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RESUMO 
 
 

PERES, V.S. Efeito do selante de fibrina derivado de peçonha de serpente 
associado a células-tronco mesenquimais na cicatrização de ferida 
cirúrgica em ratos. Botucatu, 2013. 74p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 
de Medicina de Botucatu – FMB, Departamento de Doenças Tropicais e 
Diagnóstico por Imagem, Universidade Estadual Paulista (UNESP). 
Orientadora: Profa. Dra. Silvia Regina Catharino Sartori Barraviera. Co-
orientador: Prof. Dr. Rui Seabra Ferreira Junior. 
 
 
A cicatrização de uma ferida consiste em uma perfeita e coordenada cascata 
de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a re-
estruturação original do tecido. Nas últimas décadas, o tratamento de feridas 
vem ganhando um grande avanço tecnológico e científico, visando à redução 
no tempo de cicatrização e diminuição dos riscos de infecção. Assim, a 
bioengenharia de tecidos introduziu novas alternativas no tratamento de 
doenças e perdas teciduais por meio do uso de células-tronco associadas à 
biomateriais. Selantes de fibrina convencionais atuam como arcabouço no 
transplante de células-tronco pela biocompatibilidade, bio-absorção e a 
capacidade de ligação célula-selante. O presente estudo tem por objetivo 
avaliar a resposta cicatricial da ferida cirúrgica na pele de ratos com a 
aplicação de células-tronco mesenquimais (CTMs) extraídas da medula óssea 
de ratos em associação ao selante de fibrina derivado de peçonha de serpente 
(SFPS), visando avaliar se a aplicação do selante promove uma melhor união 
dos tecidos dérmicos e melhor cicatrização da ferida cirúrgica, tanto sozinha, 
quanto em associação com CTMs. Para tanto, foram utilizados 2 grupos de 
analise comparativa, sendo o grupo A (n=32) formado por dois subgrupos de 
tratamento, sendo o subgrupo 1 com aplicação de SFPS no antímero direito e 
subgrupo 2 com realização de sutura no antímero esquerdo dos animais e o 
grupo B (n=32) também formado por 2 subgrupos de tratamento distintos, 
sendo o subgrupo 3 tratado com SFPS associado a CTM no antímero direito e 
subgrupo 4 em que foi realizada sutura associada a CTM no antímero 
esquerdo dos animais. A metodologia de cultivo e proliferação de CTM foi 
implantada e padronizada em laboratório. A avaliação das respostas cicatriciais 
ocorreram em 4 períodos (3, 7, 14 e 21 dias) pós-cirúrgicos. Assim, foi 
demonstrado que o SFPS além de promover uma melhor união das bordas da 
ferida cirúrgica e uma melhor cicatrização, também permite cirurgias com a 
aplicação de células-tronco, por promover a adesão das CTMs na estrutura do 
selante. 

 

 

Palavras-chave: pele, cicatrização, selante de fibrina, peçonha de serpente, 
célula-tronco mesenquimal 
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ABSTRACT 

 

PERES, V.S. Effect of the fibrin sealant derived from snake venom 
associated to mesenchymal stem cells, in the healing process of surgical 
wound in rats. Botucatu, 2013. 74p. Thesis (Master's Degree) – Botucatu 
Medical School – FMB, Departament of Tropical Diseases and Image 
Diagnosis, São Paulo State University (UNESP). Supervisor: PhD. Silvia 
Regina Catharino Sartori Barraviera. Co-supervisor: PhD. Rui Seabra Ferreira 
Junior. 
 

The healing process of a wound is a perfect and coordinated cascade of cellular 
and molecular events which interacts to occur the restructuring of the tissue. In 
the past decades, wound care has gained a great technological and scientific 
advancement, in order to reduce healing time and lowering the risk of infection. 
Thus, the tissue engineering introduced new alternatives for the treatment of 
diseases and loss tissue, through the use of stem cells associated with 
biomaterials. Conventional fibrin sealants operate as a scaffold in the stem cells 
transplantation, by its biocompatibility, bioabsorption and ability to connect the 
cells with the sealant. This study aims to evaluate the wound healing response 
in rats skin, by the application of mesenchymal stem cells (MSCs) extracted 
from bone marrow of rats, in association with fibrin sealant derived from snake 
venom (FSSV), in order to evaluate whether if the application of the sealant 
promotes a better union of the dermal tissues and if improves healing of the 
surgical wound, either alone or in association with MSCs. For this purpose, 2 
groups of comparative analysis were used. The group A (n = 32) was formed by 
two treatment subgroups, which the subgroup 1 was treated with the application 
of the FSSV in the right antimere and the subgroup 2 was treated with suture in 
left antimere. The  animals of the group B (n = 32) also comprising two distinct 
subgroups of treatment, where the subgroup 3 was treated with FSSV 
associated with MSC in the right antimere and subgroup 4 was performed with 
suture associated with MSC in the left antimere of the animal. The methodology 
of the culture and proliferation of MSC was established and standardized in the 
laboratory. The evaluation of the cicatricial response occurred at 4 periods (3, 7, 
14 and 21 days) after surgery. Thus, it was demonstrated that FSSV, besides 
promoting a better union of the borders of the wound and improved healing, it 
also allows surgeries with the application of stem cells, by promoting adhesion 
of the MSCs on the structure of the sealant. 

Keywords: skin, healing process, fibrin sealant, snake venom, mesenchymal 
stem cell 
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                                                                    INTRODUÇÃO 

 

A pele é um órgão complexo e multifuncional, que abrange toda a 

superfície do corpo. Ela proporciona uma barreira física de proteção entre o 

organismo e o meio ambiente e ajuda a reduzir a perda de água e eletrólitos, 

por meio do estrato córneo, que é impermeável à água. O estrato córneo 

também inibe a penetração de substâncias químicas irritantes e alérgicas e 

protege da invasão de micro-organismos patogênicos1,2,3.  

 Este órgão também é importante para a termorregulação, sendo que o 

controle de perda de calor se dá através da vasodilatação ou vasoconstrição e 

também é alcançada pela produção de suor por glândulas sudoríparas. 

Também contribui para a imunidade inata e adaptativa, pois possui peptídeos 

antimicrobianos e células de Langherans, que iniciam respostas imunes contra 

ameaças microbianas1,2,3.  

Ela é rica em terminações nervosas livres e receptores sensoriais que 

detectam os estímulos de toque, vibração, pressão, temperatura, dor e coceira. 

Possui propriedades biomecânicas, por apresentar elasticidade e é importante 

para a síntese da vitamina D e, assim, contribui para a formação óssea e 

metabolismo do cálcio1,2,3.   

Para POWELL & SOON (2002)4 a pele é subdividida em três camadas, 

sendo a camada superficial, a epiderme que adere estreitamente à derme, 

camada mais profunda, por meio da membrana basal e a hipoderme que se 

localiza subjacentes à derme e é formada de tecido conjuntivo frouxo e 

gordura. Embriologicamente, a epiderme e seus apêndices se desenvolvem a 

partir do ectoderma, já a derme e a hipoderme surgem a partir da mesoderma2.  

A epiderme é um epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado, que 

passa por renovação contínua. A principal célula da epiderme é o queratinócito, 

constituindo 95% das células presentes no local.  Os queratinócitos se 

diferenciam e se movem progressivamente do estrato basal, para a superfície 

da pele, formando várias camadas epidérmicas morfologicamente distintas, 

sendo estas a camada basal ou germinativa, camada espinhosa, camada 

granulosa e camada córnea5,2. Nas palmas das mãos e plantas dos pés, 
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também é encontrada a camada lúcida, uma camada adicional localizada entre 

o estrato córneo e o granuloso2.  

O tempo da divisão celular na camada basal, até o seu desprendimento 

da camada córnea é de aproximadamente 28 dias3. A epiderme também possui 

melanócitos, células de Langerhans e células de Merkel, que representam os 

5% de células restantes e apêndices essenciais, incluindo folículos pilosos com 

glândulas sebáceas associadas, glândulas sudoríparas écrinas e glândulas 

apócrinas6,2.  

A derme é limitada externamente por sua junção com a epiderme e, 

internamente, pela gordura subcutânea.  É região é subdividida em duas 

camadas principais: derme papilar, que está em contato com a membrana 

basal e a derme reticular, que é a parte principal da derme, que está em 

contato com o subcutâneo2,3. Esta região da pele é composta por uma 

intrincada rede de macromoléculas que ligam filamentos de queratina 

intermediária do estrato basal com fibras de colágeno na derme superficial. Ela 

também contém vasos sanguíneos (plexos superficiais e profundos), canais 

linfáticos e os nervos sensoriais1,2.  

Os componentes celulares da derme incluem fibroblastos dérmicos, 

dendrócitos, e mastócitos. Os fibroblastos sintetizam as fibras de colágeno, que 

representa até 30% do volume da derme e fornece a força tensil deste órgão, e 

elastina, que fornecem certo grau de elasticidade da pele1,2,3.  

A hipoderme é a camada mais profunda da pele e fica situada abaixo da 

derme e acima da musculatura. Feixes de fibras provenientes de derme 

presentes na hipoderme reforçam a ligação entre estas duas regiões. Sua 

principal célula é o adipócito, que ficam organizados em lóbulos e separados 

por septos de tecido conjuntivo. Tais células servem como uma fonte de 

energia de reserva. A espessura desta camada indica variação anatômica e 

individual e reflete o estado nutricional do indivíduo1,2.  

Quando ocorre uma ferida, há uma interrupção da função e estrutura 

anatômica normal. Esta pode ser causada acidental ou intencionalmente ou ser 

o resultado de um processo patológico. O ferimento rompe a homeostasia no 

interior do tecido, o que resulta em uma complexa e coordenada cascata de 

eventos celulares e moleculares (citocinas), que interagem para que ocorra 

uma re-estruturação original do tecido7.  
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O processo biológico para a cicatrização de feridas é bastante variável e 

baseada em fatores intrínsecos, que envolvem a saúde geral do paciente e 

extrínsecos, ou seja, o ambiente. Na pele, assim como em todos os tecidos 

epiteliais do corpo, exceto o osso, há formação de cicatrizes ao invés de 

regeneração. Para tanto é importante que se identifique problemas de 

cicatrização para assim minimizar as cicatrizes6.  

Estes processos contínuos e inter-relacionados são divididos em cinco 

fases por HANKS & SPODNICK (2005)8 e ROBSON et. al. (2001)9 e 

classificados em hemostasia ou coagulação, inflamação, proliferação ou 

reparação, re-epitelização ou angiogênese e remodelação. Cada fase é 

regulada por mediadores bioquímicos, e outros componentes celulares que 

estimulam ou inibem as respostas celulares que facilitam a cura.  

A sequência de cicatrização começa imediatamente após a lesão dos 

tecidos, seja por trauma na pele com subsequente hemorragia ou pela 

desnaturação das proteínas da pele por danos físicos por calor, ao frio, ou a 

radiação10. Hemostasia é a fase inicial, que ocorre dentro de segundos a 

minutos após a lesão. A hemorragia inicialmente exibe plaquetas ao 

subendotélio. As plaquetas são essenciais para esta fase e em todo o processo 

de cura, pois além de fornecer a hemostasia inicial, também liberam várias 

citocinas e hormônios que ativam as outras fases do processo de cicatrização6.  

O primeiro evento envolve a cessação do sangramento e culmina na 

formação de um tampão de plaquetas primária e coágulo sanguíneo. Dentro de 

minutos da ferida, ocorre vasoconstrição, devido a liberação de catecolaminas, 

e consequente redução da hemorragia, o que auxilia na agregação plaquetária. 

As plaquetas se aderem ao colágeno vascular exposto e estimula a liberação 

de glicoproteínas adesivas, o que resulta no tampão de plaquetas primárias, e 

iniciam os processos de cascatas de coagulação intrínsecos e extrínsecos. O 

coágulo formado serve como arcabouço para as células do processo se infiltrar 

e assim ocorrer a consequente cicatrização5,8.  

Após cerca de 10 a 15 minutos, há uma transição da fase 

vasoconstritora para um período de vasodilatação. A vasodilatação local facilita 

o fluxo de sangue para a região e a migração das células inflamatórias, tais 

como neutrófilos, linfócitos e macrófagos e proteínas do plasma sanguíneo, 

levando à próxima fase de cicatrização. A migração de fluido para dentro da 
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área lesada gera edema, o que contribui para a dor que está associada à 

inflamação10.  

A fase inflamatória é anunciada por este influxo de células inflamatórias 

para o local da lesão. Os neutrófilos são os primeiros leucócitos encontrados 

no local do trauma. Estes migram para o espaço da ferida dentro das primeiras 

5 horas após a lesão e sua função é prevenir a infecção, pela fagocitose de 

bactérias e restos necróticos e limpeza e desbridamento da área, pela quebra 

da matriz extracelular por meio da libertação de elastase e colagenase8,10.  

Posteriormente, os macrófagos, que são atraídos pelos subprodutos da 

apoptose de neutrófilos, invadem o local da ferida para auxiliar na fagocitose, 

eliminando detritos e bactérias e para dirigir o processo de reparação por meio 

de quimiotaxia de outras células inflamatórias e secreção de citocinas e fatores 

de crescimento. As células fagocíticas, tais como macrófagos e outros linfócitos 

se infiltram em aproximadamente 48 horas após a lesão e permanecem até a 

conclusão da fase inflamatória8,11,12.  

A inflamação é um processo necessário na cicatrização, e a inibição 

desta fase, por medicamentos anti-inflamatórios, pode resultar em cicatrização 

inadequada. Esta fase de cura é importante para combater possíveis infecções 

e se interrompida ou prolongada, isto é, superior a 3 semanas, esta inflamação 

pode levar a uma ferida crônica, tratamento deficiente e eventualmente, mais 

cicatrizes. Fatores que podem prolongar esta fase incluem carga bacteriana 

elevada, repetição traumática e corpo estranho persistente na ferida. Uma vez 

que a ferida foi desbridada pelas células fagocíticas, a fase proliferativa se 

inicia5,12,13.  

A fase proliferativa da cicatrização se inicia normalmente entre 48 a 72 

horas após a lesão e pode durar de 14 a 21 dias. Esta fase envolve a 

regeneração da epiderme pela proliferação de fibroblastos, o que conduz a 

síntese de colágeno, formando tecido de granulação (produção de matriz 

extracelular), nova vascularização e contração da ferida. As células endoteliais 

migram ao longo e dentro do arcabouço criado pela atividade de fibroblastos 

para ciar um ambiente de granulação bem vascularizado10,11,13.   

A re-epitelização é marcada pela proliferação e influxo de queratinócitos 

perto da borda da ferida, através da diferenciação de células-tronco presentes 

dentro dos bulbos dos pilosos e glândulas apócrinos. Estes queratinócitos 
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colonizam o estrato basal e começam a migrar ao longo da borda da ferida 

estabelecendo assim uma nova membrana basal6,8.  

A nova vascularização é necessária para sustentar o tecido de 

granulação recém-formado. Esse processo é complexo e depende de fatores 

de crescimento e mediadores químicos, que estimulam angioblastos 

adjacentes ao local da lesão para crescerem na área afetada. A baixa 

oxigenação e o nível de ácido láctico elevado no local também ajudam na 

indução desta nova vascularização.  

Durante este processo, uma camada de exsudado encontra-se sobre a 

ferida, o que fornece importante umidade e contém fatores de crescimento 

essenciais para a cicatrização. Qualquer curativo impróprio, que destrói esta 

camada saudável, vai resultar em prejuízos à cicatrização. Este exsudado 

diminui à medida que ocorre a formação de tecido de granulação5,8,10.  

A fase final da cicatrização é a remodelagem, que começa com a 

formação de tecido de granulação durante a fase proliferativa. É a fase mais 

longa para a cura, com início de 2 a 3 semanas após a lesão e continua 

durante meses ou anos, dependendo do tamanho e da gravidade do 

ferimento8,10,12. Há contração da ferida, proporcionada por fibroblastos que se 

diferenciam em miofibroblastos que possuem a função contrátil, unindo as 

bordas da ferida e diminuindo o tamanho da ferida5,8.  

Nesta fase, a quantidade de colágeno presente na ferida atingiu o seu 

nível máximo e a natureza da matriz extracelular da lesão se altera 

significativamente durante este período10. O colágeno do local se modifica e se 

organiza, e a resistência à tração da ferida aumenta dramaticamente, já as 

células remanescentes das fases anteriores, sofrem apoptose. O tecido de 

granulação começa a retroceder e os vasos sanguíneos em excesso se 

retraem13.  

Inibidores de formação de tecidos mantém o equilíbrio entre a 

degradação do colágeno e a síntese continua dos componentes da matriz 

extracelular. Uma fase de remodelação bem sucedida envolve um equilíbrio 

delicado que requer maior síntese do que lise celular5,6,8. A síntese é muito 

dependente de energia, e qualquer esgotamento dos nutrientes vai empurrar a 

balança para lise e afetar o processo de cicatrização. Assim também, o 
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excesso de fibrose nesta fase, resulta em cicatrizes hipertróficas ou a formação 

de queloides6.   

A dificuldade em se tratar apropriadamente de feridas cutâneas está 

constantemente associada a altas taxas de mortalidade, devido à perda de 

fluidos, proteínas, eletrólitos e susceptibilidade à sépsis14. Feridas de pele 

resultam em enormes encargos econômicos e sociais, e há uma variedade de 

diferentes desafios com relação a diferentes patologias15. Assim, nas últimas 

décadas houve um grande incentivo para o desenvolvimento de novas 

alternativas e vem ganhando um grande avanço tecnológico e científico, 

visando à redução no tempo de reparação tecidual e diminuição dos riscos de 

infecção16.   

 Atualmente, o fechamento definitivo das feridas ocorre por meio de 

sutura das bordas da lesão, enxertos autógenos ou alógenos e retalhos17. 

Porém esses tratamentos apresentam problemas recorrentes, como a rejeição 

ao novo tecido, ulcerações, formação de vesículas subdérmicas, 

hiperqueratose, contraturas cicatriciais, dentre outros.18,19.   

Neste contexto, a engenharia de tecidos apresenta-se como uma 

alternativa no desenvolvimento de substitutos biológicos ou sintéticos, e tem 

por objetivos a restauração da função dos tecidos, promovendo assim 

melhores tratamentos20,21. O principio geral da engenharia de tecidos envolve a 

combinação de células vivas com um arcabouço sintético ou natural, para 

produzir um tecido vivo funcional, estrutural e mecânica idêntica ao tecido ao 

qual ele foi designado a substituir 22.  

Assim, a utilização de células-tronco é uma nova modalidade e 

introduziu novas perspectivas ao tratamento em uma grande variedade de 

patologias, por apresentar a capacidade de diferenciação em diferentes 

padrões celulares, imunocompatibilidade das células autólogas, baixo risco de 

transmissão de agentes patogênicos e reparação tecidual de elevada 

qualidade, com a cicatrização do tecido lesado, sem a formação de tecido 

fibroso 23,24,25. 

As células-tronco estão amplamente distribuídas pelo organismo e sua 

classificação é dada de acordo com seu tecido de origem, assim como por seu 

potencial de diferenciação em um ou mais tipos específicos de células 

maduras26. Havendo como exemplo de células-tronco, a mórula totipotente, 
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células-tronco embrionárias pluripotentes, células-tronco hematopoéticas e 

células-tronco mesenquimais multipotentes24.  

As células-tronco mesenquimais multipotentes (CTMs), são encontradas 

na medula óssea, em regiões perivasculares, na pele, gordura, músculo e 

órgãos parenquimatosos27,28. As CTMs possuem alto potencial proliferativo, 

além de relativa facilidade de isolamento e cultivo29, além de capacidade de 

diferenciação em múltiplos padrões celulares de origem mesodermal, quando 

submetidas a diferentes estímulos. Essas características das CTMs mostram 

um amplo potencial de aplicações terapêuticas dessas células, sendo uma 

ferramenta terapêutica atrativa, com amplo espectro de aplicações clínicas 30.  

Já foi amplamente descrita sua capacidade de diferenciação 

osteogênica, condrogênica e adipogênica31, porém outros estudos mostram 

sua capacidade de diferenciação em padrão celular miogênico, tenogênico24 

neurogênico e cardiogênico32.  

Foi descrito por FU et. al. (2006)33 a diferenciação in vitro de células-

tronco mesenquimais em padrões celulares de células do endotélio vascular e 

células epidermais e in vivo de células do endotélio vascular, tecido de 

granulação, células de ducto sebáceo e células epidermais, depois de 

cultivadas sob diferentes condições específicas de cultivo de padrão celular.  

Seu uso em terapias celulares é viável por mostrar grande tropismo para 

o local lesionado e gerenciar o processo de cicatrização através de interações 

diretas e indiretas, pela secreção de múltiplos fatores de crescimento e 

citocinas34, na cinética de enxertia e na recuperação hematopoiética de feridas, 

devido à grande quantidade de agentes ativos secretados e à sua poderosa 

atividade imunoreguladora35, além de exibir habilidade intrínseca de migração 

para locais danificados36. 

Com a utilização de um arcabouço apropriado, associado às CTMs, é 

possível regenerar vários tecidos ou órgãos37, por facilitar a adesão das células 

no local desejado, seu crescimento, proliferação, diferenciação, formação do 

tecido e sua reorganização23. Os materiais utilizados como arcabouços podem 

ser sintéticos ou biológicos, porém devem biocompatíveis e atóxicos, não 

devendo apresentar rejeição do organismo receptor em nenhum momento, 

permitir adesão e crescimento das células transplantadas por sua estrutura, 

além atender as necessidades biológicas e nutricionais do cultivo celular 
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associado a ele e ser mecanicamente adequado ao sítio de inclusão, 

objetivando a re-estruturação do tecido lesado21, 38 . 

Os selantes de fibrina comerciais atualmente já são utilizados 

amplamente em aplicações clínicas como adesivo biológico, devido as suas 

propriedades hemostáticas e adesivas39, bem como por reduzir hemorragias, 

podendo ser utilizadas tanto sozinhas, quanto em associação com sutura 

convencional40. O selante de fibrina pode servir como um arcabouço 

apropriado, pois já foi demonstrado que este promove a migração das CTMs 

sobre sua estrutura altamente reticulada, além de permitir a proliferação celular 

sem ocorrer a deformação estrutural41.  

Este biomaterial, em associação com CTMs de diferentes fontes, já 

foram estudadas em aplicações de engenharia de tecidos, incluindo 

reconstrução óssea, cartilagem, tendão, ligamentos, cirurgias cardíacas, 

regeneração nervosa e queimaduras de terceiro grau e feridas cutâneas 

crônicas, com bons resultados23.  

O mecanismo de ação dos selantes de fibrina imitam os últimos passos 

da cascata de coagulação, com a formação definitiva de um coágulo de fibrina. 

Quando a trombina é formada, o fibrinogênio é transformado em fibrina, que é 

o verdadeiro primeiro passo de cura de uma ferida. Várias fórmulas já foram 

desenvolvidas e suas diferenças vão desde a origem da fonte de fibrinogênio e 

de trombina até na diferença de concentração de diversos componentes.  

Os componentes essenciais a um selante de fibrina envolvem 

concentrados de fibrinogênio, fibrina e trombina, reconstituído em solução de 

cloreto de cálcio. Quando é realizada a mistura dos componentes, estes 

reproduzem os últimos passos da cascata de coagulação por meio da ativação 

do fator XIII pela trombina na presença de íons cálcio. O fibrinogênio é 

convertido em fibrina, originando um coágulo estável e reforçado pela ativação 

do fator XIII, que também participa da síntese de colágeno, estimulando a 

proliferação de fibroblastos e contribuindo para a cicatrização dos tecidos 
42,43,44. 

O Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP) - 

(UNESP), apresentou em 1989 um selante de fibrina, onde a trombina bovina 

foi substituída por uma enzima trombina-símile derivada de peçonha de 
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serpente Crotalus durissus terrificus (cascavel) ao invés de trombina 

bovina,45,46.  

THOMAZINI-SANTOS et. al. (1998)47 realizaram estudo comparativo 

entre crioprecipitados bovinos, equinos, ovinos e bubalinos, que indicou que 

bubalinos apresentam maior nível de fibrinogênio quando comparado aos 

outros, sendo este utilizado na confecção do produto após essa pesquisa como 

substituto do fibrinogênio humano. 

A aplicabilidade do selante de fibrina derivado de peçonha de serpente 

(SFPS) foi amplamente avaliada em animais de experimentação e ensaios 

clínicos, com aplicações em pele42,48,49, intestino50, testículo51, útero52, 

tendão53, nervo periférico54,  cirurgia periodontal55, úlcera de córnea56, úlcera 

venosa57 e outros tecidos.  

Os resultados indicam que o selante de fibrina derivado de peçonha de 

serpente é aplicável por produzir uma maior recuperação tecidual42,49,51,52,53 

aumentar a sobrevida de enxertos autógenos de pele de espessura parcial49, 

reduzir o acompanhamento pós-operatório42,46,50,52,55, diminuir o edema na fase 

exudativa42,53,54,55,57, facilitar a evolução da fase proliferativa e de maturação da 

cicatrização42,57 e acelerar o processo de cicatrização42,48,49,55,56,57.  

GASPAROTTO (2012)58 e  GASPAROTTO et. al. (2012)59 avaliaram o 

crescimento e a viabilidade celular in vitro de CTMs derivadas da medula óssea 

de ratos, em associação ao biomaterial SFPS e mostrou que as CTMs foram 

capazes de se diferenciarem para o padrão celular osteogênico, adipogênico e 

condrogênico, assim o selante mostrou-se neutro em relação à indução de 

diferenciação espontânea para tais padrões celulares. 

 O biomaterial promoveu a captura e permitiu o crescimento das CTMs 

que se aderiram em sua superfície e o SFPS em contato as CTMs sustentou a 

sobrevivências das mesmas, comprovando assim a viabilidade celular junto ao 

biomaterial.   

Considerando-se que o uso in vitro do SFPS possa ser aplicado como 

arcabouço para as CTMs, é de extrema importância avaliar a viabilidade do 

SFPS como arcabouço para CTMs derivadas de medula óssea, como promotor 

da união de bordas na pele de ratos, por haver uma possibilidade de melhor 

reparação tecidual, tornando-se um grande diferencial na aplicação cirúrgico-

terapêutico na área dermatológica.  
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                                                                         OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

Avaliar a capacidade in vivo do biomaterial selante de fibrina derivado de 

peçonha de serpente (SFPS), como arcabouço para células-tronco 

mesenquimais (CTMs) obtidas a partir da medula óssea de ratos na resposta 

cicatricial em feridas cirúrgicas na pele de ratos.  

 

 

Objetivos específicos  

 

 Avaliar a ação do SFPS como biomaterial em aplicação experimental in 

vivo; 

 Estabelecer protocolo experimental em ratos para o estudo de 

procedimentos dermatológicos com aplicação de SFPS associado à CTMs 

extraídas da medula óssea de ratos; 

 Avaliar a capacidade de crescimento in vitro de CTMs obtidas a partir da 

medula óssea de ratos;  

 Avaliar a proliferação das CTMs in vivo; 

 Avaliar participação das CTMs na cicatrização tecidual na presença do 

biomaterial SFPS. 
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                                                   MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Amostra 

 

1.1. Aprovação do projeto de pesquisa pelo Comitê de Ética de 

Pesquisa em Experimentação Animal 

 

O presente estudo foi aprovado pela CEEA (Comissão de Ética na 

Experimentação Animal) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob 

protocolo CEEA 836-2010 e está de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA).  

 

1.2. Animais de experimentação 

 

Foram utilizados 64 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, adultos, 

com peso médio de 250g, como modelos na experimentação cirúrgica e 6 ratos 

Wistar (Rattus norvegicus) machos, com aproximadamente 14 dias de vida, 

como doadores de medula óssea, para a obtenção de células-tronco 

mesenquimais.   

Todos os animais da pesquisa foram procedentes do Biotério Central da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), campus 

Botucatu. Os ratos utilizados na experimentação cirúrgica foram mantidos na 

Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), vinculado a Faculdade de 

Medicina de Botucatu (FMB), permanecendo por período adaptativo pré-

operatório de sete dias.  

O biotério o qual os animais foram mantidos apresentou fotoperíodo com 

ciclo claro/escuro de 12h, temperatura controlada por meio de ar-condicionado, 

de 21ºC a 24ºC, e foram alojados em caixas individuais de polipropileno 

forradas com maravalha, com ração própria para a espécie e água ad libitum.   

Os ratos recém-chegados ao biotério de clínica médica da UNIPEX 

foram vermifugados com Ivermectina 3,15% (Ivomec®), na dose de 0,2mg/kg 

por via subcutânea, juntamente com propilenoglicol, utilizado como solvente. 
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2. Selante de Fibrina 

 

O selante de fibrina é um selante biológico e tem em sua composição 

uma fração de crioprecipitado e fibrinogênio de origem animal. O selante de 

fibrina derivado de peçonha de serpente, utilizado neste estudo, foi produzido e 

gentilmente fornecido pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais 

Peçonhentos (CEVAP/UNESP).  

Os componentes do selante de fibrina foram armazenados isoladamente 

em microtubos de 500µl e mantidos a -80°C. Esses componentes foram 

reconstituídos em estado líquido em temperatura ambiente, minutos antes da 

sua utilização. Após a sua aplicação, um coágulo estável formando uma 

complexa rede de fibrina era formado após poucos segundos de sua 

homogeneização.  

 

 

3. Obtenção das células-tronco mesenquimais  

 

3.1. Obtenção das culturas celulares primárias da medula óssea de 

ratos  

 

Os animais foram retirados do Biotério Central da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Botucatu e levados ao 

Laboratório de Fertilização In Vitro e Cultivo Celular - LANÇA, Departamento de 

Reprodução Animal, FMVZ – UNESP, Botucatu – SP, para coleta, isolamento e 

expansão das CTMs. 

As CTMs foram coletadas da medula óssea de ratos Wistar (Rattus 

norvegicus). Os animais foram eutanasiados com sobredose de pentobarbital 

sódico (Hypnol®), por via intraperitoneal. A sobredose foi calculada para três 

vezes a dose recomendada para a espécie animal (45mg/kg), sendo aplicado, 

portanto 135mg/kg60.  

A coleta foi proveniente da medula óssea de fêmures e tíbias pela 

inserção de uma agulha estéril de 12,7 mm x 0,33 mm na cavidade do osso e 

posteriormente feita uma lavagem em seringa estéril de 1000U (1ml) com 
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DMEM alta glicose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco Laboratories - 

11995-065) (Figura 1). 

 

Figura 1 - A: Placa de petri contendo ossos dos fêmures e tíbias coletados B: Lavagem de 
cavidade óssea de fêmur para coleta de medula óssea com solução DMEM de alta glicose. 

 

 

3.2. Isolamento de células mesenquimais 

 

Após a coleta da medula dos ossos por lavagem com DMEM alta 

glicose, o líquido proveniente foi acondicionado em tubo de plástico de 15ml, 

centrifugados a 1.500 RPM (340 G), por 10 minutos. Este procedimento foi 

realizado para ressuspender o soro e gordura, que posteriormente foram 

retirados.  

O material obtido foi ressuspendido na proporção de 1:1 em meio DMEM 

alta glicose. Em seguida foi utilizado volume de 4ml, que foi transferido para um 

tubo de 15ml, adicionado lentamente sobre 4ml de Ficoll-Paque® (Amershan 

Biosciences, Peapack, NJ – EUA), na densidade de 1,077g/ml, que foi 

centrifugado a 1.500 RPM (340G) por 40 minutos, após este processo formou-

se um halo celular. 
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O halo celular foi ressuspendido em 1ml de DMEM alta glicose com L-

glutamina sem soro e centrifugado a 1.500 RPM (340G) por 10 minutos. O 

mesmo procedimento foi realizado duas vezes para a retirada completa do 

Ficoll-Paque, que é tóxico para as células, formando assim um ‘pellet’ celular 

(Figura 2).  

 

 
Figura 2 - A: Material obtido adicionado na proporção de 1:1 com Ficoll-Paque; B: Formação de 
‘pellet’ celular após centrifugação.  

 

Posteriormente, foi descartado o sobrenadante e o ‘pellet’ foi 

ressuspendido em 1ml de meio contendo meio DMEM  alta glicose completo 

(20% de Soro Fetal Bovino - SFB) (Gibco Laboratories – 12657).  

As células foram semeadas em frascos de cultivo de 25cm2 (Sardtedt – 

83.1810.300), com 5mL de meio DMEM alta glicose com L-glutamina, 20% de 

SFB, 10µg/ml de penicilina/estreptomicina (Pen/Strep®, 10UI/mL) (Gibco 

Laboratories - 15140) e 3µg/ml de Anfotericina B (Gibco Laboratories - 15290).  

 

3.3. Manutenção dos cultivos primários 

 

Os frascos de cultivo semeados foram mantidos em estufa de atmosfera 

úmida a 37,5°C a 5% de CO2. Para manutenção das amostras celulares, foram 

efetuadas trocas do meio de cultivo a cada 3 dias, contendo DMEM baixa 

glicose (Gibco Laboratories - 10567), 20% de SFB, 10µg/ml de Pen/Strep® a 

10UI/mL e 3µg/ml de Anfotericina B. 10µL/mL de penicilina/estreptomicina e 

3µg/mL de Anfotericina B.   O acompanhamento do crescimento celular foi 
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realizado por meio de microscópio óptico de luz DM IRB (Leica®), realizando-

se posterior expansão do cultivo quando era atingido 80% de subconfluência 

no frasco de cultivo. 

Para o cultivo celular foram obtidas imagens com o auxílio da câmera 

fotográfica digital Super Steady Shot DSC-T70 com 8 Megapixels e zoom 

óptico de 3 vezes (Cyber Shot - Sony®), acoplada ao microscópio DM IRB 

(Leica®). 

 

3.4. Expansão dos cultivos primários 

 

A expansão dos cultivos teve como objetivo obter maior quantidade de 

células e/ou selecionar um padrão celular de interesse. A subcultura foi 

realizada quando o frasco de cultivo se encontrava com 80% de 

subconfluência. Foi necessário realizar duas subculturas para obter o número 

necessário de células para o transplante de todos os animais do estudo. 

Para realizar a passagem, o meio de cultivo do frasco foi descartado e 

em seguida foram lavadas com 1ml de solução tampão fosfato salino (PBS) pH 

7,2. Posteriormente foi adicionado 1ml de TrypLE Select® (Invitrogen – 12563-

029), em seguida o frasco de cultivo foi transferido e mantido em estufa de 

atmosfera úmida a 37,5°C a 5% de CO2, por 5 minutos. Neste período ocorre a 

atividade enzimática e soltam as células aderidas ao fundo do frasco de cultivo.  

Após esse período, foi realizada a contagem das células com auxílio da 

Câmara de Neubauer® e transferidas cerca de 1X105 células para cada frasco 

de cultivo de 25cm2. 

As células em suspensão foram inseridas em tubo de plástico de 15ml, 

com 1ml de meio de cultivo contendo DMEM alta glicose e centrifugado a 1.500 

RPM (340G) por 10 minutos,  formando um ‘pellet’ celular. O sobrenadante foi 

descartado e o ‘pellet’ foi ressuspendido em 1ml de meio completo, contendo 

DMEM de alta glicose, SFB, Pen/Strep e anfotericina B.  

Posteriormente foram transferidos 1x105 células para cada frasco de 

cultivo de 25cm2, contendo 5mL de meio DMEM alta glicose, 20% de SFB, 

100μg/mL de Pen/Estrep e 3μg/mL de Anfotericina B.  
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3.5. Caracterização de células tronco mesenquimais 

 

As CTMs provenientes do cultivo de primeira passagem foram 

caracterizadas com marcadores de superfícies, a fim de avaliar durante o 

cultivo a proporção entre CTMs e células-tronco hematopoiéticas. A leitura dos 

resultados foi feita através de citometria de fluxo (FACS Calibur – BD) – 

Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os marcadores utilizados 

foram os marcadores positivos: CD44+ (HCAM (OX50) FITC - Santa Cruz 

Biotechnology, EUA) e CD90+ (Mouse Anti-Rat FITC - Gibco Laboratories, 

EUA), e o marcador negativo: CD34- (Mouse Anti-Human FITC - BD 

Pharmingen, EUA).  

A caracterização das CTMs produzidas neste estudo através do protocolo 

anteriormente descrito foi realizada anteriormente por GASPAROTTO (2012)58. 

Os resultados provenientes da citometria de fluxo revelaram-se com baixa 

marcação para o marcador CD34, pois apenas 1,36% do total de células 

presentes na amostra foram marcadas. Foi observada alta marcação para os 

marcadores CD44, com 81,93% de células marcadas, e CD90, com 89.06% de 

células marcadas. Após a sua caracterização, GASPAROTTO (2012)58 realizou 

ainda a diferenciação e marcação das células para padrões osteogênico, 

condrogênico e adipogênico, obtendo assim a confirmação de que se tratava 

realmente de CTMs. 

 

3.6. Marcação de células-tronco mesenquimais  

 

As células foram marcadas para estudo de proliferação celular in vivo 

com solução de Bromodeoxyuridine (BrdU) um análogo da Timidina, que 

incorpora ao DNA durante a fase S do ciclo celular. Como tal, BrdU foi utilizado 

para atestar o crescimento e proliferação celular in vivo, e foi utilizado em 

concentração de 10 µL de uma solução de 1mM BrdU/mL de meio de cultura, e 

adicionado ao frasco de cultivo celular com concentração final de 10µM/mL e 

permaneceu ‘overnight’61.   
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4. Procedimento Experimental 

 

4.1. Procedimento analgésico e anestésico 

 

Os animais foram pesados para estabelecer a dosagem analgésica e 

anestésica. A anestesia geral foi realizada por injeção intraperitoneal, com uma 

associação na mesma seringa de cloridrato de ketamina (5%) na dose de 

90mg/kg e cloridrato de xilazina (2%) a 5mg/kg. Em conjunto essas drogas 

apresentam um tempo de latência de 2 a 5 minutos e possuem efeito máximo 

de 30 minutos60.  

A profundidade anestésica foi avaliada por meio da presença ou 

ausência de reflexos palmar e plantar e alterações da frequência cardíaca (FC) 

e frequência respiratória (FR).  

A analgesia pré e pós-cirúrgica dos animais foi realizada a partir do uso 

de cloridrato de tramadol, por via oral, na água de beber, na dose de 30mg/kg 

por 3 dias pós-cirúrgico60. Por este ser um fármaco que perde sua ação quando 

em contato com a luz, os bebedouros dos animais foram envolvidos com papel 

alumínio durante o período de tratamento. 

 

4.2. Procedimento cirúrgico 

 

Após a anestesia e analgesia pré-operatória, foi realizada a tricotomia da 

região dorso-caudal do animal, primeiramente com tricótomo elétrico, seguido 

do uso de tricótomo manual e então posicionado em decúbito ventral. A 

antissepsia teve a utilização de iodo povidine tópico (Iodopovidona) e álcool 

etílico 70% e posteriormente a área a ser incisada foi marcada (Figura 3).  

 

 
Figura 3 - A: Animal tricotomizado em decúbito ventral; B: Antissepsia do animal; C: Marcação 
de área a ser incisada (2cm); D: Marcação do animal onde foram realizadas as incisões.  
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Foram realizadas duas incisões fusiformes, de 2cm de comprimento por 

1cm de largura, com lâmina de bisturi 21, sendo uma caudal ao membro 

torácico direito e uma caudal ao membro torácico esquerdo. Após este 

procedimento, o tecido subcutâneo de ambos os antímeros foi divulsionado 

com auxílio de tesoura cirúrgica reta romba- romba (Figura 4). 

 

 
Figura 4 - A: Incisão em fuso da área marcada; B e C: Retirada da área incisada; D: Animal 
com tecido subcutâneo divulsionado. 
 
 
  Para os ensaios experimentais, os animais foram divididos em dois 

grupos distintos de 32 animais cada: Grupo A – SFPS versus sutura e Grupo; B 

– SFPS associada à CTMs versus sutura associada à CTMs. Para o seu 

acompanhamento, foram avaliados 8 animais para cada grupo nos dias 3, 7, 14 

e 21. 

Foram utilizados dois tratamentos em cada animal, para avaliação da 

resposta cicatricial, sendo que no grupo A no antímero direito dos animais foi 

aplicado o protocolo SFPS e o antímero esquerdo foi suturado com fio de 

poliamida (Mononylon® - Ethicon) 6-0 (Figura 5).  

 

Figura 5 - A: Elevação de ferida cirúrgica para aplicação de selante, já com o fio de sutura 
posicionado entre as bordas para posterior ponto de fixação; B: Animal em decúbito ventral 
com as bordas da área incisionada unidas pelo selante e com ponto simples de aproximação. 
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Já no grupo B no antímero direito dos animais foi aplicado SFPS 

associado à CTMs e no antímero esquerdo, o tratamento estipulado foi sutura 

associada à CTMs, sendo a sutura realizada com fio de poliamida (Mononylon® 

- Ethicon) 6-0. Para diminuir a probabilidade de perda de material no 

tratamento ‘sutura + CTM’, foram dados os pontos anteriormente à aplicação 

do tratamento, porém eram deixados semiabertos e posteriormente à aplicação 

das CTMs, eram dados os pontos com auxílio de pinça oftálmica. A 

concentração de CTMs foi 1x105 em ambos os tratamentos (Figura 6).  

 

Figura 6 - A: Pontos separados simples fechados posteriormente à aplicação das CTMs com 
auxílio de pinças oftálmicas; B: Animal em posição ventral após a aplicação das CTMs 
suturados com pontos separados simples.  

 

Tanto no grupo A, quanto no B, os antímeros esquerdos foram suturados 

com cinco pontos separados simples, nos antímeros direitos foi dado ponto de 

aproximação na região central da ferida cirúrgica. Os animais foram escolhidos 

de maneira aleatória para análise aos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós-

cirúrgicos. 

Nos três primeiros dias de pós-operatório, os animais foram mantidos 

em repouso, com água contendo analgésico e ração ad libitum. Os indivíduos 

foram separados individualmente em caixas de polipropileno forradas com 

maravalha em sala com temperatura controlada entre 21 e 24ºC e iluminação 

com período claro/escuro de 12 horas. 
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4.3. Estudos macro e microscópico da cicatriz cirúrgica 

 

A ferida cirúrgica foi monitorada diariamente para observação de 

deiscência, infecção, edema e inflamação, até o momento da eutanásia do 

animal. As cicatrizes cirúrgicas foram fotografadas com o modelo de câmera 

fotográfica semiprofissional Coolpix P520, 8,1MP, Zoom óptico de 42X 

(Nikon®) momentos antes da retirada a amostra para confecção das lâminas 

para estudo microscópico. 

Os animais foram eutanasiados com uma sobredose do anestésico 

barbitúrico pentobarbital sódico (Hypnol®), por via intraperitoneal. A sobredose 

foi calculada para três vezes a dose recomendada para a espécie animal 

(45mg/kg), sendo aplicado, portanto 135mg/kg60. Após o óbito dos animais, foi 

retirado o fragmento da pele contendo a cicatriz cirúrgica, colocados sobre um 

pedaço de papel cartão, para manter o tecido estendido e imediatamente 

fixados em formalina tamponada 10% por 24 horas (Figura 7).  

 

Figura 7 - A: Fragmento da pele contendo cicatriz cirúrgica; B: Material biológico fixado em 
formalina tamponada 10%. 

 

As amostras fixadas foram encaminhadas para o Departamento de 

Patologia – FMB, UNESP, Botucatu- SP, onde foram processados pelas 

técnicas histológicas usuais, de desidratação, diafanização e inclusão em 

parafina.  

Foram preparados blocos de parafina com dois segmentos obtidos de 

cada animal (Grupo A e B) e posteriormente foram cortados com micrótomo 

rotativo ajustado para 5μm de espessura, em sentido transversal, para que 
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assim todos os cortes apresentassem a região de ferida cirúrgica e em seguida 

estendidos em lâminas de vidro.  

Todos os cortes foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina 

(HE) recobertas com resina sintética. A análise histológica avaliou a presença 

de células inflamatórias e de tecido proliferativo na região cicatricial. Porém 

para o Grupo B, que foi realizado tratamento com o uso de CTMs foi 

confeccionada uma lâmina a mais para posterior análise por microscopia de luz 

em microscópio confocal, para detecção de proliferação celular in vivo.  

 

4.4. Microscopia de Fluorescência  

 

As CTMs aplicadas no momento da cirurgia (Grupo B) foram avaliadas 

quanto a sua presença no local de aplicação e proliferação. O tecido fixado em 

formal 10% tamponado, foi desparafinizado em Xilol por 5 minutos por 3 vezes, 

posteriormente mergulhado por 10 minutos em álcool absoluto por 2 vezes e  

mais 10 minuto em álcool 95%. Após este processo a lâmina foi imersa em HCl 

2N por 20 minutos para abrir a fita de DNA para incorporar o BrdU e 

posteriormente imersa em solução de borato de sódio por 10 minutos.  

Em seguida o tecido foi lavado em solução Tris 

(tris(hidroximetil)aminometano) pH 7,4 e adicionado o anticorpo anti-

bromodeoxyuridine (anti-BrdU) (mouse IgG -A21300, Invitrogen) em uma 

diluição de 1:200, ‘overnight’. Posteriormente as laminas foram lavadas em 

água Milli-Q, adicionado o anticorpo secundário Anti-Mouse IgG por 1 hora. 

Após este processo, foi adicionado solução de 5µg/ml de DAPI (4`-6- 

diamidino-2-phenilindole - D1306, Invitrogen) por 20 minutos.  

As amostras foram então lavadas em água Milli-Q, colocadas lamínulas 

e em seguida a leitura foi realizada com auxilio do Microscópio Confocal TCS 

SP5 (Leika Microsystems®), do Centro de Microscopia Eletrônica, Instituto de 

Biologia - IBB – UNESP, Botucatu - SP. Foram capturadas imagens de 3 

diferentes campos por amostra.  
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4.5. Análise de dados 

 

 Após a finalização do preparo das lâminas de HE, foi realizada análise 

descritiva. As lâminas foram encaminhadas ao Departamento de Patologia – 

FMVZ – UNESP, e analisadas em microscópio binocular AxioVision (Zeiss®) e 

a partir disso criou-se um padrão qualitativo e quantitativo para o conjunto de 

células inflamatórias do tecido epitelial lesado. 

Foi realizada a análise microscópica em HE do infiltrado inflamatório e 

células inflamatórias como macrófagos, plasmócitos, eosinófilos, linfócitos, 

neutrófilos, basófilos, células multinucleadas, bem como angiogênese e 

fibroplasia da lesão, para avaliar o processo inflamatório na pele após cicatriz 

cirúrgica. 

 Para tanto, utilizou-se uma escala de intensidade (escore) da presença 

de células no local, modificada de GEBOES (2000)62, variando de zero a cinco, 

descritas em tabela abaixo (Tabela 1). Os dados foram comparados dentre os 

grupos, como também entre os 4 períodos de tratamento. 

 
Tabela 1: Critério de avaliação por escore de intensidade de infiltrado celular.  

 
0 Ausência celular, ou arquitetura normal do tecido 

1 Grau leve de presença celular 

2 Grau leve a moderado de presença celular 

3 Grau moderado de presença celular 

4 Grau moderado a intenso de presença celular 

5 Grau intenso de presença celular 

 

Para a análise de microscopia de luz foram escolhidos aleatoriamente 

lâminas de ambos os antímeros de quatro animais do grupo B, para cada 

período pós-cirúrgico. As amostras foram observadas em microscópio confocal 

TCS SP5 (Leika Microsystems®) e obtidas imagens de três campos por 

amostra biológica, no aumento de 20X. As células das imagens foram contadas 

com software Image J. 
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5. Análise estatística 

 

Para os dados obtidos com a leitura das lâminas de HE, foi realizada 

análise de variância usando o delineamento fatorial 4x4, onde se avaliou os 

quatro grupos nos 4 tempos (P<0,05). Para comparação das médias mediante 

significância do teste foi realizado o Teste de Tukey (P<0,05). 

Para os dados obtidos com a contagem celular das imagens de 

fluorescência das CTMs, foi feita análise de variância em esquema fatorial 

considerando a contagem de células-tronco para cada grupo no decorrer de 21 

dias (p<0,05). 
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                                                                     RESULTADOS  

 

1. Isolamento e caracterização das células-tronco mesenquimais 

 

A fração de células-tronco mesenquimais CTMs obtidas da medula óssea dos 

ratos, provenientes do halo celular no cultivo primário apresentaram morfologia 

fibroblastóide heterogênica (Figura 8A). Os cultivos realizados levaram 

aproximadamente 10 dias para atingirem a subconfluência de 80% (Figura 8B), 

podendo assim ser possível a replicação dos frascos de cultivo celular.  

 

 
Figura 8 - A: Cultivo celular no 3º dia após a coleta de medula óssea de ratos, apresentando 
baixa subconfluência, porém apresentando células com morfologia fibroblastóide; B:  Cultivo 
celular no 9º dia após a coleta de medula óssea de ratos, apresentando subconfluência alta e 
morfologia fibroblastóide. 
 

 

Devido à utilização para a produção das CTMs, do mesmo protocolo já 

utilizado por GASPAROTTO (2012)58, onde este autor realizou a sua 

caracterização, como descrito anteriormente, e mostrou a diferenciação destas 

células nas linhagens adipogênica, condrogêrnica e osteogênica, não houve a 

necessidade de sua repetição. Este protocolo está padronizado por nosso 

Laboratório, o qual vem sendo utilizado em diversos estudos. 
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2. Análise Macroscópica das cicatrizes cirúrgicas 

 

A ferida cirúrgica foi monitorada para observação de deiscência, 

infecção, edema e inflamação. Foram digitalizadas imagens das cicatrizes 

cirúrgicas momentos antes da retirada da amostra para confecção das lâminas 

para estudo microscópico e para observação do aspecto macroscópico da 

cicatriz. Não ocorreu óbito de nenhum animal durante o experimento. Os 

resultados do exame macroscópico foram divididos em 4 grupos, 

considerando-se os período de análise, 3, 7, 14 e 21 dias pós-cirúrgico. 

 

2.1. P3 – Análise macroscópica das cicatrizes cirúrgicas dos grupos 

A e B, no período 3 dias pós-cirúrgico. 

 

No grupo A, composto pelos tratamentos selante de fibrina derivado de 

peçonha de serpente (SFPS) e sutura, o período de análise de 3 dias pós-

cirúrgico, indicou que 37,5% dos animais (n=3) do grupo SFPS, apresentaram 

formação de tecido de aspecto fibroso no local incisado, e no grupo sutura 

37,5% (n=3) apresentaram formação de crostas, não havendo assim abertura 

da ferida cirúrgica.  

No grupo B, composto por selante de fibrina associado a células-tronco 

mesenquimais (SFPS + CTM) e sutura associado a CTM (sutura + CTM), foram 

obtidos os mesmos dados percentuais, tanto para o lado ‘SFPS + CTM’, quanto 

para o lado ‘sutura + CTM’.  

Assim sendo, 62,5% dos animais, em ambos os grupos analisados (A e 

B) as bordas permaneceram completamente unidas, sem a formação de tecido 

de aspecto fibroso ou formação de crosta (Figura 9). 
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Figura 9 - A: Animal em posição ventral evidenciando os dois tratamentos utilizados, 3 dias 
após procedimento cirúrgico; B: Animal em posição lateral esquerda com tratamento ‘sutura 
convencional’ C: Animal em posição lateral direita com tratamento ‘SFPS’. 

 

 

2.2. P7 – Análise macroscópica das cicatrizes cirúrgicas dos grupos 

A e B, no período 7 dias pós-cirúrgico. 

 

 Para a análise do período de 7 dias pós-cirúrgico, o grupo A 

(SFPS e sutura), o tratamento SFPS apresentou 25% (n=2) com formação de 

tecido de consistência firme no local e 50% (n=4) dos animais do tratamento 

sutura, apresentaram intensa formação de crostas nas amostras biológicas. 

Portanto, para o grupo A, 75% dos animais (n=6) do grupo SFPS e 50% (n=4) 

do grupo sutura, as bordas permaneceram unidas, sem a formação de tecido 

de aspecto fibroso.  

No grupo B (‘SFPS + CTM’ e ‘sutura + CTM‘), no tratamento ‘SFPS + 

CTM’ foram obtidos dados de 12,5% (n=1) apresentando formação tecidual de 

aspecto fibroso no local e 37,5% (n=3) dos animais do grupo ‘sutura + CTM’ 

apesar de não apresentavam todos os pontos de sutura no local da ferida 

cirúrgica, não apresentou abertura da ferida cirúrgica (Figura 10). 

 

 
Figura 10 - A: Animal em posição ventral evidenciando os dois tratamentos utilizados, 7 dias 
após procedimento cirúrgico; B: Animal em posição lateral esquerda com tratamento ‘sutura 
convencional’ C: Animal em posição lateral direita com tratamento ‘SFPS’.  
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2.3. P14 – Análise macroscópica das cicatrizes cirúrgicas dos 

grupos A e B, no período 14 dias pós-cirúrgico.  

 

 Para o grupo A (SFPS e sutura), 87,5% do ‘n’ total (n=7) do grupo SFPS 

e 100% (n=8) do grupo sutura, as bordas permaneceram unidas, sem a 

formação de tecido de aspecto fibroso e no grupo B, 100% dos animais 

analisados (n=8), tanto para o grupo ‘SFPS + CTM’, quanto para o grupo 

‘sutura + CTM’, não apresentaram abertura de cicatriz ou deiscência de pontos 

no local.  

Para este período, já não eram mais notadas a presença de crostas 

cicatriciais intensas nos animais nos grupos contendo sutura (sutura e ‘sutura + 

CTM’). Em ambos os grupos (A e B), os antímeros tratados com selante de 

fibrina, a cicatriz cirúrgica se apresentou visualmente com melhor aparência, 

por se apresentar mais retraída e linear, quando comparada as cicatrizes 

tratadas com sutura (sutura e ‘sutura + CTM) (Figura 11). 

 

Figura 11 - A: Animal em posição ventral evidenciando os dois tratamentos utilizados, 14 dias 
após procedimento cirúrgico; B: Animal em posição lateral esquerda com tratamento ‘sutura 
convencional’ C: Animal em posição lateral direita com tratamento ‘SFPS’. 

 

 

2.4. P21 – Análise macroscópica das cicatrizes cirúrgicas dos 

grupos A e B, no período 21 dias pós-cirúrgico.  

 

No período de 21 dias pós-cirúrgico, 100% dos animais do grupo A, 

tanto do tratamento SFPS, quanto no tratamento sutura, apresentou bordas 

unidas e sem formação de tecido de consistência firme no local da incisão. Já 

no grupo B, 87,5% dos animais do grupo ‘SFPS + CTM’, e 100% dos animais 

do grupo ‘sutura + CTM’, não apresentaram formação de tecido de aspecto 
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fibroso no local ou deiscência de pontos no local. Neste período, já não eram 

mais notada presença de crostas cicatriciais nos tratamentos sutura e ‘sutura 

+CTM’. 

 Em ambos os grupos, os antímeros tratados com SFPS (SFPS e SFPS 

+ CTM), a cicatriz cirúrgica se apresentou com aparência visual muito 

semelhante a de um tecido integro, sendo que aos 21 dias pós-cirúrgico, só foi 

possível encontrar a lesão cirúrgica destes tratamentos, através do 

posicionamento anatômico utilizado para a técnica cirúrgica e presença de 

ponto de fixação no local (Figura 12). 

 

Figura 12 - A: Animal em posição ventral evidenciando os dois tratamentos utilizados, 21 dias 
após procedimento cirúrgico; B: Animal em posição lateral esquerda com tratamento ‘sutura 
convencional’ C: Animal em posição lateral direita com tratamento ‘SFPS’, sendo evidenciado 
no circulo, a posição anatômica da cicatriz cirúrgica.  
 

 

3. Análise microscópica de células inflamatórias da cicatriz cirúrgica. 

 

Foi realizada a análise microscópica em HE para avaliar o processo 

inflamatório e leucocitário na pele após cicatriz cirúrgica. Para tanto, utilizou-se 

uma escala de intensidade (escore) da presença de células no local, através de 

técnica modificada de GEBOES et. al. (2000)62. 
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3.1. Infiltrado Inflamatório 

 

Analisando-se a média geral dos tratamentos, observou-se que o grupo 

‘SFPS’ apresentou maior intensidade inflamatória quando comparado aos 

procedimentos de sutura e ‘sutura + CTM’, porém sem diferença estatística do 

tratamento ‘SFPS +CTM’. Este também não foi estatisticamente diferente em 

intensidade inflamatória dos demais grupos. 

Em relação aos períodos de avaliação, todos os grupos mostraram 

maior intensidade nos primeiros dias, sendo que após 14 dias, houve uma 

queda significativa nesse valor (Tabela 2). 

Considerando o período de 3 dias pós-cirúrgico, o tratamento SFPS 

apresentou diferença estatística em relação aos demais grupos, obtendo-se um 

infiltrado inflamatório mais intenso, porém os outros tratamentos não diferiram 

estatisticamente (Figura 13). 

No 7º dia de análise, o tratamento SFPS mostrou-se estatisticamente 

superior ao tratamento sutura e apresentando maior intensidade de infiltrado 

inflamatório, porém ambos não diferiram dos tratamentos do grupo B (‘SFPS + 

CTM’ e ‘sutura + CTM’) (Figura 14).  

Ao final de 14 dias, não houve diferença estatística significativa entre os 

grupos avaliados, porém com 21 dias pós-cirúrgico, o tratamento sutura 

apresentou maior intensidade de infiltrado inflamatório e estatisticamente 

superior ao grupo ‘sutura + CTM’, que apresentou menor intensidade para 

inflamação, porém ambos os tratamento não mostraram diferença estatística 

quando comparados aos tratamentos envolvendo o selante (SFPS e ‘SFPS + 

CTM’) (Figura 15).  
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Tabela 2: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
no infiltrado de células inflamatórias nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- 
cirurgia na pele de ratos.  

Infiltrado Inflamatório 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 2,75bAB 2,88bA 1,75aBC 1,50aC 2,22b 

SFPS 4,25aA 4,00aA 2,00aB 1,38abB 2,91a 

Sutura+CTM 2,88bAB 3,38abA 1,88aB 0,38bC 2,12b 

SFPS+CTM 3,12bAB 3,88abA 2,62aB 0,50abC 2,53ab 

Média 3,25A 3,53A 2,06B 0,94C  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,001; p período<0,001; p 
interação=0,007. 

 

 

Figura 13 – A: Lâmina de HE em aumento de 10X, com tratamento SFPS no período de análise 
3 dias pós-cirúrgico; B: Lâmina de HE em aumento de 10X, com tratamento sutura no períodos 
de análise 3 dias pós-cirúrgico. 
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Figura 14 – A: Lâmina de HE em aumento de 5X, com tratamento SFPS no período de análise 
7 dias pós-cirúrgico; B: Lâmina de HE em aumento de 5X, com tratamento sutura no períodos 
de análise 7 dias pós-cirúrgico. 

 

 
Figura 15 – Análise de intensidade de infiltrado inflamatório dos diferentes tratamentos nos 
períodos 3, 7, 14 e 21 pós-cirúrgico.  
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3.2. Macrófago 

 

O grupo SFPS em média apresentou uma maior intensidade de 

macrófagos comparados aos procedimentos do grupo B, que incluem o 

tratamento ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’, porém foi estatisticamente 

diferente ao tratamento sutura.  

Considerando os períodos de tratamento, observou-se que nos primeiros 

dias, a intensidade de macrófagos foi maior que aos 14 dias e diferente 

estatisticamente de 21 dias pós-cirúrgico. 

O grupo sutura por sua vez se diferiu estatisticamente apenas do grupo 

‘sutura + CTM’, não diferindo dos demais (Tabela 3) (Figura 16). 

 

Tabela 3: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de macrófago nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia na 
pele de ratos.  

Macrófago 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 3,38 3,62 2,12 1,38 2,62ab 

SFPS 3,88 4,12 2,25 1,62 2,97a 

Sutura+CTM 2,50 2,88 1,88 0,50 1,94c 

SFPS+CTM 2,75 3,12 2,25 0,50 2,16bc 

Média 3,12A 3,44A 2,12B 1,00C  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo<0,001; p período<0,001; p 
interação=0,577. 
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Figura 16 – Análise de intensidade de macrófago dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 
14 e 21 pós-cirúrgico.  

 

 

3.3. Plasmócito 

 

Em média, observa-se que no período de 7 dias pós-cirúrgico, houve 

uma resposta mais intensa para plasmócitos, mostrando diferença estatística 

entre os outros períodos analisados. Porém os períodos de 3 e 14 dias, não 

divergiram entre si.  

Já no período de 21 após a cirurgia é evidenciado um importante 

decréscimo da intensidade de plasmócitos, mostrando diferença estatística 

quando comparados aos demais períodos de análise. 

Em média os tratamentos dentro dos grupos A (sutura e SFPS) e B 

(sutura + CTM e SFPS + CTM) não mostraram diferença estatística significativa 

quando comparados entre si, porém o grupo A apresentou uma maior 

intensidade de plasmócitos, quando comparado ao grupo B (Tabela 4) (Figura 

17). 
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Tabela 4: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de plasmócito nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia na 
pele de ratos.  

Plasmócito 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 2,12 2,62 2,00 1,38 2,03a 

SFPS 2,62 2,75 1,62 1,38 2,09a 

Sutura+CTM 1,50 2,25 1,38 0,38 1,38b 

SFPS+CTM 1,62 2,38 1,75 0,50 1,56b 

Média 1,97B 2,50A 1,69B 0,91C  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo<0,001; p período<0,001; p 
interação=0,331. 
 

 
Figura 17 – Análise de intensidade de plasmócito dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 
14 e 21 pós-cirúrgico.  
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3.4. Eosinófilo 

 

Quando analisada a intensidade de eosinófilos para os tratamentos 

sutura, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ os períodos de 3, 7 e 14 não 

apresentaram diferença significativa entre si e apresentaram maior intensidade 

que aos 21 dias. Em média, os procedimentos realizados não apresentaram 

diferença estatística significativa entre si.  

Para o grupo SFPS houve uma queda gradativa na intensidade de 

eosinófilo a partir do 7º dia de análise. 

Quando analisados as médias dos períodos, constatamos que os 

resultados obtidos ao final de 3, 7 e 14 dias de análise não apresentam 

diferença estatística significativa entre si, somente aos 21 dias pós-cirúrgico 

houve um decréscimo significativo no escore de eosinófilo das lâminas 

analisadas (Tabela 5) (Figura 18). 

 

Tabela 5: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de eosinófilo nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia na 
pele de ratos.  

Eosinófilo 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,00abA 1,00aA 0,88aA 0,25aB 0,78a 

SFPS 1,38aA 1,12aA 0,62aB 0,12aC 0,81a 

Sutura+CTM 0,88bA 1,00aA 1,00aA 0,00aB 0,72a 

SFPS+CTM 1,00abA 1,00aA 1,00aA 0,00aB 0,75a 

Média 1,06A 1,03A 0,88A 0,09B  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,654; p período<0,001; p 
interação=0,012. 
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Figura 18 – Análise de intensidade de eosinófilo dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 
14 e 21 pós-cirúrgico.  
 

3.5. Linfócito 

 

Para linfócitos os resultados mostraram não haver diferença estatística 

significativa entre os tratamentos analisados nos períodos de 3, 7 e 14 dias.  

No 21º pós-cirúrgico, no entanto, o grupo A que é composto pelos tratamentos 

sutura e SFPS mostraram diferença estatística significativa dos tratamentos do 

grupo B (‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’), sendo que este último apresenta 

intensidade de linfócitos menor quando comparados a do grupo A.  

Em média, não houve diferença estatística significativa entre os 

tratamentos. Aos 7 dias pós-cirurgia, o grupo sutura apresentou maior 

intensidade de linfócitos que o 21º dia, porém ambos períodos não diferiram 

dos demais. Não houve diferença significativa entre os períodos considerando 

o grupo SFPS entre os três primeiros períodos, porém aos 21 pós-cirúrgico 

houve um decréscimo significativo. 

Os resultados obtidos para os tratamentos do grupo B indicaram um 

decréscimo significativo na intensidade de linfócitos após 21 dias de cirurgia, 

porém sem diferença estatística entre os 3 primeiros períodos. Quando 

analisada a média dos períodos, não houve diferença estatística (Tabela 6) 

(Figura 19). 
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Tabela 6: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de linfócito nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia na pele 
de ratos.  

Linfócito 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,50aAB 2,12aA 1,88aAB 1,25aB 1,69a 

SFPS 1,62aA 1,88aA 1,50aA 1,25aA 1,56a 

Sutura+CTM 1,62aA 2,25aA 1,62aA 0,38bB 1,47a 

SFPS+CTM 2,00aA 1,62aA 2,00aA 0,38bB 1,50a 

Média 1,69A 1,97A 1,75A 0,81B  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,433; p período<0,001; p 
interação=0,002. 
 

 
Figura 19 – Análise de intensidade de linfócito dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 14 
e 21 pós-cirúrgico.  
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3.6. Neutrófilo 

 

Em média os períodos de 3 e 7 dias não diferiram estatisticamente entre 

si. Já aos 14 dias, houve uma redução significativa média de 107,8% e aos 21 

dias de 165,8%.  

Observando-se os tratamentos realizados, o procedimento sutura não 

apresentou diferença estatística para intensidade de neutrófilos no decorrer dos 

períodos. Já o tratamento contendo SFPS apresentou diferença significativa 

dos períodos 3 e 7 quando comparados com os períodos 14 e 21.  

O grupo B (‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’) apresentou resposta 

estatística semelhante, onde o período de 3 dias de análise se difere 

estatisticamente dos períodos de 14 e 21 dias, porém são semelhantes ao 

período de 7 dias, porém o período de 7 dias não mostra diferença estatística 

quando comparado ao 14º dia pós-cirúrgico (Tabela 7) (Figura 20). 

 

 

Tabela 7: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de neutrófilos nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia na 
pele de ratos. Análise comparativa da intensidade de neutrófilo nos diferentes 
tratamentos e períodos de análise distintos.  

Neutrófilo 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,88aA 1,75aA 1,00aA 1,38aA 1,50a 

SFPS 2,75aA 2,62aA 1,12aB 0,25bB 1,69a 

Sutura+CTM 2,62aA 1,62aAB 1,00aBC 0,00bC 1,31a 

SFPS+CTM 2,62aA 2,25aAB 1,25aB 0,00bC 1,53a 

Média 2,47A 2,06A 1,09B 0,41C  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,349; p período<0,001; p 
interação=0,005. 
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Figura 20 – Análise de intensidade de neutrófilo dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 
14 e 21 pós-cirúrgico.  
 

 

3.7. Basófilo 

 

Quando comparadas as médias dos períodos de análise, aos 21 dias de 

cirurgia, a intensidade de basófilos encontrou-se estatisticamente menor 

quando comparados aos outros 3 períodos analisados. 

Já as médias dos procedimentos realizados indicam que o tratamento 

‘sutura + CTM’ se mostrou com intensidade menor quando comparado aos 

tratamentos do grupo A (SFPS e sutura), porém estatisticamente semelhante 

ao tratamento ‘SFPS + CTM’ (Tabela 8) (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

42

Tabela 8: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de basófilo nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia na pele 
de ratos.  

Basófilo 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,12 1,25 1,25 0,50 1,03a 

SFPS 1,12 1,50 1,25 0,25 1,03a 

Sutura+CTM 0,88 1,00 0,75 0,00 0,66b 

SFPS+CTM 1,12 1,12 1,00 0,00 0,81ab 

Média 1,06A 1,22A 1,06A 0,19B  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo<0,001; p período<0,001; p 
interação=0,706. 
  

 
Figura 21 – Análise de intensidade de basófilo dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 14 
e 21 pós-cirúrgico.  
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3.8. Células Multinucleadas 

 

Os dados obtidos para intensidade de células multinucleadas indicaram 

só haver diferença estatística entre os tratamentos no 3º dia de cirurgia em 

relação ao tratamento SFPS e ‘SFPS + CTM’, não diferindo do tratamento 

sutura.   

Analisando-se a média geral dos tratamentos, obtivemos dados que 

reforçam essa diferença do procedimento ‘sutura + CTM’, quando comparada 

aos tratamentos do grupo A (SFPS e sutura), porém não se mostrou diferente 

estatisticamente do grupo ‘SFPS + CTM’.  

Em todos os tratamentos analisados, houve uma redução significativa da 

intensidade de células multinucleadas aos 21 dias. Este dado é confirmado 

pela média geral dos períodos (Tabela 9) (Figura 22). 

 

 

Tabela 9: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’ 
na intensidade de células multinucleadas nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- 
cirurgia na pele de ratos.  

Células multinucleadas 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,50abAB 1,75aA 1,25aAB 0,88aB 1,34a 

SFPS 1,88aA 1,38aAB 1,25aAB 0,75aB 1,31a 

Sutura+CTM 0,75bAB 1,25aA 1,38aA 0,25aB 0,91b 

SFPS+CTM 1,62aA 1,75aA 1,62aA 0,12aB 1,28ab 

Média 1,44A 1,53A 1,38A 0,50B  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,013; p período<0,001; p 
interação=0,025. 
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Figura 22 – Análise de intensidade de células multinucleadas dos diferentes tratamentos nos 
períodos 3, 7, 14 e 21 pós-cirúrgico.  
 

 

3.9. Angiogênese 

 

Em média os tratamentos não mostraram diferença estatística entre si. A 

média analisada aos períodos, não mostra diferença estatística aos períodos 3 

e 7 pós-cirúrgicos, porém há diferença estatística destes aos períodos 14 e 21, 

sendo que o período de 21 dias apresentou menos nível de intensidade 

comparado aos outros períodos. 

Após 3 dias de cirurgia, os tratamentos contendo selante de fibrina 

(SFPS e ‘SFPS + CTM’) apresentaram diferença estatística do tratamento 

sutura.  

O tratamento sutura não apresentou diferença estatística da intensidade 

de angiogênese dentre os períodos. O grupo SFPS apresentou diferença 

estatística dos períodos 3 e 7 quando comparados aos períodos 14 e 21 dias. 

O procedimento envolvendo ‘sutura + CTM’ apresentou ao 7º dia pós-cirúrgico 

diferença estatística ao 21º dia de cirurgia. O tratamento com ‘SFPS + CTM’ 

mostrou uma menor intensidade de angiogênese ao final de 21 dias de cirurgia, 

sendo estatisticamente significativo dos demais períodos (Tabela 10) (Figura 

23). 
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Tabela 10: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + 
CTM’ na intensidade de angiogênese nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- 
cirurgia na pele de ratos.  

Angiogênese 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,25bA 1,75aA 1,25aA 1,12aA 1,34a 

SFPS 2,25aA 2,25aA 1,25aB 1,12aB 1,72a 

Sutura+CTM 1,88abAB 2,25aA 1,12aBC 0,50aC 1,44a 

SFPS+CTM 2,25aA 2,12aA 1,62aA 0,38aB 1,59a 

Média 1,91A 2,09A 1,31B 0,78C  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,056; p período<0,001; p 
interação=0,004. 
 

 

 
Figura 23 – Análise de intensidade de angiogênese dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 
7, 14 e 21 pós-cirúrgico.  
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3.10. Fibroplasia 

 

Em média, o tratamento SFPS mostrou maior intensidade de fibroplasia, 

com diferença estatística ao tratamento ‘sutura + CTM’. A média dos períodos 

mostrou que após 7 dias de cirurgia, ocorreu o maior aumento de intensidade 

de fibroplasia, diferente estatisticamente dos demais períodos, porém entre os 

períodos 3 e 14, não houve diferença estatística.  

Quando observados os dados obtidos para a fibroplasia das amostras 

biológicas notou-se não haver diferença estatística entre os tratamentos nos 

períodos 3, 7 e 14, porém o período 21 indicou diferença estre os grupos A 

(SFPS e sutura) e B (‘SFPS + CTM’ e ‘sutura + CTM), sendo que o grupo 

contendo células-tronco apresentou menor nível de intensidade de fibroplasia 

quando comparado ao grupo com tratamentos sem CTM. 

As amostras do grupo A (sutura e SFPS) não apresentaram diferença 

estatística entre os períodos, já o grupo B apresentou uma redução  

significativa na intensidade de fibroplasia ao período 21 dias pós-cirurgia, 

sendo que a menor intensidade de fibroplasia encontrada foi do tratamento 

‘SFPS + CTM’, diferindo dos demais tratamentos (Tabela 11) (Figura 24). 

 

Tabela 11: Efeito dos tratamentos sutura, SFPS, ‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + 
CTM’ na intensidade de fibroplasia nos períodos 3, 7, 14 e 21 dias pós- cirurgia 
na pele de ratos.  

Fibroplasia 

Grupo 
Período 

Média 
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Sutura 1,75aA 2,25aA 1,88aA 1,75aA 1,91ab 

SFPS 2,12aA 2,50aA 2,25aA 1,88aA 2,19a 

Sutura+CTM 1,88aA 2,62aA 1,88aA 0,50bB 1,72b 

SFPS+CTM 1,75aB 2,75aA 2,25aAB 0,50bC 1,81ab 

Média 1,88B 2,53A 2,06B 1,16C  

Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05). p grupo=0,038; p período<0,001; p 
interação=0,002. 
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Figura 24 – Análise de intensidade de fibroplasia dos diferentes tratamentos nos períodos 3, 7, 
14 e 21 pós-cirúrgico.  
 

4. Microscopia de Fluorescência 

 

Foram escolhidos aleatoriamente lâminas de 4 animais do grupo B para 

cada período pós-cirúrgico analisado. A leitura foi realizada com auxilio do 

Microscópio Confocal TCS SP5 (Leika Microsystems®). Foram capturadas 

imagens de 3 diferentes campos por amostra, ao aumento de 20X.  

Foi realizada análise de variância em esquema fatorial considerando a 

contagem de células-tronco para cada grupo no decorrer de 21 dias (p<0,05). 

Não foi observada diferença estatística entre os grupos analisados e no 

decorrer dos períodos de análise, onde se estudou a proliferação celular 

(Tabela 12). Com a marcação das células com BrdU, foi possível detectar a 

presença das CTM, porém não houve proliferação celular (figuras 25, 26, 27 e 

28). 

 

Tabela 12: Contagem do número de células-tronco mesenquimais presentes 
nos dois tratamentos e períodos de análise distintos.  

Grupo 
Dias 

Média 
3 7 14 21 

SUT + CTM 578 ± 310 439 ± 114 465 ± 225 431 ± 266 528 

SFPS + CTM 522 ± 249 571 ± 430 527 ± 324 492 ± 368 478 

Média 550 505 496 461  

Média e desvio-padrão da contagem de células-tronco (20x). p grupo=0,438; p dias=0,812; p 
interação=0,746. 
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Figura 25 - Imagem analisada em microscópio confocal ao aumento de 40X. A: Lâmina com 
tratamento ‘SFPS + CTM’ ao período de 3 dias após cirurgia; B: Lâmina com tratamento ‘sutura 
+ CTM’ ao período de 3 dias após cirurgia. 
 
 
 
 

 
Figura 26 - Imagem analisada em microscópio confocal ao aumento de 40X. A: Lâmina com 
tratamento ‘SFPS + CTM’ ao período de 7 dias após cirurgia; B: Lâmina com tratamento ‘sutura 
+ CTM’ ao período de 7 dias após cirurgia. 
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Figura 27 - Imagem analisada em microscópio confocal ao aumento de 40X. A: Lâmina com 
tratamento ‘SFPS + CTM’ ao período de 14 dias após cirurgia; B: Lâmina com tratamento 
‘sutura + CTM’ ao período de 14 dias após cirurgia. 
 
 
 
 

 
Figura 28 - Imagem analisada em microscópio confocal ao aumento de 40X. A: Lâmina com 
tratamento ‘SFPS + CTM’ ao período de 21 dias após cirurgia; B: Lâmina com tratamento 
‘sutura + CTM’ ao período de 21 dias após cirurgia. 
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                                                                        DISCUSSÃO 

  

Em 1989, o Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos 

(CEVAP) - (UNESP), apresentou um selante de fibrina, onde a trombina bovina 

foi substituída por uma enzima trombina-símile derivada de peçonha de 

serpente Crotalus durissus terrificus (cascavel) e no lugar de fibrinogênio 

humano, foi utilizado crioprecipitado de bubalinos45. 

BARROS et. al. (2009)46 afirmaram que este selante é uma ferramenta 

útil na prática médica, devido ao seu processo de produção rápida e facilidade 

de aplicação, bem como a flexibilidade de suas aplicações, podendo haver 

adequação de concentração dos compostos, de acordo com o tecido a ser 

utilizado. Este estudo também relatou o fato do produto não produzir reações 

adversas ou riscos toxicológicos durante usos internos.  

Como utilizações mais promissoras documentadas dos selantes de 

fibrina, encontra-se a capacidade de proporcionar linhagens celulares 

específicas e medicações à um local alvo63, servindo  como excelentes 

arcabouços para as células-tronco, atuando na regeneração de tecidos23. 

Assim estudos sobre a utilização de selantes de fibrina associado a células-

tronco, visando seu posterior uso clínico em engenharia de tecidos, estão em 

franca expansão64. 

Apesar de inúmeros estudos recentes, demonstrarem que o tratamento 

de feridas cutâneas com CTMs derivadas da medula óssea acelera a 

cicatrização da lesão, aumenta a epitelização e nova vascularização65,66,67,68, 

pouco se sabe sobre a cinética e funcionalidade da associação das CTMs com 

selantes de fibrina utilizadas para terapias de regeneração de tecido cutâneo.  

Neste estudo foram delineados quatro tratamentos distintos para 

avaliação da melhor resposta cicatricial na pele de ratos (Rattus norvegicus) 

com a finalidade de promover alternativas terapêuticas mais promissoras e 

eficientes. Os tratamentos utilizados foram: sutura, como grupo controle; SFPS 

utilizado como terapia única; CTM utilizado em associação com sutura, 

caracterizando tratamento único; e o biomaterial SFPS associado à CTMs.  

Modelos de cicatrização de feridas em animais são ferramentas 

biológicas importantes para desenvolver e validar estratégias para o tratamento 
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clínico em cicatrização de feridas em humanos. A seleção do modelo animal 

para estudos de cicatrização de feridas depende essencialmente da 

semelhança na arquitetura do tecido, resposta imune e fisiologia, além de 

questões práticas, como disponibilidade do animal, custo da criação, facilidade 

de manejo e familiaridade do investigador com a espécie utilizada69.  

De acordo com DAVIDSON (2001)69, apesar de uma investigação com 

suínos domésticos adultos como um modelo de cicatrização, ser o mais 

indicado por corresponder melhor cronológica e fisiologicamente com 

humanos, poucos investigadores iniciaram uma terapêutica de pesquisa com o 

uso desses animais, sendo muitas vezes necessária a validação dos resultados 

em animais menores e com custo de produção reduzido. Portanto, os roedores 

são frequentemente utilizados em estudos de cicatrização de feridas e eficácia 

de diferentes modalidades de tratamento. Em especial o rato, que é muitas 

vezes escolhido pela sua disponibilidade, baixo custo e pequeno tamanho70.  

Optamos neste estudo utilizar ratos (Rattus norvegicus) como modelo 

experimental por ser a primeira vez em que utilizamos o biomaterial SFPS 

associado à CTMs em modelos in vivo, considerando assim a necessidade de 

coleta de dados em animais menores, porém similares à anatomia e fisiologia 

humana, antes do estudo ser transferido a animais maiores e posteriormente a 

terapia ser utilizada para tratamentos em humanos. 

DORSETT-MARTIN et. al. (2008)71 afirmam que ratos fornecem um 

excelente modelo para estudo de cicatrização de feridas da pele, permitindo a 

padronização do tipo, tamanho, forma e profundidade da lesão da ferida, o que 

facilita comparação de dados entre os estudos de cicatrização em todas as 

espécies de mamíferos. Este estudo ainda afirma que a maioria das pesquisas 

de feridas de pele realizadas com ratos ocorre no dorso do animal (78,2%), 

sendo em sua maioria utilizado indivíduos machos da linhagem Sprague-

Dawley® e no intervalo de peso de 250-300 gramas.  Tais dados corroboram 

com os utilizados por esta pesquisa, exceto a linhagem do animal, que 

optamos utilizar a Wistar, devido fator de disponibilidade. 

Optou-se pelo uso das CTMs provenientes da medula óssea dos ratos 

devido seu caráter multipotente, facilidade de isolamento e cultivo, não 

apresentar problemas éticos e já ter sido testado em diferentes modelos 

animais, mostrando não haver indução na formação de tumores72,73. 
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Os animais utilizados como doadores de medula óssea, tinham 14 dias 

de vida, o que concorda com inúmeros autores que relatam que com o avanço 

da idade, ocorre um declínio de CTMs na medula óssea72,73,74,75,76.  

A medula óssea, não apresenta somente células-tronco mesenquimais, 

portanto, foi realizado o isolamento celular para obter um cultivo purificado. Há 

mais de 40 anos, FRIEDENSTEIN et. al. (1970)77, foram os primeiros a estudar 

e a identificar CTMs e em seu estudo descreveram a característica destas 

células em aderirem-se ao plástico. O método de isolamento das CTMs deste 

estudo foi realizado através da separação da fração de células mononucleares 

por meio de gradiente de densidade conforme relatado por BYDLOWSKI et. al. 

(2009)78.  

No presente estudo, os cultivos realizados levaram aproximadamente 10 

dias para atingirem a subconfluência de 80%. Este dado confirma resultados 

obtidos por GASPAROTTO (2012)58 e GASPAROTTO et.al. (2012)59 que 

avaliou a viabilidade do selante de fibrina derivado de veneno de serpente 

como arcabouço biológico in vitro para CTMs de medula óssea de ratos, os 

cultivos realizados levaram aproximadamente 12 dias para atingirem a 

confluência média de 80 a 90%, seguindo a mesma técnica de coleta, cultivo, 

manutenção e expansão celular, de nosso estudo. Os resultados obtidos foram 

semelhantes, tanto para o cultivo associado com o SFPS, como para o cultivo 

sem o biomaterial.  

Este dado também corrobora com OSHIMA et. al. (2005)79, que 

constataram em pesquisa que o tempo médio de isolamento de células 

provenientes de medula óssea dos fêmures e tíbias de ratos foi de 10 a 14 dias 

para atingirem a confluência média de 80%.  Portanto, as metodologias 

empregadas nesta pesquisa, para a coleta, isolamento e cultivo das CTMs 

derivadas da medula óssea de ratos foram eficientes.  

Outra característica constatada em nosso estudo é a característica 

fibroblastóide das células cultivadas. Este dado é validado por estudo de 

OSHIMA et. al. (2005)79 e PHINNEY et. al. (2007)80 no qual apresentam que o 

fenótipo da população celular deve ser fibroblastóide e apresentar 

características morfológicas fusiformes.  

Em estudo de IUAN et. al. (1995)81 em que avaliaram pela primeira vez 

os efeitos do SFPS na cicatrização de nervos periféricos, indicou a 
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necessidade de firme compressão da área onde foi aplicado o produto por pelo 

menos três minutos, a fim de se obter uma firme aderência dos tecidos.  

Porém em nosso estudo este tempo de compressão se mostrou 

desnecessário, pois logo após alguns segundos posteriores a aplicação do 

produto e manipulação da ferida para união total das bordas cirúrgicas, o 

produto já apresentava alta adesão ao local aplicado, com região 

completamente coaptada.  

Esta característica também foi observada em estudo de HOTZ (1991)82 

onde afirmou que o selante de fibrina apresentou capacidade de modelagem, 

além de conferir adesão ao leito receptor, gerando assim uma melhor 

estabilidade dimensional do produto ao local aplicado. 

BUCKLEY et. al. (2010)83 afirma em seu estudo que um selante, seja ele 

biológico ou sintético, deve apresentar certas características ideais, dentre elas 

destaca-se a necessidade de curto tempo para preparo e manipulação, além 

de adequado tempo de aplicação e polimerização além de não liberar calor em 

sua polimerização. E em nosso estudo, pudemos observar durante os 

procedimentos cirúrgicos, que o SFPS apresenta as características ideais 

citadas acima.    

BLÄTTLER et. al. (2007)84 e RAHAL et. al. (2003)49 relataram uma maior 

facilidade de execução do tratamento, além de menor tempo necessário no 

procedimento cirúrgico, quando este era realizado com selante de fibrina, 

quando comparado ao tratamento com sutura convencional. Essa característica 

também foi notada no presente estudo, onde os tratamentos envolvendo SFPS, 

além de apresentarem uma técnica mais simples de ser executada e com 

menor tempo necessário para realização do procedimento, também se mostrou 

menos invasiva do que o método convencional. 

Após a realização dos procedimentos cirúrgicos deste estudo, foi 

analisado o aspecto macroscópico das áreas incisadas, para estudo de 

capacidade adesiva do SFPS. A análise mostrou que após 7dias de cirurgia, 

nos grupos contendo SFPS, 75% dos animais permaneceram com as bordas 

da ferida cirúrgica totalmente unidas e sem formação de tecido de aspecto 

fibroso no local. Já nos grupos onde foram realizadas sutura, 50% dos animais 

apresentaram formação de crosta na incisão cirúrgica e não houve abertura da 

ferida cirúrgica em nenhum indivíduo.  
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A formação de tecido de aspecto fibroso em 25% dos animais do 

tratamento SFPS, pode ter ocorrido devido à intensa movimentação dos 

animais e região anatômica a qual foi realizada as incisões, visto que a região 

da pele utilizada, apesar de ser a mais indicada por impedir o acesso fácil do 

animal por membros anteriores, posteriores e mandíbula, o que dificulta a 

automutilação dos animais após a cirurgia, apresenta intensa movimentação 

cutânea de extensão e retração quando o animal caminha. 

Dados semelhantes foram obtidos em estudo de THOMAZINI-SANTOS 

(2000)42, que comparou o SFPS e sutura convencional como técnica utilizada 

para união de bordas cirúrgicas de pele em ratos. A pesquisadora comparou os 

dados macroscópicos das incisões, 7 dias após procedimento cirúrgico.  

Seus resultados mostraram que 80% dos animais tratados com SFPS 

permaneceram com as bordas cirúrgicas totalmente coaptadas e nenhum 

animal tratado com sutura convencional apresentou deiscência total da área 

incisada. Dados também demonstrados por STOLF (1999)85 que estudou a 

cicatrização da pele nasolabial em humanos, e observou que o SFPS 

apresentou capacidade adesiva total em 71,4% dos pacientes e capacidade 

parcial em 28,6%.  

RAHAL et. al. (2003)49 avaliou em seu estudo o efeito do SFPS sobre a 

viabilidade de enxertos autógenos de espessura total na pele de cães e relatou 

que o SFPS não possui potência adesiva suficiente para fixar o enxerto por si 

só, principalmente no local em que a ferida foi induzida. Em seu estudo, houve 

a necessidade de utilização de pontos de sutura para auxiliar na fixação do 

enxerto, devido baixa aderência do produto quando utilizado em áreas 

anatômicas com grande movimentação.   

Tais resultados obtidos para o SFPS não corroboram com dados obtidos 

por BRANSK et. al. (2011)86 para selante de fibrina com composição distinta 

(Artiss®). Em seu estudo foi avaliada a cicatrização de ferida cirúrgica em 

enxertos na pele de suínos após queimadura. Usando a escala clínica para 

avaliação da ferida de deslocamento do enxerto e aderência do enxerto, 

verificou-se que a adesão do enxerto foi significativamente maior no grupo 

selante de fibrina nos dias 2 e 5, quando comparado ao grupo controle 

envolvendo a enxertia de pele sem aplicação do biomaterial. 
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Porém, em estudo de BLÄTTLER et. al. (2007)84 que avaliou a eficácia 

de um selante de fibrina de origem humana, para tratamento de otohematoma 

em cães, registrou resultados com baixa potência adesiva do produto. Os 

autores alegaram que o colar elisabetano foi retirado antes do necessário para 

que a cicatrização ocorresse, facilitando a manipulação do local pelo animal e 

diminuindo assim a eficácia do tratamento. 

Para, o selante de fibrina possui baixa adesividade, porém é um 

excelente agente hemostático, além de totalmente bioabsorvível e 

biocompativel, o que o tornaria superior à selantes a base de cianoacrilatos, 

que apresentam característica adesiva forte, porém a presença de água reduz 

sua capacidade adesiva, além de não serem bioabsorvíveis, instáveis, podem 

levar a quadros de toxicidade, além da possibilidade de causar reação 

inflamatória exacerbada por ter característica hidrofóbica, o que gera 

consequente formação de tecido de granulação, necroses e extensas fibroses. 

Assim, estes compostos atualmente só são utilizados em situações 

excepcionais87,42.  

Em nossa pesquisa, foi realizada a análise microscópica em HE do 

infiltrado inflamatório e células inflamatórias como macrófagos, plasmócitos, 

eosinófilos, linfócitos, neutrófilos, basófilos, células multinucleadas, bem como 

angiogênese e fibroplasia da lesão, para avaliar o processo inflamatório na pele 

após cicatriz cirúrgica. 

Nesta pesquisa foi observado maior intensidade de infiltrado inflamatório 

no período 3 dias pós-cirúrgico, porém este ainda se mantinha elevado no 7º 

dia após a cirurgia, não havendo diferença estatística entre ambos os períodos. 

amostras.  

HANKS et. al. (2005)8 e HONRADO et. al. (2005)10 confirmam este dado 

indicando que a fase inflamatória de uma cicatrização se inicia dentro das 

primeiras 5 horas após a lesão e sua função é prevenir a infecção, pela 

fagocitose de bactérias e restos necróticos e limpeza e desbridamento da área, 

sendo os neutrófilos são os primeiros leucócitos encontrados no local do 

trauma.  

Sendo este dado atestado em nosso estudo, que indicou para 

neutrófilos, uma intensidade maior aos períodos de 3 e 7 dias, porém estes não 
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diferiram estatisticamente entre si. Já aos 14 dias, houve uma redução 

significativa média de 107,8% e aos 21 dias de 165,8%. 

Em estudo realizado por THOMAZINI-SANTOS (2000)42 que comparou 

dados de intensidade inflamatória na pele de ratos no 7º dia após procedimento 

cirúrgico, afirmando que neste período houve maior intensidade. Onde 60% de 

suas amostras testadas com SFPS e 60% das testadas com aproximação com 

pontos de sutura convencionais, apresentaram intensidade de células 

inflamatórias moderada, com a presença de linfócitos, neutrófilos e 

macrófagos.  

Neste estudo, os dados analisados mostram que para o período de 3 

dias, observou-se que o grupo SFPS apresentou maior intensidade inflamatória 

quando comparado aos procedimentos de sutura e sutura associado a CTM, 

porém sem diferença estatística do tratamento SFPS associado a CTM. 

Este dado é explicado por YÜCEL et. al. (2003)88 e LEGUEHENNEC 

(2005)89 como produtos de degradação da fibrina. Como o selante de fibrina 

mimetiza os últimos passos da cascata de coagulação, este estimularia 

processos proteolíticos e fibrinolíticos em maior quantidade, marcando o início 

da lise do selante de fibrina injetado, gerando assim uma migração e adesão 

de neutrófilos ao endotélio dos vasos e ao fibrinogênio mais intenso.  

SATRUP (1978)90 afirma ainda que esse sistema fibrinolítico não 

apresenta somente função de limpeza do leito vascular com a remoção da 

fibrina, mas também contribui no reparo tecidual. Havendo um ‘feedback’ 

positivo da fibrina nos eventos inflamatórios, assim a matriz de fibrina guiaria a 

recuperação do tecido afetando as células envolvidas88.  

Isso pôde ser comprovado em nosso estudo, onde observamos que a 

intensidade de neutrófilos apresentou diferença estatística no decorrer dos 

períodos para o tratamento sutura, porém o tratamento com SFPS apresentou 

diferença significativa dos períodos 3 e 7 quando comparados com os períodos 

14 e 21. Como o selante de fibrina normalmente é totalmente absorvido pelo 

organismo em 2 semanas, isso explica o decréscimo significativo na 

intensidade infiltrado inflamatório e neutrófilos nesse tratamento, após este 

período. 

Dados de nossa pesquisa mostram que ao final de 14 dias, não houve 

diferença estatística significativa entre os grupos avaliados, porém com 21 dias 
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pós-cirúrgico, o tratamento sutura apresentou maior intensidade de infiltrado 

inflamatório e estatisticamente superior ao grupo ‘sutura + CTM’, porém ambos 

os tratamento não mostraram diferença estatística quando comparados aos 

tratamentos envolvendo o SFPS. Baseados nessas considerações, é possível 

concluir que o aumento inicial de intensidade de infiltrado inflamatório 

observado nos tratamentos com SFPS, não influiu em uma resposta 

inflamatória em longo prazo.  

Com a ocorrência da fase inflamatória as células fagocíticas, tais como 

macrófagos e linfócitos se infiltram aproximadamente 48 horas após a lesão e 

permanecem até a conclusão da fase inflamatória11,12. 

Isso se confirma em nossa pesquisa, que apresentou intensidade de 

macrófagos, plasmócitos e células multinucleadas maior nos primeiros dias, 

havendo uma redução significativa após 14 dias e diferente estatisticamente de 

21 dias pós-cirúrgico. Nossos dados mostram que apesar dos valores 

estatísticos não mostrarem diferença significativa dentro dos períodos 

analisados, o grupo A (sutura vs. SFPS) apresentou dados de intensidade 

superiores aos encontrados para o grupo B (sutura + CTM vs. SFPS + CTM). 

Para linfócitos obtivemos dados que mostraram não haver diferença 

estatística significativa entre os tratamentos analisados nos períodos de 3, 7 e 

14 dias.  No 21º dia pós-cirúrgico, no entanto, o grupo A que é composto pelos 

tratamentos sutura e SFPS mostraram diferença estatística significativa dos 

tratamentos do grupo B (‘sutura + CTM’ e ‘SFPS + CTM’), sendo que este 

último apresenta intensidade de linfócitos menor quando comparados a do 

grupo A. 

BARTHOLOMEW et. al. (2002)91 avaliou a atividade imunomoduladora 

de CTMs sobre linfócitos e mostrou que CTMs falharam em gerar uma resposta 

proliferativa de linfócitos alogênicos. Assim, CTMs adicionados a uma reação 

linfocítica, conduziu a uma redução de mais de 50% da atividade proliferativa 

destas células. Com isso, podemos afirmar que a presença de CTMs, tanto no 

tratamento com SFPS, quanto no tratamento com sutura convencional, reduziu 

significantemente a atividade proliferativa de macrófagos e linfócitos no local de 

aplicação. 

Estes dados são semelhantes aos relatados por KLYUSHNENKOVA et. 

al. (1998)92, em células-tronco mesenquimais de origem humana suprimiram a 
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proliferação de linfócitos de sangue periférico em uma dose-dependente. Esta 

supressão também foi mostrada por TSE et. al. (2000)93, quando expos os 

linfócitos de sangue periférico em contato com o sobrenadante de CTMs 

localizado nos frascos de cultivo celular, indicando que tal supressão poderia 

ser mediada por uma molécula solúvel.  

Outro dado obtido em pesquisa de BARTHOLOMEW et. al. (2002)91 e 

colaboradores foi a sobrevivência prolongada do enxerto de pele com 

administração in vivo de CTMs, quando comparado com animais controle. 

Porém com a rejeição final dos enxertos, foi sugerido que o efeito supressor 

pode ser suficiente para reduzir a resposta de linfócitos, mas não suficiente 

para afetar o recrutamento de células inflamatórias adicionais para o enxerto, já 

que biopsias realizadas neste experimento indicaram um elevado numero de 

neutrófilos na região dos enxertos.  

 Foi sugerido no estudo referido, que para se obtivesse um maior efeito 

imussupressivo, talvez fosse necessária outra forma de administração das 

CTMs, já que a administração venosa poderia dispersar estas células, não 

obtendo assim o contato celular necessário para resposta supressiva 

máxima91.  

Porém dados semelhantes foram obtidos em nosso estudo, onde a 

intensidade de neutrófilos das amostras não indicou diferença significativa 

entre os tratamentos, tanto do grupo A (sutura vs. SFPS), quanto do grupo B 

(sutura + CTMs vs. SFPS + CTMs). Sendo independente assim, da forma de 

aplicação das CTMs, seja com aplicação direta no local, seja com aplicação em 

associação com o biomaterial SFPS. 

SUDEEPTA et. al. (2005)94 afirma em seu estudo, que as CTM reduzem 

a incidência e severidade da doença enxerto vs. hospedeiro, por essa 

capacidade imunossupressora, mostrando uma alteração no perfil de citocinas 

liberadas. Estes dados oferecem uma visão sobre as interações entre MSCs e 

células do sistema imunológico além de mostrar uma redução dessa função 

supressora das CTMs quando adicionadas em presença de interleucina 2 (IL-

2).  

Assim, mais estudos devem ser realizados a fim de se compreender 

melhor os mecanismos de ação para as induções mediadas in vitro e in vivo 

das citocinas liberadas e suprimidas pelas CTMs, que estão envolvidas na 
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modulação da inflamação, bem como a interação estas e as citocinas liberadas 

na presença do SFPS. 

A ação de combate de processos alérgicos de basófilos e eosinófilos já 

foram largamente descritos. A alergia é frequentemente considerada um 

processo de reação inflamatória mediada por um produto alérgeno. A 

apresentação dos alérgenos resulta na produção de interleucinas 4, 5 e 13 (IL-

4, IL-5 e IL-13), atraindo e ativando eosinófilos e basófilos circulantes95.   

Em nossa pesquisa, obtivemos dados que mostram não haver diferença 

significativa de basófilos e eosinófilos entre os 4 tratamentos aplicados, 

reafirmando assim a biocompatibilidade do produto, com a ausência de 

reações adversas e respostas alérgicas dos indivíduos quando tratados com 

SFPS, tanto utilizado isoladamente, quanto em associação com CTMs.  

Em estudo de GABLING et. al. (2009)96 foi demonstrado que a fibrina 

produz uma matriz para aderir outras células, como células endoteliais e 

fibroblastos, que levam a angiogênese e a remodelação tecidual. Os 

fibroblastos então remodulam a estrutura de fibrina e sintetizam colágeno, 

dando forma e estabilidade aos capilares in vitro. O selante ‘plasma rico em 

plaqueta’ (PRP) que foi avaliado apresentou todas as citocinas e fatores de 

necrose tumoral, estimulando assim fatores de defesa do organismo, 

possivelmente dificultando infecções teciduais.  

Outros autores também defendem que com a aplicação de finas 

camadas de selante de fibrina, além de gerar o contato completo entre o leito 

da ferida e do enxerto, fornece uma matriz para nova vascularização, atua 

também como um andaime para produção de colágeno com consequente 

reparação do tecido, e cria uma barreira contra a infecção86,87.  

Quando analisadas a intensidade de angiogênese de nossas amostras, 

observamos que o tratamento sutura não apresentou diferença estatística da 

intensidade dentre os períodos, já o grupo SFPS apresentou diferença 

estatística dos períodos 3 e 7 quando comparados aos períodos 14 e 21 dias.  

O procedimento envolvendo ‘sutura + CTM’ apresentou ao 7º dia pós-

cirúrgico diferença estatística ao 21º dia de cirurgia. O tratamento com ‘SFPS + 

CTM’ mostrou uma maior intensidade da nova vascularização nos 3 primeiros 

períodos, sendo estatisticamente significativo quando comparado com o 

período de 21 dias pós-cirúrgico. Porém nossos dados mostram não haver 
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diferença estatística entre os tratamentos analisados, apesar dos valores 

serem ligeiramente menores para os tratamentos com sutura convencional 

(sutura e sutura + CTM). 

Estes dados não corroboram com os descritos por THOMAZINI-

SANTOS (2000)42 que analisou a resposta cicatricial na pele de ratos com o 

tratamento SFPS comparados com um grupo controle com tratamento sutura 

convencional e com RAHAL et. al. (2003)49 que avaliou a resposta cicatricial de 

enxertos de pele em cães com a utilização de SFPS comparados com grupo 

controle tratado com sutura convencional. Em ambos os estudos, foi reportado 

que ao sétimo dia pós-cirúrgico havia maior intensidade de angiogênese das 

amostras analisadas para o tratamento SFPS.  

GROSSMAN et. al. (2001)97 e colaboradores relataram em 2001, 

necrose e formação de seroma após o uso de selantes de fibrina durante 

procedimentos de enxerto de pele faciais. No estudo concluíram que o 

insucesso foi devido à falta de homogeneidade do fibrinogenio e trombina, bem 

como aplicação de camada excessivamente grossa de selante de fibrina, que 

passa a atuar como uma barreira mecânica, evitando a revascularização 

capilar sob a pele, levando a uma isquemia.  

Apesar de nosso estudo não apresentar casos de necrose e formação 

de seroma, além de obter dados semelhantes para todos os grupos, indicando 

assim não ter ocorrido isquemia tecidual nos tratamentos envolvendo o SFPS, 

a aplicação de uma camada possivelmente grossa de selante de fibrina explica 

o fato de termos obtidos um resultado sem diferença estatística dentre os 

grupos, diferindo assim de outros estudos com o mesmo produto. 

WU et. al. (2012)23 afirma que nos últimos anos, a combinação de CTMs 

e selante de fibrina tem sido demonstrada em feridas crônicas e em pacientes 

com diabetes apresentado feridas, por gerar um aumento da nova 

vascularização, indicando ser uma atividade importante deste biomaterial.  

Os resultados da pesquisa realizada por este autor confirmam teoria 

acima, onde foi observada uma nova vascularização significativa para as 

amostras tratadas com selante de fibrina associadas com CTMs derivadas da 

medula óssea de ratos23.  

Quando avaliamos a fibroplasia das amostras, foi indicado que o 

tratamento SFPS mostrou maior intensidade de fibroplasia dentre os 



 
 

61

tratamentos, com diferença estatística ao tratamento ‘sutura + CTM’, sendo que 

após 21 dias pós-cirúrgico, as amostras analisadas já apresentavam um 

aspecto semelhante ao da pele normal.   

Este resultado é semelhante ao reportado em estudo de RAHAL et. al. 

(2003)49 e THOMAZINI-SANTOS (2000)42, onde as amostras de pele tratadas 

com SFPS apresentaram características histológicas semelhantes ao enxerto 

suturado, porém com reparação tecidual mais acentuada.  

RAHAL et. al. (2003)49 e colaboradores ainda afirmam que a epiderme 

do enxerto com SFPS, se encontrava menos espessa, aos 15 dias pós-

operatório, do que após 7 dias e histologicamente este tratamento apresentava 

um maior número de fibras de colágenas na camada da derme papilar e a 

camada reticular indicou um tecido condutor denso, com um elevado grau de 

organização mais elevado do que o enxerto suturado.  

Nossos dados mostram que o grupo B, com tratamentos contendo CTMs 

apresentou menor nível de intensidade de fibroplasia quando comparado ao 

grupo com tratamentos sem CTM, sendo o grupo SFPS superior a todos os 

outros. Este dado difere dos obtidos por FU et. al. (2006)33, onde resultados 

indicam que entregue CTMs aplicadas localmente na ferida cirúrgica melhoram 

a qualidade de cicatrização de feridas, resultando em uma regeneração da pele 

perfeita após uma lesão de espessura total.  

Para avaliar a presença das CTMs nos tratamentos do grupo B, foi 

realizada leitura das amostras com auxilio de Microscópio Confocal, e 

obtivemos dados que confirmam adesão e presença de células viáveis nas 

lâminas, porém não foi observada diferença estatística entre os grupos 

analisados e no decorrer dos períodos de análise, indicando não ter ocorrido 

proliferação celular. 

Este presente estudo corrobora com dados obtidos in vitro por 

GASPAROTTO et. al. (2012)59, e por PUENTE et. al. (2013)98 e com revisão de 

aplicações clínicas com a utilização de selantes de fibrina associadas à CTM, 

realizada por WU et. al. (2012)23. Tais estudos indicaram que o biomaterial 

selante de fibrina é uma boa alternativa de arcabouço para CTMs, por haver 

adesão de tais células sobre a estrutura do selante de fibrina e manter a 

viabilidade celular, por não apresentar ação tóxica sobre as células. 



 
 

62

Porém, foi relatado por GABLING et. al. (2009)96 que células-tronco 

conseguem se aderir e proliferar em contato com selantes de fibrina, porém 

estes devem apresentar uma concentração máxima de trombina de 18mg/ml, 

sendo que acima disso, o selante de fibrina atrapalharia a proliferação celular.  

Dados semelhantes foram observados por NIHOUANNEN et. al. (2006)99 

e colaboradores, que mostraram em estudos in vitro, que em concentrações 

maiores de trombina, o selante apresenta característica de rede mais densa e 

com menos espaços entre as fibras, sendo este o local onde as CTMs se 

aderem, influenciando diretamente na colonização celular sobre sua estrutura.  

Mostrando assim, que futuros estudos devem ser realizados, com uma 

diminuição na concentração de trombina-like, derivada do veneno de C.d.t. 

(cascavel) do SFPS. Podendo com isso, haver a formação de redes de fibrina 

com mais espaços entre suas fibras, possibilitando assim a proliferação das 

CTMs na estrutura do biomaterial, gerando assim diferentes respostas 

terapêuticas. 
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                                                 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

o A metodologia utilizada para coleta medula óssea de ratos e 

consequente cultivo das células-tronco mesenquimais demonstrou-se 

eficiente; 

o O SFPS apresentou curto tempo para preparo, além de adequado tempo 

de aplicação durante os procedimentos cirúrgicos, indicando uma maior 

facilidade na execução do tratamento; 

o A análise macroscópica das incisões cirúrgicas mostrou um aspecto 

cicatricial melhor nas amostras tratadas com SFPS, tanto utilizado 

isoladamente, quanto em associação com CTM; 

o A análise microscópica das incisões cirúrgicas indicou que o SFPS 

apresentou uma resposta de infiltrado inflamatório e neutrófilos mais 

intenso nos 2 primeiros dias de análise (3 e 7), possivelmente devido a 

liberação de fatores de degradação da fibrina, não influindo assim em 

uma resposta inflamatória crônica; 

o Essa análise histológica também mostrou que na presença de CTMs, 

tanto no tratamento com SFPS, quanto com sutura convencional, houve 

uma redução significativa da atividade proliferativa de macrófagos e 

linfócitos no local de aplicação; 

o Dados mostram biocompatibilidade do produto SFPS, diante ausência 

de reações alérgicas dos indivíduos, tanto utilizado isoladamente, 

quanto em associação com CTMs; 

o O tratamento SFPS mostrou maior intensidade de fibroplasia e 

organização de fibras colágenas, dentre os outros tratamentos 

analisados. 

o O SFPS realizou a captura e permitiu a viabilidade das CTMs que se 

aderiram em sua superfície, no qual foi confirmado através das técnicas 

microscópicas realizadas. 
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Assim, o SFPS se apresenta como uma alternativa à suturas convencionais 

em uso cirúrgico dermatológico, tanto isoladamente, quanto em associação 

com CTMs. 

Porém estudos futuros devem ser realizados a fim de se compreender 

melhor os mecanismos de ação para as induções das citocinas liberadas e 

suprimidas pelas CTMs que estão envolvidas na modulação da inflamação e a 

interação destas e as citocinas liberadas, na presença do SFPS, bem como 

estudar em modelos in vitro e in vivo, a adesão, viabilidade e proliferação de 

CTMs ao SFPS em diferentes concentrações de ‘trombina-like’. 
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