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RESUMO

Analise cicatricial das les6es provocadas por queimaduras em coelhos e
tratadas com fibrina rica em plaquetas autéloga

A queimadura é um tipo comum de ferida, tendo sua classificacdo baseada no
agente causal, tempo de exposi¢cao e porcentagem de tecido atingido. ocasionando
danos fisicos, emocionais e financeiros ao paciente queimado. O uso de curativos
contendo substancias cicatrizantes e anti-infecciosas € uma das opg¢des para a
terapia local. Avangos no campo da engenharia de tecidos demonstram que o uso
da fibrina rica em plaquetas autologa (FRPa), possa ter um grande potencial
regenerativo em feridas complexas como as de queimados. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a resposta cicatricial das feridas tratadas ou ndo com FRPa apés
gueimadura de segundo grau, de forma sequencial e comparativa. Foram utilizados
10 coelhos da raga Nova Zelandia, machos, adultos, distribuidos em dois grupos:
grupo C-controle (n=5), que receberam tratamento padrao para queimaduras (5g de
creme a base de sulfadiazina de prata a 1%), grupo T (n=5), tratados com FRPa.
Para inducao das lesdes, foram feitas queimaduras com barra de ferro padronizada
(5 cm?), aquecida em banho de agua fervente, por um periodo de 10 seg/quadrante.
Apos este procedimento, os animais receberam cloridrato de Tramadol (4,0mg/Kg,
IM), 2 vezes ao dia durante 3 dias consecutivos. As biopsias de pele foram
realizadas aos 7,14, 21 e 30 dias poés lesédo para avaliar a crosta fibrinoleucocitaria,
porcentagem de contragcdo e reepitelizagdo. Ambos os grupos aos 7 dias tiveram
100% das feridas com crostas, que evoluiram para auséncia ao final de 30 dias de
experimento. A contragao das feridas tratadas com FRPa ocorreu aos 14 dias pos
queimadura, em detrimento ao grupo controle (21 dias) agilizando a processo
cicatricial. Quando comparado ao grupo controle, verificou-se que as feridas tratadas
com FRPa apresentaram um inicio de reepitelizagdo aos 7 dias, diferentemente do
grupo controle que teve o inicio aos 14 dias. Conclui-se que o uso da FRPa
proporcionou uma cicatrizagdo mais rapida e organizada sendo um biomaterial
viavel para tratamento de queimaduras.

Palavras-chave: biomaterial, coelhos, reepitelizacdo, queimaduras.



ABSTRACT

Skin burn wound healing in rabbits treated with autologous platelet-rich fibrin

Burns are a common type of wound, and its classification is based on the causal
agent, exposure time and percentage of tissue affected. causing physical, emotional
and financial damage to the burned patient. The use of dressings containing healing
and anti-infective substances is one of the options for local therapy. Advances in the
field of tissue engineering demonstrate that the use of autologous platelet-rich fibrin
(aPRF) can have a great regenerative potential in complex wounds such as burns.
The aim of the present study was to evaluate the healing response of wounds treated
or not with aPRF after second-degree burns, sequentially and comparatively. Ten
adult male New Zealand rabbits were used, divided into two groups: C-control group
(n=5), which received standard treatment for burns (5g of 1% silver sulfadiazine
cream), group T (n=5), treated with aPRF. To induce the lesions, burns were
performed with a standardized iron bar (5 cm2), heated in a boiling water bath, for a
period of 10 sec/quadrant. After this procedure, the animals received Tramadol
hydrochloride (4.0mg/Kg, IM), twice a day for 3 consecutive days. Skin biopsies were
performed at 7,14, 21 and 30 days post-lesion to assess fibrinoleukocyte crust,
reepithelialization and percentage of contraction. Both groups at 7 days had 100% of
the wounds with scabs, which evolved to absence at the end of 30 days of the
experiment. The contraction of wounds treated with aPRF occurred 14 days after the
burn, to the detriment of the control group (21 days), speeding up the healing
process. When compared to the control group, it was found that the wounds treated
with aPRF presented an onset of re-epithelialization at 7 days, unlike the control
group, which started at 14 days. It is concluded that the use of aPRF provided a
faster and more organized healing, being a viable biomaterial for the treatment of
burns.

Keywords: biomaterial, rabbits, re-epithelialization, burns.
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Resumo

Objetivos: avaliar a cicatrizagdo das feridas tratadas ou ndo com FRPa de forma
sequencial e comparativa, além de verificar o potencial de cicatrizacdo do
biomaterial quando exposto a lesao causada por queimadura.

Métodos: estudo aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista- Presidente Prudente -Brasil (protocolo numero
6602). 10 coelhos da raga Nova Zeléndia, machos, adultos, distribuidos em dois
grupos: grupo C-controle (n=5), que receberam tratamento padr&o para queimaduras
(5g de creme a base de sulfadiazina de prata a 1%), grupo FRPa (n=5), tratados
com biomaterial. Para indugdo das lesdes, foram feitas queimaduras com barra de
ferro de 30 cm de comprimento pesando 313gr aquecida previamente em agua
fervente até atingir 72°C, e aplicada durante 10 seg/quadrante/coelho. Apds este
procedimento, os animais receberam cloridrato de Tramadol (4,0mg/Kg, IM), 2 vezes
ao dia durante 3 dias consecutivos. As biopsias de pele foram realizadas aos 7,14,
21 e 30 dias poOs lesdo para avaliar crosta fibrinoleucocitaria, reepitelizagcdo e
porcentagem de contrac&o das feridas.

Resultados: Ambos os grupos aos 7 dias tiveram 100% das feridas com crostas, que
evoluiram para auséncia ao final de 30 dias de experimento. Quando comparado ao
grupo controle verificou-se que os animais apresentaram menor edema. Além disso
as feridas tratadas com FRPa apresentaram um inicio de reepitelizacdo aos 7 dias,
diferentemente do grupo controle que teve o inicio aos 14 dias. A contragdo das
feridas tratadas com FRPa ocorreu aos 14 dias pés queimadura, em detrimento ao
grupo controle (21 dias) agilizando a processo cicatricial. Nao houve complicagdes
até o final do experimento.

! Artigo segue as normas da revista Advances in Skin & Wound Care. Fator de Impacto:1,438
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Conclusdes: o uso da FRPa proporcionou uma reepitelizagdo precoce sendo um
biomaterial viavel para tratamento de queimaduras de segundo grau.
Palavras-chave: biomaterial, coelhos, reepitelizacao

Introducgao

As queimaduras sao lesdes traumaticas na pele ou em outro tecido organico,
ocasionadas por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos, culminando
em respostas inflamatérias no organismo, que podem influenciar diretamente na
qualidade de vida da pessoa afetada, provocando dor, sofrimento, danos
incapacitantes e prejuizo & imagem'?. O tratamento pode necessitar de internagdes
prolongadas, procedimentos cirurgicos e um longo processo de reabilitagdo® que
culminam em um impacto psicossocial e econdbmico elevado, representando uma
despesa entre R$ 1.200,00 e R$ 1.500,00 por dia de internagéo“. Trata-se de um
trauma de grande complexidade, apresentando altas taxas de morbidade e
mortalidade, considerada a quinta causa de morte acidental no mundo, segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), constituindo um grande problema
de saude publica®.
O tratamento de queimadura e processos de cicatrizacdo continua sendo um
aspecto desafiador que ocasiona, em alguns casos, um trauma para O corpo
humano, invalidez, morte ou afeta significativamente a qualidade de vida do
sobrevivente da queimadura. No entanto, modalidades como debridamento precoce
e o0 enxerto de pele sdo bem-sucedidos, mas o tecido pode ser insuficiente e as
condigdes inadequadas do paciente para a cirurgia dificultam o enxerto. Nestas
circunstancias, o uso de produtos que agilizem o processo de cicatrizagao de feridas
contribuem para diminuigdo da morbimortalidade. Assim, ha um grande esforgo na
area cientifica, académica e tecnoldgica, para o desenvolvimento e comercializagéo
de diferentes tipos de curativos e farmacoterapias®.

O uso de concentrados de sangue autdlogos como a fibrina rica em plaquetas
(FRP) apresenta resultados promissores de tal forma que fomentam pesquisas nas
mais diversas areas, como dermatologiae, medicina esportiva’, implantologia8 e em
procedimentos estéticos®°.

A FRP oferece todos os beneficios clinicos do PRP, bem como uma estrutura
de fibrina que orienta a formagdo do coagulo, servindo como suporte para a

regeneragao tecidual e sustentando os fatores de crescimento e células-tronco’' ™.
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Em contraste com o PRP, a FRP & obtida pela unica centrifugagdo do sangue total
sem adi¢cdo de anticoagulantes formando espontaneamente um coagulo gelatinoso

131516 que confere a secrecdo de fatores de crescimento para o

de matriz de fibrina
local de coagulagao. Os fibroblastos recrutados reorganizam esta matriz de fibrina e
iniciam a sintese de colageno. Assim, os efeitos combinados da secregao de fatores
de crescimento e recrutamento de fibroblastos na FRP promovem a colagenizagao e
reparagao tecidual. Segundo Schulz et al.V, a aplicacdo de FRP pode reduzir o
tempo de cicatrizagdo de queimaduras dérmicas profundas, melhorando o aspecto
da cicatriz.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas
macroscopicas e histomorfométricas de feridas provocadas por queimaduras de
segundo grau tratadas ou ndao com FRP autéloga (FRPa) de forma sequencial em

coelhos.

Material e Métodos
Animais:

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista- Presidente Prudente -Brasil (protocolo numero
6602). Foram selecionados 10 coelhos machos, adultos (3,0+1 anos), da raga Nova
Zelandia, peso médio 3,2Kg+0,1, apresentando pele integra. Os animais foram
mantidos durante todo o experimento em gaiolas individuais, com temperatura
ambiente de 22°C = 2°C e fotoperiodo (12 horas claro/escuro) controlados e
passaram por um periodo de adaptagcao prévia de sete dias para evitar estresse da
manipulacdo. Durante todo o experimento foram mantidos em condigdes
padronizadas de dieta (Supra Coelho Agro; Alisul Alimentos S.A, Maringa,Parana,

Brasil) e agua a vontade.

Procedimento anestésico

Os animais foram contidos manualmente para realizacdo da tricotomia da
regido dorsal. Em seguida, anestesiados (intramuscular-IM) com uma associagéao de
cloridrato de Tiletamina e Zolazepam (Zoletil® 50, 30mg/dL IM) e Xilazina a 2% (0,2
mg/Kg IM)8, e posteriormente aplicado anestésico local (cloridrato de lidocaina a 2%

com vasoconstritor) nos locais das futuras lesdes.
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Preparo da Fibrina rica em plaquetas autéloga (FRPa)

O sangue foi colhido da veia auricular (4 mL) utilizando um scalp 23G e foi
acondicionado em tubos sem anticoagulante e centrifugado em baixa velocidade
(200G - centrifuga Excelsa Baby 206R) durante 10 minutos. Esse procedimento
ativa as plaquetas e a polimerizagédo da fibrina. O coagulo de FRPa foi retirado do

tubo e separado dos demais constituintes para ser colocado na area queimada
(Fig.1)

Figura 1.: Procedimento para tratamento das queimaduras com FRPa. A: Retirada
da FRPa (setas) do tubo e corte do coagulo. B Aplicagdo da FRPa nas
lesdes e fechamento com rayon e Band Aid®.
Indugao das queimaduras

As queimaduras foram causadas com barra de ferro padronizada de 30 cm
de comprimento pesando 313g com 5 cm? de area, aquecida em banho de agua a
92°C durante 2 min. Apds chegar a 72°C, a barra foi colocada em cada ponto
previamente demarcado com caneta piIot® permanecendo a barra de ferro por um
periodo de 10 segundos em cada local'® (Fig. 2-B). Apds as queimaduras, o Grupo
C (controle) recebeu tratamento padréo (5g de creme a base de sulfadiazina de
prata a 1%) e o Grupo FRPa (tratado) recebeu a FRPa em cada les&o. Acrescido ao
tratamento topico, os animais receberam cloridrato de Tramadol (4,0mg/Kg, IM), 2
vezes ao dia durante 3 dias consecutivos, a fim de minimizar o desconforto inicial.
Em seguida foi colocado um curativo sobre todas as feridas utilizando rayon estéril e
curativo adesivo (Band Aid®). A primeira troca dos curativos foi realizada com 48
horas. A partir disso, as trocas ocorreram a cada 3 dias até completarem 30 dias de

experimento.
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Figura 2. Indug&o das queimaduras em coelhos: A: aquecimento da agua a 92°C; B:
aquecimento da barra de ferro a 72°C; C:queimadura com a barra de ferro; D: lesdes
feitas. E: Tratamento padrao e oclusao das lesdes com rayon.

Analise macroscoépica

Nos dias 7, 14, 21 e 30, os animais foram avaliados quanto as caracteristicas
da ferida em relagéo a cor considerando-se os escores: (1) résea; (2) amarelada; (3)
palida; (4) ciandtica; bordas da ferida: (1) sem granulagao; (2) pouca granulagao; (3)
muita granulacdo; exsudato: (1) sem exsudato; (2) pouco exsudato; (3) muito
exsudato; caracteristica do exsudato: (0) ausente; (1) seroso; (2) sanguinolento; (3)

purulento; sensibilidade ao toque: (1) ausente; (2) presente?.

Calculo de contragao das feridas

A area da ferida foi mensurada com auxilio de paquimetro digital marca DC-
60 Western® nos momentos acima citados e em seguida foi calculado o percentual
de contragdo de cada lesao utilizando modelo matematico proposto por Oliveira et
al.?" onde Pc (% de contragao); Af (area final); Ai (area inicial) ou seja: Pc=(Af — Ai) x
100/A.i.

Avaliagao histopatolégica

Os fragmentos foram retirados utilizando punch de 6 mm e de forma
padronizada aos 7 (canto superior esquerdo),14 (canto superior direito), 21 (canto
inferior esquerdo) e 30 dias (canto inferior direito), preservando sempre a
musculatura. Em todos os momentos utilizou-se o mesmo protocolo anestésico da

indugao das queimaduras (Fig.3).
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Biopsias
Figura 3. Delineamento experimental das queimaduras e realizagao das

bidépsias dos coelhos nos diferentes momentos.

As amostras de pele foram fixadas em solugdo de formalina a 10%
tamponada com pH 7,0 por 24 horas, e posteriormente foram submetidos a
processamento conforme a técnica de rotina histoldégica para microscopia optica e
inclusdo em parafina. Apos fixagdo, o tecido foi incluso em blocos de parafina,
obtendo-se cortes histolégicos de 5 micrémetros de cada animal que foram corados
com solugdo de Hematoxilina-Eosina (H/E). Na epiderme avaliou-se crosta
fibrinoleucocitaria e reepitelizacdo utilizando o sistema de escore, onde: (0)
representa auséncia, (1) alteragao leve, (2) alteragcdo moderada e (3) alteragao
acentuada®. Todas as avaliacdes foram feitas por um Unico observador e de forma
cega.

Andlise Estatistica

Todas as variaveis foram avaliadas quanto a normalidade usando o teste de
Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar diferencas entre os
tratamentos. As diferencas dentro do mesmo tratamento foram comparadas usando
o teste de Student-Newman-Keuls. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando P <0,05.

Resultados

Dos animais do grupo controle, verificou-se que em 40 % houve alteragdo na
coloragéo das feridas (variando de amarelada e palida), e 100% de granulagdo em
suas bordas. O exsudato do tipo seroso foi observado em 60% dos coelhos deste
grupo. Ja os animais que foram tratados com o biomaterial, todas as feridas
apresentaram-se de coloragao rosea, com discreta granulagao (Fig. 4). O exsudato

seroso foi verificado em apenas um animal. Em ambos 0s grupos 0s animais néo
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apresentaram sensibilidade ao toque e n&o houve variacdo de peso corporal
(3,14+0,08 para grupo controle e 3,12+ 0,17 para o tratado).
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Figura 4. Avaliagdo macroscopica das lesdes causadas por queimadura em coelhos
aos 7,14,21 e 30 dias tratadas (Letras E,F,G,H) ou ndo (letras A,B,C,D) com
biomaterial, respectivamente.

% Contracao das Feridas
100

80

60

40

% Contracao

20

0 7 14 21 28
Dias de tratamento

——Grupo controle  ——Grupo FRPa

Figura 5. Porcentagem de contragao das feridas provocadas por queimaduras em
coelhos e tratadas com FRPa.

Com relagdo aos achados histopatolégicos, as feridas tratadas com FRPa
apresentaram um inicio de reepitelizagcdo aos 7 dias, diferentemente do grupo
controle que teve o inicio mais tardio (aos 14 dias). Ambos os grupos aos 7 dias
tiveram 100% das feridas com crostas, que evoluiram para auséncia ao final de 30
dias de experimento (Fig.6). Em ambos os grupos nao foram verificados sinais de
hemorragia. Da mesma forma que as caracteristicas de fibrose foram melhor

evidenciadas ao final do experimento (30 dias).



Figura 6.: Fotomicroscopia evidenciando crostas (cabegas de seta) e reepitelizagao
(setas) das amostras de pele de coelhos submetidos a queimadura e tratados com
(Letras E,F,G,H) ou sem FRPa (Letras A,B,C,D) nos dias 7,14, 21 e 30
respectivamente (Hematoxilina/Eosina, aumento de 40x).Aos 30 dias de ambos os
grupos, observa-se total reepitelizagcao (Letras A e H).
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Discussao

A cicatrizacao de feridas é um processo dinamico que inclui varias fases
sobrepostaszz. A contragédo das feridas logo na primeira semana pos queimadura
observadas no grupo FRPa, evidenciou a importancia da administracdo deste
biomaterial que tem acgao imediata. Ao contrario do observado no tratamento padrao.

O restabelecimento da pré-tensdo do tecido € causada principalmente por
fibroblastos e miofibroblastos, comecando com as forcas de tracdo que eles impdem
ao migrar para a regiao do trauma 23 Como parte do processo de cicatrizacdo, uma
rede rica em colageno-l é estabelecida na regido lesada que estabiliza
mecanicamente o tecido e protege as células e os componentes transitérios da
matriz extracelular do estresse mecanico excessivo 2*%. Até agora, a contracdo do
tecido e a deposicao de colageno tém sido considerados simultdneos, mas nao
como um processo dependente na cura. Em nosso estudo, a porcentagem de
contragdo foi maior nos animais tratados com biomaterial, possivelmente pelo

27, ao estudarem os efeitos da

aumento do numero de fibroblastos. Ferreira et al.
rosuvastatina associada ou ndo a FRP, verificaram um aumento no numero de
fibroblastos e aceleracdo do processo cicatricial em feridas induzidas
experimentalmente em coelhos.

As plaquetas sao os elementos dominantes da FRP, que contém moléculas
de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo da cicatrizacao das feridas 28
Estas substancias sdo armazenadas em trés tipos de granulos (alfa, delta e lamda,
localizados no interior das plaquetas. Os primeiros e mais abundantes sao
reservatorios dos fatores de crescimento responsaveis pela regeneragédo de tecidos
moles e duros apos a lesao, liberados por exocitose apds ativacao plaquetaria 29

A fibrina estimula a migragao de neutrdfilos, ativagéo e liberacédo de proteases
neutrofilicas que eliminam bactérias contaminantes por meio de geracao de radicais
de oxigénio e digestdo enzimatica. Este fator pode ter sido responsavel pela menor
formacao de crostas verificados no grupo tratado, tanto no aspecto macroscépico
quanto histomorfoldgico (Fig.4 e 6)*.

Outro fator que deve ser considerado em nosso estudo foi a utilizagdo de uma
baixa forca de centrifugagédo relativa (maximo em 200G) no preparo de FRPa.
Segundo Kumar et al.®", a baixa velocidade de centrifugacdo pode acarretar um
significativo aumento no numero total de plaquetas, leucécitos e quantidade dos

fatores de crescimento, e consequentemente melhora na regeneragéo tecidual. Em
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nosso experimento, utilizamos uma unica centrifugagcdo com 200 G, o que

provavelmente contribuiu para a melhora na reparacdo tecidual observada nos

animais que receberam o biomaterial.

Conclusoes:

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o uso da FRPa em lesdes

provocadas por queimaduras proporcionou uma cicatrizagao tecidual precoce sendo

um biomaterial viavel, barato e de facil aplicagcao no tratamento de queimaduras de

segundo grau.
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Assessment Instrument Training and Resource Guide. Natick, MA: Eliot
Press; 2020.

Art ltems

e Artitems should be submitted as separate document(s).

e Atrticles should have no more than 6-8 art items, proportional to the length of the
manuscript. Figures with multiple parts count as multiple items. Excess or overly long
tables and figures will be published online as supplemental digital content at the
discretion of the editors.

o If using previously published material, authors are responsible for obtaining
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