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RESUMO

Efeito da associagao de biomateriais e rosuvastatina tépica na reparagao
tecidual de feridas cirargicas em coelhos

Estudos tém sido realizados para verificar os efeitos de biomateriais, como o plasma
rico em plaquetas (PRP) e a fibrina rica em plaquetas (FRP) e a sua contribuicdo no
processo de cicatrizacdo de feridas por meio da liberagao de fatores de crescimento
que tém propriedades de indugao de regeneracgao tecidual. Ha evidéncias de que o
uso topico da rosuvastatina (RSV) em lesdes de pele modificam de forma positiva o
fluxo sanguineo basal tecidual. No entanto, este efeito ndo estd comprovado na
literatura. Neste sentido, o presente estudo analisou a quantidade de fibroblastos e
numero de vasos em feridas induzidas experimentalmente em coelhos apds
tratamento com e sem associacdo dos biomateriais e RSV. A hipotese baseia-se
que o uso topico de um farmaco hipolipemiante associado a um biomaterial possa
aumentar a quantidade de fibroblastos e angiogénese em feridas experimentalmente
induzida, e com isso aumentando a colagenizagcdo para produgdo de uma cicatriz
mais homogénea. A associagdo da FRP e RSV promoveu um efeito aditivo
aumentando significativamente a angiogénese. O uso da RSV isolada também
proporcionou um aumento na quantidade de fibroblastos. Somente o PRP promoveu
um aumento no numero de vasos (P<0,05). Concluiu-se que tanto a FRP quanto a
RSV possuem bons efeitos cicatrizantes, de tal forma que a associagao entre elas
foi benéfica demonstrando um possivel efeito aditivo.

Palavras-chave: Biomateriais, cicatrizagdo, angiogénese, estatinas.



ABSTRACT

Effect of the association of biomaterials and rosuvastatin topical on tissue
repair of surgical wounds in rabbits

Studies have been conducted to verify the effects of biomaterials such as platelet-
rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (FRP) and their contribution to the wound
healing process by releasing growth factors that have properties of tissue
regeneration. Many evidences are also favorable to the topical use of rosuvastatin
(RSV) in skin lesions, by positively modifying the basal tissue blood flow. However, it
is unclear whether this effect is involved in increased blood flow and consequently an
improvement in the healing process. In this sense, the present study analyzed the
amount of fibroblasts and number of vessels in wounds experimentally induced in
rabbits after treatment with and without association of biomaterials and RSV. The
hypothesis is that the topical use of a lipid-lowering drug associated with a
biomaterial may increase the amount of fibroblasts and angiogenesis after
experimentally induced injury, thereby increasing collagenization to produce a more
homogeneous scar. It was found that the association of FRP and RSV promoted an
additive effect by significantly increasing angiogenesis. The use of isolated RSV also
provided an increase in the amount of fibroblasts. The use of PRP alone in wounds
promoted an increase in the number of vessels (P <0.05). It was concluded that both
FRP and RSV have good healing effects, such that the association between them
was beneficial and demonstrated a possible additive effect.

Keywords: Biomaterials, wound healing, angiogenesis, statins
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Resumo

Estudos tém sido realizados para verificar os efeitos de biomateriais, como o plasma
rico em plaquetas (PRP) e a fibrina rica em plaquetas (FRP) e a sua contribuigdo para o
processo de cicatrizagao de feridas por meio da liberagdo de fatores de crescimento que
tém propriedades de inducdo de regeneragdo tecidual. Muitas evidéncias também se
mostram favoraveis ao uso topico da rosuvastatina (RSV) em lesdes de pele, por
modificar de forma positiva o fluxo sanguineo basal tecidual. No entanto, ndo esta claro
se este efeito estd envolvido no aumento do fluxo sanguineo e por conseqiiéncia uma
melhora no processo cicatricial. Neste sentido, o presente estudo analisou a quantidade
de fibroblastos e numero de vasos em feridas induzidas experimentalmente em coelhos
apés tratamento com e sem associacdo dos biomateriais € RSV. A hipotese baseia-se
que o uso topico de um farmaco hipolipemiante associado a um biomaterial possa
aumentar a quantidade de fibroblastos e angiogénese apods lesdo experimentalmente
induzida, e com isso aumentando a colagenizacdo para producdo de uma cicatriz mais
homogénea. Verificou-se que a associacao da FRP e RSV promoveu um efeito aditivo
aumentando significativamente a angiogénese. O uso da RSV isolada também
proporcionou um aumento na quantidade de fibroblastos. O uso do PRP sozinho em
feridas promoveu um aumento no nimero de vasos (P<0,05). Concluiu-se que tanto a
FRP quanto a RSV possuem bons efeitos cicatrizantes, de tal forma que a associagao

entre elas foi benéfica e demonstrou um possivel efeito aditivo.

Palavras-chaves: plasma rico em plaquetas, fibrina rica em plaquetas, estatinas,

cicatriza¢do, neovascularizacao
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Abstract

Studies have been conducted to verify the effects of biomaterials such as platelet-rich
plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (FRP) and their contribution to the wound healing
process by releasing growth factors that have properties of tissue regeneration. Many
evidences are also favorable to the topical use of rosuvastatin (RSV) in skin lesions, by
positively modifying the basal tissue blood flow. However, it is unclear whether this
effect is involved in increased blood flow and consequently an improvement in the
healing process. In this sense, the present study analyzed the amount of fibroblasts and
number of vessels in wounds experimentally induced in rabbits after treatment with and
without association of biomaterials and RSV. The hypothesis is that the topical use of a
lipid-lowering drug associated with a biomaterial may increase the amount of
fibroblasts and angiogenesis after experimentally induced injury, thereby increasing
collagenization to produce a more homogeneous scar. It was found that the association
of FRP and RSV promoted an additive effect by significantly increasing angiogenesis.
The use of isolated RSV also provided an increase in the amount of fibroblasts. The use
of PRP alone in wounds promoted an increase in the number of vessels (P <0.05). It was
concluded that both FRP and RSV have good healing effects, such that the association

between them was beneficial and demonstrated a possible additive effect.

Key words: platelet-rich plasma, platelet-rich fibrin, statins, healing, neovascularization
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Introducio

Um conceito fundamental na cicatrizagdo ¢ de que todos os tecidos passam pela
mesma série de eventos e todas as feridas passam pelas mesmas etapas basicas de reparo
(Ethridge, 2010; Gurtner et al., 2008). Fazem parte deste processo cicatricial células
sanguineas, matriz extracelular, mediadores celulares e células parenquimatosas
(Mendonga; Coutinho-Netto,2009; Santuzzi et al., 2011).

A cicatrizagdo de feridas abrange processos complexos de eventos celulares e
bioquimicos que interagem para a regeneracao do tecido lesionado, envolve células,
matriz extracelular, citocinas e fatores de crescimento (Mali et al., 2018) que estimulam
a proliferacdo celular pela ativagdo da angiogénese, mielogénese, transcri¢ao de genes,
entre outras, que aceleram o processo de cicatrizagao (Sengupta et al., 2015).

Os concentrados plaquetarios como plasma rico em plaquetas (PRP) e fibrina
rica em plaquetas (FRP), constituem os principais hemoderivados empregados na
medicina regenerativa. O PRP, criado por Marx et al. (1998), ¢ amplamente estudado e
com énfase na cicatrizagdo de feridas demonstra-se uma excelente ferramenta a ser
empregada (Barionuevo et al., 2015; Abegao et al., 2015, Santos et al., 2016, Taniguchi
et al., 2018).

A FRP, considerada a segunda geragdo de concentrados plaquetarios, possui
resultados promissores em varios aspectos analisados, de tal forma que fomentam
pesquisas nas mais diversas areas, ja sendo relatada sua utilizagdo na dermatologia
(Chiaravalloti et al., 2017), medicina esportiva (Ehrenfest ef al., 2014), implantologia
(Dohle et al., 2018) e em procedimentos estéticos (Cieslik-Bielecka et al., 2012).

Para que ocorra a cicatrizagdo de maneira saudavel, sdo essenciais a migragao e
proliferacdo celulares para a formagao da matriz extracelular, constituida principalmente
por colageno. Estudos comprovam que as estatinas além das caracteristicas
hipolipemiantes, possuem atividades de proliferacdo celular (Lin ef al., 2012) e protecao
endotelial (Moraes et al., 2013), além de outros efeitos pleiotropicos como anti-
inflamatério (Pradeep et al., 2015), antioxidante (Santos et al., 2014), imunomodulador
(Zhang et al., 2012) e cicatrizante, promovendo, por mecanismos ndo totalmente
elucidados, o auxilio a cicatrizagdo tecidual (Raposio et al., 2015).

A rosuvastatina (RSV) por ser uma nova estatina hidrofilica sintética de segunda

geragdo, com alta eficiéncia na reducao do colesterol sérico e com potente efeito anti-
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inflamatoério, sendo mediador vascular do 6xido nitrico endotelial e redutor dos niveis
de proteina C reativa (Pradeep et al, 2015), foi utilizada neste estudo a fim de ser
associada ou ndo aos biomateriais PRP e FRP para verificar sua acdo no processo
cicatricial. A hipotese seria avaliar a quantidade de fibroblastos e capilares neoformados
em feridas induzidas experimentalmente em coelhos ap6s o tratamento com e sem a

associacdo de FRP ou PRP com RSV.

Material e Métodos

Foram utilizados 16 (n=8/grupo de tratamento) coelhos adultos, machos,
clinicamente saudaveis, da raca Nova Zelandia, peso médio 3,0+1,0kg, mantidos em
gaiolas individuais, com temperatura ambiente de 22°C £ 2°C e fotoperiodo (12 horas
claro/escuro) controlados, com agua e racao ad libitum. O trabalho foi aprovado pela
comissio de Etica ¢ Uso de Animais (protocolo niimero 4332) da Universidade do
Oeste Paulista - Unoeste, Presidente Prudente, SP, Brasil.

Os coelhos foram contidos manualmente para realizacao da tricotomia da regido
dorsal direita e esquerda. Em seguida, os animais foram anestesiados (intramuscular-
IM) com uma associagio de cloridrato de Xilazina a 2% (Xilazin® 2%) e Cloridrato de
Zolazepam (Zoletil® 50) nas doses de 5 mg/Kg e 15mg/Kg intramuscular,
respectivamente. Apds a anestesia, aplicou-se 0,1 mL de anestésico local (cloridrato de
lidocaina a 2% com vasoconstritor) no local de cada lesdo.

Com os animais anestesiados, a pele foi demarcada em quatro locais com auxilio
de caneta utilizado um punch de 8§ mm para realizacdo das feridas cirurgicas. Os
fragmentos foram retirados com auxilio de uma pinga anatdmica, preservando a
musculatura (Barrionuevo et al., 2015) A ferida considerada controle (lado esquerdo
superior) foi tratada com solug@o de cloreto de so6dio a 0,9%. A lesdo do lado esquerdo
inferior recebeu o gel de RSV a 1,2% ou PRP. A ferida do lado direito superior foi
tratada com PRP autélogo na forma gel ou FRP e a ferida do lado direito inferior
recebeu gel de RSV e PRP autologo gel (Fig.1). Em seguida foi colocado um curativo
sobre as quatro feridas (lado direito e esquerdo/ superior e inferior) com ryon estéril e

curativo adesivo (Band Aid®).
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161  Figura 1. A- Imagem do dorso do coelho demarcado com caneta pilot” para posterior
162  inducdo das feridas e aplicacdo dos diferentes tratamentos. B- Fragmento de pele sendo

163  retirado com auxilio de pinga e tesoura cirtrgica.

164 Apo6s o procedimento cirtirgico, os animais receberam analgésico cloridrato de
165 Tramadol, na dose de 0,5mg/Kg, IM, 2 vezes ao dia durante 3 dias consecutivos, a
166 fim de minimizar o desconforto inicial. O tratamento e a troca dos curativos foram
167 realizados nos momentos 0, 3, 7, 10 e 14, segundo protocolo estabelecido por
168 Vendramin et al. (2010) até completarem 16 dias de experimento. No 17° dia,
169 prosseguiu-se com a realiza¢do de bidpsia da ferida para avaliagdo.

170 Os animais foram eutanasiados em camara de CO, apds anestesia com a
171 associacdo de Cloridrato de Tiletamina e Zolazepam 30 mg/Kg IM e Xilazina a 2%
172 0,2 mg/Kg IM e a comprovagdo da morte foi realizada a partir da avaliagdo dos
173 batimentos cardiacos. Apos a eutanasia os animais foram identificados, congelados e
174 armazenados para uso em aulas praticas.

175 Para a formula¢do do gel de rosuvastatina a 1,2% foi preparado um gel
176 aristoflex com 20% de glicerina. Para o gel utilizou-se banho-maria para aquecimento
177 da solugdo (50-60 °C) a fim de homogenizar o polimero com o solvente e a droga,
178 evitando a cristalizacdo do ativo (Grover, Kapoor; Singh, 2016 com
179 modificacdes).Formulou-se também a RSV a 1,2% na forma liquida a fim de ser
180 incorporado ao PRP e posteriormente todo o material foi transformado em gel com a

181 adic¢ao do gluconato de célcio.
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Ap6s procedimento anestésico, colheu-se 8 mL de sangue proveniente da veia
auricular utilizando scalp 25G. O material foi transferido para dois frascos contendo o
anticoagulante citrato de sodio. Deste material foi retirada uma aliquota para a
contagem automatica de plaquetas (contador automatico Sysmex Poch Diff 1001V-
Roche) e depois centrifugado, inicialmente a 200G (centrifuga Excelsa Baby 206R)
durante 10 minutos para formacdo de dois niveis: toda a fragdo correspondente ao
plasma mais 200pL da fragcdo vermelha foi transferida para outro tubo para nova
centrifugacao (400G por 10 minutos).

Nesta segunda etapa formaram-se dois niveis distintos: um superior com
coloracdo levemente amarelado denominado plasma pobre em plaquetas (PPP) e um
inferior, avermelhado. Retirou-se o PPP e do restante foi realizada nova contagem de
plaquetas, com o objetivo de verificar se houve concentragao superior a seis vezes do
inicial (Vendramin et al., 2009). Apos constatacdo da concentracio plaquetéria de pelo
menos seis vezes a inicial, foram preparados dois tubos: o primeiro contendo 200uL de
PRP liquido, 200uL de rosuvastatina liquida e 100 pL de gluconato de calcio a 10%; o
segundo tubo contendo 400 pL de PRP liquido e 100 pL de gluconato de calcio a 10%,
sendo que para ambos os frascos o volume final de PRP em gel foi de 0,5mL.

Para o preparo da fibrina rica em plaquetas (FRP) foram coletados 8 mL de
sangue periférico da veia auricular, utilizando scalp 25G coletados e acondicionados em
dois tubos sem adi¢do de anticoagulante. Apos a coagulacdo natural, realizou-se a
centrifugacdo em uma unica vez a 200G (Excelsa Baby 206R, Sao Paulo, Sao Paulo),
por 10 minutos. Formado o gel de fibrina, este foi separado dos demais componentes e
utilizado como tratamento das feridas superior e inferior direito (Azevedo, 2014).

Para a avaliagdo histoldgica, as amostras de pele foram fixadas em solugdo de
formol tamponado a 10% por 24 horas. Apos fixagdo, o tecido foi incluso em blocos de
parafina, obtendo-se a seguir 4 cortes histologicos de 4 um de cada animal que foram
corados com solucdo de Hematoxilina-Eosina (H/E) para aferi¢do do colageno. Nos
fragmentos coletados apds a morte dos animais (M17), com o software Motic® (British
Columbia, Canada) capturaram-se imagens na quais se realizou na derme a contagem de
fibroblastos no aumento de 400X, por meio da média somatdria entre onze campos

observados de cada amostra (Vendramin et al., 2010). Da mesma forma realizou-se a
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contagem de vasos sanguineos, mas na objetiva de 100X. Todas as avaliagdes foram
feitas por um unico observador e de forma cega.

Previamente as analises estatisticas, todos os grupos foram submetidos ao teste
de Shapiro-Wilk para validacao do pressuposto de normalidade dos dados, pelo qual se
verificou que as varidveis apresentaram distribui¢do ndo-paramétrica. As feridas
controle e as dos diferentes tratamentos foram comparados pelo teste de Kruskall-Wallis
e dentro de cada grupo, com contrastes pelo método de Student-Newman-Keuls.

Adotou-se o nivel de significancia de p<0,05.

Resultados

A quantidade de plaquetas média no grupo de PRP, levando em consideracao os
17 dias de tratamento, foi de 128,6+28,9/mm’ e o plasma rico em plaquetas chegou a
834,0+1 10,9/mm3 superando a concentra¢do inicial conforme preconizou Vendramin et
al. (2010). A contagem de fibroblastos e vasos sanguineos das feridas dos diferentes

tratamentos estdo descritos nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

Figura 2.: Média e desvio-padrdo da contagem de fibroblastos de feridas de coelhos

tratadas com diferentes biomateriais e rosuvastatina.
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Letras: Control: controle; PRP: plasma rico em plaquetas; FRP: Fibrina rica em
plaquetas; RSV: rosuvastatina; PRP+RSV: plasma rico em plaquetas e rosuvastatina;
FRP+RSV: fibrina rica em plaquetas e rosuvastatina. Letras mintsculas diferentes na
mesma linha indicam diferenga significativa entre tratamentos (P<0,05).

Figura 3.: Média e desvio-padrdo da contagem de vasos sanguineos de feridas de

coelhos tratadas com diferentes biomateriais e rosuvastatina.

305

| |

3 o
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qu"" q_cs* Cntml FRP RSV FRP+RSV
qq‘-f‘l Tratamentos
C Tratamentos
D
Quantidade de Vasos Sanguineos
C Controle PRP RSV PRP+RSV
16,6°+5,6 19,5%+3,7 16,1°+£8,1 18,6°+12,1
Controle FRP RSV FRP+RSV
8,50°+2,58 17,67bi,1,75 12,66'+2,16 20,00bi4,61

Letras: Control: controle; PRP: plasma rico em plaquetas; FRP: Fibrina rica em
plaquetas; RSV: rosuvastatina; PRP+RSV: plasma rico em plaquetas e rosuvastatina;
FRP+RSV: fibrina rica em plaquetas e rosuvastatina. Letras mintsculas diferentes na
mesma linha indicam diferenga significativa entre tratamentos (P<0,05).

Discussao

Segundo Carmona et al. (2011), a utilizacdo de concentrados de plaquetas
autdlogas acelerou a cicatrizagdo de ferida, reduzindo a inflamagdo, estimulando a
capacidade de regeneracdo dos tecidos lesionados em cavalos com doencas
degenerativas do sistema musculo-esquelético, tais como osteoartrite e tendinopatia uma
vez que essas plaquetas segregam fatores de crescimento, que induzem a quimiotaxia,

diferenciagdo e proliferacdo celulares, neovascularizacdo, e producdo de matriz
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extracelular. Resultado similar foi encontrado por Pazzini (2014), em que avaliou o uso
do PRP em cirurgia reconstrutiva em coelhos, Os resultados encontrados nesse estudo
foram significativos em relagdo a proliferacdo vascular no grupo tratado com PRP, no
qual esse composto promoveu uma angiogénese no local da aplicacdo da cirurgia
reconstrutiva, mas quando se avaliou intensidade dessa proliferacdo vascular no grupo
tratado, os resultados foram semelhantes entre os grupos experimentais, nao
apresentando diferenca significativa.

O estudo de Pazzini (2014) corrobora os resultados achados deste presente
estudo, em que embora ndo tenha ocorrido uma melhora entre as varidveis nas analises
histopatologicas, foi possivel visualizar no lado tratado com PRP autdlogo gel uma
discreta proliferacdo de fibroblastos e colagenizacdo, promovendo o suprimento de
oxigénio e nutricao da ferida, favorecendo o processo cicatricial. Podemos correlacionar
tal fato com os fatores de crescimento presentes nas plaquetas, por serem atuantes na
fase inicial da cicatrizacdo (Ferndndez-Sarmiento et al., 2013), responsaveis por
estimular a angiogénese, mitogénese, permeabilidade capilar, induzindo crescimento do
tecido epitelial.

Lee et al. (2014) demonstrou que a utilizagdo da rosuvastatina reduziu os indices
de fibrose miocardica, através da diferenciacdo das fibras de colageno por meio de
imunofluorescéncia. Em nosso estudo obtivemos menores indices de fibrose acentuada
nas feridas tratadas com rosuvastatina frente aos demais grupos, entretanto observaram-
se maiores quantidades de fibroblastos nestes mesmos grupos, diferindo-se
estatisticamente dos demais (p<0,05).

Neste estudo além de ndo qualificar e quantificar as fibras de coldgeno por meio
de técnicas mais especificas, ndo se realizou a diferenciagdo morfoldgica entre
fibroblastos e miofibroblastos, de tal forma que, os maiores indices de fibroplastia
aliada a contracdo das feridas mais precoce e expressivas no tratamento FRP+RSV,
podem justificar a divergéncia entre os achados, devido ao fato de que os
miofibroblastos estdo relacionados a contragao da ferida e nao a producao de colageno
propriamente dita (Darby et al., 2014), entretanto segundo Bochaton-Piallat et al.
(2016) essa relagdo ainda ndo esté totalmente elucidada.

Na quantificacdo dos fibroblastos, observaram-se maiores quantidades na

associacao da FRP com rosuvastatina quando comparada a FRP isolada. Assim, o fato
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de que a FRP, nos indices avaliados, melhorou os efeitos da RSV quando associada
frente a seu uso isolada, denotando um efeito positivo e possivelmente sinérgico. Esta
associacao pode estar relacionada ao efeito de veicular substancias que este biomaterial
possui, como relatado por Miron e Zhang (2018), demonstrando essa caracteristica por
meio de estudos ja publicados com a utilizagdo da versdo liquida da FRP associada a
substancias de baixo e alto peso molecular.

O mesmo efeito foi encontrado por Pradeep et al. (2016) em estudo clinico
randomizado, utilizando associa¢do de FRP ¢ rosuvastatina a 1,2% no tratamento de
defeitos intradsseos na periodontite cronica, observando efeito sinérgico da
rosuvastatina frente ao potencial regenerativo da FRP.

Os efeitos da FRP sdo diversos, sendo a acdo cicatrizante o enfoque de muitos
estudos. Roy et al. (2011) comprovaram a agdo angiogénica da FRP em feridas
isquémicas, induzida por meio da proliferacdo de células endoteliais. Neste estudo o
autor analisa a neovascularizacdo por meio de anticorpos anti-fator de von Willebrand
(VWF), mostrando aumento de células vasculares endoteliais. No nosso estudo a
angiogénese foi avaliada por meio da quantificagdo de vasos sanguineos observados,
encontrando-se maiores quantidades, estatisticamente diferentes (p<0,05), nos grupos
tratados com a FRP. Dohle et al. (2018) por meio de culturas celulares in vitro
demostraram o efeito cicatrizante, em particular o efeito angiogénico da FRP, fato que
corrobora nosso estudo.

Lee et al. (2014) ao confeccionar um stent utilizando RSV, comprovaram seu
efeito angiogénico com a formacdo de células endoteliais vasculares. Neste estudo a
quantidade de vasos sanguineos neoformados nas feridas utilizando-se RSV isolada
foram maiores que os do controle, entretanto, sem diferenca estatistica.

No presente estudo, utilizando 200G de forga relativa de centrifugagao
observou-se maiores valores de vasos sanguineos neoformados nas feridas com a
utilizacdo de FRP quando comparado as demais, corroborando Kubesch et al. (2018)
que demonstraram que a forga relativa de centrifugagdo interfere nas caracteristicas
fisico-quimicas da FRP solida, de tal forma que a centrifugacdo com forca média
(222G) promoveu a confeccdo de uma trama de fibrina menos densa e mais porosa,
refletindo em uma diferenca significativa no indice de vascularizacdo, quando

comparada a for¢a mais elevada.
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Em concordancia Ehrenfest ef al. (2017) ja demonstravam que as caracteristicas
da centrifuga como os protocolos de centrifuga¢do impactavam significativamente nas
células, fatores de crescimento e arquitetura da fibrina rica em plaquetas, demonstrando
também que a quantidade de fatores de crescimento encontrados na FRP estd
relacionada a presenca de leucocitos neste biomaterial.

Em uma revisdo de trabalhos publicados com intuito de melhor elucidar a
utilizacdo de estatinas para o tratamento de ulceras do pé diabético Pietrovski et al.
(2012) concluiram que a utilizagao dessas moléculas ¢ promissora, mas com caréncia de
estudos para este enfoque, dentre os estudos analisados. Chiaravalloti et al. (2017)
relataram a utilizagdo da FRP como tratamento de uma ferida cirirgica cronica com
resultados satisfatorios, com o fechamento completo da area da ferida de dificil
cicatrizagdo com seis semanas de tratamento, concluindo-se também que a utilizagao
deste biomaterial ¢ promissora, mas que ainda faltam estudos para melhor descrever sua

acdo e aplicabilidade .

Conclusio
Concluiu-se que tanto a RSV quanto a FRP possuem bons efeitos cicatrizantes,
de tal forma que a associagdo entre elas foi benéfica e demonstrou um possivel efeito

aditivo na proliferacdo de fibroblastos.
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posteriores ao planejamento da pesquisa.

SecOes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacao (somente na "Title Page" - Step 2), Resumo,
Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussao (ou Resultados e Discussao), Conclusoes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo
tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgacdo ou a
ocorréncia dos resultados ndo é planejada.

Secbes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacao (somente na "Title Page" - Step 2), Resumo,
Abstract, Introdugdo, Casuistica, Discussao e
Conclusdes (quando pertinentes), Agradecimentos
(quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a dez, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicacdo, embora insuficiente
ou inconsistente para constituir um artigo cientifico.

SecOes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliagao (somente na "Title Page" - Step 2). Deve ser
compacto, sem distingdo das secdes do texto
especificadas para "Artigo cientifico", embora seguindo
aquela ordem. Quando a Comunicacao for redigida em
portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida
em inglés deve conter um "Resumo".

O numero de paginas ndo deve exceder a oito, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés,
na forma impessoal.
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Formatacao do texto

e O texto NAO deve conter subitens em nenhuma
das secles do artigo, deve ser apresentado em
arquivo Microsoft Word e anexado como “Main
Document” (Step 2), no formato A4, com
margem de 3cm (superior, inferior, direita e
esquerda), na fonte Times New Roman, no
tamanho 12 e no espagamento de entrelinhas
1,5, em todas as paginas e secbes do artigo (do
titulo as referéncias), com linhas humeradas.

e N3ao usar rodapé. Referéncias a empresas e
produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do
texto na seguinte ordem: nome do produto,
substancia, empresa e pais.

Secoes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a
esséncia do artigo e ndo ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiacao: Os nomes dos autores sao
colocados abaixo do titulo, com o nimero do ORCID e
com identificacao da instituicdo a qual pertencem. O
autor e o seu e-mail para correspondéncia devem ser
indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step
6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado
no cadastro contendo até 200 palavras em um sé
paragrafo. Ndo repetir o titulo e ndo acrescentar revisao
de literatura. Incluir os principais resultados numéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada
frase deve conter uma informagao completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no
minimo duas*.

* na submissdo usar somente o Keyword (Step 3) e no
corpo do artigo constar tanto keyword (inglés) quanto
palavra-chave (portugués), independente do idioma em
que o artigo for submetido.

Introducao:Explanagao concisa na qual os problemas
serdo estabelecidos , bem como a pertinéncia, a
relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o
material envolvido, a descricdo dos métodos usados ou
referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverao constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de



Aprovacdo do CEUA. (verificar o Item Comité de
Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os
resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separagao
dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela
recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo
numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como
Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab.
1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.: Tab.
1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espagamento
simples e fonte de tamanho menor que 12 (0o menor
tamanho aceito ¢ oito). A legenda da Tabela deve
conter apenas o indispensavel para o seu entendimento.
As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no
corpo do texto de preferéncia apos a sua primeira
citacdo.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente
linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico,
fluxograma, esquema etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de
ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e
¢é citada no texto como Fig seguida de ponto e do
numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de
uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no
corpo do texto, fotografias e desenhos devem também
ser enviados no formato JPG com alta qualidade, em
um arquivo zipado, anexado no campo proprio de
submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras
devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto
de preferéncia apos a sua primeira citagao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido
publicada deve conter, abaixo da legenda, informacado
sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no
trabalho. (Obs.: As secdes Resultados e Discussao
poderao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,
sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusodes: As conclusdes devem apoiar-se nos
resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEMrevisao de
literatura, discussao, repeticao de resultados e
especulagoes.

Agradecimentos: Ndo obrigatério. Devem ser
concisamente expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas
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em ordem alfabética, dando-se preferéncia a artigos
publicados em revistas nacionais e internacionais,
indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o
minimo possivel, portanto, somente quando
indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais da
ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citagoes no texto

A indicagdo da fonte entre parénteses sucede a citagao
para evitar interrupgdo na sequéncia do texto, conforme
exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva
(1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anuario... (1987/88);

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou
Lopes e Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al.,
1979) ou Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967);
Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et
al., 1979), sempre em ordem cronoldgica
ascendente e alfabética de autores para
artigos do mesmo ano.

Citacao de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido
para se consultar o documento original. Em situacdes
excepcionais pode-se reproduzir a informacao ja citada
por outros autores. No texto, citar o sobrenome do
autor do documento nao consultado com o ano de
publicacdo, seqguido da expressao citado por € o
sobrenome do autor e ano do documento consultado.
Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte
consultada.

Comunicacdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias.
Na citacdo coloca-se o sobrenome do autor, a data da
comunicagdo, nome da Instituicdo a qual o autor é
vinculado.

2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de
quatro autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-
88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J].L. Studies
on immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res.,
v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al.
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Anestesia general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-
20, 1984.

3. Publicacao avulsa (até quatro autores citar todos.
Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México:
UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos
de ostras, mariscos e mexilhdes. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974,
Sao Paulo. Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97.
(Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE,
H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA,
1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington:
National Academy of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos
de carcaca e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f.
Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) -
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar
todos. Acima de quatro autores citar trés autores et
al.):

QUALITY food from animals for a global market.
Washington: Association of American Veterinary Medical
College, 1995. Disponivel em:
<http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr.
2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more
cambative, organized. Miami Herald, 1994. Disponivel
em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submissao e de publicagao

Taxa de submissao: A taxa de submissdo de R$60,00 devera ser paga
por meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletrénico do
Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (n
ecessario preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de
submissdo serao avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como
desisténcia do autor.

Taxa de publicacdo:. A taxa de publicagdo de R$150,00 por pagina,
por ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdo devera ser
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paga por meio de boleto bancéario , cujos dados serao fornecidos na
aprovacao do artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos
dados do autor de contato deve ser enviado um e-mail

para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

e Submission and Publication fee. The publication fee is of US$ 50.00 (
fifty dollars) per page, and US$ 50,00 (fifty dollars) for manuscript
submission and will be billed to the corresponding author at the final
proof of the article. The publication fee must be paid through a bank slip
issued by the electronic article submission system. When requesting the
bank slip the author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias

¢ No caso de o autor encaminhar resposta as
diligéncias solicitadas pelo ABMVZ ou documento
de recurso o mesmo devera ser anexado em
arquivo Word, no item “Justification” (Step 2), e
também enviado por e-mail, aos cuidados do
Comité Editorial,
para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

e No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar
pertinente encaminhar recurso o mesmo deve
ser feito pelo e-
mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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PPG - Programa de Pesquisa de Pos-Graduagio
PEIC - Programa Especial de Iniciagiio Cicntifica

Parecer Final

Declaramos para os devidos fins que o Projeto de Pesquisa intitulado “ASSOCIACAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS COM
ROSUVASTATINA TOPICA NA REVASCULARIZACAO TECIDUAL DE FERIDAS CIRURGICAS EM COELHOS". cadastrado na
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ANEXO C- LAUDO DA ROSUVASTATINA

o"%" Nutrifarm ~NuTRIFARM DO BRASIL IMPORTAGAO E EXPORTAGAO DE |
. ym INGREDIENTES LTDA
Saude, uma questae de principios
3 Nota Fiscal : 89299
s deci’::::\?r:::?n:\“:;«gﬁg::: :o?-‘:ea: s p"?dum fil-« dos orgaos federais, s;aduais e msg‘icr::g:f:respcnséve; S N° Pedido. : 88854
ROSUVASTATINA CALCICA*
Lote Interno : RSAC091215/F1(1) Validade : 01/11/2020 D.C.B. : 07818
Lote Fabricante : RSA0091215 Fabricagdo : 01/12/2015 C.AS. : 147098-20-2
Origem : INDIA Andlise : 30/06/2016 N.C.M. 1 2932.20.00
Procedéncia - BRASIL Form. Molec : Caf 2(C22H27FN3068)] N°O. Frac @ 4004
Fabricante : UNIQUE LABORATORIES PRIVATEL | Peso Molec : 1.001,149
Anélises Realizadas pelo Distribuidor :
Teste : Especificacdo : Resultado :
Aspecto P06 cristalino branco a quase branco creme De acordo
Solubilidade Soltivel em acetonitrila e levemente soltvel em De acordo
acetona.
Identificacgio IR / Reag#o de precipitagéo De acordo
Agua (K.F.) Méaximo 6,0% 2,302
Substancias Relatadas Qualquer impureza individual - Maximo 0,5% <0,5
Total de impurezas - Maximo 1,0% <1,0
Teor 98,0% a 102,0% - Base anidra 99,02
Contelido de calcio 3,6% a 4,5% 4,20
Rotacdo Optica Especifica +14,0°a +18,0° +14,90°
Metais pesados Méximo 20 ppm <20
Armazenamento : Ficha de Seguranga : Referéncia :
ARMAZENAR EM RECIPIENTE HERMETICAMENTE FECHADO Método do Fabricante

MANTER AO ABRIGO DA LUZ.
GUARDAR EM LOCAL SECO E FRESCO.

Resultado : Aprovado (X) Conclusio : Todos os resultados atendem as especificacbes

e ety ~ Conferéncia automatizada
: AR T = 1
:féw-«o:gmxo s 7%@&}@ T
Flavio Francisco de Souza Paulo Cesar Silva Ramalho Data de emissao : 11/10/2016
Farmacéutico Resp CRF : 63.833-SP Supervisor do CQ CRQ IV : 04471803
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