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RESUMO

Imunoexpressao de colageno tipos | e lll em bidpsias de feridas dérmicas de
coelhos tratadas com gel de rosuvastatina e plasma rico em plaquetas
autélogo

A pele é considerada a primeira barreira de defesa do organismo, sendo uma
estrutura de grande importancia. A epiderme e a derme sdo as camadas mais
externas da pele, sendo a derme, a camada mais espessa e que apresenta grande
quantidade de colageno. A cicatrizagao de feridas pds-cirurgia envolve multiplos
eventos como, inflamacgdo, proliferagdo de fibroblastos, sintese de matriz
extracelular, vascularizagao e epitelizacéo; e o tratamento ideal deve incluir produtos
anti-fibréticos, anti-inflamatérios, e promotores de vascularizagdo. O Plasma Rico em
Plaquetas Autologo (PRPa) e a Rosuvastatina (RSV) possuem, dentre estas,
inumeras atividades biolégicas que contribuem no processo de reparagao tecidual,
reforcando sua importancia na engenharia de tecidos. Com o objetivo de avaliar a
imunoexpressao de fibras colagenas dos tipos | e lll produzidas quando da utilizagao
do PRPa e/ou RSV em feridas dérmicas induzidas, foram utilizadas 32 bidpsias de 8
coelhos adultos, machos, clinicamente saudaveis, da raca Nova Zelandia. As feridas
que originaram as bidpsias foram tratadas com PRPa e RSV isoladamente ou em
associacao, nos dias 0, 3, 7, 10 e 14. As amostras de pele foram coletadas no dia 17
e fixadas em formol 10% durante 24 a 48 horas, depois lavadas e transferidas para
solugao de alcool 70%. Em seguida foram processadas conforme técnica de rotina
histolégica para microscopia O6ptica e inclusas em parafina. Os cortes foram
montados em l|aminas silanizadas para a realizacdo da imuno-histoquimica,
utilizando a técnica da imunoperoxidase indireta. A imunoexpressao de colageno
tipo | foi maior nas feridas que receberam PRPa, e o tratamento com PRPa+RSV
proporcionou maior imunoexpressao de fibras colagenas tipo Ill e menor expressao
de colageno tipo I, quando comparado ao controle e aos demais tratamentos, mas
sem diferenga estatistica (P>0,05). Uma ferida com predominancia de colageno tipo
Il em relagdo ao colageno tipo | condiz com a fase de inflamagéo do processo
cicatricial sendo que, nas fases seguintes (proliferagdo e maturagao), o colageno
tipo | passa a predominar. Neste estudo, ocorreu a predominancia de colageno tipo
Il na fase de proliferacdo. Conclui-se que a associacdo de PRPa + RSV no
tratamento de feridas demonstrou um possivel efeito aditivo na imunoexpresséo de
colageno tipo Ill, podendo ser uma alternativa viavel para agéo de reparagao tecidual
e formagao de colageno, otimizando o processo cicatricial.

Palavras-chave: Biomateriais. Cicatrizagdo. Estatinas. Pele.



ABSTRACT

Collagen types | and Ill immunoexpression in rabbit skin biopsies treated with
rosuvastatin gel and autologous platelet-rich plasma

The skin is considered the first defense barrier of the organism, being a structure of
great importance. The epidermis and the dermis are the outermost layers of the skin,
with the dermis being the thickest layer that has a large amount of collagen. Post-
surgery wound healing involves multiple events such as inflammation, fibroblast
proliferation, extracellular matrix synthesis, vascularization and epithelialization; and
the ideal treatment should include anti-fibrotic, anti-inflammatory, and vascularity-
promoting products. Autologous Platelet Rich Plasma (PRPa) and Rosuvastatin
(RSV) have, among these, numerous biological activities that contribute to the tissue
repair process, reinforcing their importance in tissue engineering. In order to evaluate
the immunoexpression of types | and Il collagen fibers produced when using PRPa
and / or RSV in induced dermal wounds, 32 biopsies from 8 clinically healthy adult
male Zealand rabbits were used. The wounds that originated the biopsies were
treated with PRPa and RSV alone or in combination, on days 0, 3, 7, 10 and 14. Skin
samples were collected on day 17 and fixed in 10% formaldehyde for 24 to 48 hours,
then washed and transferred to 70% alcohol solution. Then they were processed
according to a routine histological technique for optical microscopy and included in
paraffin. The sections were mounted on silanized slides for immunohistochemistry,
using the indirect immunoperoxidase technique. Type | collagen immunoexpression
was higher in wounds that received PRPa, and treatment with PRPa + RSV provided
greater immunoexpression of type Il collagen fibers and less expression of type |
collagen when compared to control and other treatments, but without statistical
difference (P> 0.05). A wound with a predominance of type Ill collagen over type |
collagen is consistent with the inflammation phase of the healing process and, in the
following phases (proliferation and maturation), type | collagen becomes
predominant. In this study, there was a predominance of type Ill collagen in the
proliferation phase. It is concluded that the association of PRPa + RSV in the
treatment of wounds demonstrated a possible additive effect in the
immunoexpression of type lll collagen, which can be a viable alternative for tissue
repair and collagen formation, optimizing the healing process.

Keywords: Biomaterials. Healing. Statins.Skin.



LISTA DE SIGLAS

FRP — Fibrina Rica em Plaquetas
FRPa — Fibrina Rica em Plaquetas autdloga
HMG CoA — 3-Hidroxi-3-Metilglutaril-Coenzima A
PRP — Plasma Rico em Plaquetas
PRPa — Plasma Rico em Plaquetas autdlogo

PRPa + RSV — Associagéo de Plasma Rico em Plaquetas autélogo com Rosuvastatina
em gel

RSV — Rosuvastatina
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Artigo Original

Resumo

A pele ¢ considerada a primeira barreira de defesa do organismo, sendo uma estrutura de
grande importancia. A epiderme e a derme sdo as camadas mais externas da pele, sendo a
derme, a camada mais espessa e que apresenta grande quantidade de colageno. A cicatrizagao
de feridas pos-cirurgia envolve multiplos eventos como, inflamagdo, proliferagao de
fibroblastos, sintese de matriz extracelular, vascularizacdo e epitelizagdo; e o tratamento ideal
deve incluir produtos anti-fibroticos, anti-inflamatorios, e promotores de vascularizagdo. O
Plasma Rico em Plaquetas Autologo (PRPa) e a Rosuvastatina (RSV) possuem, dentre estas,
inimeras atividades bioldgicas que contribuem no processo de reparagdo tecidual, reforgando
sua importancia na engenharia de tecidos. Com o objetivo de avaliar a imunoexpressdo de
fibras colagenas dos tipos I e III produzidas quando da utilizacdo do PRPa e/ou RSV em
feridas dérmicas induzidas, foram utilizadas 32 biopsias de 8 coelhos adultos, machos,
clinicamente saudaveis, da raca Nova Zelandia. As feridas que originaram as bidpsias foram
tratadas com PRPa e RSV isoladamente ou em associacao, nos dias 0, 3, 7, 10 e 14. As
amostras de pele foram coletadas no dia 17 e fixadas em formol 10% durante 24 a 48 horas,
depois lavadas e transferidas para solu¢do de alcool 70%. Em seguida foram processadas
conforme técnica de rotina histologica para microscopia Optica e inclusas em parafina. Os
cortes foram montados em laminas silanizadas para a realizagdo da imuno-histoquimica,
utilizando a técnica da imunoperoxidase indireta. A imunoexpressdo de colageno tipo 1 foi
maior nas feridas que receberam PRPa, e o tratamento com PRPa+RSV proporcionou maior
imunoexpressdo de fibras colagenas tipo III e menor expressdao de coladgeno tipo I, quando
comparado ao controle e aos demais tratamentos, mas sem diferenca estatistica (P>0,05).
Uma ferida com predominancia de colageno tipo III em relagao ao colageno tipo I condiz com
a fase de inflama¢do do processo cicatricial sendo que, nas fases seguintes (proliferacdo e
maturagdo), o colageno tipo I passa a predominar. Neste estudo, ocorreu a predominancia de
colageno tipo III na fase de proliferacdo. Conclui-se que a associagdo de PRPa + RSV no
tratamento de feridas demonstrou um possivel efeito aditivo na imunoexpressao de colageno
tipo III, podendo ser uma alternativa viavel para acdo de reparagdo tecidual e formagao de
colageno, otimizando o processo cicatricial.

Palavras-chave: Biomateriais. Cicatrizagdo. Estatinas. Pele.
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Introducio

Considerada a primeira barreira de defesa do organismo, a pele exerce € uma estrutura
de grande importancia. Caso ocorram lesdes na pele, a cicatrizagdo ¢ fundamental no sentido
de manter a pele intacta. A pele ¢ divida em derme e epiderme, sendo a epiderme a camada
mais externa € menos espessa, ¢ a derme, a camada mais interna, mais espessa, rica em
colageno, elastina e elementos da matriz extracelular [Miller et al., 2013]. O processo
habitual de reparacdo de feridas consiste em uma sequéncia de fases, recuperando a derme ¢ a
epiderme, tais como a inflamacgao, que ocorre até o terceiro dia de lesdo; a proliferacdo, que
ocorre do quarto até o vigésimo dia; e remodelacdo, que vai do vigésimo primeiro dia em
diante [Reinke; Sorg, 2012].

O colageno ¢ um componente muito importante na derme, ¢ desempenha um papel-
chave na elasticidade e resisténcia da pele [Bedoya et al., 2016]. A matriz extracelular
dérmica e as fibras dérmicas possuem de 80% a 90% de fibras coldgenas. Predominam na
derme os coldgenos tipos I e III, que sdo responsaveis por aproximadamente 87% e 10%,
respectivamente, de todo o coldgeno dérmico produzido [Miller et al., 2013], sendo que o tipo
III predomina na cicatrizagdo inicial e o tipo I na cicatriz mais resistente e tardia, apos ocorrer
a remodelagem [Medeiros; Dantas-Filho, 2016]. Isso demonstra claramente a importancia da
expressao de colageno no processo de regeneragao tecidual e na cicatrizagdo, tanto em lesdes
cutaneas simples, e especialmente em lesdes cronicas de dificil cicatrizagdo, como lesdes por
pressdo, ulceras venosas e diabéticas.

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo complexo, que depende de diversos tipos de
células, fatores de crescimento, matriz extracelular e citocinas. Faz-se necessario uma
compreensdo abrangente sobre a remodelagcdo de tecidos e do processo de cicatrizagdo,
juntamente com a compreensao da interacao célula-célula/biomaterial [Nour et al., 2019].

Produtos como o Plasma Rico em Plaquetas autélogo (PRPa) vém sendo utilizados
ha mais de duas décadas [Khademhosseini; Langer, 2016]. O PRPa ¢ um concentrado de
plaquetas em um pequeno volume de plasma que possui fatores de crescimento (FC) e
proteinas osteocondutoras, que também serve de matriz para migracdo epitelial, formagao
Ossea, assim como de tecido conjuntivo. Essas propriedades o tornam um produto com grande
potencial de melhorar a integracdo de enxertos dsseos, cutaneos, cartilaginosos ou de gordura,
assim como estimular a cicatrizacao de feridas [Vendramin et al., 2006].

A rosuvastatina (RSV) ¢ um medicamento da classe das estatinas, considerado um

inibidor competitivo altamente eficaz da HMG-Coa redutase, enzima responsavel pela via
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metabolica que produz o colesterol [Pradeep et al., 2016]. Atualmente ¢ utilizada no
tratamento da hiperlipidemia e na prevencao de doencas cardiovasculares [Wu et al., 2016], e
além dessa aplicagdo, foi relatado que a RSV possui multiplas atividades bioldgicas, incluindo
efeito anti-fibrético, anti-inflamatério, promotor da vascularizacao [Kata et al., 2015], além de
prevenir o dano tecidual [kirzioglu et al., 2018]. Juntamente a esses fatores protetores e pro-
cicatrizantes, faz-se necessario a expressdo de fibras que contribuem com a integridade de
tecidos, como € o caso do coladgeno [Silva; Penna, 2012].

As lesdes de pele interferem diretamente na qualidade de vida da populagdo,
causando impactos fisicos, psiquicos, sociais, profissionais e econdmicos, constituindo um
sério problema de saude publica [Waidman et al., 2011].

Muitas alternativas foram propostas para restaurar o tecido lesado do hospedeiro,
porém, ainda nao existem opg¢des economicamente vidveis. Enquanto isso, os pacientes
afetados permanecem propensos a varios fatores complicantes, como doencas funcionais,
preocupagdes sociais e encargos econdmicos e financeiros [Miron; Zhang, 2018]. Baseado
nisso, a existéncia de uma alternativa terapéutica de baixo custo e de facil aplicabilidade para
tratamento de pacientes com lesdes por pressao, uUlceras diabéticas ou venosas, por exemplo,
seria de grande importancia clinica e de relevante impacto social, devido a obten¢do de uma
cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria.

A hipdtese do presente estudo € a de que haveria um efeito aditivo pelo uso de PRPa
e RSV na imunoexpressdo dos colagenos I e III, com otimizacdo do processo cicatricial,
aumentando a producdo de colageno na fase proliferativa da cicatrizagdo, com a finalidade de
melhorar a qualidade do reparo tecidual.

Considerando a importancia do plasma rico em plaquetas autdlogo como um
biomaterial promissor e os poucos estudos envolvendo uma estatina no processo cicatricial, o
objetivo deste estudo foi avaliar a imunoexpressao de fibras colagenas tipos I e 111, quando da

utilizagdo do PRPa e/ou RSV em bidpsias deferidas dérmicas induzidas em coelhos.

Material e Métodos
O estudo foi aprovado pelo comité de ética do uso de animais (CEUA) da
Universidade do Oeste Paulista - Unoeste de Presidente Prudente, Sdao Paulo, Brasil

(protocolo n°® 5170).
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Animais

Foram utilizados 8 coelhos machos adultos, clinicamente saudaveis, da raga Nova
Zelandia, peso médio 3,0+1,0kg, com idade média de 2 anos, que receberam tratamento com
PRPa, RSV e associagdes. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com
temperatura ambiente de 22°C+2°C e fotoperiodo (12 horas claro/escuro) controlados. Os
coelhos passaram por um periodo de adaptagdo de sete dias antes do estudo. Durante todo o

experimento foram mantidos em condig¢des padronizadas de dieta e d4gua a vontade.

Plasma rico em plaquetas autdlogo (PRPa)

Ap6s procedimento anestésico, foram colhidos 4mL de sangue venoso proveniente da
orelha do coelho, utilizando scalp 25G. O material foi transferido para um frasco contendo o
anticoagulante citrato de sédio, deste material foi retirada uma aliquota para a contagem
automatica de plaquetas (contador automatico SysmexPochDiff100iV-Roche) e depois
centrifugado, inicialmente a 200G (centrifuga Excelsa Baby 206R) durante 10 minutos para
formacdo de dois niveis: toda a fracdo correspondente ao plasma mais 200uL da fragdo
vermelha que foi transferida para outro tubo para nova centrifuga¢ao (400G por 10 minutos)

[Tetila et al., 2019].

Gel de rosuvastatina (RSV)

Para a formulacdo do gel de rosuvastatina a 1,2% foi utilizado um solvente para
dilui¢do da droga, e posteriormente preparado um gel aristoflex com 20% de glicerina
aquecida em banho-maria (50 — 60°C) a fim de homogeneizar o polimero com o solvente e
a droga, evitando a cristalizagdo do ativo [Grover et al., 2016 com modificagdes]. O gel foi
colocado manualmente nas feridas tratadas com RSV isolada ou associada ao PRPa, ¢ a

quantidade foi suficiente para cobrir a lesdo [Tetila et al., 2019].

Indugdo e tratamento das feridas

Com os animais anestesiados, foi realizado a antissepsia e demarcagao da pele do
dorso dos coelhos em quatro locais com auxilio de caneta Pilot® ¢ um punch de 8 mm foi
utilizado para realizagdo das feridas cirargicas. Os fragmentos foram retirados com auxilio
de uma pinga anatdmica, preservando a musculatura. Cada ferida realizada recebeu
diferentes tratamentos: solucdo fisiologica (considerada ferida controle), PRPa, RSV e
associacao (PRPa+RSV). Em seguida todas as feridas foram cobertas com ryon estéril e

curativo adesivo (Band Aid®). Apés o procedimento cirGrgico, os animais receberam
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cloridrato de Tramadol (0,5mg/Kg, IM, 2 vezes ao dia durante 3 dias consecutivos), a fim
de minimizar o desconforto inicial.

O tratamento e a troca dos curativos foram realizados nos dias 0, 3, 7, 10 e 14,
segundo protocolo estabelecido por Vendramin et al., [2010] até completarem 16 dias de
experimento. No 17° dia, prosseguiu-se com a realizacdo de biopsia da ferida para
avaliagao.

Os animais foram eutanasiados em camara de CO, ap0s anestesia com a associagao
de Cloridrato de Tiletamina e Zolazepam 30 mg/Kg IM e Xilazina a 2% 0,2 mg/KgIM e a
comprovagdo da morte foi realizada a partir da avaliacdo dos batimentos cardiacos. Apds a
eutanasia os animais foram identificados, congelados e armazenados para uso em aulas

praticas.

Analise Imuno-histoquimica

A verificagdo histologica do processo cicatricial do dia 17, dos coladgenos I e III,
foi realizada por meio da imuno-histoquimica, usando a técnica de imunoperoxidase
indireta. Tal procedimento foi realizado no Laboratorio de Matriz Extracelular (LabMEC)
do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

Foram utilizadas 32 amostras de pele, sendo 8 de cada grupo (controle, PRPa, RSV
e PRPa + RSV), que foram fixadas em soluc¢do de formalina a 10% tamponada com pH 7,0
por 24 a 48 horas, e depois lavadas em agua corrente por 1 hora. Apos isso, os fragmentos
foram transferidos para uma solugdo de alcool 70%. Apds os procedimentos padronizados
para realizacdo de inclusdo dos tecidos em parafina, prosseguiu-se com os cortes na
espessura de 4pum e montagem em laminas silanizadas.

Para a recuperagdo antigénica, as laminas foram imersas em tampao citrato (pH
6,0) na panela de pressdo (aproximadamente 100° C) em banho-maria, durante 30 minutos.
Em seguida, foram lavadas com PBS (tampao fosfato salino) e submetidas ao processo de
bloqueio da peroxidase endogena com a utilizacdo de uma mistura de PBS e perdxido de
hidrogénio, durante 10 minutos, no escuro. Em seguida foi feito novo bloqueio com leite
desnatado 5% em PBS.

Os cortes foram incubados com o anticorpo primario diluido em BSA 1% para
colageno tipo I ou colageno tipo III overnight a 4°C. Posteriormente, as laminas foram

lavadas com PBS. Os cortes de pele foram incubados com o anticorpo secundario, também
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212 diluido com BSA 1%, durante 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente. A rea¢ao
213 imuno-histoquimica foi entdo revelada com o DAB (diaminobenzidina) (Tabela 1).

214 Devido a presenca de bastante colageno na pele, ndo foi utilizado controle positivo
215 e, para o controle negativo, um dos cortes nao recebeu anticorpo primario (recebeu apenas
216 anticorpo secundario). Em seguida, foram contra-corados com hematoxilina. Todas as
217 diluigdes utilizadas foram previamente testadas [Souza et al., 2015].

218

219  Tabela 1. Anticorpos utilizados para avaliacdo dos colagenos em feridas de coelhos tratadas

220 com PRPa, RSV ¢ associagoes.

Tipo de anticorpo Hospedeiro Fabricante Codigo Diluicao
Anticorpo primario Camundongo GeneTex GTX26308 1:50
colageno tipo
I(monoclonal)
Anticorpo primario Camundongo NovusBiolo NBP1-05119 1:100
colageno tipo gicals
ITI(monoclonal)
Anticorpo secundario— Caprino Abcam ab6789 1:200
goatanti-
mouselgGH&L (HRP)

221

222 Captagao das Imagens

223 Para a captacdo das imagens, foi utilizado microscéopio optico (Leica DMLB, Sao
224 Paulo, SP, Brasil) acoplado a uma camera (Leica DFC300 FX, Sao Paulo, SP, Brasil). As
225 imagens observadas no microscopio foram projetadas em um monitor através de um
226 software analisador de imagem (LeicaQWin Plus, Sao Paulo, SP, Brasil). O sistema
227 apresenta, na tela do computador, a imagem original digitalizada a partir da lamina
228 histologica. As imagens foram obtidas no aumento de 400x, na regido abaixo da epiderme.
229 A area imunomarcada, apresentando a coloragdo acastanhada, foi avaliada a partir

230 da técnica de deconvolugao de cores, usando o Plugin “ColourDeconvolution” no software

231 Fiji. Para tanto, a imagem foi separada em 3 cores: verde (fundo da lamina), azul
232 (hematoxilina) e acastanhada (drea imunomarcada), sendo apenas esta ultima utilizada para
233 a quantificacdao. Na se¢ao “Imagens”, foi selecionado “Threshold” para a sele¢dao das areas

234 marcadas e posterior quantificagdo. Para que nao fosse detectada pouca marcagdo em areas
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bastante marcadas ou excesso de marcacdo em areas pouco marcadas, foi estabelecido um
intervalo de 0-180 para os tons de castanho do histograma. Apo6s a aplicagdo da mascara na
area imunomarcada, foi mensurada a porcentagem desta marcacdo em relacdo a area, sendo
que uma média foi calculada a partir de 3 imagens obtidas de cada ferida [Andrade et al.,

2011].

Analise Estatistica
A avaliacdo do efeito dos tratamentos foi realizada com o programa estatistico
GraphPadPrism, versdo 5.01. Para validacdo dos pressupostos de normalidade dos dados e
homogeneidade de variancias foi realizado teste de normalidade dos dados (Shapiro Wilk) e
de homogeneidade de varidncia entre os grupos (Bartlett). Para comparacdo entre os
tratamentos foram realizados os testes Kruskal Wallis e Tukey. Diferengas foram

consideradas significativas quando P < 0,05.

Resultados

A imunoexpressdao de colageno tipo I foi maior nas feridas que receberam PRPa
quando comparada ao controle e aos demais tratamentos. J4 o tratamento com PRPa+RSV
proporcionou maior imunoexpressdo de fibras coldgenas tipo III e menor expressdo de
colageno tipo I, quando comparado ao controle e aos demais tratamentos, mas sem diferenga
estatistica (P>0,05) (Figuras 1 e 2).
Figura 1. A: Marcagdo imuno-histoquimica para o colageno tipo I (COL I) no dia 17 com
controle negativo (NC) e diferentes grupos experimentais. Ampliagdo: 400x. Barra de
escala: 50um. B: Marca¢do imuno-histoquimica para colageno tipo III (COL III) no dia 17

com controle negativo (NC) e diferentes grupos experimentais.

Control PRPa RSV PRPa + RSV

COL |

(e COL 1l
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Figura 2: C e D: Graficos representando a porcentagem média de imunocoloragdo para
colageno tipos I e III nos diferentes grupos experimentais (Control = controle, PRPa =
plasma rico em plaquetas autdlogo; RSV = rosuvastatina; PRPa + RSV = plasma rico em

plaquetas aut6logo e rosuvastatina).
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Demonstramos neste estudo que o tratamento associado de PRPa+RSV levou a uma
predominancia de colageno tipo III, pois foi o que proporcionou maior imunoexpressao
deste tipo de colageno e uma menor imunoexpressao de colageno do tipo I. Ja o tratamento
com PRPa foi o que proporcionou maior imunoexpressao de coldgeno tipo I, em
comparagao aos outros grupos.

De acordo com Witte e Barbul [1997], na fase de inflamag@o do processo cicatricial
ocorre predominancia de colageno tipo III em relagdo ao tipo I, e que nas fases seguintes
(proliferacao e maturacao) passa a predominar o coldgeno tipo I. Em nosso estudo, a
imunoexpressao de colageno tipo III predominou em relagdo ao tipo I no tratamento com
PRPa e RSV em associagdo, na fase de proliferacdo. Este achado antagonico poderia ser
explicado pelo fato das feridas estarem ainda em fase de cicatrizagdo [Broughton et al.,
2006].

Pietrovski et al. [2012] realizaram uma revisdo com o objetivo de melhor
compreender o uso das estatinas no tratamento de Ulceras em pés diabéticos, e concluiram
que existem algumas evidéncias provenientes de estudos experimentais em favor do uso das
estatinas nesse tipo de lesdo, e que, apesar de serem estudos experimentais, os resultados
sugerem um efeito promissor no processo cicatricial. Essas evidéncias representam um
indicio de que as estatinas aceleram a cicatrizacdo em lesdes de pele, no entanto, mais

estudos clinicos sdo necessarios para avaliar o uso terapéutico para essa indicagao.
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As bactérias presentes em feridas prejudicam a cicatrizagdo, ativando a via
alternativa do complemento, amplificando e prolongando a fase inflamatéria da cicatrizagao
[Deodhar; Ranna; 1997]. Ko et al. [2018] avaliaram os efeitos antibacterianos in vitro das
estatinas contra patdégenos bacterianos que causam infec¢des na pele, e verificaram que as
estatinas podem reduzir a formagdo de biofilme e diminuir a adesdo bacteriana as
superficies ambientais. Sobre o mesmo tema, Olivetti et al. [2019] utilizaram hidrogéis
modificados de colageno impregnados com sinvastatina como curativos para feridas na
pele, e observaram que a atividade antibacteriana foi prolongada, confirmando as
propriedades antimicrobianas das estatinas.

Além disso, foram demonstradas atividades bacteriostaticas contra Staphylococcus
aureus ¢ Escherichia coli, no uso do PRP rico em leucocitos [Bielecki et al., 2007]. Esses
dados sdao importantes no sentido de reforcar a importancia do controle de infecgdes no
processo cicatricial. Em nosso estudo, as feridas induzidas eram limpas e permaneceram
livres de sinais de infec¢do durante todo o periodo de estudo e realizacdo dos tratamentos.

Em estudo realizado por Maged et al. [2019], os autores utilizaram células tronco
mesenquimais associadas a curativos de quitosana impregnados com rosuvastatina em ratos
albinos, com a finalidade de melhorar a cicatrizacdo de feridas induzidas. Concluiram que,
os curativos impregnados com rosuvastatina aumentaram a proliferagdo de fibroblastos
dérmicos em comparagdo com o placebo. Além disso, apds 30 dias da implantacdo deste
curativo, foi possivel observar regeneragao dérmica aprimorada e auséncia de formagao de
cicatriz hipertréfica. Em nosso estudo, a avaliagdo ocorreu no décimo sétimo dia apds a
lesdo, nao sendo possivel observar o processo cicatricial mais tardio. Portanto, pretende-se
realizar novos estudos com a finalidade de avaliar a reparagdo tecidual nas fases seguintes.

Adicionalmente, Ferreira et al. [2019] estudaram o efeito da associacdo de
biomateriais e rosuvastatina topica na reparagdo tecidual de feridas cirurgicas em coelhos.
Os biomateriais utilizados entre os grupos foram o PRPa, e FRPa (Fibrina Rica em
Plaquetas autdloga), isoladamente e em associagdo a rosuvastatina. Nos resultados ¢
possivel observar que a rosuvastatina isolada e FRPa associada a RSV, foram superiores na
quantidade de fibroblastos produzidos, em comparacdo aos grupos controle e FRPa
(P<0,05). Os autores concluiram entdo, que tanto a RSV quanto a FRP possuem bons
efeitos cicatrizantes, e que a associagdo de ambas foi benéfica e demonstrou um possivel
efeito aditivo na proliferacao de fibroblastos, indo de encontro aos achados de nosso estudo
na associa¢ao de um biomaterial com a rosuvastatina, no sentido de melhorar os aspectos

gerais do processo cicatricial.
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Poucos estudos avaliaram especificamente o uso de PRPa e RSV na cicatrizagdo de
feridas, principalmente no que tange a avaliacdo da imunoexpressao de diferentes tipos de
colageno. Tetila et al. [2019], realizaram um estudo longitudinal sobre o uso do plasma rico
em plaquetas autdlogo e rosuvastatina na cicatrizacdo de feridas em coelhos, onde
avaliaram aspectos microscopicos e macroscopicos. Os autores observaram que o
PRPa+RSV e PRPa isolado, apresentaram maior quantidade de fibras colagenas, 90,76% e
90,07%, respectivamente, quando comparados a RSV isolada (85,98%) e ao grupo controle
(78%), corroborando os achados de nosso estudo sobre o aumento de fibras colagenas pelo
uso de PRPa isolado ou em associacdo com RSV. Além disso, as feridas tratadas com PRPa
resultaram em bordas com fechamento mais homogéneo, reafirmando a importancia dos
biomateriais na cicatrizagao de feridas.

Na pratica clinica, as atividades biologicas de biomateriais associados a estatinas,
poderiam contribuir de maneira importante no tratamento de lesdes de pele, tais como
ulceras diabéticas, ou outras de dificil cicatriza¢do e/ou com sinais de infec¢ao.

Conclui-se que a associacao de PRPa ao gel de rosuvastatina no tratamento de feridas
demonstrou um possivel efeito aditivo na imunoexpressao de colageno tipo III, podendo ser
uma alternativa vidvel para agdo de reparacgdo tecidual e formacao de colageno, otimizando

0 processo cicatricial.
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ANEXO B- LAUDO DA ROSUVASTATINA

RP Nutrifarm ~NuTRIFARM DO BRASIL IMPORTAGAO E EXPORTAGAO DE 0
= — INGREDIENTES LTDA
adde, uma questao de principios
Nota Fiscal : 89299

e e o e /| N Piotios 8854

ROSUVASTATINA CALCICA*
Lote Interno : RSA0091215/F1(1) Validade : 01/11/2020 D.C.B. 1 07818
Lote Fabricante : RSA0081215 Fabrica¢do @ 01/12/2015 C.A.8. 1 147098-20-2
Origem : INDIA Anélise : 30/06/2016 N.C.M. : 2932.20.00
Procedéncia ! BRASIL Form. Molec ; Caf 2(C22H27FN3068)] N°O. Frac  : 4004
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Aspecto Po cristalino branco a quase branco creme De acordo
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acetona.
Identificagao IR / Reago de precipitagéo De acordo
Agua (K.F.) Méximo 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
Contetdo de célcio 3,5% a 4,5% 420
Rotacao Optica Especifica +14,0° 2 +18,0° +14,90°
Metais pesados Méximo 20 ppm <20
Armazenamento : Ficha de Seguran¢a : Referéncia :

ARMAZENAR EM RECIPIENTE HERMETICAMENTE FECHADO
MANTER AQO ABRIGO DA LUZ.
GUARDAR EM LOCAL SECO E FRESCO.

Método do Fabricante

Resultado ;: Aprovado (X) Conclusdo : Todos os resultados atendem as especificacdes
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Documents

& Research Article (DOC, 46.5 KB)

Review Articles

Review Articles are considered reviews of research or summary articles. They are state-of-the-
art papers covering a current topic by experts in the field. They should give evidence on and
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Meeting Reports/Abstracts

More information is available in the downloadable Meeting Report sample below.
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Methods Articles primarily describe methods or procedures used to perform an experiment or
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General Conditions
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English grammar and usage are ocbserved. Use of a professional > languare editing service prior
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All manuscripts are subject to editorial review.
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By submitting an article for publication, the authors agree to the transfer of the copyright to the
publisher upon acceptance. Accepted papers become the permanent property of the Journal
and may not be reproduced by any means, in whole or in part, without the written consent of
the publisher.

The Submission Statement with original (hand-written) signatures is to be provided upon
submitting the paper. If it is not possible to collect all signatures on a single document,
individual copies should be provided for each author. Manuscripts may be accompanied by a
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Karger recormmends the use of original images and materials whenever possible. If a submitted
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obtain permission from the relevant copyright holder for reusing the material(s), including any
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avoid copyright infringement.

Maost publishers offer a quick and easy way to clear permissions for their content via the built-in
website application RightsLink or via > hitpsiwww.copyrichtcom/set-permissions/. Another
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Plagiarism

Whether intentional or not, plagiarism is a serious offense. If evidence of plagiarism is found
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Peer Review
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aim is to provide authors with timely and constructive feedback regarding their submitted
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Article Preparation

Formatting

The preferred word processing program for manuscripts is Microsoft Word. Page and line
numbering should be activarted, and the level of subheadings should be indicated clearly.

Footnotes should be avoided. When essental, they should be numbered consecutvely and
appear at the foot of the appropriate page.

Abbreviations (with the exception of those clearly well established in the field) should be
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Manuscript Arrangement
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Place the full postal address of the corresponding author at the bottom of the first page,
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Online Supplementary Material
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Reference Management Software
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Author Services
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More information is available on the > Author Resources section of the Karger homepage.
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