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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 pds
graduacgao 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.



S UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™

CaAmpus ds Jabalabal

GERTIFICADO DE APROVACAO

TIULC DA DISSFRTAGAQ. USC D2 F RRINA RICA EM PLAQETAS {IR7) SSOLADA £ ASSDICIAIA
COM CIFFRZNTES ESTIMULOL NA RE=ARACAS GE FERNA CIRIIRGISA
FYW RATOS WIETAR

AUTORA: JULIA BANHARELI TASSOQ
ORIENTADORA: PAQLA CASTRO MORAES

Aprovada eomo Jare Jas exigénciag para oblungdo de Titule de Mesia v Slancias Vater nar'as,
Area; Salce Anima peip Camiss2o Lxaminadora:

)Ty
Mrofe. Dii. pn.oL" ASTROPAD
o kas Ci

Cee '1arr.=mv
l’nﬁ_nr _pr" -bF'FC-T il rthaLﬁr 2;&1
Dep ﬂl’al}.&*ﬁ e ia es'amaama" OAr UNESP Arsvacuz-a

Rb (Paricipagao 1Pre2anclal)
150 g Ar. mal : kAW UNESP . aboticabsl

S |Peclic acac Cregenc s
V—lerlnann P TCAY ENESP Jshotleaas

1ol Cr. FATRATIQ ANE
Tleparismentn ¢o Meraksy's

Jabaticanal, 24 6¢ juliic da 2024

!'l'ﬂlﬁi AR LR A N TR TP T E R
s P ussar el Deends el vt s o R
NW'-‘*\"-‘-‘-V-----k-l-'-"'l-- (R EC T I TS B e n-mlnu\‘tl"l SHE PV PR



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Julia Banhareli Tasso, natural de Franca — SP, nascida no dia 14 de julho de
1997. Realizou graduacdo em Medicina Veterinaria pela Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal, entre os anos de
2016 e 2021, com duas bolsas de Iniciagao Cientifica financiadas pela Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), processos numero
2017/23831-6 e 2018/26014-1. Realizou aprimoramento na area de Clinica Cirurgica
de Pequenos Animais, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal, sob orientagdo do Prof. Dr. Andrigo Barboza de
Nardi, de 2021 a 2023. Realizou cursos de aprimoramento em Cirurgia Geral de
Pequenos Animais, Neurocirurgia de Pequenos Animais e Ortopedia de Pequenos
Animais pela Fundacéo de Apoio a Pesquisa, Ensino e Extensdo (FUNEP), FCAV —
UNESP, Campus de Jaboticabal. Atualmente, realiza curso de aprimoramento em
Cirurgia Oncologica e Reconstrutiva em cées e gatos, bem como curso de Mestrado
do programa de Ciéncias Veterinarias da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal. Atua junto ao Servigo de
Cirurgia Geral e Endoscopia Veterinaria (CIGEV) do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, da FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha avo, Luci (in memoriam), que ainda estava aqui
durante a parte pratica deste projeto, que acompanhou de perto minha dedicagao,
mesmo enquanto lutdvamos bravamente contra as adversidades da vida. Durante

grande parte do mestrado, me vi pertencente somente ao luto. Mas hoje, entrego
este trabalho em sua homenagem. V0, a senhora foi unica. Espero que esteja junto
da minha querida avo Zenaide (in memoriam), e que juntas possam ver meu triunfo

pessoal e profissional. Isto € por vocés!



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, que em sua infinita e misericordiosa
bondade me proporcionou chegar até este momento, concluindo mais uma etapa tao
unica em minha vida. Obrigada Jesus e ao meu anjo da guarda, por estarem comigo
sempre em minhas preces, me reerguendo quando eu ja ndo havia forcas. A
Espiritualidade, pela protegdo e amparo em todos os momentos e dias da minha vida.

A minha familia, que sdo a razdo pela qual acordo e batalho todos os dias. A
minha mé&e, Luci, por ter me gerado e me feito tdo semelhante a ela mesma, qualidade
que tenho orgulho de dizer que possuo. Obrigada por me ensinar o significado de
generosidade, empatia e humildade. Vocé € meu maior exemplo de mulher. Ao meu
pai, Olivar, por nunca medir esforgos pelo meu bem-estar e me ensinar tanto sobre
perseveranca, honestidade e bondade. A minha irm&, Laura, por me representar
melhor do que eu mesma. Nao existem palavras, frases ou acgdes suficientes que
demonstrem tudo o que eu tenho para te falar e agradecer. Vocé € minha base, meu
alicerce. Ao meu noivo, Alison, que € meu maior encorajador e maior apoiador. Vocé
€ capaz de iluminar qualquer ambiente somente por estar nele comigo. Vocé me traz
paz, seguranga, protecdo. Nao consigo expressar a gratiddo que tenho por toda a
parceira ao longo dos anos. Obrigada por ser meu lar junto com a Nymeria.

A minha professora e orientadora Paola, agradeco imensamente por todas as
oportunidades, toda a assisténcia e paciéncia comigo. A senhora é uma verdadeira
inspiracéo para mim e para tantos que cruzam seu caminho. Que honra ter sido uma
dessas pessoas! Sua alegria ao ensinar, sua paciéncia, empatia, carinho e
acolhimento fazem uma profissional e professora de exceléncia.

Aos meus melhores amigos desde a graduagao, que mesmo longe sempre se
fizeram presente, Lais, Giovanna e Guilherme. Vocés estiveram la no inicio da minha
carreira como cirurgia, vendo meu amor por esta area crescer a cada dia e a cada
vitoria. Obrigada por permanecerem.

Aos meus grandes amigos de residéncia, Isabella, Marcus, Janayna e Carolina,
que foram essenciais em toda essa jornada de grandes responsabilidades e
crescimento profissional. Espero que vocés saibam da capacidade que vocés

possuem e eu espero estar sempre junto para cada conquista de vocés.



Aos amigos que a pés-graduacdo me trouxe, Camila, Alefe, Barbara Araujo,
Matheus, Renato, Mirella, Herlem, Diego, Ariadne e Barbara C., e tantos outros,
obrigada por tudo. Palavras ndo sao capazes de descrever o que fizeram por mim nos
ultimos meses e como me sinto grata por estar ao redor de pessoas tao grandes como
VOCES.

Ainda, agradecgo a toda a equipe com a qual trabalhei no desenrolar deste
trabalho, especialmente ao Matheus Nobile, Ketlyn e Mateus Gregio. A FCAV e toda
sua equipe, por terem proporcionado toda a estrutura e assisténcia necessaria no
desenvolvimento deste projeto. Ao professor Hermes Pretel, agradeco imensamente
sua paciéncia e colaboracao.

Agradeco o apoio e financiamento da Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), pelo suporte concedido pela bolsa de mestrado
(processo numero 2022/16205-0). E agradeco a Coordenagao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) — PROEX pelo financiamento da discente
com bolsa de mestrado nos meses iniciais.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de

Financiamento 001.



SUMARIO
Pagina
1. INTRODUGAO. ...ttt 1
2. REVISAO DE LITERATURA .......ooooiioeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 2
2.1 Biologia da Reparagao da Ferida ...................ccoooiiiiiiiiiiniceeeeee e, 2
2.1.1 Fase de Hemostasia................ccoooviiiiieiiiicceee e 2
21.2Fase de INflamagao ..................cccoooviiiii e 3
2.1.3 Fase Proliferativa ou de Maturagao/Reparagao ..................c..cceevvveennennnn. 6
21.4 Fase de remodelagan ..............c.coooviiiiiiiiiiiicecceee e 7
2.2 Fibrina Rica em Plaquetas (PRF)..........ccoooooiiiiiieeeeee e 9
2.3 Laserterapia...........ccooouviiiiiiiiieeeeeeeeee et et en 10
2.4 Membrana Dérmica Endoform®..................c.ccoooveieiiiiiiiciccccceeee e 12
3. OBUETIVOS ...ttt b ettt sa st as st aeeaeenas 14
3.1 0DbjJetivo Geral ..o 14
3.2 Objetivos ESPeCifiCOS..........ccoouveiiiieice e 14
4. MATERIAL E METODOS ...........oomiiiceeeeeeeeee e 14
4.1 ASPECEOS GLICOS ... 14
4.2 ANimMais eXpPerimentaiS.................ocooooiiiiiiiiicececeeee e 15
4.3 Desenho do estudo e Tamanho da Amostra.................ccccocooevieiieviecenieceenn, 15
4.4 Procedimento CIirUrgiCo............c.ooouiiieiieiicieeeectee et 16
4.5 Métodos de tratamento.................cocooiiiiiiiiiic e 17
4.5.1 Grupo CONTIOIE .........ooeeiiiieeeee ettt e 17
4.5.2 Membrana DErmicCa .............cccooiiiiiiiiiieceecceeee et 17
4.5.3 Fibrina Rica em Plaquetas (PRF).............cccooooiiiiiieeeeee 17
4.5.4 Laser vermelho................ccooioiiiiiiiceecee e 18
4.6 Coleta dos resultados..............cc.ooviiieieiiciceeeee e 18
4.6.1 Acompanhamento MacroSCOPICO .............c.ooccvieiieciiiiiiceeeee e 18
4.6.2 Avaliacao histopatologica...............c.ccooieiiiiiie 18
4.7 Analise dos ReSUltados ................cocooiiiiiiiic e 19
B.RESULTADOS ...ttt et et ettt ens s sesaeanas 20
B. DISCUSSAOD ...t 34
T CONCLUSAO ... 38

8.0 REFERENCIAS ...........cooovmiieeiieeeeeseesee e 38



& EJNNERWOE ESTADUAL PAULISTA
unesp™ oo v
CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo da resposta tecidual
com diferentes estimulos na reparagiio de feridas em ratos wistar: comparagio
entre Laser, Plasma Rico em Fibrina ¢ Membrana Dérmica Endoform®”,
protocolo n° 5630/22, sob a responsabilidade da Prof* Dr* Paola Castro Moraes, que
envolve a produgdo, manutengéo elou utiizagdo de animais pertencenies ao Filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com oS precedtos da lei n® 11.794, de 08 de outubro
de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagho Animal (CONCEA), e fol
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE
JABOTICABAL-SP, em reunido ordindria de 17 de agosto de 2022.

Vigéncia do Projeto | 23/08/2022 a 14/11/2022

Espécie / Linhagem | Raltus norvergicus albinus

N° de animais 150

Peso / Idade 300g

Sexo Machos

Origem Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Unesp Botucatu)

Jaboticabal, 17 de agosto de 2022.

Ao Frloas

Prof* Dr* Fabiana Pilarski
Coordenadora - CEUA

Facurdaze de Chinciss Agrinas e Veterndriss
Via de Acesso Prol Pauto Dossin Castelans, s GEP 1M884-900 - Jubcticsed - 5P « Basl

Teol. 16 22057500 - www e unesp be




il

USO DE FIBRINA RICA EM PLAQUETAS (PRF) ISOLADA E ASSOCIADA COM
DIFERENTES ESTIMULOS NA REPARAGAO DE FERIDA CIRURGICA EM
RATOS WISTAR

RESUMO - As feridas cutdneas 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 subdivisées, 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 didmetro 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 pos-operatoério 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 inflamacé&o 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 estdbmago de ovinos, especialmente na
microscopia, onde foram visualizadas maiores deposi¢cdes 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 cicatrizagao.

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 fungdo 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 caes 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 reparagéo 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 situagcbes (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.
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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 microscopico, levando a formagao de uma cicatriz funcional e com
otima qualidade de reparacéo, possuindo fibras colagenas espessas e organizadas.
- A associacdo 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.
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