every project, the development in veterinary medicine,
especially in the area of small animals. The research carried out brought promising
results in the treatment of acute wounds, with the aim of applying these results in the
daily routine of veterinary clinicians, promoting health and well-being for pets and their
owners, which is one of the Sustainable Development Goals. Furthermore, it is hoped
that with the results obtained in this work we can take the postgraduate studies at
FCAV/UNESP Jaboticabal to the national and international scene.
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USO DE FIBRINA RICA EM PLAQUETAS (PRF) ISOLADA E ASSOCIADA COM
DIFERENTES ESTIMULOS NA REPARAGAO DE FERIDA CIRURGICA EM
RATOS WISTAR

RESUMO - As feridas cutaneas sao a interrupgao de continuidade da pele,
podendo afetar uma ou mais camadas. Atualmente, existem diversos tipos de
materiais disponiveis para o tratamento destas lesées, como, por exemplo, a Fibrina
Rica em Plaquetas (PRF), o laser e a Matriz de Estdbmago de Ovinos (OFM).
Objetivou-se comparar o uso PRF isolado e associado a estas outras duas formas de
tratamento. Para tal, foram utilizados 75 ratos, distribuidos em cinco grandes grupos
com base no tratamento (controle negativo, PRF isolado, PRF associado ao laser,
PRF associada a OFM e PRF associado ao laser e OFM). Dentro de cada grupo,
foram realizadas outras trés subdivisdes, cada qual com 5 animais, correspondendo
ao tempo de avaliagdo (trés, 15 ou 30 dias). A ferida foi realizada de com punch estéril
de 8 mm de diametro e cada tratamento foi aplicado uma unica vez, no pés-operatério
imediato, exceto pelo laser que também foi realizado com 48 e 96 horas. Foram
realizadas analises macroscopicas com imagens fotograficas, que foram retiradas dos
animais no pds-operatério imediato, com trés e sete dias e no momento da eutanasia.
Ao fim, foi coletado fragmento cutédneo da regido da ferida, para analise microscoépica,
em que se observou angiogénese, presenca de fibroblastos, presenca de células
inflamatorias e maturagéo de colageno. Ainda, foi-se definido duas tabelas de escores
com base na inflamacédo e grau de reparagdo tecidual. Observou-se que o PRF
associado ao laser apresentaram resultados mais favoraveis, seguido do PRF
associado ao laser e a membrana de estbmago de ovinos, especialmente na
microscopia, onde foram visualizadas maiores deposi¢coes de colageno organizado e
células inflamatérias induzidas pelo PRF. No entanto, todos os tratamentos obtiveram
fechamento da ferida ja a partir do décimo quinto dia. O grupo PRF associado a
membrana dérmica de OFM diferiu estatisticamente dos outros grupos na analise de
trés e quinze dias em relagao a tempo de cicatrizagao, apresentando resultados piores
pelo Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) para comparagao dos grupos dentro de cada
periodo de avaliagdo. Nenhum outro grupo mostrou diferenga estatistica significativa
no tratamento para feridas de ratos na cicatrizacao.

Palavras-chave: cicatrizacdo, hemoderivados, laserterapia.
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USE OF PLATELET-RICH FIBRIN (PRF) ISOLATED AND ASSOCIATED WITH
DIFFERENT STIMULI IN THE REPAIR OF SURGICAL WOUND IN WISTAR RATS

ABSTRACT - Skin wounds are interruptions in the continuity of the skin and can affect
one or more layers. Currently, there are several types of materials available for the
treatment of these injuries, such as, for example, Platelet Rich Fibrin (PRF), laser and
Ovine Forestomach Matrix (OFM). The objective was to compare the use of PRF alone
and associated with these other two forms of treatment. To this end, 75 rats were used,
distributed into five large groups based on treatment (negative control, PRF alone, PRF
associated with laser, PRF associated with OFM and PRF associated with laser and
OFM). Within each group, three other subdivisions were made, each with 5 animals,
corresponding to the evaluation time (three, 15 or 30 days). The wound was created
with a sterile punch measuring 8 mm in diameter and each treatment was applied once,
in the immediate postoperative period, except for the laser, which was also performed
at 48 and 96 hours. Macroscopic analyzes were carried out with photos taken from the
animals in the immediate postoperative period, at three and seven days and at the time
of euthanasia. Finally, a skin fragment was collected from the wound region for
microscopic analysis, which observed angiogenesis, the presence of fibroblasts, the
presence of inflammatory cells and collagen maturation. Furthermore, two score tables
were defined based on inflammation and degree of tissue repair. It was observed that
PRF associated with laser presented more favorable results, followed by PRF
associated with laser and the sheep stomach membrane, mainly under microscopy,
where greater depositions of organized collagen and inflammatory cells induced by
PRF were visualized. However, all treatments achieved wound closure fifteen to thirty
days postoperatively. The PRF group associated with the OFM dermal membrane
differed statistically from the other groups in the analysis of three and fifteen days,
presenting worse results using the Kruskal-Wallis Test (p<0.05) for comparing the
groups within each evaluation period. No other group showed a statistically significant
difference in wound healing treatment in rats.

Key words Healing, Blood products, Lasertherapy.
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1. INTRODUCAO
O sistema tegumentar é o maior 6rgdo do corpo, correspondendo a

aproximadamente 10% do peso corporal. Ele é dividido em camadas, sendo elas a
epiderme e a derme, além de seus anexos (Gonzalez et al., 2016). A pele tem como
principal fungao ser barreira contra o ambiente ao redor e, consequentemente, contra
traumas, os quais podem ter origem fisica, quimica, térmica e/ou bioldgica (Singer e
Clark, 1999). A epiderme é avascular, recebendo sua nutricdo do fluido que penetra
nas camadas mais profundas e dos capilares dérmicos e € a camada principal
responsavel pela protecdo. A derme é vascular e mais grossa que a epiderme, sendo
responsavel pela nutricdo e suporte. E composta por fibras colagenas, reticulares e
elasticas, cercada por mucopolissacarideos. Os vasos da pele dos cdes e gatos,
diferentemente dos primatas, sao paralelos a pele e sdo vasos cutaneos diretos
(MacPhail, 2015).

As feridas possuem como definicdo uma interrupcéo de continuidade da pele,
podendo afetar uma ou mais camadas, e atingir, até mesmo, tecidos mais profundos,
como musculos, ossos, tenddes, entre outros (Malagutti e Kakihara, 2010).

Existem diversos tipos de materiais disponiveis atualmente para tratamento das
lesdes de pele, das mais superficiais e limpas, até as mais profundas e infectadas. O
principal objetivo é o rapido fechamento e a formagdo de cicatriz funcional e
esteticamente satisfatoria (Singer e Clark, 1999), ou seja, a reparagéo se baseia na
reconstrugéo do local, com a finalidade de restaurar a sua integridade e fun¢gado normal
(Tacon et al., 2011). Com o avango nesta area e o crescimento do mercado pet nos
ultimos anos, se mostra essencial a realizagdo de um estudo multifatorial comparativo
entre as principais terapias disponiveis, para melhora da cicatrizacdo no tratamento
de ferida, a fim de definir protocolos de aplicagao mais eficazes, diminuir o tempo de
cicatrizacdo, aumentar a qualidade do tecido reparado, melhorar o bem-estar do
paciente e facilitar o manejo pelo tutor.

Com isso, o presente estudo tem o objetivo de elucidar alguns dos mais novos
materiais descritos no tratamento de feridas em animais de laboratorio, a fim de,
futuramente, ser utilizado em animais de companhia, ndo sé para reparagao cutanea
de feridas extensas, que € o foco do trabalho aqui exposto, mas também em casos de
reparagao ossea (Pretel, 2007; Luvizuto et al., 2013), oftalmologia (Felix et al., 2005;



Rodrigues, 2022), odontologia (Pretel, 2008; Huang et al., 2010) e até mesmo controle
de dor em diferentes situagbes (Lopes e Diniz, 2018), uma vez que a maioria dos
trabalhos relatados é de medicina humana, porém com expectativa de que cheguem

na veterinaria também.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biologia da Reparagao da Ferida

A reparacéo tecidual é um processo dinamico e envolve mediadores soluveis,
células sanguineas, matriz extracelular e células parenquimatosas. Ela é a
combinacao de eventos fisicos, quimicos e celulares que restauram o tecido ferido ou
substituem por colageno e se inicia a partir do momento em que a ferida é realizada
(MacPhail, 2015).

E dividida em quatro fases, que ocorrem simultaneamente: hemostasia,
inflamacé&o, proliferacdo e maturagdo e remodelagcdo (Guo e DiPietro, 2010), ou
mesmo em trés fases, porém com classificagdes atualizadas, onde a hemostasia e
inflamacg&o sdo abordadas juntas, uma vez que uma depende da outra para ocorrer
(Almadani et al., 2021). A interrupgdo ou desregulagdo de uma ou mais fases do
processo de reparacao tecidual leva a auséncia de reparagao, com formagao de
feridas crénicas (EMING et al., 2014).

Diversos fatores afetam a reparacgao tecidual, tanto locais quanto sistémicos,
portanto, este processo ndo depende somente do material utilizado. Alguns fatores
locais que podem ser citados s&o a oxigenagédo e a presenga de infeccdo. Ja em
relacdo as caracteristicas e alteragbes sistémicas do animal, destacam-se idade,
estresse, horménios sexuais, utilizagdo de medicagdes, presenca de doencas
endadcrinas, principalmente diabetes, nutricdo e obesidade (Agah et al., 2004; Guo e
DiPietro, 2010).

2.1.1 Fase de Hemostasia
O trauma causa ruptura dos vasos sanguineos com consequente

extravasamento de constituintes do sangue. De inicio, eles contraem por cinco a dez
minutos para limitar a hemorragia (George Broughton et al., 2006), mas, logo em

seguida, dilatam e ocorre o extravasamento de fibrinogénio, com formag¢ao do coagulo



e fornecimento de matriz extracelular proviséria para a invasao e recrutamento de
células inflamatarias, principalmente (Werner et al., 1994; Henry e Emiling, 1996; Guo
e DiPietro, 2010; Eming et al., 2014). Esta matriz é formada a partir de dimeros de
fibronectina presente no coagulo em questdo, que se cruzam maneira covalente a
fibrina e a eles mesmos, na presenga do fator Xlll ativado (MacPhail, 2015).

As plaquetas sdo ativadas pelo contato com colageno exposto, liberando
granulos que secretam mediadores de reparagédo tecidual, como os fatores de
crescimento (Almadani et al., 2021). Induzidos pela trombina, sofrem degranulagéo
plaquetaria e liberam outros fatores de crescimento, como os mediados por plaquetas,
o de crescimento transformante B (TGF-8), o de crescimento epidérmico (EGF), entre
outros, que irdo atrair macréfagos e fibroblastos para a regido lesionada, levando a
deposigcao da matriz de fibrina provisoria na ferida. Ainda, juntamente com a ativagéo
da cascata de coagulagao e do complemento e, através das células parenquimatosas
lesionadas, s&o estimulados numerosos mediadores vasoativos e fatores
quimiotaticos, os quais, recrutam leucdcitos inflamatérios (Clark, 1996; Mendonga et
al., 2009). Neste momento, inicia-se a fase inflamatéria.

2.1.2 Fase de Inflamagao
A inflamacgéo é a resposta protetora do tecido, iniciada por um dano. Esta fase

€ caracterizada pelo aumento na permeabilidade vascular, quimiotaxia das células
circulatérias, liberagao de citocinas e fatores de crescimento e ativagao de células. As
primeiras células a aparecerem de forma aguda sao os neutréfilos. (MacPhail, 2015).

A partir de agentes quimiotaticos especificos, como fragmentos de proteina de
matriz extracelular, TGF-B e quimioatraente de mondcitos proteina 1, a entrada de
monaocitos no leito da ferida é estimulada, os quais se transformam em macréfagos
ativados em 24 a 48 horas (Henry e Emiling, 1996; Singer e Clark, 1999). Os
macrofagos tém papel importante na reparagao, secretando colagenase para remover
o tecido necroético e limpando a area da ferida de particulas estranhas e bactérias, por
fagocitose, por meio da ligagdo de seus receptores de integrina a proteinas
especificas da matriz extracelular (Clark, 1996; Henry e Emiling, 1996; Singer e Clark,
1999). Esta fase pode ser chamada também de fase de granulagéo e se inicia entre
seis a 12 horas ap6s a leséo (Henry e Emiling, 1996).



Adicionalmente, os macrofagos inflamatorios secretam fatores quimiotaticos,
que direcionam os macrofagos ao tecido danificado e induzem a expressao de outras
células inflamatdrias, como o estimulador de colbnias 1, citocina necessaria para a
sobrevivéncia dos préoprios macrofagos e mondcitos; fator de necrose tumoral,
importante citocina inflamatdria; fator de crescimento derivado das plaquetas, potente
agente quimiostatico e mitégeno para fibroblastos; fator de crescimento transformador
a (TGF- a), interleucina -1, TGF-3 e fator de crescimento semelhante a insulina (Singer
e Clark, 1999); e prostaglandinas, que funcionam como vasodilatadores, afetando a
permeabilidade dos microvasos (Mendonga et al., 2009).

Esses fatores de crescimento sdo os responsaveis por preparar a ferida para a
fase de reparo, quando fibroblastos e células endoteliais também sao recrutados, junto
com angiogénese no local, levando a formagéo do tecido de granulagao (Xu e Clark,
1996). A figuras 1 ilustra a presenga do tampé&o de fibrina provisorio no leito da ferida
e as células nele presentes, com os mediadores inflamatodrios estimulados, e os
detalhes destes mediadores e suas fungbes podem ser observados na figura 2.

Por fim, os linfécitos também s&o recrutados nessa fase, porém mais
tardiamente que neutréfilos e macréfagos. S&o responsaveis por melhorar o ritmo e
qualidade de reparo do tecido e estimular ou inibir a migragao e a sintese de proteina
por outras células (MacPhail, 2015). Sabe-se que animais com deplecdo de
macrofagos tém reparo defeituoso de feridas, comprovando o papel do macrofago
nessa fase de reparagao (Guo e DiPietro, 2010; Almadani et al., 2021). No entanto,
em casos de neutropenia e linfopenia, este evento pode ser prejudicado (MacPhail,
2015).

Nessa fase também ha a formacao de novos vasos, também chamada de fase
proliferativa angiogénica. A angiogénese envolve a producdo de macrofagos dos
fatores mitogénicos e quimiotaticos para as células endoteliais. Os leitos capilares se
originam dos vasos sanguineos existentes, com colunas de células endoteliais
capilares migrando na dire¢cado da ferida, se unindo uns com os outros ou com vasos
rompidos. Ademais, a angiogénese esta intimamente ligada com o fator basico do
crescimento de fibroblastos. Assim, a combinagdo de novos capilares, com
fibroblastos e tecido fibroso forma o tecido de granulagédo, com cerca de trés a cinco
dias apos a lesdo. Este tecido leva a contragao da ferida em busca do fechamento,



em um ritmo de 0,4 a 1 mm/dia. Ele fornece barreira contra a infec¢ao, superficie para
migragao epitelial e fonte de fibroblastos especiais (Mendonga et al., 2009; MacPhail,
2015; Gonzalez et al., 2016).
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Figura 1. Tampao de fibrina presente na fase inflamatéria, com presenca
de células inflamatérias estimulando mais mediadores
inflamatorios, na tentativa de reparacao tecidual. Fonte: Singer
e Clark, 1999. TGF-p1, TGF-p2 e TGF-B3 denotam fator de
crescimento transformador 1, B2 e B3, respectivamente; TGF-
o: fator de crescimento transformante «; FGF: Fator de
crescimento de fibroblastos; VEGF: fator de crescimento
endotelial vascular; PDGF, PDGF AB e PDGF BB: fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento
derivado de plaquetas AB e fator de crescimento derivado de
plaguetas BB, respectivamente; IGF: Fator de crescimento
semelhante a insulina; e KGF: fator de crescimento de
queratinocitos.
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tracdo de queratindcitos.

Quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos e queratinécitos; potente
fator angiogénico.
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TGF-B (fator transformador do
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Figura 2. Citocinas envolvidas no processo de cicatrizagdo, seus efeitos bioldgicos e
células produtoras. Fonte: Isaac et al., 2010.

2.1.3 Fase Proliferativa ou de Maturagao/Reparagao

Esta fase se inicia com dois a trés dias de lesdo e pode se estender por até um
ano, com os macrofagos estimulando o &acido desoxirribonucleico (DNA) e a
proliferagao de fibroblastos (Henry e Emiling, 1996; MacPhail, 2015; Almadani et al.,
2021). O objetivo central desta etapa € alcangar a maxima resisténcia a tragdo por
meio da reorganizagdo, degradacao e ressintese da matriz extracelular. Ocorre a
tentativa de recuperar a estrutura normal do tecido e o tecido de granulagédo é
gradativamente remodelado, formando tecido cicatricial menos celular e vascular e
que apresenta um progressivo aumento da concentragdo de fibras colagenas
(Gonzalez et al., 2016).

Os fibroblastos se originam nas células mesenquimais n&o diferenciadas no
tecido conjuntivo e migram para o ferimento através dos filamentos de fibrina,
presentes no coagulo. S&o responsaveis por sintetizar e secretar colageno,

proteoglicanos e fibronectina na area de reparacéo da ferida. As proteoglicanas sao



os principais componentes da substancia fundamental amorfa do tecido conjuntivo,
que embebe as células e a fibras colagenas. Posteriormente, esses compostos
formaréo o tecido fibroso (Henry e Emiling, 1996).

Conforme ocorre o0 amadurecimento do ferimento, aumenta a concentragao de
colageno tipo | (maduro), que corresponde a 80 a 90% na pele nao lesionada, e tipo
Il (imaturo), o qual representa 10% na cicatriz madura. Consequentemente, diminui o
numero de fibroblastos e o ritmo de sintese deste colageno. Isso ocorrera com, em
meédia, duas a trés semanas apos a lesédo, e marca o fim da fase de reparo (George
Broughton et al., 2006).

2.1.4 Fase de remodelagao
Por ultimo, ocorre a fase de reeepitelizagdo ou remodelagdo. A fase de

reepitelizagcdo se inicia horas apdés a lesédo, ocorrendo estimulagdo mitogénica e
quimiotatica dos queratindcitos pelos TGF-a e EGF (Mendonga et al., 2009). As
células epidérmicas dos anexos da pele removem rapidamente sangue e estroma
danificados na ferida, ao mesmo tempo que essas células sofrem alteracdes
fenotipicas, como retracdo de monofilamentos intracelulares, dissolugdo temporaria
dos desmossomos e hemidesmossos (estruturas que ligam as células), e formagéo
de filamentos de actina citoplasmaticos na periferia da lesdo, os quais permitem o
movimento celular, uma vez que os desmossomos foram dissolvidos. A expressao de
receptores de integrina nestas células também leva a interagdo com diversas matrizes
extracelulares, as quais sao intercaladas com colageno estromal tipo | na margem da
lesdo e entrelagado com o coagulo de fibrina no espaco da ferida (Gonzalez et al.,
2016).

A migragao epitelial ocorre de forma aleatoria, porém é orientada pelas fibras
de colageno. As células basais periféricas da ferida desenvolvem microvilos e
estendem pseuddépodos amplos e finos sobre a superficie exposta dos feixes de
colageno. Elas também desenvolvem microfilamentos intracitoplasmaticos e fixam
seletivamente os anticorpos de antiactina e antimiosina. As células epiteliais que estao
atras dessas ceélulas migram sobre elas até atingirem a superficie do ferimento
(Gonzalez et al., 2016). Este processo disseca a ferida, separando escaras (crosta)
de tecido viavel. Esse caminho de separagcdo € determinado pelo arranjo das



integrinas que as células migratérias expressam em suas membranas celulares
(Singer e Clark, 1999).

Para que as células epidérmicas migrem entre a derme colagenosa e a escara
de fibrina, € necessario que ocorra a degradagcdo da matriz extracelular, processo
dependente da produgdo de colagenase (Pilcher et al., 1997) e da ativacdo da
plasmina pelo ativador de plasminogénio produzido pelas préprias células
epidérmicas. Esta ultima substancia também ativa a colagenase, facilitando, assim, a
degradagé&o do colageno e das proteinas da matriz extracelular (Clark, 1996).

Conforme se passam os dias, as células epidérmicas da borda da ferida
comecam a se proliferar. A liberagdo local de fatores de crescimento, como ja
explicado no item anterior, ajuda a estimular este processo (Clark, 1996). A medida
que este processo ocorre, as proteinas da membrana basal reaparecem em
sequéncia ordenada da periferia da lesdo para o centro (George Broughton et al.,
2006). Inicialmente, o colageno depositado é mais fino e fragil que o colageno de uma
pele ndo lesada, uma vez que apresenta somente uma camada de células e é
orientado paralelamente a pele. Porém, a medida que novas camadas se proliferam,
os fios iniciais de colageno sdo reabsorvidos e depositados mais espessos e
organizados ao longo das linhas de tensdo (George Broughton et al., 2006). Em
seguida, as células epidérmicas revertem ao seu fenétipo normal, aderidas novamente
a membrana basal e a derme subjacente (Singer e Clark, 1999). Essas mudancgas
também sdo acompanhadas por uma ferida com resisténcia a tracdo aumentada,
indicando uma relagao positiva entre a espessura da fibra de colageno e a orientagao
e resisténcia da fibra (George Broughton et al., 2006).

E importante frisar que a epitelizacdo ocorre melhor no ambiente tmido que no
seco, e nao ocorre sobre tecido inviavel. Ademais, a migragao epitelial depende de
energia e esta relacionada a tens&o de oxigénio, por isso, em condi¢gdes de anodxia, a
ferida ndo se desenvolve, enquanto em camaras hiperbaricas (com alto teor de
oxigénio) a ferida progride rapidamente (Guo e DiPietro, 2010). Sabe-se também que
o colageno na cicatriz, mesmo apos um ano de maturagao, nunca sera tao organizado

quanto o colageno encontrado na pele ilesa (George Broughton et al., 2006).



2.2 Fibrina Rica em Plaquetas (PRF)
A Fibrina Rica em Plaquetas (PRF, do inglés Platelet Rich Fibrin) vem tendo

cada vez maior numero de sucesso em tratamento de feridas, levando a maxima
eficacia na cicatrizagédo e regeneragao de tecidos, especialmente em feridas cronicas
de dificil cicatrizagao (Tsai et al., 2019). Também é utilizado em reparagdo 6ssea em
humanos (Luvizuto et al., 2013) e em procedimentos estéticos, como reconstrugao
capilar e rejuvenescimento facial (Karimi e Rockwell, 2019; Shashank e Bhushan,
2021).

E um biomaterial recentemente desenvolvido por Choukroun e sua equipe, em
2001, a base de plaquetas, obtido a partir de amostras de sangue e €& preparado por
meio de uma unica centrifugagdo, sem o uso de anticoagulantes, justamente para a
cascata de coagulagao entrar em acéo (Choukroun et al., 2001; Dohan et al., 2006;
Ghanaati et al., 2014). Foi desenvolvido para facilitar o uso na rotina clinica, ndo sendo
necessario o uso de aditivos, diferentemente de seu precursor, o Plasma Rico em
Plaguetas (PRP), no qual se utiliza anticoagulantes e soro bovino. Assim, com o
objetivo de melhorar e agilizar os métodos de preparacéo, especialmente por utilizar
biomateriais semeados a partir do préprio paciente, surgiu a PRF (Ghanaati et al.,
2014). Ainda, o PREF libera fatores de crescimento por um periodo mais longo e em
uma taxa mais lenta do que o PRP ao protegé-los da protedlise pela auséncia de
trombina (Karimi e Rockwell, 2019), se mantendo viavel, em média, por sete dias para
os fatores de crescimento mais conhecidos (Dohan Ehrenfest et al.,, 2010), mas com
alguns durando semanas (Karimi e Rockwell, 2019). In vitro, foi percebida durag&o de
28 dias (Pinto et al., 2017). Foi comprovado que o PRF possui trés vezes mais fatores
de crescimento que o PRP, assim como maior quantidade de leucdcitos, sendo mais
eficaz no combate a infecgdes (Pravin et al., 2016; Gole et al., 2019; Carvalho et al.,
2021) e possuindo também a capacidade de atuar contra a formacao de biofilme
bacteriano (Aydinyurt et al., 2020).

A trombina, presente no sangue total, desencadeia a polimerizagdo de
plaquetas e fibrinogénio durante a centrifugagdo de forma natural e devagar, para
formagao de um coagulo de fibrina ou matriz de fibrina. Essa fase funciona de forma
quase fisiolodgica, uma vez que nao ocorre adicdo de nenhum componente (Dohan et

al., 2006). Esse coagulo possui uma rede tridimensional de fibrina, a qual é capaz de
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mimetizar a MEC em termos de sua estrutura, criando um ambiente ideal para
funcionamento das células (Choukroun et al., 2001; Ghanaati et al., 2014). Nesta rede,
as plaquetas, citocinas, fatores de crescimento e leucdcitos sdo aprisionados e atuam
liberando altas concentragdes de proteinas estruturais bioativas, agindo como um
promotor de cicatrizagdo de liberagdo temporal na angiogénese e remodelagao
tecidual. Esta rede de fibrina também ¢é um transportador de células tronco
mesenquimais (Ghanaati et al., 2014).

Seu uso esta sendo cada vez mais defendido baseado no raciocinio de que as
plaquetas s&o reservatorios de varios fatores de crescimento criticos para a
regeneragao do tecido, além de propriedades antibacterianas (Soares et al., 2021).
Alguns estudos experimentais demonstraram pré queratinocitos dérmicos,
fibroblastos gengivais humanos, pré adipdcitos e osteoblastos maxilofaciais sofreram
diferenciagao e proliferaram sob efeito da PRF (Huang et al., 2010). No entanto, seu
uso na veterinaria ainda é muito escasso e recente. Alguns estudos mostram seu uso
na oftalmologia em pequenos animais (Rodrigues, 2022), porém o proprio artigo
afirma que pouco se sabe em relagao a indicagdes de uso, doses, quantidade utilizada
e resultados com uso da PRF na medicina interna de pequenos animais.

Ainda, uma das maiores restricdes da PRF esta nas constantes coletas
sanguineas de sangue para a produgdo necessaria de coagulo até o fim do
tratamento. Na veterinaria, essa restricdo se torna ainda mais importante, devido a
permissividade dos animais, doengas concomitantes e a falta de doadores. Assim,
vem sendo estudada a administragdo xenogénica de PRFs (Soares et al., 2021) ou
mesmo a associacdo da PRF com outras formas de tratamento para reparacao
tecidual, com o objetivo de diminuir o tempo de cicatrizagdo da ferida. Para isso,
podem ser citados alguns tratamentos, como laserterapia e uso de matriz de
estdbmago de ovinos (OFM), ambos tratamentos ja utilizados na medicina humana com
eficacia comprovada e que atuam de forma diferente da PRF, podendo abranger todas
as fases de reparacgao tecidual.

2.3 Laserterapia
A Terapia por Fotobiomodulagdo (FBM) ou LASER (Light Amplification by

Stimulated Emission of Radiation) € a terapia que utiliza formas nao ionizantes de
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fontes de luz, incluindo lasers, Light Emitter Diode (LEDs) e luz de banda larga. E um
processo nao térmico que envolve cromoforos enddégenos, desencadeando eventos
fotofisicos e fotoquimicos em varias escalas bioldgicas. Ou seja, sao formas de
emissdo de radiacdo eletromagnética em forma de fonte de luz, utilizadas com a
finalidade de controle de dor, inflamagéo e estimulo de cicatrizagdo (Mester et al.,
1971; Ribeiro e Zezell, 2011; Lopes e Diniz., 2018). Por isso, na rotina humana e
veterinaria, é utilizado em tratamentos fisioterapicos (Lopes e Diniz, 2018),
regeneragao tecidual (Noronha et al., 2001) e Ossea (Pretel et al., 2007), na
odontologia (Pretel, 2008), na oftalmologia (Felix et al., 2005), entre outros.

E classificado de acordo com o risco de causar dano ocular, sendo que as
classes utilizadas com fins terapéuticos sdo as Classes llIb e IV. Nele, devem ser
definidos os comprimentos de onda (que irdo influenciar na profundidade de
penetracédo de luz), poténcia de saida do aparelho (dada em mWatts ou Watts - W,
determina a velocidade de aplicagdo), a frequéncia (dada em Hertz - Hz, determina a
emissao de laser de maneira continua ou pulsada), e a largura e tempo de pulso
(Lopes e Diniz, 2018). A emissao de fotons se da através de algumas propriedades
da luz, como: luz monocromatica (um unico comprimento de onda), coerente (ondas
uniformes em tempo e espago) e colimada (feixe de ondas paralelas) (Oliveira, 2017,
Lopes e Diniz, 2018). Essa luz se encontra tipicamente no espectro entre 600 e 1100
nandémetros (nm), que esta entre o espectro vermelho e infravermelho, com irradiancia
(W/ecm2) entre TmW e 5W/cm2 (Huang et al., 2009).

Deve-se ter em mente o tipo de tecido que se quer tratar e o grau de leséo,
uma vez que a resposta terapéutica muda de acordo com a irradiancia e o tempo de
administragcdo do laser (Huang et al., 2009; De Freitas e Hamblin, 2016), tendo
influéncia também na profundidade do tecido a ser tratado. O laser vermelho, que
possui comprimento de onda de 625 a 740 nm, atinge lesdes mais superficiais,
localizadas em locais como a derme, epiderme e fascia muscular, enquanto o laser
infravermelho, o qual possui comprimento de onda entre 780 e 1100 nm, atua, por
exemplo, em musculos, tenddes, ligamentos e tecido ésseo (Huang et al., 2009;
Farivar et al., 2014).

Ele estimula uma cascata de eventos, através da biomodulacdo de processos
bioldgicos, por meio da reagéo de fétons com receptores celulares de luz (primarios e
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secundarios). Com isso, ocorrem varias reagdes quimicas e fisiologicas, gerando
aumento de ATP; normalizagdo da fungdo celular; regeneragao celular; analgesia;
controle da inflamacéao; produgao de acido araquiddnico; promogao da cicatrizagao;
neoangiogénese; entre outros (Gul et al., 2008; Busnardo et al., 2010; Andrade et al.,
2014; Pryor e Millis, 2015; Lopes e Diniz, 2018; Bavaresco et al., 2019; Wardlaw et al.,
2019).

A analgesia ocorre por meio da liberagdo de endorfinas, produgcdo de oxido
nitrico, bloqueio da despolarizagao de fibras nervosas aferentes C e estabilizacdo do
potencial de membrana das células nervosas. Ja o efeito anti-inflamatério ocorre pela
transformacdo da prostaglandina em prostaciclina; estabilizagdo da membrana
celular; aumento da angiogénese; diminuicdo do nivel de proteina C-reativa; e
estimulagao do fluxo linfatico. Também é cicatrizante, pois aumenta os niveis de ATP
e taxa de mitose; estimula fibroblastos, a atividade macrofagica, neovascularizagéo,
granulagao e epitelizagdo; e aumenta os niveis de fatores de crescimento celular
(Lopes e Diniz, 2018). Naterstad e colaboradores (2018) conseguiram concluir que o
uso de laser, a uma certa dosagem, foi mais efetivo na regeneragdo tecidual,
diminuindo os marcadores inflamatorios, do que drogas anti-inflamatorias conhecidas,
como diclofenaco e dexametasona.

No entanto, € contraindicada para pacientes gestantes (sobre o utero
gravidico), regides fotossensiveis, olhos e sobre linhas de crescimento. Em casos de
feridas infectadas, deve-se limpar a ferida antes da aplicagao do laser (Lopes e Diniz,
2018). Também deve-se ter em mente que para animais obesos ou de pele mais
escura deve-se aumentar a dose. Alguns estudos afirmam que outra contraindicagéo
seria para pacientes com tumores (Lopes e Diniz, 2018), entretanto, outros autores
afirmam que pode ser utilizado sem complicagdes (Zimin et al., 2008).

2.4 Membrana Dérmica Endoform®
As feridas cronicas apresentam altos niveis inflamatorios e de estresse

oxidativos, tornando o ambiente favoravel para a indu¢cdo de células senescentes.
Este tipo de célula é incapaz de proliferar, limitando o potencial regenerativo do tecido
(Nelson, 2018). Ademais, produz e secreta de substéncias pro — inflamatorias, como
interleucinas 1, 6 e 8, sob controle da transcricdo fator NF- kB, e proteases que
degeneram os tecidos (Childs, 2015; Nelson, 2018). As proteases interferem na
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reparagao, pois degradam as proteinas dérmicas importantes nesse processo, assim
como fatores de crescimento e a matriz extracelular (MEC) natural do organismo
(Bohn, 2017).

A MEC tem extrema importancia para o tecido vivo, uma vez que possui efeitos
estruturais, de adesdo e de sinalizagdo, além proteinas metabdlicas, como os
colagenos estruturais, os quais formam uma rede de tecido fibroso e conferem
resisténcia e estrutura ao tecido (Dempsey, 2019). Enquanto os biomateriais
baseados em MEC tém lugar estabelecido na medicina humana como instrumento
para regeneragao de tecidos e cicatrizagdo de feridas crénicas, contribuindo com
matriz proviséria e moléculas para sinalizar o processo de cicatrizagdo (Lun, 2010),
na medicina veterinaria ainda € método em ascenséo.

O modelo dérmico Endoform® & uma matriz de estémago de ovinos (OFM, do
inglés Ovine Forestomach Matrix), sendo considerada biomaterial de MEC
descelularizado. Ela atua em todas as fases da cicatrizagdo para estabilizar, corrigir,
criar e organizar tecidos, segundo a marca. Também pode ajudar a identificar a
presencga ou a auséncia de proteases, e, diferentemente de outros modelos, possui
acao sob varias delas (MMP1, MMP2, MMP3, MMP8, MMP9, MMP10, MMP12,
MMP13 e MMP14). A OFM Endoform® foi desenvolvida com 153 moléculas
secundarias para o processo de cicatrizagéo, 58 glicoproteinas, 13 proteinas afiliadas
a matriz extracelular natural, elastina, 12 proteoglicanos, colagenos I, Ill e 1V,
glicosaminoglicanos (GAGs), fibronectina, fatores de crescimento de fibroblastos
(FGF2) e laminina (Dempsey, 2019).

Atualmente, sabe-se que a OFM promove regeneragao de tecido lesado,
angiogénese e remodelagdo, atuando tanto em feridas agudas quanto crénicas, e
também para reparo de parede abdominal. Ela € ideal para reparagao tecidual guiada.
Na medicina humana, € muito utilizada para feridas de dificil cicatrizacdo em pacientes
diabéticos e em feridas contaminadas e/ou infectadas, podendo ser uma alternativa
viavel na veterinaria futuramente (Irvine et al., 2011). Seu sucesso em reparagoes
teciduais esta relacionado na composi¢ao de proteinas da MEC e na capacidade de
manter a estrutura proteica nativa (caracteristica de biomateriais descelularizados).
Com isso, a capacidade regenerativa da membrana esta nas suas propriedades
biofisicas e em sua diversidade molecular (Dempsey, 2019).



14

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Objetivou-se avaliar de maneira macro e microscopica a regeneragao tecidual

da pele em ratos Wistar com o uso de Plasmo Rico em Fibrina isolado e associado a
laserterapia e membrana dérmica de matriz de estémago de ovinos (OFM), a fim de
diferenciar qual dos tratamentos propostos foi mais eficaz, quanto tempo de
tratamento foi necessario para cada técnica e qual modelo apresentou maior
qualidade de tecido regenerado, no que tange a angiogénese do tecido, assim como
quantidade de fibroblastos, maturacédo fibra colagena, e de células inflamatorias
presentes.

3.2 Objetivos Especificos
- Avaliar, do ponto de vista clinico e histopatoldgico, a reparacgéo tecidual em defeito

cutédneo induzido no dorso de ratos, tratado com o uso de PRF isolado; PRF e
membrana dérmica de OFM; PRF e laserterapia; e todos estes tratamentos juntos
(PRF, laserterapia e membrana dérmica de OFM);

- Comparar, do ponto de vista clinico e histopatolégico, o grau de reparo tecidual
tegumentar em ratos sem tratamento e com tratamento de PRF;

- Comparar, do ponto de vista clinico e histopatolégico, o grau de reparo tecidual
tegumentar em ratos sob tratamento de PRF isolada ou associado a laserterapia e/ou
OFM.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos
O projeto foi executado nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias — Campus de Jaboticabal — UNESP. O presente estudo seguiu os
principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA). A Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias- Unesp — Campus de Jaboticabal aprovou o projeto
sob o numero de protocolo 5630/22 em reunido ordinaria de 17 de agosto de 2022.
Ademais, também foi seguido o guideline da ARRIVE em relagdo aos itens
essenciais e os recomendaveis, que tratam da descricdo de trabalho e de materiais e

métodos envolvendo animais.
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4.2 Animais experimentais

Foram utilizados o total de 90 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos,
adultos (média de 60 dias de vida), com peso entre 250 e 300 gramas de massa
corporal, procedentes do Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), UNESP, em Botucatu. Os animais que ndo estavam dentro deste padrdo
foram excluidos do trabalho.

Os animais foram agrupados em gaiolas inicialmente, com cinco animais em
cada gaiola, mantidos em ambiente com temperatura a 24°C, controlado via ar
condicionado, em local fechado, e foram alimentados antes e durante o periodo
experimental com ragdo solida e agua a vontade, a fim de evitar estresses térmicos e

contato com animais errantes.

4.3 Desenho do estudo e Tamanho da Amostra

Dos 90 animais, 15 deles foram utilizados para a exsanguinagao, processo este
necessario para a obtencdo de material sanguineo para a etapa inicial da produgao
da PRF, que foi utilizado em alguns dos grupos experimentais.

Os 75 animais restantes foram distribuidos aleatoriamente em cinco grandes
grupos de avaliagdo, com 15 animais cada, de acordo com o tratamento instituido, isto
é, controle negativo, PRF isolado, PRF associado com o laser, PRF associado a
Membrana Dérmica Endoform™ e PRF associado ao laser e a Membrana Dérmica
Endoform™. Em cada grupo, os animais foram subdivididos em trés grupos de cinco

animais cada, referentes ao tempo de analise e eutanasia, a saber (Figura 3):
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Grupo 3 dias
Grupo Controle Grupo 15 dias
(GC) Grupo 30 dias
Grupo 3 dias

1 Grupo 15 dias
Grupo 30 dias

Grupo 3 dias
75 animais = — Grupo PRF + Laser | Grupo 15 dias
(GPRFL) Grupo 30 dias
Grupo 3 dias
Grupo PRF + Membrana Dérmica Grupo 15 dias
(GPRFM) Grupo 30 dias
Grupo 3 dias
Grupo PRF + Laser + Membrana Dérmica Grupo 15 dias
(GPRFLM) Grupo 30 dias

Figura 3. Imagem ilustrativa com a divisdo dos grupos experimentais.

O n amostral foi definido de acordo com estudos preliminares realizados (Pretel,
2007; Naterstad et al., 2018), com resultados estatisticamente confiaveis, e validado
por analise de poder 80%, através do software G Power.

4.4 Procedimento ciruargico

Para os procedimentos experimentais, os animais foram submetidos a
anestesia geral dissociativa com cloridrato de cetamina na dose de 0,08ml/100
gramas e cloridrato de xilazina na dose de 0,04ml/100 gramas, diluidos na mesma
seringa, administrado por via intraperitoneal.

Apos a anestesia, foi realizada tricotomia do dorso cervical com maquina
elétrica. Em seguida, foi realizada antissepsia do local com gluconato de clorexidina
degermante 2% e alcoolica. Apds o tempo de agéo, foi realizado um defeito critico no
dorso dos animais, com o auxilio de um punch estéril de diametro interno 8 mm,
abrangendo as camadas do tecido epitelial, conjuntivo e subcutédneo, expondo o

musculo do dorso.
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Os animais foram mantidos nas gaiolas individuais durante todo o pos-
operatério, sendo somente manipulados nas limpezas das caixas e na realizagao de

cada procedimento em cada grupo.

4.5 Métodos de tratamento

ApoOs a realizagao das feridas, cada grupo recebeu o respectivo tratamento,
dando inicio ao periodo de acompanhamento (trés, 15 ou 30 dias). Independente do
tratamento preconizado, a ferida foi mantida aberta, sem uso de curativo, para evitar
estresses e manejo errdbneo. O objetivo destes tratamentos foi realizar simulagao
clinica, devido a isto, a maioria dos processos e tratamentos foi realizado nos

primeiros dias.

4.5.1 Grupo controle

Nos animais do grupo controle foi realizada lesdo critica com o punch e o
acompanhamento da evolugao desta ferida, sem tratamento especifico.

4.5.2 Membrana Dérmica
A membrana utilizada foi o modelo dérmico Endoform®. Foi aplicada uma vez,

imediatamente apds a confecg¢ao da ferida cirurgica e, em seguida, umedecida com

solucao salina estéril 0,9%.

4.5.3 Fibrina Rica em Plaquetas (PRF)
A PREF foi produzida a partir do aparelho “Centrifuga Process by Choukroun” e

os tubos utilizados por “S-P by Choukroun Vacuum sterile plain tubes” (Process for
PRF — France). Foi realizada centrifugagado 5 minutos — 700 rpm. Foi injetado 0,1 mL
de PRF em cima da les&o criada, na regido subcutanea, com auxilio de uma seringa
de insulina, no pds-operatorio imediato, somente esta unica vez.

Para a producao da PRF foi realizada incisdo na linha média ventral da porgao
cervical dos ratos destinados para este fim. Apds dissecacdo das estruturas
adjacentes, foram identificadas as artérias carétidas e as veias jugulares externas
direitas e esquerdas, sendo incisadas para coleta do volume sanguineo. O sangue foi
posteriormente envasado nos tubos especificos do equipamento. Ao término da

coleta, os ratos foram submetidos a eutanasia com sobredose anestésica.
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4.5.4 Laser vermelho
Foi utilizado laser terapéutico da marca “Theravet (DMC equipamentos — Séo

Carlos, Brasil), com comprimento de onda de 660 nanémetros (nm), com 100 miliWatts
(mW) de poténcia. Foram utilizados 2 Joules (J) no ponto de aplicagéo, de acordo com
protocolos previamente estabelecidos na literatura (Noronha et al., 2001; Pretel et al.,
2007). Foram realizadas uma sessao imediatamente a confecg&o do defeito, apos 48h
e 96h. Este procedimento foi adotado para analisar quais os beneficios da FBM, em

especial o laser vermelho, na fase inflamatdria e na fase inicial de proliferagéo.

4.6 Coleta dos resultados

4.6.1 Acompanhamento macroscopico
Foram realizadas fotografias individuais padronizadas dos momentos poés-

operatdrio imediato, com trés e sete dias de lesdo e no momento da eutanasia, de
maneira a acompanhar macroscopicamente a evolucao da ferida. Os animais foram
posicionados em uma bancada especifica com identificagdo do animal e do grupo,
onde foi realizada, também, a mensuracao das dimensdes do defeito com auxilio de

uma régua.

4.6.2 Avaliacao histopatologica
Ao final de cada periodo (trés, 15 ou 30 dias), os animais foram submetidos a

eutanasia, realizada com sobredose anestésica, seguida de solugdo saturada de
cloreto de potassio, por via intracardiaca, apos a detecg¢ao da parada dos batimentos
cardiacos, sendo em seguida, preparadas as pegas.

Os fragmentos cutaneos foram removidos cuidadosamente e fixados em
solucdo de formol tamponado pH 7,4 por 24 horas, lavados, desidratados,
diafanizados e incluidos em parafina. Obteve-se cortes semi-seriados de 6 um por
meio de microtomo, os quais foram corados por hematoxilina e eosina e tricrdmico de
Massom, para em seguida ser realizado o estudo histopatologico cicatricial. A
avaliagdo seguiu artigos com protocolos previamente testados (Noronha et al., 2001;
Carvalho et al., 2003; Carneiro et al., 2010).

Para avaliag&o histopatologica, realizou-se a analise descritiva das [aminas no

microscopio Optico Zeiss Jenaval e fotomicrografia no laboratério de foténica da
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Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. Esta etapa foi conduzida como

estudo cego.

4.7 Analise dos Resultados
As avaliagbes macroscopicas foram realizadas por meio de medida

histométrica (indice médio de contragdo da ferida obtido pelo software Image J),
utilizando as imagens realizadas com cémera digital padronizada Canon EQOS rebel
6Tl - Canon - USA). Foi realizado um treinamento prévio para utilizagdo do software e
dois avaliadores foram responsaveis pelas mensuragdes das areas de cada ferida.
Foi feita trés mensuracdes diferentes em todos os dias avaliados, e o valor da area
utilizado foi uma média destas trés medidas.
Para calculo do indice de contracdo da ferida foi utilizada a seguinte formula,
sendo Ai a area inicial e Af a area final:
(Ai — Af)
o x
Nas avaliagbes histopatoldgicas foram analisadas a angiogénese, presenca de

100

fibroblastos, presenga de células inflamatérias e maturacdo de colageno. Os
fragmentos foram classificados de acordo com um escore de inflamagao (Tabela 1) e
escore de reparagdo tecidual (Tabela 2). Os escores foram definidos seguindo
recomendagdes da International Organization for Standardition (ISO) (1992).

Para realizar a contagem histologica foi realizado contagem em triplicata
adotando a moda como carater de eleigao para cada animal avaliado. Para realizagao
da anadlise as imagens foram selecionadas com aumento de 400X para escore
inflamacéo, e com aumento de 200x para escore de reparagao tecidual. O software
Image J foi utilizado com padrdao de grades quadrangulares posicionando cada
imagem.

Tabela 1 — Escore de inflamacao (campo visual de 400x)
Escore Caracterizagcao

1 Auséncia de inflamagao (menor que 20 células inflamatdrias)
2 Inflamacéo leve (entre 21 e 50 células inflamatdrias)

3 Inflamagao moderada (entre 51 e 99 células inflamatdérias)

4 Inflamacgéo intensa (maior que 100 células inflamatérias)

Fonte: International Organization for Standardition (1SO) (1992).
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Tabela 2 — Escore de reparagao tecidual (campo visual de 200x)
Escore Caracterizagcao

1 Necrose tecidual — Presencga de células em degeneracgao e tecido necrético;

2 Reacéo tecidual — Congestao vascular, hiperemia e presenca de rede de fibrina

no tecido conjuntivo. Presenca de figuras de mitose das células epiteliais;

3 Tecido de granulagédo — Angiogénese e fibrinogénese — neoformacgao capilar,
fibrilas colagenas e presengca de miofibroblastos. Reepitelizagdo com

estratificacao celular;

4 Resolucdo — Retorno dos tecidos conjuntivos e epitelial as condi¢des ideiais de

organizagao.

Fonte: International Organization for Standardition (1SO) (1992).

Os dados foram avaliados por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05)
para verificagdo da normalidade dos dados. Os dados n&o apresentaram distribuicdo
normal, portanto foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) para comparagao dos
grupos dentro de cada periodo de avaliagdo. Para comparagao dos periodos (dentro
de cada grupo) foi realizado o Teste de Friedman (Medidas repetidas no tempo)
(p<0,05). Quando houve significancia (p<0,05), foi realizado o teste de Dunn’s para

comparagao das medianas. Todos os testes tiveram significancia de 95%.

5. RESULTADOS

As feridas cirurgicas foram criadas em todos os grupos com éxito, sem
intercorréncias. Durante o periodo das avaliagbes, os animais ndo apresentaram
nenhuma complicagdo que pudesse ser atribuida a cirurgia ou aos tratamentos
realizados.

Os grupos, controle e experimentais, foram fotografados no pds-operatorio
imediato, com trés e sete dias apds o procedimento, € no momento de eutanasia, a
depender do grupo. A figura 4 exemplifica o defeito criado e seu aspecto no pos-
operatorio imediato de cada tratamento instituido (grupo controle, PRF isolado e PRF
associado a membrana dérmica). A figura 5 e 6 mostram a aplicagdo do PRF e laser,

respectivamente, nestes animais.
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Figura 4. Imagens fotografica do defeito criado no dorso de rato com 8 mm de
didmetro no pods-operatério imediato com os tratamentos realizados. (a) grupo
controle. (b) PRF isolado. (c) PRF associado com membrana dérmica.

a

Figura 5. Imagem da PRF injetavel (ou i-PRF) em (a) e sua aplicagao no
leito da ferida cirurgica (b), na regido dorsal cervical de rato
wistar, correspondendo a 0,1 mL de PRF por defeito.
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Figura 6. Imagem da aplicacdo de laser vermelho na regido cervical dorsal de rato

wistar, no pos-operatoério imediato.

A tabela 3 e a figura 7 trazem os resultados do indice médio de contragéo da

ferida em relagdo aos grupos de tratamento e ao periodo avaliado de cada um. A

figura 8 demonstra a evolugéo das feridas ao longo dos dias, com base em cada

tratamento.

Tabela 3 - indice médio de contracdo da ferida de acordo com o tratamento

instituido e os periodos avaliados.

indice Médio de Contracao de Ferida (%)

Grupos 3 dias 15 dias 30 dias
Grupo controle 19,07 98,64 100
Grupo PRF 9,70 98,40 100
Grupo PRFL 21,26 80,14 100
Grupo PRFM 12,40 38,8 100
Grupo PRFLM 12,36 80,4 97,8
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Figura 7. Percentual de indice médio de contracao da ferida de acordo com o

tratamento preconizado de todos os grupos avaliados no trabalho
exposto.
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Controle PRF isolado PRFL PRFM

Dia0

Dia3

Dia7

Dia 15

Dia 30

Figura 8. Imagens fotograficas dos grupos de tratamento, a cada dia de

acompanhamento.

Para as analises histopatoldgicas, o material foi coletado e analisado conforme
descrito na metodologia. As figuras de 9 a 13 exemplificam alguns cortes
histopatoldgicos dos grupos analisados.

Com trés dias de avaliacdo, o melhor resultado macro e microscoépico foi do
grupo associando-se PRF ao laser. Neste periodo foi o que apresentou maior indice
de contragdo de ferida e, ao microscépio, ja apresentava presenca de células
inflamatorias e intensa sintese de colageno, com presenca de fibroblastos em elevada
sintese de colageno, assim como auséncia de tecido necrotico na regido analisada,
diferindo dos outros grupos avaliados.

No grupo de quinze dias apés confecgao da ferida, o maior indice de contragao
foi do grupo controle e do PRF isolado. Em contraste a isto, ao se avaliar de forma
histopatoldgica estas amostras, percebe-se que o grupo PRFL e PRFLM foram os que
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apresentaram melhor qualidade de tecido em regeneragdo, com grande quantidade
de fibroblastos em sintese de colageno. Visualiza-se também presenca de células
inflamatdrias provenientes do PRF em ambos os casos.

Com trinta dias de evolugado todas as feridas ja haviam reparado de forma
macroscopica, independente do tratamento preconizado. No entanto, nem todas
apresentaram resultados satisfatorios no que tange a qualidade do tecido, como foi
possivel observar pela analise histopatologicas. O grupo PRFL e PRFLM ja
apresentavam fibras colagenas maduras e organizadas, diferentemente do grupo
controle, PRF isolado e PRFM, os quais ainda estavam em processo de organizagéo

do colageno.
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Figura 9. Fotomicrografias do grupo controle de ferida cirirgica do dorso em
ratos wistar. a e b: grupo de trés dias. Inicialmente na regido do defeito vimos um
tecido necrotico extenso na borda da lesdo com predomindncia de células
inflamatorias (a) (seta preta) - 100X H&E. Em (b) coloragao de tricrdmico de Massom
evidenciando zona hemorragica com presenga de grande infiltrado inflamatério e
hemacias por toda area. Incipiente sintese de fibrilas colagenas (400X -TM). c e d:
grupo de 15 dias. Capilares com regurgitagdo sanguinea, e pouca formagao de
colageno. Processo de inflamagdo aguda com macrofagos e pouca sintese de
colageno (c) - 200 x. H&E. Na imagem (d) fibroblastos em sintese de colageno
desorganizado, presenga de macréfago e grande quantidade de fibroblastos (400X -
TM). E e f: grupo de 30 dias. Camada epitelial delgada em formagao em (e) com
camada de colageno em organizagao (400x - TM). Em (f) vimos ainda presenga de
células inflamatérias (seta preta), grande quantidade de matriz extracelular com fibras
colagenas em organizagao (seta branca). Nitida separagdo organizacional entre
camada superficial da derme e camada média (400X - H&E)
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Figura 10. Fotomicrografias do grupo tratado com PRF isolado de ferida
cirurgica do dorso em ratos wistar. a e b: grupo de trés dias. No periodo inicial
verifica-se uma malha de fibrina necrética com aglomerado de neutréfilos compondo
a borda da lesédo (a) - 100x HE. No tecido conjuntivo predominéncia de células
mononucleares (seta preta), capilares sanguineos em estase, hemorragia, e edema
tecidual. Presencga de fibrilas colagenas com grande quantidade de células de defesa
advindas da PRF (b) - (400 x Tricobmico de Massom). ¢ e d: grupo de 15 dias. Em (c),
tecido em processo de reestruturagcdo com camada epitelial em proliferagcdo e
presenca de foliculos pilosos em formagéao (200x - H&E). Em (d), fibras colagenas em
processo de organizagdo com presenga intensa de fibroblastos e células defesa (400X
- TM). E e f: grupo de 30 dias. Em (e), grande quantidade de fibras colagenas em
processo de maturacdo com camada hipodérmica presente e foliculos pilosos em
intensa sintese (200X - H&E). Na imagem (f), camada multicelular no tecido epitelial
com presenga de camada cérnea. No tecido conjuntivo presenga de fibroblasto em
intensa atividade de sintese proteica com fibras colagenas em processo de
organizagao (400X - H&E).
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Figura 11. Fotomicrografias do grupo tratado com PRF associado ao laser de
ferida cirargica do dorso em ratos wistar. a e b: grupo de trés dias. Em (b), verifica-
se intensa quantidade de células inflamatdérias na regido da borda da lesao e formagao
de camada tecido epitelial. Na porcao da derme visualiza-se intensa sintese de
colageno com presenca de fibroblastos em elevada sintese de colageno (200X - H&E).
Em (b), maior aumento encontra-se grande quantidade de fibroblastos com presenga
de células inflamatérias (seta preta) e pequena hemorragia. Na regiao de hipoderme
presenca de fibroblastos e células do processo inflamatério (400X - H&E). ¢ e d:
grupo de 15 dias. Na imagem (c), tecido epitelial multicamadas com intensa
proliferacao epitelial e presenga de camada cornea (200X - H&E). Na imagem (d), em
maior aumento, nota-se presencga de grande quantidade de fibroblasto (seta vermelha)
em intensa sintese de colageno com grande citoplasma evidenciando alta atividade
metabdlica. Visualiza-se também presenca de células inflamatdérias provenientes do
PRF (400X - H&E). E e F: grupo de 30 dias. Em (e), temos camada epitelial bem
definida com estrato cérneo, camada espinhosa, e basal bem definidas. Tecido
conjuntivo bem organizado com fibras colagenas alinhadas e diminuicdo na
quantidade de fibroblastos evidenciando maturagdo do colageno (400x - H&E). Na
figura (f), a coloragdo de Tricrémico de Massom evidencia bem a organizacéo das
fibras colagenas (seta branca) e presenga de células advindas do PRF (200X - TM).
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Figura 12. Fotomicrografias do grupo tratado com PRF associado a membrana
dérmica de ferida cirurgica do dorso em ratos wistar. a e b: grupo de trés dias.
Em (a), vemos a borda da lesdo com tecido necrético com grande quantidade de
células inflamatérias do tipo neutrofilo. Tecido conjuntivo com predominancia de
hemacias e células inflamatdrias evidenciando grande edema (100X - H&E). Figura
(b) ilustra fibrilas colagenas com muitas células inflamatérias (seta preta), com
predominancia de macrofagos e fragmentos de células (400X - TM). ¢ e d: grupo de
15 dias. A Figura (c) apresenta grande concentrado inflamatério com ilhotas de
formacao colageno e remanescente de membrana em meio a matriz extracelular (200
X - H&E). Na imagem (d), verifica-se remanescente da membrana dérmica com
intenso processo inflamatorio e desorganizagao das fibras colagenas (400X -TM). E e
f: grupo de 30 dias. Predominancia de processo inflamatério com caracteristica de
cronicidade, e presenga de remanescente membrana dérmica (e) (seta branca) (200X
- H&E). Na figura (f), verifica-se intenso infiltrado inflamatdrio e matriz de colageno em
processo de organizagao (400X - TM).
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Figura 13. Fotomicrografias do grupo tratado com PRF associado ao laser e a
membrana dérmica de ferida cirurgica do dorso em ratos wistar. a e b: grupo de
trés dias. Na Figura (A), é vista intensa hemorragia com muitas hemacias e células
inflamatorias. Presengca de membrana dérmica permeada por rede de fibrina (200X -
H&E). Na figura (B), presenca de intenso infiltrado inflamatério em meio a manutencao
de foliculos pilosos (200X - TM). C e D: grupo de 15 dias. Na figura (C) camadas bem
definidas, porém em estagio de definicdo. Derme conjuntiva com grande quantidade
de matriz extracelular (200X - H&E). Na figura (D), fibrilas colagenas em maturagéo
com predominancia de células inflamatérias (400X - TM). E e F: grupo de 30 dias.
Figura (E) com tecido em resolugcédo e camadas bem definidas e organizada (200X -
H&E). E na figura (F) estrutura coldgeno com maturacéo tecidual e traves de
sustentacdo. E possivel visualizar a polarizagéo das fibras colagenas (400 X - TM).
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Por fim, cada animal de cada grupo foi classificado nos escores de inflamagéao
e de reparacéo tecidual (Tabela 4).

Tabela 4. Classificagcao nos escores de inflamagao e de reparagcao tecidual de
cada grupo em cada dia de analise.

) _ Escore de Inflamacao Escore de Reparacao
Grupo ggf;?,:ﬁazgs (1a4) Tecidual (1 a 4)
Score Score

3 3 1

3 3 1

Grupo Controle 3 5 ”
3 3 2

3 2 1

15 2 3

15 2 2

Grupo Controle 15 y 3
15 2 2

15 2 3

30 1 4

30 1 4

Grupo Controle 30 1 4
30 1 4

30 2 3

3 4 1

3 4 2

Grupo PRF 3 4 ]

3 4 1

3 3 2

15 1 3

15 1 3

Grupo PRF 15 1 3
15 2 2

15 2 3
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30 1 4
30 1 4
Grupo PRF 30 1 4
30 1 4
30 1 4
3 4 1
3 4 2
Grupo PRF e 3 3 ’
Laser
3 3 2
3 3 2
15 1 3
15 1 3
Grupo PRF e 15 ’ 3
Laser
15 2 2
15 1 3
30 1 4
30 1 4
Grupo PRF e 30 y 4
Laser
30 1 4
30 1 4
3 3 2
3 4 1
Grupo PRF e
Membrana 3 3 1
Dérmica
3 3 2
3 4 1
15 2 3
15 2 3
Grupo PRF e
Membrana 15 2 3
Dérmica
15 3 2
15 1 3
30 2 3
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30 3 3
Grupo PRF e 30 2 3
Membrana

Dérmica 30 1 4

30 2 3

3 4 1

Grupo PRF, 3 4 y
Laser e

Membrana 3 3 1
Dérmica

3 3 2

3 2 2

15 2 2

Grupo PRF, 15 2 3
Laser e

Membrana 15 1 3
Dérmica

15 2 2

15 1 3

30 1 4

Grupo PRF, 30 1 4
Laser e

Membrana 30 2 3
Dérmica

30 1 4

30 1 4

Inicialmente, para analise macroscépica das amostras, foi realizado indice de
correlacdo para a area inicial e final entre os dois avaliadores. Para a area inicial,
obteve-se uma correlacédo de 82,5%, com p<0,001. Para a area final, a correlagao foi
de 94,5%, também com p<0,001. A partir destes valores, utilizou-se a média obtida
dos resultados de cada area dos avaliadores para valores finais de area inicial e final.
Com base na estatistica realizada das analises macroscépicas (Tabela 5), consegue-
se inferir que o grupo de PRF com Membrana Dérmica Endoform™ obteve pior
resultado na analise de trés dias, assim como na avaliagdo de 15 dias, cujo mesmo
grupo de tratamento também foi inferior aos grupos controle e de PRF isolado. Apesar
disto, nenhum outro grupo mostrou diferenga estatisticamente significativa no

tratamento para feridas de ratos wistar na cicatrizacdo na macroscopia.
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Tabela 5. Anadlise estatistica do indice médio de contracao da ferida,
comparando-se os grupos e os tempos de analise.

GRUPO iNDICE DE CONTRAGAO P
3 15 30
GC 15,24 [2,84 —23,13]aB  100,0 [97,3 — 100,0]aA  100,0 [100,0 — 100,0] aA  <0,001
GPRF 6,93 [4,18—15,321aB  100,0 [96,1 — 100,0] aAB  100,0 [100,0 — 100,0]aA 0,008

GPRFL 25,30 (13,80 -29,97]1aB  100,0 [54,0 — 100,0] abA  100,0 [100,0 — 100,01 aA  <0,001

GPRFM 13,51 [9,47 — 14,71] aC 39,8 [30,7 — 44,5] bB 100,0 [100,0 — 100,0] aA  <0,001

GPRFLM 10,83 [6,27 — 18,46] aB 80,8 [66,6 — 91,2] abA 100,0 [97,3 -100,0]aA  <0,001
P 0,381 0,007 0,406

*Medianas seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha,
nao diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Dunn’s (P>0,05)

6. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta tecidual de uma ferida cirurgica
frente a diversos tratamentos disponiveis no mercado, cada qual com sua atuagao no
processo de reparacdo, para obter fechamento rapido da ferida, com a formacao de
uma cicatriz esteticamente satisfatoria e semelhante ao tecido ileso. Para isso, foi
necessario avaliar principalmente a angiogénese, presenca de células inflamatorias
na ferida e a deposigéo e organizagédo de colageno na cicatriz. A qualidade do tecido
reparado € importante pois, quanto maior a produgéo e a organizagado do colageno,
assim como sua espessura, maior a resisténcia desta cicatriz (George Broughton et
al., 2006).

E importante considerar o ambiente que permeia o animal/paciente, uma vez
que tanto fatores locais quanto sistémicos podem afetar a reparagao tecidual (Agah
et al., 2004; Guo e DiPietro, 2010). Em diversos casos, quando o ambiente esta
favoravel, livre de contaminagdes e sujidades e a depender do tamanho da ferida, ela
é prontamente fechada com o passar de alguns dias, uma vez que o corpo é
preparado para lidar com tal situagédo (Eming et al., 2014), assim como pode ser visto
no grupo controle do presente estudo, o qual se manteve em boa taxa de reparagao
tecidual durante todo o periodo. No entanto, nem sempre a reparacéo se da da melhor
forma e qualidade possivel, sendo necessarios tratamentos especificos para cada
ferida. Para evitar tais influéncias, o estudo em questdo utilizou-se de animais da

mesma espécie, pesos e idades semelhantes e mesmo sexo.



35

As plaquetas possuem papel fundamental na cicatrizagao e reparagéo tecidual.
Seus principais elementos séo os leucdcitos e os fatores de crescimento, sendo estes
ultimos, polipeptidios que participam na diferenciagao, proliferagdo, migragcdo e
metabolismo das células (Garcia, 2004). Neste contexto, surgiu a PRF, um
hemoderivado, caracterizado como um biomaterial de fibrina, levando a angiogénese
e estimulacdo de fatores de crescimento, células inflamatdrias e células tronco
mesenquimais. E oriunda do préprio sangue, sem adicdo de componentes, trazendo,
assim, uma fibrina natural para a estrutura do coagulo, com menor chance de reagéo
imunogénica e transmissao de doengas (Choukroun et al., 2001; Choukroun et al.,
2006; Dohan et al., 2006; Ghanaati et al., 2014).

De todos os grupos avaliados, os melhores resultados aqui observados tanto
macro quanto microscopicamente foram do grupo associando-se PRF e laser, sendo
este o primeiro estudo, no conhecimento dos autores, que comprova e relata o
beneficio desta associagdo. A maioria dos estudos produzidos possuem o carater de
comparagao entre as técnicas (de Sousa Resende, 2019).

Ao pensar no PRF isolado para reparagao de feridas, um estudo preliminar
conduzido por Soares e colaboradores (2021) avaliou o uso da PRF em quatro gatos
com feridas extensas, sendo trés delas infectadas, com aplicagdo xenogénica (canina)
da PRF. Seus resultados comprovam a acéo antibacteriana do PRF, com completa
cicatrizagdo destas feridas (Soares et al., 2021). Este mesmo estudo mostrou a
possibilidade do uso xenogénico em pacientes que apresentam doengas
concomitantes, que impossibilita a produgdo de PRF a partir de seu préprio sangue
(Soares et al., 2021). Outro estudo conduzido por Camargo (2013) obteve sucesso no
fechamento de feridas com utilizagdo do PRF com menos de 14 dias de evolugao,
além de nao apresentarem nenhum foco de infec¢do ou complicagdes. Tal resultado
ocorreu no estudo em tela, no entanto, o grupo controle também nao apresentou
complicagdes ou focos de infecgdo, possivelmente por se tratar de uma ferida cirargica
confeccionada de forma asséptica. ToPara adavia, o PRF pode ter colaborado na
prevencao de infecgdes nestes pacientes, especialmente nos do grupo de 30 dias,
gue permaneceram por mais tempo com a ferida exposta ao ambiente.

Ainda, por ndo possuir adicdo de trombina, a PRF libera os fatores de

crescimento relacionados as plaquetas de forma mais lenta e por um periodo mais
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longo (Karimi e Rockwell, 2019). Isto fica muito claro no estudo aqui realizado, no qual,
na avaliacdo histopatoldgica, foi possivel observar maior quantidade de células
inflamatdrias advindas da PRF, nas avaliagdes de quinze e trinta dias, o que
influenciou diretamente na maturag&o e organizagao do colageno.

Um estudo realizado por Pinto e colaboradores (2017) constatou que o uso do
PRF em pacientes com ulceras cutaneas crénicas diminui consideravelmente a dor,
nao sendo necessario nenhum tratamento analgésico adjuvante apds algumas
sessdes de aplicacdo do PRF. Também comprovou que seu uso ajudou a promover
a cicatrizagcdo tanto no quesito de fechamento da lesdo, mas também com maior
qualidade deste tecido reparado. Ainda, os pacientes estudados n&o obtiveram
recorréncia da ferida durante um ano, diferindo de quando outros tratamentos séo
instituidos (Pinto et al., 2017). Diversos outros estudos mostram a eficacia do PRF no
tratamento de ulceras cuténeas, especialmente em pacientes diabéticos humanos,
com resultados positivos (Pravin et al., 2016; Gole et al., 2019; Carvalho et al., 2021).

A associagao do PRF com o laser no presente trabalho obteve resposta mais
exponencial ja nos primeiros dias de avaliagédo, até em torno do décimo quinto dia,
isto €, durante a fase proliferativa do processo de cicatrizacdo, fase em que o laser
obtém sua maior agéo (Santos et al., 2013). Sdo inumeros os estudos que comprovam
a atuagao do laser na regeneragédo tecidual (Noronha et al., 2001), na regeneracéo
ossea (Pretel et al., 2007), na odontologia (Pretel, 2008), na oftalmologia (Felix et al.,
2005) e/ou na reabilitagdo animal (Lopes e Diniz, 2018).

De Oliveira et al. (2023) demonstraram que a utilizagado de laser aumenta a
deposicdo de colageno, efeito ainda mais potencializado caso as doses sejam
elevadas de forma crescente. Porém, foi percebido que o efeito anti-inflamatério se
mantém o mesmo, independente da dose, sendo superior a grupos nao tratados.
Solmaz e colaboradores (2017) compararam a utilizagdo de diferentes tipos de
comprimentos de onda de laser para a reparacgéo tecidual, chegando a concluséo de
que o laser de 635 nm, semelhante ao utilizado neste estudo, obteve maior resisténcia
a tracdo tanto na avaliagdo histopatolégica quanto em testes mecanicos,
comprovando novamente a agao deste tratamento em feridas.

No entanto, o resultado encontrado ao se avaliar o grupo de quinze dias foi
diferente na macroscopia. Pela analise das fotos, o grupo com maior indice de
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contragao foi o grupo controle e com PRF isolado. Estudos realizados por Danielsen
et al. (2008) e Camargo (2013) avaliaram o uso do PRF na cicatrizagdo de feridas
cirurgicas confeccionadas para o estudo, e obtiveram os mesmos resultados aqui
visualizados, com pouca ou nenhuma diferenga entre este grupo e o grupo controle.
O fato do estudo ser planejado, com o defeito cutaneo sendo realizado de forma
cirurgica e asséptica, pode ter contribuido para tal resultado (Danielsen et al. 2008),
diferentemente do relatado por autores que utilizaram deste produto para tratamento
de feridas nao cirurgicas. A quantidade de administragéo, especialmente a quantidade
de células presentes no PRF também pode influenciar no resultado, que ira ou nao
sinalizar um reparo tecidual sistémico (Jorgensen et al., 2002). Assim, para casos em
que se deseja uma cicatrizagao rapida, o uso do PRF isolado pode ser um bom aliado.

Entretanto, ao se avaliar de forma histopatologica estas amostras, assim como
quando classificadas nos escores, percebe-se que, por mais que 0S grupos
supracitados tenham apresentado maior rapidez no fechamento da ferida, o grupo
PRFL e PRFLM foram os que apresentaram maior taxa de reparagao tecidual, ou seja,
maior qualidade de tecido regenerado, com formagao de fibras colagenas ja em
maturagcdo ou maduras. Isto traz uma nova perspectiva no tratamento de feridas,
comprovando o enorme beneficio que foi a associacdo entre PRF e Laser. Apesar
destes resultados, o grupo de PRF isolado também apresenta resultados satisfatorios
para o mesmo periodo quando avaliado por microscopia.

O resultado menos promissor, tanto macro quanto microscopicamente, esta na
baixa média obtida pelo grupo de PRF e membrana dérmica. Estes tratamentos, em
tese, se complementam em suas fungdées (Choukroun et al., 2001; Bohn, 2017;
Dempsey et al., 2019), no entanto, possivelmente, tal resultado ocorreu pela
exposi¢cao da membrana dérmica ao ambiente, e, consequente ressecamento dela,
diferente do recomendado pelo fabricante. Em um estudo comparativo utilizando
membranas de colageno (porém de outro fabricante) e PRF, chegou-se a conclusao
de que a PRF possuiu melhores propriedades antibacterianas, impedindo a
penetracdo e degradagcdo de sua membrana por bactérias, assim como melhor
fechamento da ferida (Qiu et al., 2023). Este foi o primeiro estudo em que fora

realizada a associagao destes dois tratamentos para finalidade comum. Entretando, a



38

membrana dérmica, mesmo apresentando grandes propriedades, ndo se mostrou
necessaria ou valiosa para a reparacao tecidual quando associada ao PRF.

No presente estudo, foi percebido que € necessario avaliar mais do que o
fechamento da ferida por si s6. Com 30 dias de analise, todos os grupos ja haviam
obtido a cicatrizagcdo, porém somente dois estavam em um processo mais adiantado
de reparacéo tecidual. A hipotese é de que os outros grupos (controle, PRF e PRFM)
iram evoluir para 0 mesmo grau de maturagdo colagena que os grupos PRFL e
PRFLM, porém de forma mais lenta, uma vez que nao apresentavam tantas células
inflamatorias quanto os outros grupos. Outra possivel situagdo é a estagnacéo da
reparagao da forma como foi visualizada, onde as fibras colagenas nunca se
organizariam da forma ideal, mantendo uma cicatrizagdo efetiva, porém né&o
satisfatéria. Assim, seria necessario avaliar por mais tempo estes grupos para

confirmar ao certo a evolugéo da ferida nestes tratamentos.

7. CONCLUSAO

Nas condigdes em que o estudo fora realizado, pode-se concluir que:
- A associagao entre PRF e laserterapia € extremamente benéfica, tanto do ponto de
vista macro quanto microscépico, levando a formacao de uma cicatriz funcional e com
otima qualidade de reparacéo, possuindo fibras colagenas espessas e organizadas.
- A associagdo com a membrana dérmica proveniente de matriz de estbmago de
ovinos ndo se mostrou positiva como o esperado, possivelmente pela forma como foi
executado o estudo.

Mais estudos s&o necessarios para definir o melhor protocolo quanto as
dosagens e periodicidade da aplicagdo destes tratamentos.

8.0 REFERENCIAS

Agah A, Kyriakides Tr, Letrondo N, Bjorkblom B, Bornstein P (2004). Thrombospondin
2 levels are increased in aged mice: consequences for cutaneous wound healing and
angiogenesis. Matrix Biology 22, 7:539 547.

Almadani YH, Vorstenbosch J, Davison PG, Murphy AM (2021) Wound healing: a
comprehensive review. Seminars in plastic surgery, 35(3), 141-144. Thieme Medical
Publishers, Inc.



39

Andrade FDSDSD, Clark RMDO, Ferreira ML (2014). Efeitos da laserterapia de baixa
poténcia na cicatrizacdo de feridas cuténeas. Revista do Colégio Brasileiro de
Cirurgioes, 41, 129-133.

Aydinyurt HS, Sancak T, Taskin C, Basbugan Y, Akinci L. (2021). Effects of injectable
platelet-rich fibrin in experimental periodontitis in rats. Odontology, 109, 422-432.

Barbosa NF, Boaretto FS, Santos TBD, Amaral CS, Silva MABD (2018) Estudo clinico
do uso do LIB: laser de baixa intensidade (GaAlAs) no tratamento da dor em discopatia
de cées. Nosso clinico, 26-30.

Bavaresco T, Osmarin VM, Pires AUB, Moraes VM, Lucena ADF (2019). Terapia a
laser de baixa poténcia na cicatrizacdo de feridas. Rev. enferm. UFPE online, 216-
226.

Bohn G. (2017) Proactive and Early Aggressive Wound Management: A Shift in
Strategy Developed by a Consensus Panel Examining the Current Science,
Prevention, and Management of Acute and Chronic Wounds. Wounds: A
compendium of clinical research and practice. 29, 11:S37-S42.

Busnardo VL, Biondo-Simdes ML (2010). Os efeitos do laser hélio-nebénio de baixa
intensidade na cicatrizagcao de lesdes cutédneas induzidas em ratos. Brazilian Journal
of Physical Therapy, 14, 45-51.

Camargo FFD (2013). Efeito do plasma rico em plaquetas e da fibrina rica em
plaquetas na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos. 184p. Dissertacdo de
mestrado (Programa de Po6s Graduagdao em Medicina e Ciéncias da Saude) —
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.

Carneiro MIDS, Ribas Filho JM, Malafaia O, Ribas CAPM, Santos CAM, Cavalcanti
TCS, Czeczko LEA (2010). Estudo comparativo do uso de extrato de Pfaffia glomerata
e do laser de baixa poténcia (Hélio-Nednio) na cicatrizacdo de feridas em ratos. ABCD.
Arquivos Brasileiros de Cirurgia Digestiva (Sao Paulo), 23, 163-167.

Carvalho MGF, Araujo LMB, Lopes LP, et al. (2021). O uso de PRF e PRP em feridas
resultantes do pé diabético The use of PRF and PRP in wounds resulting from the
diabetic foot. Brazilian Journal of Health Review, 4(4), 17444-17454.

Carvalho PDTC, Mazzer N, Siqueira JF, Ferreira VJ, Silva IS (2003). Analise de fibras
colagenas através da morfometria computadorizada em feridas cutaneas de ratos
submetidos a irradiacdo do laser HeNe. Fisioter. Bras, 253-258.

Childs BG, Durik M, Baker DJ, Van Deursen JM. (2015). Cellular senescence in aging
and age-related disease: from mechanisms to therapy. Nat. Med. 21(12), 1424-1435.

Choukroun J, Adda F, Schoeffler C, Vervelle A (2001). Une opportunite en paro-
implantologie: Le PRF. Implantodontie, 42(55), e62.

Choukroun K, Diss A, Simonpieri A. (2006) Platelet-rich fibrin (PRF): a second-
generation platelet concentrate. Part IV: clinical effects on tissue healing. Oral



40

Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontology,
101(3), e56-e60.

Clark RAF (1996) The molecular and cellular biology of wound repair. 2nd ed. New
York: Plenum Press, 427-74.

Danielsen P, Jorgensen B, Karlsmark T, Jorgensen LN, Agren MS. (2008). Effect of
topical autologous platelet-rich fibrin versus no intervention on epithelialization of donor
sites and meshed split-thickness skin autografts: a randomized clinical trial. Plast
Reconstr Surg.122:1431-1440.

De Freitas LF, Hamblin MR (2016). Proposed mechanisms of photobiomodulation or
low-level light therapy. IEEE Journal of selected topics in quantum electronics,
22(3), 348-364.

De Oliveira LP, de Lima Chagas A, de Souza TR, Araujo IR, de Menezes LB, Miguel
MP, Vulcani VAS. (2023). Low-power laser in increasing doses improve wound healing
process in rats. Lasers in Medical Science, 38(1), 60.

De Sousa Resende MR (2019). Utilizagao de laser ou de Fibrina Rica em Plaquetas
no Maneio de Feridas do Membro Distal Equino. Dissertagdo de Mestrado.
Universidade de Lisboa (Portugal).

Dempsey SG, Miller CH, Hill RC, Hansen KC, May BC (2019). Functional insights from
the proteomic inventory of ovine forestomach matrix. Journal of proteome research,
18(4), 1657-1668.

Diniz CM, De Castro Diniz R, dos Santos WG, Freitas PMC (2021) Fotobiomodulagao
no tratamento de necrose de lingua em céo. Brazilian Journal of Animal and
Environmental Research, 4(3), 4330-4335.

Dohan DM, Choukroun J, Diss A, Dohan SL, Dohan AJ, Mouhyi J, Gogly B (2006).
Platelet-rich fibrin (PRF): a second-generation platelet concentrate. Part I:
technological concepts and evolution. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology,
Oral Radiology, and Endodontology, 101(3), e37-e44.

Dohan Ehrenfest DM, Del Corso M, Diss A, Mouhyi J, Charrier JB. (2010). Three-
dimensional architecture and cell composition of a Choukroun's platelet-rich fibrin clot
and membrane. Journal of periodontology, 87(4), 546-555.

Eming SA, Martin P, Tomic-Canic M (2014). Wound repair and regeneration:
mechanisms, signaling, and translation. Science translational medicine, 6(265),
265sr6-265sr6.

Ehrenfest DMD, Peppo GMD, Doglioli P, et al. (2009). Slow release of growth factors
and thrombospondin-1 in Choukrouns platelet-rich fibrin (PRF): a gold standard to
achieve for all surgical platelet concentrates technologies. Growth Factors 27(1):63—
9.



41

Farivar S, Malekshahabi T, Shiari R (2014) Biological effects of low level laser therapy.
Journal of lasers in medical sciences, 5(2), 58.

Felix CF, de Oliveira Castro V, Peixoto RM, de Lucena RS, de Albuquerque Segundo
JS, de Melo Junior WA (2005). O Laser Na Oftalmologia. Revista Saude & Ciéncia
online, 27.

Garcia Garcia V, Corral |, Bascones Martinez A. (2004). Plasma rico en plaquetas y
su utilizacion en implantologia dental. Avances en periodoncia e implantologia
oral, 76(2), 81-92.

George Broughton Il, Janis JE, Attinger CE (2006) The basic science of wound healing.
Plastic and reconstructive surgery, 117(7S), 12S-34S.

Ghanaati S, Booms P, Orlowska A, et al. (2014). Advanced platelet-rich fibrin: a new
concept for cell-based tissue engineering by means of inflammatory cells. Journal of
Oral Implantology, 40(6), 679-689.

Gole PV, Muhammed N, Patadia SR. (2019). Efficacy of autologous platelet rich fibrin
matrix in the management of non-healing ulcers. Int J Res Dermatol, 5(686), 10-
18203.

Gonzalez ACDO, Costa TF, Andrade ZDA, Medrado ARAP (2016). Wound healing-A
literature review. Anais brasileiros de dermatologia, 91, 614-620.

Gul NY, Topal A, Cangul IT, Yanik K (2008). The effects of topical tripeptide copper
complex and helium-neon laser on wound healing in rabbits. Veterinary Dermatology,
19(1), 7-14.

Guo SA, DiPietro LA (2010). Factors affecting wound healing. Journal of dental
research, 89(3), 219-229.HUANG, F.; YANG, S.; ZHAO, J.; CHANG, Y. Platelet-rich
fibrin increases proliferation and differentiation of human dental Pulp cells. J Endod.
v. 36, p.1628-1632, 2010.

Huang YY, Chen ACH, Carroll JD, Hamblin MR (2009). Biphasic dose response in low
level light therapy. Dose-response, 7(4), dose-response.

Isaac C, de Ladeira PRS, do Régo FMP, Aldunate JCB, Ferreira MC (2010) Processo
de cura das feridas: cicatrizagao fisiolégica. Comunicagao & Educacao, 89(3-4), 125-
131.

International Organization For Standardization - ISO. Biological evaluation of medical
devices. Geneéve: ISO 10993-3, p.2-7, 1992.

Irvine SM, Cayzer J, et al. (2011) Quantification of in vitro and in vivo angiogenesis
stimulated by ovine forestomach matrix biomaterial. Biomaterials, 32(27), 6351-6361.

Jorgensen LN, Agren MS, Madsen SM, et al. (2002) Dose-dependent impairment of
collagen deposition by topical granulocyte-macrophage colony-stimulating factor in
human experimental wounds. Ann Surg. 236:684-692.



42

Karimi K, Rockwell H. (2019). The benefits of platelet-rich fibrin. Facial Plastic
Surgery Clinics, 27(3), 331-340.

Lopes RS, Diniz R (2018) Laserterapia. In.: Lopes Rs, Diniz R. Fisiatria em pequenos
animais 1. Ed. Sdo Paulo: Editora Inteligente, p. 128 132.

Lun S, Irvine SM, et al. (2010). A functional extracellular matrix biomaterial derived
from ovine forestomach. Biomaterials, 31(16), 4517-4529.

Luvizuto ER, Queiroz TP, Betoni Jr W, Margonar R, Prado MV (2013. Caracteristicas
e particularidades do plasma rico em fibrina (L-PRF) na regeneragdo Ossea.
ImplantNews, 355-361.

MacPhail CM (2015) Cirurgia do Sistema Tegumentar. In: Fossum TW. Cirurgia de
pequenos animais. Elsevier Brasil, Cap. 16, 2015.

Malagutti W, Kakihara CT (2014). Curativos, estomias e dermatologia: uma
abordagem multiprofissional. Rev. Eltr. Enferm (pp. 637-637).

Mester E, Spiry T, Szende B, Tota JG (1971). Effect of laser rays on wound healing.
The American Journal of Surgery, 122(4), 532-535.

Naterstad IF, Rossi RP, Marcos RL, Parizzoto NA, Frigo L, Joensen J, Martins PSLL,
Bjordal JM, Lopes-Martins RAB (2018). Comparison of photobiomodulation and anti-
inflammatory drugs on tissue repair on collagenase-induced Achilles tendon
inflammation in rats. Photomedicine and laser surgery, 36(3), 137-145.

Nelson G, Kucheryavenko O, Wordsworth J, Von Zglinicki T (2018) The senescent
bystander effect is caused by ROS-activated NF-kB signalling. Mechanisms of
ageing and development, 170, 30-36.

Noronha LD, Schulz RT, Martins VDM, Auersvald A, Graf R (2001). Estudo
comparativo das alteragdes histologicas imediatas causadas pelo uso do laser de CO2
e do laser de erbium na pele de ratos wistar. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, 37, 273-278.

Oliveira CAS (2017). Reabilitagcao Fisica de Caes com Doeng¢a Ortopédica no
Membro Pélvico. Dissertacdo de Mestrado. Universidade de Lisboa.

Pilcher BK, Dumin JA, Sudbeck BD, Krane SM, Welgus HG, Parks WC (1997). The
activity of collagenase-1 is required for keratinocyte migration on a type | collagen
matrix. The Journal of cell biology, 137(6), 1445-1457.

Pinto NR, Ubilla M, Zamora Y, Del Rio V, Dohan Ehrenfest DM, Quirynen M. (2018).
Leucocyte-and platelet-rich fibrin (L-PRF) as a regenerative medicine strategy for the
treatment of refractory leg ulcers: a prospective cohort study. Platelets, 29(5), 468-
475.

Pravin AJS, Sridhar V, Srinivasan BN. (2016). Autologous platelet rich plasma (PRP)
versus leucocyte-platelet rich fibrin (L-PRF) in chronic non-healing leg ulcers--a



43

randomised, open labelled, comparative study. Journal of Evolution of Medical and
Dental Sciences, 5(102), 7460-7463.

Pretel H (2008) Reparacgao tecidual pulpar sob acao bioestimuladora do laser de
baixa intensidade (LILT), e do diodo emissor de luz (LED): estudo em macacos
prego.. Tese de doutorado em Odontologia, Unesp, Araraquara.

Pretel H, Lizarelli RF, Ramalho LT (2007). Effect of low-level laser therapy on bone
repair: Histological study in rats. Lasers in Surgery and Medicine: The Official
Journal of the American Society for Laser Medicine and Surgery, 39(10), 788-
796.

Pryor B, Millis DL (2015) Therapeutic laser in veterinary medicine. Veterinary Clinics:
Small Animal Practice, 45(1), 45-56.

Qiu Y, et al. (2023). Bacterial exclusion and wound healing potential of horizontal
platelet-rich fibrin (H-PRF) membranes when compared to 2 commercially available
collagen membranes. Clinical oral investigations, 27(8), 4795-4802.

Ribeiro MS, Zezell DM (2011). Laser em baixa intensidade. In: Maio M (ed.). Tratado
de Medicina Estética. 2 ed.. Sdo Paulo, SP: Roca Ltda, p. 945-953.

Santos CFF, Santos AP, et al. (2013) Cicatrizagcao de feridas cutaneas em ratos apos
terapia laser de baixa intensidade (660nm). Rev Voz dos Val, 3, 1-13.

Shashank B, Bhushan M. (2021). Injectable platelet-rich fibrin (PRF): the newest
biomaterial and its use in various dermatological conditions in our practice: a case
series. Journal of cosmetic dermatology, 20(5), 1421-1426.

Singer AJ, Clark RA (1999) Cutaneous wound healing. New England journal of
medicine, 341(10), 738-746.

Solmaz H, Ulgen Y, Gulsoy M. (2017). Photobiomodulation of wound healing via visible
and infrared laser irradiation. Lasers in medical science, 32, 903-910.

Rodrigues GP (2022). Hemoderivados rico em plaquetas na oftalmologia
veterinaria de pequenos animais: revisao da literatura. Trabalho de Concluséo de
Curso em Medicina Veterinaria, Unesp, Botucatu.

Soares CS, Dias IR, Pires MA, Carvalho PP (2021). Canine-origin platelet-rich fibrin
as an effective biomaterial for wound healing in domestic cats: A preliminary study.
Veterinary Sciences, 8(10), 213.

Tacon KCB, Santos HCO, Parente LML, Cunha LCD, Lino-Junior RDS, Ribeiro-Rotta
RF, Tacon FSA, Amaral WND. (2011). Healing activity of laser InGaAIP (660nm) in
rats. Acta cirurgica brasileira, 26, 373-378.

Tsai HC, Chang GRL, Fan HC, Ou-Yang H, Huang LC, Wu SC, Chen CM (2019) A
mini-pig model for evaluating the efficacy of autologous platelet patches on induced
acute full thickness wound healing. BMC veterinary research, 15, 1-13.



44

Wardlaw JL, Gazzola KM, Wagoner A, Brinkman E, Burt J, Butler R, Gunter JM, Senter
LH (2019) Laser therapy for incision healing in 9 dogs. Frontiers in veterinary
science, 5, 349.

Werner S, Smola H, Liao X, Longaker MT, Krieg T, Hofschneider PH, Williams LT
(1994) The function of KGF in morphogenesis of epithelium and reepithelialization of
wounds. Science, 266(5186), 819-822.

Xu J, Clark RA (1996) Extracellular matrix alters PDGF regulation of fibroblast
integrins. The Journal of cell biology, 132(1), 239-249.

Zimin AA, Zhevago NA, Samoilova KA (2008) 113 Low Power Visible and Near Ir Light
in Clinical Oncology. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, (5), S37-S38.



