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RESUMO

Biopolimero de Quitosana/Xantana/B-Glicana e plasma rico em plaquetas
autélogo em gel no tratamento de feridas: analise fractal

Esta tese constitui-se de: uma revisao de literatura que investiga o papel crucial do
colageno no complexo processo de cicatrizagdo de feridas, cujo papel vital é a
recuperacédo de lesbes cutdaneas e a manutencédo da integridade do tecido, e um
experimento, descrito em um artigo, que abrange as evidéncias cientificas
relacionadas ao papel do colageno na cicatrizagdo de feridas, com foco nos
diferentes tipos de colageno, suas fungdes especificas e implicagdes clinicas. O
colageno € uma parte fundamental desse processo, uma proteina estrutural que
desempenha um papel central na matriz extracelular (MEC) e na organizagcéo do
tecido conjuntivo. Exploramos os principais tipos de colagenos e seu papel
especifico em diferentes fases do processo de cicatrizacdo, distribuicdo em diversos
tecidos incluindo a pele, ossos, tenddes e cartilagens, destacando suas interagbes
com outros componentes da MEC. Também incluimos as técnicas de analise e
avaliacdo do colageno, que permite a diferenciagdo entre colageno tipo | e Ill.
Entender o papel do colageno na cicatrizagao de feridas é essencial para o avango
das estratégias terapéuticas, considerando sua importancia na formacdo e
maturacdo das cicatrizes, na migragcao celular, na aderéncia da epiderme, na
reepitelizacdo e na regeneragdo dos tecidos. Este estudo reflete um esforgo
abrangente para reunir e sintetizar a literatura existente relacionada a importéncia do
colageno na cicatrizagdo de feridas. Espera-se que este trabalho contribua para o
avanco continuo na compreensao e no tratamento de feridas e que abra portas para

futuras pesquisas e inovagdes na area da medicina regenerativa.

Palavras-chave: Cicatrizagdo, Colageno, Feridas, Abordagens Cirurgicas, Fractal.



ABSTRACT

Chitosan/Xanthan/B-Glucan biopolymer and autologous platelet-rich plasma

gel in wound treatment: fractal analysis

This thesis consists of: a literature review that investigates the crucial role of collagen
in the complex wound healing process, whose vital role is the recovery of skin injuries
and the maintenance of tissue integrity, and an experiment, described in a article,
which covers the scientific evidence related to the role of collagen in wound healing,
focusing on the different types of collagen, their specific functions and clinical
implications. Collagen is a fundamental part of this process, a structural protein that
plays a central role in the extracellular matrix (ECM) and the organization of
connective tissue. We explore the main types of collagen and their specific role in
different phases of the healing process, distribution in different tissues including skin,
bones, tendons and cartilage, highlighting their interactions with other components of
the ECM. We also include collagen analysis and evaluation techniques, which allow
the distinction between type | and lll collagen. Understanding the role of collagen in
wound healing is essential for the advancement of therapeutic strategies, considering
its importance in the formation and maturation of scars, cell migration, epidermal
adhesion, re-epithelialization and tissue regeneration. This study reflects a
comprehensive effort to gather and synthesize the existing literature related to the
importance of collagen in wound healing. It is hoped that this work will contribute to
continued advancement in the understanding and treatment of wounds and will open

doors for future research and innovation in the area of regenerative medicine.

Keywords: Healing, Collagen, Wounds, Surgical Approaches, Fractal.
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1 INTRODUGAO

Considerando a importancia do coldgeno em cada etapa do processo de
cicatrizagdo, este tem sido alvo de pesquisas para explorar novas estratégias
terapéuticas que visam aprimorar a imunidade tecidual. Além disso, diversas
tecnologias e tratamentos tém sido incorporados para fornecer colageno exdégeno
diretamente na area da ferida, a fim de acelerar o processo de cicatrizacdo e
melhorar a qualidade do tecido formado (Ferreira et al., 2023).

O desafio no contexto da cicatrizagcdo de feridas representa uma questao
séria em termos de saude publica. Quando a dificuldade de cicatrizacdo se
manifesta de maneira clinica e severa, ela contribui para um processo de
recuperacao longo e complicado, a0 mesmo tempo em que eleva os custos
associados a assisténcia médica. Assim, dada a complexidade das lesbes e seus
impactos na vida diaria dos pacientes, surge uma necessidade evidente de uma
abordagem de cuidados abrangentes (Azevedo, 2023).

A cicatrizacao de feridas € um processo vital para a sobrevivéncia humana e
a manutencdo da saude. A pele, sendo o maior 6rgdo do corpo humano,
desempenha um papel fundamental na protecdo contra invasores externos,
regulacédo da temperatura e prevencgéo da perda de fluidos. Quando a integridade da
pele estd comprometida devido a feridas ou lesdes, a restauracao eficaz torna-se
uma necessidade. Caso contrario, o risco de infeccdes, complicagdes sistémicas e,
em casos graves, ameaca a vida e pode aumentar significativamente. Portanto o
tratamento de feridas tem evoluido ao longo do tempo, com o desenvolvimento de
novas tecnologias, produtos e abordagens clinicas que melhoraram de forma
significativa os resultados dos pacientes (Silva et al., 2023).

Além disso, a renovacao condicionada de feridas também pode levar a
resultados estéticos e atraentes. Cicatrizes hipertroficas ou queloides podem
impactar a qualidade de vida dos pacientes, causando desconforto fisico e
emocional. Portanto, compreender os mecanismos subjacentes a cicatrizagdo de
feridas € de importancia critica, ndo apenas para a saude geral, mas também para
melhorar a qualidade de vida dos individuos afetados por feridas crénicas ou graves.
Os eventos de cicatrizagdo de feridas sdo processos complexos que envolvem a
capacidade de um organismo regenerar e reparar o tecido apds lesdo sendo

essencial para sua sobrevivéncia e bem-estar. Nesse contexto, o colageno, uma
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proteina estrutural fundamental no corpo humano, surge como um elemento

fundamental na reparacdo de feridas. A relevanvia do colageno esta relacionada a
sua participagado na integridade estrutural dos tecidos, bem como no seu papel na
regulacgado das varias fases da cicatrizagdo (Oliveira et al., 2022).

O colageno é encontrado nos tecidos conjuntivos do corpo, tais como os
0ssos, tenddes, cartilagens, veias, pele, dentes, musculos e na camada cérnea dos
olhos. Porém, com o inicio da fase adulta, a deficiéncia de coldgeno comecga a ser
notada, pois o organismo diminui sua produgdo, sendo necessaria a sua
suplementagao (Benedito et al., 2023).

A compreensao aprofundada do papel do colageno na cicatrizagdo nédo
apenas aprimora os protocolos de tratamento, mas também oferece oportunidades
para o desenvolvimento de terapias direcionadas, melhorando a qualidade de vida
dos pacientes e as complicagbes relacionadas a cicatrizacdo afetada (Sampaio et
al., 2018).

A regeneragao eficaz dos tecidos € uma preocupagao de saude publica
global, pois afeta milhbes de pessoas todos os anos, especialmente aquelas que
enfrentaram doencgas cronicas, decorrentes de condigdes como diabetes ou ulceras
de pressao, mortes decorrentes de cirurgias ou traumatismos representam um
desafio significativo na recuperagdo de pacientes. Portanto, a compreenséo
profunda do papel do colageno na cicatrizagado de feridas torna-se essencial, uma
vez que pode levar a avangos no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
eficazes e direcionadas (Sousa et al., 2021; Sen, 2019).

A relevancia do colageno nesse contexto é inquestionavel. O colageno é a
proteina mais abundante no tecido conjuntivo do corpo humano e desempenha um
papel fundamental na estrutura e na funcéo da pele. Ele atua como uma espécie de
“"tijolo" na construcdo do tecido conectivo, fornecendo resisténcia e suporte
estrutural. Durante a cicatrizagdo, a propriedade e a organizagdo do colageno
desempenham um papel central na restauragédo da integridade da pele (Carbinatto;
Coelho, 2019).

Nesta perspectiva, este artigo explora o papel fundamental do colageno na
cicatrizacido de feridas, destacando suas propriedades resilientes e saudaveis, bem
como as possiveis aplicacbes clinicas que podem ser desenvolvidas para
potencializar a transformacgao de tecidos danificados. Visa abordar lacunas criticas e

fornecer uma visdo aprofundada da importancia do colageno na cicatrizagdo de
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feridas, contribuindo assim para avangos na pratica clinica e na pesquisa cientifica

(Peralta et al., 2023).

O objetivo desta revisédo é oferecer uma analise abrangente da influéncia do
colageno na cicatrizagdo de feridas, explorando as interagdes entre essa proteina
estrutural e os processos de reparo. Além disso, destacaremos as implicacdes dessa
relagao clinica, apresentando as mais descobertas recentes e inovagdes no campo

da cicatrizagao de feridas.



16
2 REVISAO DE LITERATURA

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo nas pesquisas sobre a
cicatrizacao de feridas. Uma ampla gama de estudos tem investigado os processos
celulares e moleculares envolvidos em cicatrizagdo. Isso inclui a identificacédo de
fatores de crescimento, citocinas e proteinas especificas que desempenham papéis
cruciais na sinalizagdo celular, migragcdo de células, formagdo de tecido de
granulagao e deposig¢ao de colageno (Ferreira, 2023).

Além disso, uma revisao por estudo existente também revelou uma série de
desafios na cicatrizagao de feridas, como a resisténcia a terapia em feridas cronicas,
a influéncia de fatores sistémicos na cicatrizagdo e o impacto de condicdes
subjacentes, como diabetes e doencgas vasculares. A medida que o campo avanca,
novas abordagens terapéuticas estdo sendo exploradas, incluindo terapias
regenerativas baseadas em colageno e a utilizagdo de biomateriais avangados
(Pedroso, 2022).

A pele é o maior 6rgdao do corpo humano e sua principal fungéao é proteger
0s Orgaos internos contra danos do ambiente. Este 6rgao vital atua como um escudo
protetor, prevenindo danos e a invasdo de microrganismos patogénicos, a0 mesmo
tempo em que regula meticulosamente o equilibrio de fluidos corporais, eletrélitos e
nutrientes essenciais (Zhang; Zhao, 2020).

Uma ferida € uma condicdo que se caracteriza pela descontinuidade da pele
ou da continuidade celular, acarretando a interrupcdo anatémica e funcional de um
tecido vivo. Ela pode ser originada de diversos agentes, incluindo insultos fisicos,
quimicos, térmicos, microbianos ou imunoldgicos. Em esséncia, uma ferida
representa a quebra da integridade epitelial, frequentemente acompanhada pela
alteracao na estrutura e fungao do tecido subjacente normal (Masson-Meyers et al.,
2020). As feridas s&o ocorréncias frequentes na pratica clinica, apresentando uma
ampla gama de etiologias, abrangendo traumas, intervengdes cirurgicas, ulceras por
pressdo, queimaduras e outras causas diversas. Os objetivos primarios do
tratamento de feridas sdo o fechamento rapido da ferida e uma cicatriz funcional e
esteticamente satisfatéria (Mendonga; Coutinho-Netto, 2009).

Epidemiologia
As feridas crbnicas séo caracterizadas por uma fisiopatologia complexa e

multifatorial que leva a um atraso significativo e frequentemente descoordenado no
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processo de regeneragdo tecidual, em comparagdo com as fases normais de

cicatrizacdo. Essas feridas tendem a persistir na fase inflamatoria por periodos
prolongados como o caso de feridas crénicas. Em escala global, as feridas crénicas
relatadas representam um desafio substancial para a saude publica, com uma
prevaléncia estimada de aproximadamente 1,15 casos por mil habitantes,
acarretando custos significativos para o sistema de saude, bem como para os
individuos afetados e seus cuidadores (Moreno et al., 2022).

De acordo com informacdes disponibilizadas pela Organizagao Mundial de
Saude (OMS, 2023) esse conjunto diversificado de doengas encontra-se difundido
em 149 paises situados em regides tropicais e subtropicais, afetando uma populagéo
que ultrapassa 1 bilhdo de individuos em todo o globo. Um exemplo destacado
dentre essas afecgbes € a ulcera cronica que acomete membros inferiores (MMII),
evidenciando uma alta prevaléncia. E importante ressaltar que esse cenario pode
acarretar despesas consideraveis para os sistemas de saude publicos, dada a
necessidade de tratamentos frequentemente prolongados e com eficacia limitada,
especialmente quando administrados por sistemas de saude nao interconectados e
sem uma padronizag&o nos protocolos assistenciais (OPAS, 2020).

Estima-se que nos Estados Unidos da América, aproximadamente 6 milhdes
de individuos sejam acometidos por feridas crénicas em membros inferiores (MMII),
com uma prevaléncia de cerca de 15% na populacéo idosa. Projetando-se esses
dados para o futuro, é possivel antes que, até o ano de 2050, aproximadamente
25% da populagao idosa seja afetada por essa condigdo. Além disso, o aumento dos
casos de obesidade tem resultado em um incremento significativo na ocorréncia de
ulceras decorrentes do diabetes mellitus, com uma taxa de incidéncia na ascenséao,
estimada em cerca de 14% ao ano (Okamoto ef al., 2020).

Estudos cientificos demonstraram que aproximadamente 10% da populagao
com diabetes desenvolvem feridas crbnicas, e alarmantemente, 84% desses casos
evoluem para a necessidade de amputacdes. Entre os pacientes submetidos a
amputacao, o tempo médio de sobrevida apds o procedimento é de 50%, no periodo
de trés anos. No contexto da Inglaterra, estima-se que a ocorréncia de ulceras nas
pernas afetadas de 1,5 a 3 individuos a cada 1000 habitantes anualmente (OAS,
2020). E importante ressaltar que no Brasil, ndo dispomos de estudos
epidemioldgicos que fornegam dados precisos sobre essa prevaléncia. Ainda assim,

considerando uma extrapolacao a partir das informagdes disponiveis na Inglaterra, é
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possivel estimar que aproximadamente 570 mil brasileiros desenvolvam novas

feridas crénicas a cada ano. Notavelmente, entre a populagdo com idade superior a
80 anos, essa prevaléncia se eleva para 20 casos a cada 1000 individuos (Aquino
Junior; Coelho; Bragnato, 2019; OMS, 2010).

Os tipos mais prevalentes de feridas crénicas (Quadro 1) que afetam
membros inferiores (MMII) podem ser categorizados em diversas origens, tais como:

Quadro 1 — Principais Fatores Etiologicos de Ulceras Cutaneas Cronicas nos
Membros Inferiores.

Tipos de Feridas Origem

Que inclui etiologias venosas, arteriais ou de natureza
Vasculares )

mista.
Doencgas

P Diabetes mellitus; Neuropaticas; Hipertensao arterial.
Sistémicas

Relacionadas a condigdes como diabetes, hanseniase e

alcoolismo.

Bacterianas (erisipela bolhosa, fascite necrosante,

gangrena  gasosa, Micobacterioses  (hanseniase,

Infecciosas tuberculose) Viral (herpes simples, varicela zoster,
citomegalovirus) Fungica (tinea pedis bolhosa, micetoma)
Protozoarios (leishmaniose, amebiase).

Fonte: Adaptado de Abbade et al. (2020).

Neuropaticas

E fundamental ressaltar que qualquer tipo de intervengdo pode evoluir para
uma condicdo crbnica, enfatizando a necessidade premente de identificar a causa
subjacente para orientar a sele¢cdo do tratamento mais adequado. No contexto do
Brasil, merece destaque a prevaléncia significativa do pé diabético, afetando 9% da
populacdo diabética. E relevante observar que a insuficiéncia venosa é apontada
como a principal etiologia subjacente as feridas crénicas em membros inferiores,
correspondendo a aproximadamente 75% dos casos, enquanto as causas de origem
arterial também desempenham um papel relevante. O diagnostico preciso da
etiologia da les&o € de extrema importancia, uma vez que isso orienta a escolha do
tratamento mais adequado (Santos et al., 2020).

A insuficiéncia venosa crbnica, em particular, tem grande repercussao
socioeconOmica levando a perda de dias de trabalho, aposentadoria precoce e
tratamentos prolongados. No contexto brasileiro, ela figura como a 142 causa mais

comum de afastamento do trabalho (Okamoto, 2020).
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Entretanto, a presenca de condigbes subjacentes, que podem abranger

desde a desnutricdo até o estresse e a sindrome metabdlica, torna os pacientes
mais propensos ao desenvolvimento de feridas crdnicas que n&o cicatrizam. Sob
uma perspectiva econbmica, esta previsto que o mercado anual de produtos
destinados ao tratamento de feridas alcance valores entre US$ 15 a 22 bilhdes até o
ano de 2024 (Armelin et al.,2020).

No Brasil, conforme apontado pela Sociedade Brasileira de Queimaduras
(SBQ) em 2015 estima-se que cerca de um milh&o de individuos sejam afetados por
queimaduras (Rocha, 2022). Dados preliminares do Sistema de Informacgdes sobre
Mortalidade (SIM), fornecidos pelo Ministério da Saude e referentes ao ano de 2013,
indicam que 2.774 Obitos foram atribuidos a queimaduras nesse periodo,
equivalendo a aproximadamente 2% do total de 6bitos por causas externas, quando
comparados aos dados do SIM, 2015 (Adorno, 2019; Souza et al., 2019). No ano
subsequente, 2014, observou-se um registro de mais de 120.000 internagbes no
Sistema Unico de Saude (SUS), devido a queimaduras provocadas por diversas
causas, como fogo/chamas, substancias quimicas, eletricidade, radiagao, variagoes
de temperatura, pressdo extrema e contato com fontes térmicas, correspondendo a
18% do total de interna¢gdes no grupo de causas externas (Cruz; Cordovil; Batista,
2012).

As queimaduras n&o fatais emergem como uma das principais causas de
morbidade, constituindo um significativo desafio para a saude publica. Além das
implicagdes substanciais para a saude, essas ocorréncias demandam consideraveis
recursos financeiros para tratamento e a necessidade de infraestrutura adequada. O
custo médio diario de um leito em uma unidade especializada para queimados atinge
R$ 2.800,005, superando o investimento médio em um leito de Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) convencional, avaliado em R$ 1.600,06 (Smolle et al., 2017). Isso as
torna um problema de saude publica significativo, particularmente em nagbes
classificadas como de renda média e baixa (Damaso; Minini; Souza, 2023).

Nao se restringindo apenas ao 6nus financeiro, as queimaduras exercem um
impacto abrangente nos dominios fisico, psicolégico e social do individuo. As
consequéncias manifestam-se em internagdes prolongadas, muitas vezes dolorosas
e potencialmente traumaticas, com o risco significativo de desfiguracdes e sequelas
fisicas (OMS, 2023). Tais sequelas podem resultar em incapacidades substanciais,

induzindo implicagdes subjetivas que transcendem as fronteiras fisicas da condig¢ao.
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A complexidade das queimaduras impde n&do apenas desafios tangiveis, como

dificuldades de socializagdo, mas também repercute em aspectos intangiveis, com
prejuizo incalculavel para a saude mental dos pacientes (Anami et al., 2017).

No contexto brasileiro e em paises de renda média ou baixa, a maioria das
queimaduras ocorre em ambiente doméstico, afetando predominantemente criangas
com até oito anos de idade, geralmente do sexo masculino. As areas mais comuns
de lesdo sdo a cabega e o pescogo, com o fogo sendo a principal causa de
queimaduras. Embora os idosos representem apenas 10% dos casos, apresentam a
maior taxa de mortalidade relativa (OMS, 2023; Rocha, 2022).

O processo de cicatrizacdo envolve interacdes intricadas entre células,
mediadores quimicos e a matriz extracelular, abrangendo varias fases de reparos
(Masi et al., 2016). No contexto do tratamento de feridas, a prioridade é obter um
fechamento eficiente da lesdo, resultando em cicatrizagado funcional e esteticamente
garantida (Mendoga, 2009; Reinke; Sorg, 2012).

Devido as notaveis propriedades regenerativas da pele, tecidos cutaneos
lesionados ou feridas cirdrgicas podem ser recuperados por meio do processo
natural de cicatrizagdo, que abrange eventos fisiolégicos distintos, a saber:
hemostasia, inflamacéao, proliferagdo e remodelagéo (Lee et al., 2022). O processo
de cicatrizacdo n&o se divide, suas fases se sobrepdéem, acontecendo
concomitantemente, porém como ferramenta didatica, subdividem-se em: fase da
hemostasia, fase inflamatdria, fase proliferativa e fase de maturagao ou remodelacgao
(Lee et al.,, 2022; Albert, 2016) (Figura 1). Essas fases sdo dindmicas e podem
ocorrer simultaneamente, envolvendo interagbes complexas entre fatores como
coagulagao, crescimento, citocinas e quimiocinas. A matriz extracelular,
especialmente o colageno, e diversas células, incluindo plaquetas, leucdcitos,
células endoteliais, mondcitos, linfocitos, macrofagos, fibroblastos e queratindcitos

desempenham papéis cruciais (Moralez-Gonzalez et al., 2022).

2.1 Cicatrizagoes de feridas: uma visao global

Fases da cicatrizagao
Fase de hemostasia e Inflamatoria
Na presenca de uma lesio na pele, as plaquetas desempenham uma fungao

importante ao estimular a cascata da coagulagéo, e iniciam a hemostasia por meio
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da formacao de coagulos de fibrina (Thiruvoth et al., 2015). Além disso, elas liberam

mediadores que atraem macrofagos e fibroblastos para a area da lesdo tecidual. O
coagulo € composto por colageno, plaquetas e trombina, ocorrendo como um
reservatorio proteico para a sintese de citocinas e fatores de crescimento, o que
amplifica seus efeitos. Esse processo da inicio a resposta inflamatéria, caracterizada
por vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular, facilitando a quimiotaxia,
ou seja, a migracdo de neutrofilos em diregcdo a ferida (Thiruvoth et al., 2015;
Campos; Borges-Branco; Groth, 2007).

O colageno tem uma importancia fundamental ao estabelecer uma espécie
de 'estrutura direcional’, que orienta o deslocamento das células e preenche o
espaco vazio gerado pela ferida. Os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem
ao local da ferida, com sua concentragdo atingindo o pico aproximadamente 24
horas apds a ocorréncia da lesdo. Sua atragao para o local da ferida € mediada por
agentes quimiotaticos liberados pelas plaquetas. Uma vez no local, esses neutrofilos
estabelecem adesao a parede endotelial por meio de interagdes com selectinas,
receptores de membrana especializados. Essas células desempenham um papel
vital na producdo de radicais livres, atuando para a eliminagcdo de agentes
bacterianos invasores. Com o passar do tempo, ocorre uma transi¢do gradual, na
qual os neutrdéfilos sdo substituidos progressivamente pelos macrofagos (Campos;
Borges-Branco; Groth, 2007).

Entre 48 e 96 horas apds a lesdo, os macréfagos predominam na ferida,
originando-se de mondcitos que migraram para fora dos vasos sanguineos. Os
macrofagos s&o essenciais no processo de cicatrizagdo, desempenhando multiplas
atividades durante os estagios inflamatérios e na fase de proliferagcdo. Da mesma
forma que os neutréfilos, os macréfagos séo responsaveis pela remogao de detritos
da ferida por meio de fagocitose e pela interrupgcéo de proteases. Além disso, eles
representam uma fonte primaria de diversas citocinas e fatores de crescimento,
desempenhando um papel essencial no recrutamento e ativacao celular, na sintese
da matriz extracelular, na angiogénese e na remodelagao do tecido. Os macrofagos
estimulam a formac&o de fibroblastos, a sintese de colageno pelos fibroblastos e
neovascularizagao na ferida (Campos; Borges-Branco; Groth, 2007).
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Fase proliferativa

A fase proliferativa da cicatrizagdo de feridas € um momento de importancia
significativa, marcado por diversos processos fundamentais, como a reepitelizagao,
a formacgao de tecido de granulagao e a matriz extracelular (MEC).

Esses eventos resultaram da migracdo e supervisdo coordenada de
fibroblastos e células endoteliais em direcdo ao local da lesdo (Campos; Borges-
Branco; Groth, 2007).

Campos et al. (2007) descreve que esse estagio compreende quatro etapas
importantes: epitelizagdo, angiogénese, formagdo de tecido de granulagdo e
deposigao de colageno. A proliferativa tem seu inicio por volta do 4° dia apds a fase
de lesado e se prolonga até o término da segunda semana, cerca de 14 dias. Nesse
periodo, a epitelizacdo, considerada um processo precoce, ocorre quando a
membrana basal permanece integra, possibilitando que as células epiteliais migrem
em direcdo a superficie, restaurando as camadas normais da epiderme em
aproximadamente trés dias. Em situacdes em que ha lesbes na membrana basal, as
células epiteliais situadas nas margens da ferida iniciam um processo ativo de leséao,
restaurando a barreira protetora (Morales-Gonzalez et al., 2022).

A regeneracgao da epiderme, a criagdo de tecido de granulagdo, bem como
da MEC, resultam da migracdo da migracdo coordenada de fibroblastos e células
endoteliais em direcéo a area lesionada. A regeneracado da epiderme e a formagéao
de tecido de granulagdo assumem uma importancia especial nessa fase (Morales-
Gonzalez et al., 2022). Conforme as células envolvidas no processo de cicatrizagéao
sintetizam novas fibras de colageno, isso assume uma importancia na reconstrugéo
da matriz extracelular, que fornece suporte para o desenvolvimento de vasos

sanguineos e estimula a angiogénese (Oliveira et al., 2022).

Fase maturacdo ou remodelamento

Na fase de remodelagdo, também conhecida como fase de maturacgao,
ocorre tanto a contragdo da ferida quanto a reorganizagao do colageno. Isso envolve
a substituicdo do colageno tipo Ill pela formagao de colageno tipo |, resultando em
um tecido mais resistente e estavel. A fase de remodelacdo pode ser um processo
demorado, variando de semanas a meses, dependendo do tamanho e da

profundidade da ferida, conforme indicado por Mirhaj et al. (2022).



23
Esta fase, se inicia aproximadamente apds 3 semanas e pode se estender

por até dois anos, embora a literatura mais aceita amplamente sugira um periodo de
seis meses a um ano. Durante esse intervalo de tempo, o miofibroblasto se destaca
como uma célula, contribuindo significativamente para a realizacdo do processo
fisiolégico chamado de contracéo da ferida. Vale destacar que, mesmo em casos de
propriedades primarias, a cicatrizagdo progride com o fechamento das bordas em
diregdo ao centro, gragas a atuagao determinante do miofibroblasto, impulsionada
por sua notavel composi¢cdo, que inclui fibras de actina, conferindo-lhe notavel
capacidade contratil (Carbinatto; Coelho, 2019).

Fatores que determinam e/ou enfluenciam o equilibrio entre a sintese da
nova MEC, com maior deposicdo de colageno. Mesmo apdés um ano, a ferida
apresentara um colageno menos estruturado do que a pele saudavel, e a resisténcia
a tracdo nunca retornara completamente a marca de 100%, alcangando cerca de
80% apds trés meses desse processo (Oliveira et al., 2022; Campos; Borges-
Branco; Groth, 2007).

Figura 1 - Fases da cicatrizagao.
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Fatores que influenciam a cicatrizagao

A deposigao do colageno descreve a qualidade de cicatrizagdo porém outros
fatores devem ser considerados e que podem influenciar a cicatrizagdo (Guo;
DiPietro, 2010). Dos fatores que podem influenciar negativamente ou positivamente
a cicatrizacao é importante para a avaliacido da capacidade de cicatrizacdo de um
individuo e para determinar a abordagem de tratamento mais adequada. Eles podem

ser divididos em locais e sistémicos (Quadro 2).

Quadro 2 - Fatores Locais e Sistémicos que influenciam a cicatrizagao.

Extensao e profundidade
Fatores Infeccao
Locais Corpos estranhos
Vascularizagao
Idade e sexo
Hormonios sexuais
Estresse
Isquemia
Doencas: diabetes, queloides, fibrose, disturbios hereditarios de
Fatores cura, ictericia, uremia
Sistémicos Obesidade
Medicamentos: esterdides glicocorticoides, antiinflamatérios nao
esteroides, quimioterapia
Alcoolismo e tabagismo
Condigdes imunocomprometidas: cancer, radioterapia, AIDS
Nutricdo
Fonte: Adaptado de Guo e Dipietro (2010).

Fatores locais

Segundo Guo e Dipietro (2010), a cicatrizagao de feridas € influenciada por
diversos fatores. Feridas mais profundas ou extensas podem requerer um processo
de cicatrizagdo mais prolongado e complexo. A presenga de microrganismos
invasores pode levar a infecgdes, 0 que retarda significativamente o processo de
cicatrizacdo. Além disso, uma boa vascularizacdo local favorece os nutrientes

necessarios e remove os residuos do local da ferida.
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ais fatores locais que influenciam a cicatrizag&o.

Extensao e

A gravidade da lesdo influencia significativamente na

Profundidade da cicatrizacdo. Feridas extensas e profundas dificultam o

processo de cicatrizacdo e podem resultar em cicatrizes mais

Ferida e
visiveis.
A invasao de microrganismos, como bactérias, pode resultar
Infeccdo em _infecgé_es Iocais .que’afeltam negativamente a ci.catrizalgéo.
O sistema imunoldgico € ativado para combater a infecgdo, o
que pode atrasar o processo de cicatrizagao.
Corpos A presenca de corpos estranhos como Igsca~s de vidro, metal,
E gazes ou algodao, pode atrasar a cicatrizagao e aumentar o
stranhos

risco de infecgao no local da ferida.

Vascularizagao

Uma circulagao sanguinea eficiente na regiao é fundamental
para fornecer nutrientes essenciais e eliminar residuos da
area da ferida. Feridas em locais com suprimento sanguineo
deficiente podem apresentar um processo de cicatrizagio
mais lento.

Fonte: Adaptado de G

uo e Dipietro (2010).

Fatores sistémicos

Além dos

papel crucial na c

fatores locais, os fatores sistémicos também desempenham um

icatrizagdo de feridas. Isso inclui condigbes médicas subjacentes

ao paciente, como diabetes, que podem comprometer a circulagdo sanguinea e

retardar a cicatrizacdo. Além disso, certos medicamentos como os corticosteroides,

podem inibir a resposta inflamatoria necessaria para a cicatrizacdo adequada.

Fatores nutricionai

s, como a ingestao de proteinas e vitaminas, podem influenciar o

processo de cicatrizagao. Vejamos cada item em detalhes e como o colageno acaba

por ndo desempenhar de forma desejavel seu papel (Guo; Di Pietro, 2010).

Quadro 4 - Principais fatores sistémicos que influencia a cicatrizacao.

Condicoes
Médicas
Subjacentes

Cancer e outras doencas crdnicas podem comprometer a
cicatrizagcdo devido a alteragbes no sistema imunologico e
circulatério. Quimioterapia e radioterapia, empregados no
combate ao cancer, podem gerar efeitos colaterais que
comprometem a formacdo de colageno, impactando sua
produgdo, capacidade de cicatrizacdo, resultando em um
processo de cicatrizagdo mais lento (Simoes, 2023).

Idade

Pessoas mais jovens tendem a cicatrizar mais rapidamente
devido a sua maior capacidade de regeneragado celular em
comparagado com individuos mais velhos devido a diminuicdo da
producdo de colageno associada ao envelhecimento. No
entanto, a cicatrizacdo € um processo complexo e pode variar de
pessoa para pessoa, independentemente da idade. Fatores
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como o estado geral de saude, presenca de doengas crbnicas,
habitos de vida, nutricido e cuidados com a ferida também
desempenham um papel significativo no processo de
cicatrizagdo em todas as faixas etarias (Garcia Alves; Zatti
Fedrizzi, 2023).

Doencgas
Croénicas

Diabetes, doengas autoimunes e doengas cardiovasculares,
afetam a cicatrizacdo de feridas devido a problemas de
circulagao, inflamacéao crénica e comprometimento do sistema
imunoldgico. Pacientes diabéticos muitas vezes tém niveis de
glicose descontrolados, o que pode prejudicar a producédo de
colageno e retardar a cicatrizagado (Stamborowski et al., 2023).

Nutricao

Dieta pobre em nutrientes essenciais, tais como proteinas,
vitaminas e minerais, pode prejudicar o processo de cicatrizagao,
uma vez que esses elementos sdo importantes para a producéo
de colageno e saude geral da pele. Deficiéncias nutricionais,
falta de colageno, proteinas, vitaminas e minerais, podem afetar
significativamente a capacidade do corpo de reparar os tecidos
(Costas, 2023).

Medicamentos

Corticosteroides, imunossupressores, antiinflamatérios podem
inibir a cicatrizacdo de feridas. Os corticosterdides em uso
prolongado inibem a elasticidade do colageno, porque suprimem
o sistema imunoldgico e evitam a resposta inflamatéria, que é
essencial para a cicatrizagao adequada. Os antiinflamatérios nao
esteroides (AINEs) como o ibuprofeno, embora sejam
frequentemente usados para aliviar a dor e a inflamacao, seu
uso prolongado também pode inibir a formagéo de colageno e
retardar a cicatrizacdo, por bloquear a atividade das enzimas
envolvidas na sintese do colageno (Ortiz, 2023).

Tabagismo

Fator de risco reconhecido que retarda a cicatrizagao de feridas,
devido a componentes toxicos do tabaco que prejudicam o
fornecimento de sangue e de oxidagao aos tecidos, dificultando a
recuperacao e reduzindo a capacidade de produgéo de colageno
e cicatrizagao (Giesel, 2023).

Obesidade

Pode aumentar o estresse na pele devido a pressao adicional
sobre os tecidos prejudicando a circulagdo sanguinea e ao risco
de infecgdo, consequentemente a elasticidade do colageno. Isso
pode resultar em cicatrizacdo mais lenta e com maior risco de
complicagdes (Stamborowski, et al., 2023; American Diabetes
Association, 2021).

Sistema
Imunolégico

A exemplo do lupus ou infeccdo pelo HIV pode afetar
adversamente a cicatrizagado pela producdo de anticorpos que
atacam o colageno, prejudicando a qualidade da matriz
extracelular e a formagéo de cicatrizes. Infecgdes graves, como
a septicemia, podem levar a uma resposta inflamatéria
generalizada e descontrolada, afetando niveis de produgao de
colageno, retardando a cicatrizacdo (Almeida; Wandeerley,
2023).

Hormonios

Alteracdes hormonais, como aquelas que ocorrem durante a
gravidez ou mesmo na menopausa, também podem afetar a
cicatrizagcdo. Os hormbnios sexuais, como o estrogénio e a
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testosterona, desempenham um papel na regulacédo da
producgéo de colageno (Joly, 2023).

O estresse aumenta os niveis de cortisol, afetam o sistema
imunoldgico e a produgao de colageno, retardando a cicatrizagéo
por vasoconstricdo e diminuicdo do fluxo sanguineo para as
areas afetadas, diminuindo o fornecimento de nutrientes e
oxigénio aos tecidos, o que é vital para uma cicatrizagcao

adequada (Antelo et al., 2023).
Fonte: Adaptado de Guo e Dipietro (2010).

Estresse

E importante notar que esses fatores podem interagir entre si, tornando a
cicatrizacdo um processo complexo que varia de pessoa para pessoa. Compreender
esses fatores para o desenvolvimento de estratégias eficazes no auxilio a
cicatrizagdo de feridas (Ferraz, 2013). A relevancia do colageno em todos esses
fatores sistémicos esta relacionada a sua fungédo fundamental na formagao da matriz
extracelular, que € essencial para a cicatrizagdao (COREN-MG, 2023). O colageno
fornece a estrutura e a resisténcia para que o tecido cicatricial se forme especifico.
Qualquer interrupgdo na produc¢do ou na qualidade do colageno pode resultar em
cicatrizes deficientes, cicatrizacdo atrasada ou maior risco de complicagdes durante
o processo de cicatrizagao. Portanto, manter uma produgédo adequada de colageno é
essencial para um processo de cicatrizagdo eficaz e com boa qualidade (Peralta et
al., 2023).

Em resumo, o colageno desempenha um papel multifacetado na cicatrizagéo
de feridas, influenciando tanto os fatores locais, como a qualidade da MEC e a
formacao do tecido de granulagédo, quanto os fatores sistémicos, como nutricdo e
idade. Compreender a importancia do colageno nesses processos € fundamental
para melhorar a eficacia da cicatrizagcdo de feridas em diversos contextos clinicos
(Garcia, 2022).

2.2 Colageno

Estrutura e fungoes especificas do colageno

A estrutura molecular primaria da proteina colageno € composta por uma
tripla hélice de polipeptidios paralelos, onde cada terceira secregao de aminoacido é
glicina (GLY), resultando na sequéncia XY-GLY. Comumente, os aminoacidos X e Y

sdo prolina (PRO) e 4-hidroxiprolina (HYP), respectivamente. Isso leva a formagéao
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da sequéncia PRO-HYP-GLY, que € a cadeia tripla mais prevalente encontrada no

colageno (Papaiordanou et al., 2022).

A caracteristica distintiva dos colagenos é sua estrutura de tripla hélice. Em
humanos adultos, a taxa de renovagdo do colageno é notavelmente reduzida. A
manipulagéo intracelular esta associada principalmente a processos fisioldgicos, ao
passo que a manipulagdo extracelular estd mais relacionada a processos
patolégicos (Araujo et al., 2011).

A molécula de colageno é formada pelas reunides helicoidais de trés cadeias
alfa polipeptidicas, que s&o ricas em aminoacidos como dlicina, prolina,
hidroxiprolina e hidroxilisina. Existem aproximadamente 46 tipos diferentes de
cadeias alfa polipeptidicas, o que resulta na formacdo de 29 tipos distintos de
colageno (Junqueira; Carneiro, 2005).

Portanto o colageno ¢ dividido em trés partes distintas: na parte esquerda,
observamos uma representacdo grafica da tripla hélice de colageno, com uma
estrutura que lembra a organizagao cristalina. No centro e a direita da imagem,
enfatiza-se a estrutura da tripla hélice, com destaque para a tor¢gdo das cadeias
individuais de colageno, identificadas em vermelho. A visao (b) proporciona um corte
transversal do eixo da tripla hélice, permitindo uma perspectiva interna da estrutura
(Souza; Castro; Silva, 2021). (Figura 2).

Figura 2 - A tripla-hélice do colageno.

}

Fonte: Souza et al. (2021).
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As moléculas de colageno apresentam uma resisténcia especifica as agdes

proteoliticas devido a sua estrutura helicoidal. No entanto, € importante destacar que
existem enzimas proteoliticas com alta especificidade para o colageno. Um exemplo
desse grupo de enzimas sd&o as metaloproteinases (MMPs), das quais séao
conhecidos 23 tipos diferentes. A maioria das MMPs é produzida e secretada na
forma de pré-enzimas inativas (Araujo et al., 2011).

A complexidade das distintas formas de colageno é atribuida a variagao na
composicao e na sequéncia de aminoacidos que compdem as cadeias moleculares
do colageno, resultando na criacdo de niveis diversos de organizagéo
supramolecular. As fibras de colageno exibem caracteristicas notaveis, sendo
altamente alongadas, birrefringentes, ndo elasticas e ndo ramificadas, embora, em
algumas instancias, grupos de fibrilas colagenas possam interconectar-se, sugerindo
a possivel presenca de ramificagdes (Birk; Mayne, 1997; Van Der Rest; Garrone,
1991).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) responsaveis pela liberagdo do
colageno fibrilar incluem MMP-1 (colagenase 1), MMP-2 (gelatinase A), MMP-8
(colagenase 2), MMP-12 (colagenase 3), MT1- MMP e MT3M. Por outro lado, a
manipulagdo do colageno tipo 3 ¢é atribuida a MMP-3, MMP-10 e as
metaloproteinases da matriz associada a membrana (MP) (Araujo et al., 2011).

O colageno, sendo uma proteina estrutural amplamente presente no tecido
conjuntivo do corpo humano e desempenhando diversas fungdes importantes na
manuteng¢do da integridade estrutural e funcional dos tecidos, desempenha varias
fungdes fundamentais durante o processo de cicatrizagdo de feridas (Papaiordanou
et al., 2022).

Na matriz extracelular (MEC), o colageno €& essencial como suporte
tridimensional dos tecidos e na facilitacdo da migragdo celular, regulagdo dos
processos de cicatrizagdo e manutengao da integridade tecidual. Durante a fase de
cicatrizagado, o colageno age como um agente adesivo ao unir as bordas da ferida,
promovendo o crescimento de células especializadas, como os fibroblastos, e
contribuindo para a maturagcdo e remodelacdo do tecido cicatrizado (Figura 3). A
quantidade e qualidade do colageno produzido tém um impacto direto na aparéncia
final da cicatrizacdo, podendo resultar em diferentes tipos de cicatrizes

(Papaiordanou et al., 2022).
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Figura 3 — Colageno durante as fases da Cicatrizagao.
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Fonte: Adaptado de Witte e Barbul (1997).

A compreensdo da estrutura e das fungdes especificas do colageno é
essencial para desenvolver abordagens terapéuticas que visam melhorar a
cicatrizacdo de feridas. Pesquisas e avangos nesse campo tém o potencial de

melhorar significativamente a qualidade de vida de pacientes com feridas cronicas

ou graves (Sousa et al., 2021).

Fisiopatologia do colageno na Cicatrizagao

A investigacédo das relagdes entre o colageno e o processo de cicatrizagéo
revela insights cruciais para compreender a fisiopatologia associada a deficiéncias e
excessos dessa proteina estrutural. No cenario de deficiéncias de colageno,
evidéncias indicam que determinadas condicdbes meédicas podem comprometer
significativamente a eficacia do processo cicatricial do organismo. Disturbios
genéticos, exemplificados pela sindrome de Ehlers-Danlos, (Lages; Lima; Ximenes,
2007) destacam-se como manifestacbes em que a sintese de colageno é afetada,
desafiando a capacidade intrinseca do corpo de promover uma cicatrizagao eficiente
(Isaac et al., 2010).

As proteinas colagénicas representam a classe mais abundante,
constituindo aproximadamente 25% a 30% de todas as proteinas presentes no

organismo. Contrastando com as deficiéncias, situagdes que envolvem a produgéo
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exacerbada de colageno suscitam preocupagdes significativas. O fendmeno da

fibrose patolégica emerge como uma consequéncia desse excesso, desencadeando
a formacao de cicatrizes hipertroficas ou queloides. Essas manifestagcdes, embora
representem uma resposta adaptativa do organismo, podem, paradoxalmente,
resultar em complicagbes e disfungdes teciduais (Cambronero Ulate; Cerdas
Fernandez; Chang Chen, 2022).

Essas moléculas se organizam em grupos especificos com base em suas
semelhancas estruturais e em suas associagdes supraestruturais, uma vez que cada
tipo de colageno tem a tendéncia de se associar com outros tipos na matriz
extracelular. A compreensédo dos tipos de colageno envolvidos no processo de
cicatrizacdo de feridas € um aspecto fundamental na pesquisa relacionada aos
processos de regeneracao de tecidos. Nesta segao, iremos examinar em detalhes os
principais tipos de colageno que desempenham fungbes diversas e interligadas
durante o complexo processo de cicatrizagao (Junqueira; Carneiro, 2005).

Tipos de colageno envolvidos na cicatrizagdo de feridas

A composicéo da pele € descrita pela presenca dos colagenos do tipo | e lll,
com uma proporcdo de 80% para 20% ao nascimento. Essa propor¢céo sofre
modificagdes a medida que envelhecemos o que justifica as alteragbes na qualidade
da pele. Estes dois tipos de colageno sédo abundantemente expressos na derme e
sdo0 essenciais para a integridade estrutural da pele e tecidos conectivos (Carbinatto;
Coelho, 2019).

Os tipos predominantes de colagenos fibrilares incluem os tipos I, II, Ill, V,
XI, XXIV e XXVII, os quais formam agregados fibrilares. Esses colagenos sao
encontrados em diversas matrizes fibrosas, tais como na derme, ossos, tenddes,
ligamentos e capsulas de 6rgaos, entre varios outros locais (UFRJ, 2018).

O colageno tipo | desempenha um papel central na fase proliferativa da
cicatrizacdo, conferindo resisténcia e solidez a matriz extracelular. Suas
caracteristicas incluem fibras densas, espessas e altamente resistentes, resultando
em uma derme mais robusta e menos propensa a flacidez (UFRJ, 2018; Ricard-
Blum, 2011). Enquanto o colageno tipo | € o tipo mais prevalente, formando fibras
grossas, ele é encontrado no tecido conjuntivo propriamente dito, na pele, tenddes,

0sso0s, dentina e cemento. Por outro lado, o colageno tipo Il forma fibras mais finas e
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é predominantemente encontrado nas matrizes da cartilagem hialina e elastica

(Feitosa, 2023).

O colageno tipo Il é mais proeminente na fase inicial da cicatrizagao,
conferindo elasticidade ao tecido de granulagcdo. O colageno do tipo i,
frequentemente associado ao tipo colageno tipo |, € denominado, também, de fibra
reticular mais delgada. O colageno tipo Il apresenta fibras mais finas e menos
resistentes, semelhantes a consisténcia de uma goma de mascar. A interagado entre
esses dois tipos de colageno desempenha um papel fundamental na transigdo de
uma cicatrizagdo imatura para uma mais madura (UFRJ, 2018). Essas
caracteristicas sdo explicadas por que a pele dos idosos tende a ser mais fina fragil
e menos elastica, com uma capacidade de retracdo reduzida, uma vez que a
propor¢gao de colageno tipo lll é significativamente elevada nessa faixa etaria
(Carbinatto; Coelho, 2019). Durante a fase proliferativa, ha uma maior producao de
colageno tipo lll, que se assemelha a uma "cola", e posteriormente ocorre uma
transicédo para o colageno tipo | na fase de maturagao (Carbinatto; Coelho, 2019).

Diferentes tipos de colageno desempenham papéis distintos na estrutura e
funcdo dos tecidos do organismo. O colageno do Tipo IV, por exemplo, € uma
molécula que ndo forma fibras, mas em vez disso, compde as membranas basais,
onde cria uma rede de moléculas de pro-colageno interconectadas, servindo como
base de sustentacdo para a lamina basal (Feitosa, 2023).

O colageno do Tipo V, embora presente em pequena quantidade, origina
fibrilas muito delicadas e € frequentemente encontrado em associagdo com o
colageno do Tipo |, que € predominante no tecido intersticial. Além disso, o colageno
do Tipo VI esta responsavel na regulagao da adeséao celular e da migragdo. Ambos
contribuem para a complexa rede de interagdes necessaria para a regeneragao
tecidual (Feitosa, 2023).

O colageno do Tipo VII, por sua vez, € uma parte integral da lamina basal,
trabalhando na integridade da epiderme. Sua presencga € importante para promover
a aderéncia das células epiteliais, possibilitando a migracéo e a restauragao eficaz
da epiderme durante a fase de reepitelizagao (Feitosa, 2023).

Além disso, o colageno do Tipo Xl é encontrado nas cartilagens, incluindo as
do tipo hialina e elastica, onde participa na estrutura das fibrilas de colageno,

juntamente com o colageno do Tipo Il. Esses diversos tipos de colageno
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desempenham fungdes interligadas, garantindo a integridade e a restauragéo

adequada dos tecidos durante o processo de cicatrizagao (Feitosa, 2023).

A compreensao da interagéo coordenada entre esses tipos de colageno é de
fundamental importancia em pesquisas avangadas sobre cicatrizacdo de feridas.
Suas especificidades, quando e onde sdo expressas e como interagdo na matriz
extracelular, sdo areas criticas de investigagdo que podem fornecer insights
significativos para melhorar as terapias destinadas a cicatrizagdo de feridas em nivel
molecular. Esta analise detalhada dos tipos de colageno envolvidos na cicatrizagao
de feridas busca preencher uma lacuna no conhecimento atual e fornecer uma base
sélida para futuras pesquisas na area de regeneracéo tecidual (Feitosa, 2023).

Ao explorar esses aspectos, esta revisdo contribui para uma compreensao
das implicagdes fisiopatoldgicas associadas ao colageno na cicatrizagao de feridas,
abrindo portas para estratégias terapéuticas inovadoras visando modular a
expressao do colageno e otimizar o processo de cicatrizagdo de feridas de maneira

clinicamente eficaz.

Métodos de Avaliagao do Colageno

A determinacdo do éxito de uma modalidade terapéutica para o tratamento
de cicatrizes hipertroficas e contraturas pds-queimaduras € de extrema importancia,
tanto para o paciente como para o profissional envolvido no processo. Nesse
contexto, a metodologia de analise se concentra na avaliagdo, seja de forma
macroscopica ou microscoépica, da reepitelizagdo e migragéo celular. Essa avaliagéo
abrange tanto a diregcdo longitudinal, a partir das margens saudaveis, quanto a
diregdo transversal, incluindo o fenbmeno de migracdo "bottom-up" de
queratindcitos, angiogénese, contragdo da ferida e depdsito de colageno (Rocha,
2022).

No estudo realizado por Bedoya et al. (2019), a investigagdo do colageno é
abordada, e sdo varias as técnicas histolégicas e coloragdes que sao mencionadas
como ferramentas essenciais nesse processo. Dentre essas técnicas, destaca-se a
coloracéo especial denominada Picrosirius Red, que se mostra seletiva em relagéo
ao colageno, permitindo a diferenciagao entre seus tipos com base nas tonalidades

vermelhas e verdes resultantes da birrefringéncia (Bedoya et al., 2016). A crescente
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popularidade dessa técnica histologica se deve a sua simplicidade de execugéo e a

consisténcia e adequacao de seus resultados.

No trabalho de Rocha (2022), também ¢é citado que para a analise do
colageno, destaca-se a descricdo do método de picrossirius polarizagdo, conforme
previamente delineado por Montes (1996). Esse método envolve a observagéo sob
microscopio de luz polarizada de secgdes histologicas de pele coradas com Sirius
Red F3BA e tratadas com acido picrico sob um microscopio de luz polarizada. Esse
procedimento se mostra eficaz na diferenciagdo entre o colageno Tipo | e Tipo lll,
com base na relagdo entre a birrefringéncia e a estrutura das fibras colagenas
(Montes, 1996; Cuttle et al., 2005).

De acordo com Rocha (2022), pelo método mencionado, o colageno Tipo |
se apresenta como fibras densamente compactadas, exibindo uma intensa
birrefringéncia e adquirindo uma coloragcdo amarela ou vermelha, enquanto o
colageno Tipo Il € observado como fibras mais finas e dispersas, tingidas em tons
de verde. A birrefringéncia intrinseca de um material especifico é determinada pela
orientacdo e pela forca das oscilacbes de todas as transicbes eletrbnicas das
moléculas. A birrefringéncia textural do colageno, por sua vez, depende da
concentragao, da geometria, do estado organizacional e da orientagdo dos feixes de
fibras. O brilho exibido por um objeto birrefringente, como o colageno, quando
submetido a luz polarizada, é resultado do retardo 6ptico e exibe um comportamento
nao linear (Ribeiro; Vidal, 1986).

Ainda em seu estudo Rocha (2022), aponta que a técnica do Picrosirius,
possibilita a obtencdo de informacdes detalhadas sobre a densidade e os tipos de
colageno presente na capsula, tudo isso através da identificagdo da birrefringéncia,
que se traduz na capacidade das fibras colagenas de brilhar em contraste com um
fundo escuro. Quando examinado sob um microscoépio de luz polarizada, o colageno
tipo | (COL-1), que é considerado colageno maduro, apresenta fibras densas e
aglomeradas que exibem uma forte birrefringéncia, refletindo uma tonalidade
avermelhada. Por outro lado, o colageno tipo Il (COL-3), que é considerado
colageno imaturo, exibe fibras mais finas e dispersas no parénquima, com uma
birrefringéncia menos acentuada e uma coloracdo esverdeada.

A analise quantitativa baseada na Geometria Fractal, desenvolvida por

Benoit Mandelbrot, 1984, complementa os métodos quantitativos convencionais
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baseados na Geometria Euclidiana, estabelecida por Euclides de Alexandria ha mais

de 2400 anos (Rocha, 2022; Mesquita, 2014).

Essa abordagem fractal tem se mostrado particularmente ser uma valiosa
ferramenta na quantificagdo de estruturas que sao dificeis (ou impossiveis) de medir.
Sua principal vantagem esta na capacidade de fornecer uma medida unica, a
dimensao fractal (DF), para quantificar estruturas complexas. A dimensao fractal
permite descrever e medir a autossimilaridade do objeto analisado, possibilitando a
comparacgao entre partes da estrutura e a estrutura como um todo. De maneira geral,
valores mais altos de DF indicam uma maior complexidade na estrutura analisada. A
principal atragcdo da geometria fractal € sua habilidade em descrever as formas
irregulares, rugosas, complexas e fragmentadas de objetos naturais ou artificiais,
que a geometria tradicional ou euclidiana ndo consegue analisar adequadamente.
Esse fenbmeno é expresso através de leis de escala estatisticamente estabelecidas
no dominio espacial ou temporal, caracterizadas por leis de poténcia que ocorrem no
mundo fisico real (Rocha, 2022; Mandelbrot, 1984).

Devido a essas caracteristicas, a dimensao fractal tem sido aplicada para
quantificar estruturas biolégicas complexas, como vasos retinianos (Mayne et al.,
1993), cicatrizacdo de feridas (Artzi; Tal; Dayan; 2001; Roush; Breur; Wilson, 1988),
fibrose em diversos o6rgaos (Whittaker, 1994), regeneracgéo de tecido 6sseo (Rocha,
2022), diferenciacdo entre tecido mamario normal e neoplasico em mamografias,
classificacdo da osteoporose em radiografias e em diversas outras aplicagcdes
(Rocha, 2022; Bedoya et al., 2019).

A técnica de deteccdo de colageno tem ganhado destaque como um
potencial biomarcador em diversas areas da medicina. Estudos tém demonstrado
sua utilidade na identificacdo de colageno em neoplasias de mama em seres
humanos (Kakkad et al., 2012) e prostata (Docheva et al., 2010) bem como em
casos de carcinoma de células escamosas em céaes (Bedoya et al.,, 2019). Esse
avanco na deteccgdo de colageno tem o potencial de revolucionar o diagndstico e o

tratamento de varias condi¢cdes médicas (Bedoya et al., 2019).
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3 ANALISE DAS IMAGENS

No estudo de Machado, 2022, a metodologia empregada na analise das
imagens obtidas através das laminas histolégicas coradas com o Picrosirius, sao
submetidas a binarizagao para fins de analise, e a dimenséo fractal (DF), € calculado
por meio do método "box-counting" utilizando o software ImagedJ, desenvolvido pelo

Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH) e disponivel gratuitamente na

internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/). As imagens capturadas dos campos histologicos
na area de cada lesdo em um aumento de 400x.

O software emprega a técnica de "box-counting" bidimensional para
quantificar a distribuicdo de pixels no espago da imagem, sem considerar a textura
da mesma. Observa-se que em varios estudos, sao selecionadas duas imagens com
a mesma distribuicdo de pixels, uma apos binarizacdo e outra em tons de cinza,
terdo a mesma dimensdo fractal. A andlise da dimensdo fractal em laminas
histolégicas baseia-se na relagao entre a resolugao da imagem e a escala avaliada,
e o resultado é expresso quantitativamente como a dimenséao fractal do objeto,
calculada pela formula DF = (Log Nr / log r-1), onde Nr representa o numero de
elementos idénticos necessarios para preencher o objeto original na escala aplicada.
Assim, a dimensao fractal calculada com o software Imaged varia entre 0 e 2, ndo
diferenciando texturas distintas. A analise morfométrica de imagens histolégicas é
uma ferramenta essencial para a obtenc¢ao de dados precisos por meio da contagem
e avaliacdo de células e componentes teciduais, e esses dados podem oferecer
informagdes diagnosticas e prognodsticas valiosas, dependendo do contexto da
analise (Andrea; Bleggi-Torres; Alves, 2008).

Diversos estudos tém explorado a avaliagdo do colageno utilizando técnicas
como planimetria por contagem de pontos e segmentagdo de cor. Essas técnicas
sdo aplicadas com o auxilio de softwares especificos, como o Image Pro Plus,
desenvolvido pela Media Cybernetics. (Fachinelli, 2005), e o Image J (Bedoya et al.,
2019), criado pelo National Institute of Health e disponibilizado gratuitamente online

(https://imagej.nih.gov/ij) (Schindelin; Rueden; Hiner et al., 2015). Essas ferramentas

computacionais possibilitam a avaliagdo da birrefringéncia do colageno de maneira
eficiente e confiavel. No entanto, & importante observar que a falta de padronizagao
nas configuragdes de analise pode representar um desafio significativo. Isso ocorre

porque a auséncia de critérios uniformes pode limitar a repetibilidade e a
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comparabilidade dos resultados entre diferentes estudos. Portanto, estabelecer

diretrizes padronizadas para essas analises pode ser uma area relevante para
futuras pesquisas no campo (Bedoya et al., 2019).

A revisdo de literatura realizada neste estudo sobre a importancia do
colageno na cicatrizagdo de feridas revelou a complexidade e a interconex&do dos
processos envolvidos na reparagdo de tecidos. O colageno, como componente
estrutural fundamental da matriz extracelular, desempenha um papel crucial em

varias fases do processo de cicatrizagao.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Essa investigacao destacou a diversidade de tipos de colageno encontrados
nos tecidos e sua distribuicdo especifica em diferentes contextos anatémicos. A
presencga de colageno tipo | foi associada a formacao de fibras densas e resistentes,
essenciais para a integridade dos tecidos, ja o colageno tipo Il foi identificado em
locais de reparacgao tecidual, onde fibras mais finas e imaturas s&o necessarias para
promover a regeneragao eficaz. Além disso, a metodologia utilizada na analise do
colageno, como a técnica de picrossirius polarizagdo, mostrou-se uma ferramenta
valiosa para diferenciar os diferentes tipos de colageno e avaliar suas caracteristicas
estruturais. A birrefringéncia resultante revela informagdes cruciais sobre a
maturidade e a organizagdo das fibras colagenas, permitindo uma compreensao
mais profunda dos processos de reparagao tecidual.

Nossa pesquisa sublinhou a importancia de avaliar a cicatrizagao de feridas
de forma abrangente, considerando ndo apenas o colageno, mas também outros
fatores, como a migracao celular, angiogénese, contragdo da ferida e depdsito de
colageno. A analise fractal, que fornece uma medida unica da complexidade da
estrutura, mostrou-se uma ferramenta valiosa para quantificar aspectos dificeis de
serem mensurados pelas metodologias tradicionais. No contexto clinico, a
compreensao das complexas interagcbes do colageno e sua relevancia para a
cicatrizacdo de feridas €& fundamental. Isso tem implicagdes diretas no
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes, especialmente no
tratamento de cicatrizes hipertroficas e contraturas pés-queimaduras.

Em resumo, esta revisdo de literatura destaca o papel multifacetado do
colageno na cicatrizacdo de feridas e a importancia de técnicas avangadas de
analise na pesquisa e na pratica clinica. A medida que continuamos a aprofundar
nosso conhecimento nesse campo, € imperativo reconhecer a relevancia do
colageno como um biomarcador potencial em varias condi¢des médicas, incluindo
neoplasias e patologias cutaneas.

Concluimos, portanto, que a pesquisa continua nessa area é fundamental
para o avango da medicina e da cirurgia, visando melhorar a qualidade de vida dos
pacientes e otimizar os resultados clinicos no tratamento de feridas e condicbes

relacionadas ao colageno.
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ARTIGO

Dimensao fractal do colageno em feridas dermicas induzidas e tratadas com plasma rico

em plquetas autologo e membrana de quitosana, xantana e B-glicana

Lidelci de Figueredo Bento', Valter Dias da Silva', Liliane Girotto Pereira', Cecilia Laposy

Santaréml, Suelen Umbelino da Silval, Marcia Zilioli Bellini* e Rosa Maria Barilli Nogueira1

Resumo

Este estudo avaliou o colageno em feridas induzidas e tratadas com plasma rico em plaquetas
autologo em gel (PRPa) e biocurativo de quitosana, xantna e B-glicana por meio da dimensao
fractal em coelhos. Antes do experimento, seguimos um planejamento amostral aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais sob n°6157. Vinte e quatro coelhos saudaveis foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, controle, membrana, PRPa em gel, membrana
com PRPa em gel e tratados ao longo de 28 dias, com avalia¢des nos intervalos M0, M7,
M14, M21 e M28 dias. As feridas foram tratadas nos dias 07, 14, 21 e 28 e as bidpsias foram
realizadas com um punch de 8 mm, para analise das fibras de colageno com Picrosirius-red. A
dimensao fractal foi quantificada usando o método Box-counting no software Image J®,
avaliando a distribuicao de pixels na imagem bidimensional. Resultados: No centro da lesao,
o tratamento com PRPa em gel mostrou maior eficacia na reparacao e colagenizacao. Houve
diferencas significativas no colageno tipo III, favorecendo o PRPa em gel. Na fase final, o
PRPa em gel demonstrou melhor organizagdo do colageno. Na borda das lesdes, ndo houve
alteragoes significativas nas dimensoes fractais. Nao houve diferengas para colageno tipo I,
quando comparado ao longo do tempo com colageno do tipo IIl. Associagdo da biomembrana

de quitosana, xantana e -glicana nao potencializou o efeito do PRPa gel, porém isoladamente
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apresentou eficacia no processo de cicatri¢ao. Conclusdo: A analise de dimensao fractal (DF)

mostrou eficacia na avaliagdo dos tratamentos de cicatrizacdo. O plasma rico em plaquetas
(PRP) foi mais eficiente na colagenizagdo e organizacao das fibras coldgenas do que a
biomembrana de quitosana, xantana e 3-glicana.
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Introducio

A pele, como o maior 6rgdo do corpo humano, desempenhando um papel
fundamental na protecdao e na manutengao das fungdes homeostaticas do organismo. Ela
atua como uma barreira contra ameagas externas, desempenhando um papel na
regulagdo da temperatura corporal, na transmissdo de estimulos sensoriais € na
preservacao da autoestima e da saude. No entanto, sua exposi¢do constante a diversos
fatores ambientais a torna vulnerdvel a possiveis danos em sua integridade,
especialmente quando sujeita a impactos agressivos que podem resultar em lesdes nesse
tecido complexo que comprometam suas fun¢des homeostaticas.'

A avaliacdo da cicatrizagdo de feridas abertas ¢ de extrema relevancia no
campo da medicina, uma vez que a eficacia desse processo contribui na recuperagao do
paciente e na melhoria de sua qualidade de vida a longo prazo. A cicatrizagdo de feridas
¢ um processo altamente complexo para a restauracao da integridade das estruturas do
corpo, tanto interna quanto externamente. A compreensdo dos mecanismos subjacentes
a cicatrizagdo e a identificagdo de abordagens terapéuticas sdo objetivos de destaque nas
pesquisas biomédicas.”

Quando uma ferida surge, desencadeia-se imediatamente uma série de
processos biologicos intrinsecos, dindmicos, organizados e altamente complexos para
reparar os danos teciduais, culminando na formag¢ao de um novo tecido com estrutura e
funcdo semelhante a pele integra. Esse processo envolve interagdes intricadas entre
diversas células, mediadores quimicos e a matriz extracelular, abrangendo multiplas
fases de reparo.’

O colageno desempenha um papel essencial na cicatrizacdo de feridas, sendo

um componente fundamental na regenera¢do de tecidos danificados. O interesse
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crescente na comunidade cientifica em entender seu papel se justifica por ser uma
proteina estrutural presente em abundancia no corpo humano e em tecidos animais. O
colageno ¢ o principal componente da matriz extracelular, fornecendo suporte estrutural
e resisténcia aos tecidos. Em particular, o colageno tipo I e tipo III sdo conhecidos por
sua importancia na formacao de cicatrizes. O colageno tipo I, com fibras espessas e
resistentes, contribui para a forga do tecido cicatricial, enquanto o coldgeno tipo III, com
fibras mais finas, desempenha um papel na fase inicial da cicatrizaco.”

No contexto do tratamento de feridas, a prioridade ¢ alcangar um fechamento
eficaz da lesdo, resultando em uma cicatrizagdo garantida com funcionalidade e
estética.’

No entanto, falhas nesse processo podem ocorrer, resultando em feridas de
dificil cicatrizagdo que impactam a qualidade de vida do individuo, tanto do ponto de
vista estético como causando limitagdes funcionais. Dado o risco associado as
complicacdes e as elevadas taxas de morbimortalidade relacionadas as alteragdes no
curso da cicatrizagdo, foram desenvolvidos diversos tipos de tratamentos.®’

O plasma rico em plaquetas (PRP), ¢ uma terapia promissora no campo da
medicina regenerativa, com destaque crescente nas pesquisas sobre cicatrizagdo de
feridas cutdneas. O PRP ¢ uma preparagdo obtida através da centrifugacdao da fracao
plasmatica do sangue total, rico em plaquetas, fatores de crescimento (fator de
crescimento derivado de plaquetas-PDGF; fator de crescimento de transformagdo beta-
TDFb; fator de crescimento semelhante a insulina-IGF; fator de crescimento
epidérmico-EGF), citocinas, integrinas e proteinas bioativas. Esses componentes
desempenham um papel fundamental na modulac¢do da resposta inflamatoéria, na terapia

~ . 8.9
celular e na regeneragdo dos tecidos. ™
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O PRP pode ser derivado do proprio sangue do paciente, denominado plasma
rico em plaquetas autdlogo (PRPa), de outro paciente da mesma espécie, denominado
homologo ou de outras espécies, heterdlogo.'”

Diversos estudos na literatura t€ém explorado alternativas terapéuticas para o
tratamento de feridas, como os curativos dérmicos bioativos a base de polissacarideos
naturais. Estes incluem quitina, quitosana, alginato, pectina, xantana, celulose e seus
derivados, como metilcelulose e carboximetilcelulose, em formulacdes isoladas ou
complexadas. ' %13

O uso desses biocurativos como a membrana de quitosana, xantana e B-
glucana, tem surgido como uma estratégia adicional no tratamento de feridas,
proporcionando propriedades notaveis, tais como atividade antimicrobiana, absor¢ao de
exsudato e estimulo a regeneracao tecidual. Esses curativos sdo reconhecidos por sua
atoxicidade, alta biocompatibilidade, biodegradabilidadee por criar um microambiente
favoravel, hidratado e com isolamento térmico.'*'>'® Além disso, auxiliam na remocgao
do excesso de exsudato e facilitam as trocas gasosas.'®"’

A quitosana desempenha um papel essencial na regeneragdo de tecidos, pois
promove a estabiliza¢do da ferida, aumentando a aderéncia e agregagdo das plaquetas,
reduzindo a resposta inflamatdria e favorecendo a proliferacao das células endoteliais
dos vasos sanguineos. Além disso, ela aumenta a expressdo de fatores de crescimento e
citocinas. Esses processos aceleram a formagdo de tecido de granulacdo e,
consequentemente, o processo de cicatrizago.'™"

A quitosana também pode acelerar sinergicamente a cicatrizagdo em

comparagdo com outros tratamentos, ativando a via TGF-Bf/Smad e induzindo a

expressdo de genes relacionados a angiogénese. Isso resulta no crescimento precoce do
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tecido de granulagdo e na deposi¢ao de colageno, além de criar um ambiente umido e
respiravel na ferida, juntamente com a aplicagdo adequada de compressao
fisicg 2021222324
E relevante mencionar que a quitosana é degradada pela enzima lisozima, cujos
produtos de degradacdo estimulam macréfagos, influenciam positivamente a
organizacio do colageno e, consequentemente, aceleram a cicatrizacdo de feridas. **

A Xantana, ¢ um polissacarideo produzido pela fermentacdo de carboidratos
por bactérias do género Xanthomonas, ¢ amplamente utilizada como um agente
espessante e estabilizador em diversas industrias, incluindo a farmacéutica e cosmética.
No contexto de biocurativos, a xantana destaca-se por sua alta viscosidade, capacidade
de formar géis em presenca de cations e excelente biocompatibilidade. Essas
propriedades permitem a criagdo de uma barreira fisica protetora sobre a ferida, que
ajuda a manter um ambiente imido, essencial para a cicatriza¢ao. Além disso, a xantana
possui propriedades hidratantes e capacidade de interagcdo com outros biopolimeros,
como a quitosana, para formar matrizes de curativos que combinam os beneficios de
ambos os materiais, potencializando a eficacia no tratamento de feridas. *

A B-glicana ¢ um polissacarideo natural encontrado na parede celular de
cereais, leveduras, fungos e algumas bactérias. Ela ¢ conhecida por suas propriedades
imunomoduladoras, antioxidantes ¢ de aceleracdo da cicatrizagdo. No uso em
biocurativos, a B-gllcana contribui significativamente para a regeneragdo tecidual
devido a sua capacidade de estimular a atividade dos macrofagos, células-chave na
resposta inflamatoria e na fagocitose de detritos celulares. A B-gllcana também promove
a produgao de colageno e de fatores de crescimento, essenciais para a formacao de novo

tecido. Sua aplicagdo em curativos proporciona um ambiente que favorece a
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reepitelizagdo e a formacdo de tecido de granulagcdo, além de possuir propriedades
antimicrobianas que ajudam a prevenir infec¢des secundarias.*

Paralelamente, a analise da dimensao fractal (DF) emergiu como uma
importante ferramenta para quantificar a complexidade estrutural dos tecidos bioldgicos.
A DF oferece uma perspectiva Unica de avaliacdo sobre a organizagdo e a distribuigao
dos componentes da matriz extracelular, incluindo o colageno, mostrando a qualidade
da cicatrizacao e regeneragao tecidual sem interferéncia do avaliador. 27,28

A hipdtese desse estudo ¢ que a DF, como método auxiliar na avaliacao da
fisiopatologia da reparacao tecidual, pode contribuir na tomada de decisdo do protocolo
terapéutico mais eficiente para cicatrizacdo de feridas utilizando diferentes fontes de
tratamento e que a associagdo do PRPa em gel e o bicourativos de quitosana, xantana e §3-
glicana resulte em efeito sinérgico alterando de forma quanti-qualitativa a colagenizagao
tecidual.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi utilizar o método da dimensao fractal
na quantificacdo de colageno do tipo I e colageno do tipo III em feridas
experimentalmente induzidas e tratadas com plasma rico em plaquetas autdlogo (PRPa)
na forma gel e com membrana de quitosana, xantana e B-glicana, e sua combinacdo, na
cicatrizacdo de feridas cutaneas em coelhos.

Materiais e métodos

O estudo foi protocolado sob o niimero 6157 e aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista, além de seguir os
principios éticos estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratdrio (SBCAL) e também as diretrizes apresentadas no "Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals" publicado pelo National Research Council.
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Delineamento Experimental
Previamente ao experimento, foi realizado planejamento amostral, com o

objetivo de reduzir ao minimo necessario o numero de animais a ser utilizado.

Tamanho Amostral

Para calcular o tamanho amostral, foi utilizada a seguinte equacao:
. 2
n=(Ezx>)

n = numero de elementos da amostra
z = valor tabelado obtido da Tabela da Distribuicdo Normal — Z ~ N(0;1)
s = desvio-padrao
e = erro padrao
O calculo foi realizado considerando um nivel de confianga de 99% e uma taxa
de erro de 1,8%. Em relagdo ao desvio-padrdo, usou-se s=0,0469, considerando o
desvio-padrio obtido em trabalho semelhante.”

O tamanho amostral obtido foi de 24 animais, sendo distribuidos em 06

animais cada grupo.

Animais

Foi utilizado um total de 24 coelhos (n=24) machos da raga Nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus), clinicamente saudaveis, com 2 anos de idade, peso médio
3,5£1,0 kg. Com o intuito de garantir o bem-estar e a satide dos coelhos, os mesmos
foram alojados em gaiolas individuais, em um ambiente com temperatura controlada de

22°C £ 2, fotoperiodo claro/escuro de 12 horas, controlado, alimentados com racdo
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peletizada comercial (Supra®) e agua ad libitum. Antes do inicio do experimento, foi
concedido um periodo de aclimatagdo de sete dias para que os coelhos se adaptassem ao

ambiente de estudo.

Preparo do PRP

Para a obtencdo do Plasma Rico em Plaquetas Autologo em gel (PRPa), os
animais foram submetidos a um procedimento anestésico por via intramuscular (IM),
empregando uma combinacdo de Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazin® 2%) na dose de 5
mg/Kg e Cloridrato de Cetamina 100mg/mL (Syntec®) na dose de 30 mg/kg.*
Posteriormente, realizou-se a coleta de 9 mL de sangue da veia marginal auricular dos
coelhos, utilizando um cateter de calibre 23 G.3!

Ao término da coleta de sangue aplicou-se por via topica o gel Polissulfato de
Mucopolissacarideo (Topcoid®) como medida de prevencao de flebites, tromboflebites,

hematoma e edema nas veias superficiais como a da orelha. (Figura 1).

Figura 1- Coleta de sangue para obten¢do do Plasma Rico em Plaquetas Autdlogo em gel
(PRPa).

A) Coleta de sangue por gotejamento da veia marginal auricular do coelho utilizando cateter
calibre 23G e vacutainer; B) Aplicagdo de Polissulfato de Mucopolissacarideo (Topcoid®) gel

topico apos coleta de sangue. Fonte: O autor.



56

A amostra sanguinea coletada foi em dois tubos estéreis, previamente
preparados com citrato de sodio a 3,2% (Greiner Bio-one Brasil - tubo estéril com
citrato de sédio 3,2%). Apos a divisdo da amostra, procedeu-se a homogeneizagdo por
inversdo constante, o que resultou na obtencdo de 4,5 mL de sangue total em cada
frasco. Para preservar a integridade da amostra, os frascos foram mantidos a temperatura
aproximada de 22°C. Uma aliquota foi retirada de cada frasco com a finalidade
especifica de realizar a contagem do niimero de plaquetas, empregando um contador
automatico Sysmex Poch Diff 100iV da Roche®.

Na fase inicial, a centrifugag¢do do sangue foi a 200 gravidades (G) utilizando
uma centrifuga Excelsa II, modelo 206-BL da Fanem®, durante 10 minutos, resultando
na separacdo das trés camadas distintas: a camada superior, denominada sobrenadante
de coloragdo amarelada denominada plasma pobre em plaquetas-PPP, a camada
leucoplaquetaria ou zona de névoa, caracterizada por sua coloracio esbranquigada e rica
em plaquetas; e a camada inferior, composta pelas hemacias, que exibe cor vermelha.
Tanto o sobrenadante de plasma quanto a camada leucoplaquetéria de cada um dos dois
tubos foram cuidadosamente pipetados e transferidos para tubos secos e estéreis, em
preparagdo para a segunda fase do processo de centrifugacdo, realizado a 400 G por 10
minutos. Do sobrenadante obtido, dois tercos (2/3) foram descartados, representando a
fragdo PPP, enquanto o ter¢o restante (1/3) foi destinado a homogeneizagdo com a
finalidade de dispersar as plaquetas e assim dar origem ao plasma rico em plaquetas
autdlogo (PRPa), em seguida foi adicionado gluconato de calcio a 10% na proporg¢ado de
4:1 para transformacdo em gel. O volume final do gel PRPa foi de 0,5 mL em ambos os
frascos. Foi realizado a contagem do numero de plaquetas, adotando como referéncia o

valor minimo de 1.000.000 plaquetas por milimetro cubico, conforme critérios
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estabelecidos para a classifica¢io de plasma enriquecido.’**® (Figura 2).

Figﬁra 2- Preparo do Plasma Rico em Plaquetas autélogo (PRPé) em gel.
A) Centrifugacdo do sangue de coelho, etapa para preparacdo do plasma rico em plaqueta
autdlogo (PRPa); B) Tubos vacuteianer com PRPa; C) PRPa na forma gel a ser colocado sobre a
ferida. Fonte: O autor.

Inducgdo e tratamento das feridas

ApOs a coleta de sangue para a preparagao do PRPa, enquanto os animais ainda
permaneciam anestesiados, procedeu-se a tricotomia da regido dorsal de cada coelho, ¢ a
identificagdo numericamente (Figura 3). Essa tricotomia foi realizada com um
tricotomizador elétrico (AGC®), equipado com uma lamina niimero 40. Para garantir a
higienizacdo da éarea da ferida, fez-se uma antissepsia da pele utilizando alcool 70%,
antes da intervencao cirurgica, a area da ferida foi previamente demarcada com o auxilio
de uma caneta retroprojetor Pilot”, em seguida aplicado 1,0 mL de anestésico local por
via subcutinea (SC) (cloridrato de lidocaina 2% com vasoconstritor) no local de indugao
de cada lesdao. Foram feitas quatro feridas em cada animal e identificadas em M7, M14,
M21 e M28 de acordo com os momentos de avaliacdo e realizagdo da biopsia de cada
uma das feridas.® As feridas foram entdio confeccionadas na regido dorsal, utilizando um

punch dermatologico de 8 mm de didmetro, foi retirado um fragmento de pele,
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divulsionando a tela subcutanea com tesoura de ponta romba com auxilio de uma pinca
kocher, preservando a musculatura.”® Como parte do protocolo para o controle da dor
pos-cirurgica, foi administrado cloridrato de tramadol (Tramal®) na dose de (0,5

mg/kg) por via intramuscular (IM), a cada 12 horas, durante trés dias consecutivos

1.35

obejtivo de minimizar o desconforto € promover o bem estar anima

Figura 3- Preparo dos coelhos para indugéo das feridas.
A) Quatro feridas induzidas com punch de 8mm (M7-momento 7 dias, M14-momento 14 dias,
M21-momento 21 dias, M28-momento 28 dias); B) Punch de 8mm utilizado para indugdo das
feridas na regido dorsal do coelho. Fonte: O autor.

Os animais foram devidamente identificados numéricamente e alocados

aleatoriamente em quatro grupos experimentais distintos, que foram denominados como
grupo controle (GC), grupo membrana (GM), grupo PRPa em gel (GPRPa) e grupo
membrana com PRPa em gel (GM+PRPa). Cada um desses grupos de animais foi
submetido a um tratamento (Tabela 1) e foram acompanhados diariamente ao longo do
periodo experimental de 28 dias. O processo de cicatrizagdo, resultante dos tratamentos,
foi minuciosamente avaliado em diferentes intervalos de tempo, sendo denominados

como MO (indugdo da ferida), M7, M14, M21 e M28 (28 dias).
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Tabela 1 - Distribui¢do dos animais nos grupos (GC-controle; GM-membrana; GPRPa-plasma
rico em plaqueta autdlogo em gel; GM+GPRPa: membrana + plasma rico em plaqueta autélogo
em gel) e tratamento instituido para cada grupo.

Grupo Animais Feridas Tratamento
Solucdo de NaCl
GC [ 24
(0,9%4%)
GM [ 24 Membrana
GPRPa [ 24 PRPa
GM+PERPa & 24 Membrana + PRPa

Fonte: O autor.

Efetuou-se inicialmente a limpeza as lesdes com solugdo de cloreto de sédio a

O.9%® em todas as feridas de todos os grupos, posteriormente o tratamento foi
realizado de acordo com o seu grupo.

No GC, apés a limpeza, as feridas foram protegidas com rayon estéril (1.0

cmz) e o uso de curativos do tipo band—aid® (Figura 4).

Figura 4- Tratamento das feridas do grupo controle (GC).
A) Solugido de cloreto de sodio 0,9% para limpeza da ferida do grupo controle; B) Curativo com
rayon estéril e band-aid. Fonte: o autor.
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No GM, as feridas foram cobertas com membranas densas € porosas,
compostas por quitosana, xantana e [-glicana, com um didmetro de 8mm. Essas
membranas foram previamente cortadas manualmente com auxilio do punch de mesmo

diametro e hidratadas em uma solug¢ao salina 0,9% (Figura 5).

Figura 5- Tratamento das feridas do grupo membrana (GM).

A) Corte da membrna quitosana, xantana e B-glicana com punch de 8mm; B) Hidratag¢do da
membrana com solu¢do de cloreto de sddio 0,9%; C) Retirada da membrana da hidratacdo com
auxilio de pinga anatdmica; D) Colocag@o da membrana sobre as feridas. Fonte: O autor.

No GPRPa em gel, as feridas foram tratadas com o PRPa na forma de gel

topico, e um curativo do tipo band—aid® foi aplicado sobre as mesmas. No GM+GPRPa,
as feridas foram cobertas com o PRPa em forma de gel topico, ¢ uma membrana
previamente cortada e hidratada, composta por quitosana, xantana e [(-glicana, foi

aplicada sobre as feridas. As feridas foram protegidas com rayon e o uso de curativos do

tipo band-aid® (Figura 6).
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- Db |
Figura 6- Tratamento das feridas do grupo membrana e grupo plasma rico em plaqueta autélogo
gel (GM+PRPa gel).

A) Colocacdo do PRPa gel sobre a ferida; B) Colocagdo da memebrana circular sobre o PRPa

gel; C) Colocagdo do rayon sobre a membrana e o PRPa gel; D) Colocagdo do curativo tipo
band-aid® sobre o rayon. Fonte: O autor.

Processamento e avaliagdo histologica das amostras

As biopsias das feridas nos momentos M7, M14, M21 e M28 dias de todos os
grupos foram realizadas apos a anestesia dos animais empregando o mesmo protocolo
de indugio da ferida."? Para a realizacdo da biopsia, foi utilizado um punch de 6 mm de
diametro, abrangendo a drea central da ferida até suas margens, para avaliagdo
histologica.'”

Os fragmentos de tecido cutaneo removidos foram devidamente imersos em
uma solucdo de formalina tamponada a 10%, onde solucdes definidas por um periodo de
24 horas. Posteriormente, esses fragmentos foram incluidos em parafina. A partir desses
tecidos incluidos em parafina, foram obtidos cortes com espessura de 5 um. Esses cortes
foram, entdo, submetidos a processos de coloragdo, utilizando a coloragdo especifica
com Picrosirius-red F3BA, considerada de alta especificidade para caracterizagao fibras
colagenas Tipo I e tipo III e as laminas foram avaliadas de forma cega.*®

Para a captura das imagens, foi utilizado um microscopico especifico (Leica

DMLB 80), ligado a uma camera (DFC 300 FX) sob luz normal. As imagens foram

obtidas com o analisador de imagem Leica Q-Win e comprovadas por meio de um
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software (versdo 3 para Windows para analise histologica). As imagens foram
capturadas com padronizag¢ao de objetiva de aumento de 40 vezes, intensidade maxima
de luz do especifico e polarizagdo em plano de 90° a partir de trés campos da area de
selecdo, selecionados aleatoriamente.’’

A técnica de polarizagdo utilizando o corante picrosirius possibilita uma andlise
quantitativa altamente sensivel para a medi¢cdo dos coldgenos maduros (Tipo I) e
imaturos (Tipo III) como demonstra na figura 7.%*

Utilizando o sistema de nticleos RGB (Red, Green, Blue), as fibras de colageno
maduras do tipo I foram identificadas pelas tonalidades de amarelo, laranja e vermelho,
caracterizando-se por sua maior espessura ¢ intensa birrefrigéncia. Em contrapartida, as
fibras de colageno imaturo, do tipo III, foram representadas em tons de verde, sendo
mais finas distribuidas de forma mais dispersa e apresentando uma birrefrigéncia mais

fraca. Esse método permitiu a quantificagdo da area ocupada por cada tipo de colageno

32,39

em campos especificos predefinidos nos cortes histologicos.

Figura 7- Avaliagdo histologica para medigdo dos colagenos tipos I e III, por meio da técnica de
Picrosirius.

A- Imagem das fibras colagenas birrefringentes, coradas com Picrosirius, obtida por
microscopio de luz polarizada. Na imagem ¢ possivel visualizar as fibras birrefringentes de - 1-
Colageno tipo I Col-1 (maduro) vermelhas; 2- Colageno tipo III Col3 (imaturo) verde; indicadas
por seta. Aumento de 40x. Imagem RGB Original - Representacdo do processo Split Channel:
Imagem dividida para os componentes red e green, respectivamente B ¢ C. Fonte: O autor.
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A andlise das laminas histoldgicas baseou-se na relacdo entre a resolugdo e a
escala avaliada, e o resultado quantitativo ¢ expresso como a dimensao fractal do objeto
(DF =log Nr/ log r-1), onde Nr representa a quantidade de elementos iguais necessarios
para preencher o objeto original ¢ uma escala aplicada ao objeto. Portanto, a dimensao
fractal calculada com o software Image J® varia sempre entre 0 e 2, ndo permitindo a
distinca . 40,41

istingdo de diferentes texturas.
Apo6s o término do experimento os animais foram eutanasiados com overdose

de Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazin® 2%) e Cloridrato de Zolazepan (Zoletil® 50)

em associagao.

Analise da Dimensao fractal

Com objetivo de avaliar as fibras de colagenos tipos I e IIl, as laminas
histoldgicas coradas com Picrosirius-red F3BA e fotografadas foram submetidas a um
processo de binarizagdo e, em seguida, a andlise da dimensdo fractal utilizando o
método Box-counting. Para realizagdo dessa analise, foi utilizado o software Image J®
do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH), que estd disponivel

gratuitamente na internet (http:/rsbweb.nih.gov/ii).* O software considera duas

dimensdes, permitindo a quantificagdo da distribui¢do de pixels no espago, sem
considerar a textura da imagem. Isso implica que duas imagens com a mesma
distribuicdo de pixels, uma binarizada e outra em niveis de cinza, tenham a mesma
. = 43
dimensao fractal (DF).
Para a DF as laminas foram fotografadas em 4 campos histoldgicos da area de
cada lesdo/animal/grupo, sendo 2 imagens da area da borda e 2 imagens da area do

centro.
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Para a andlise da dimensao fractal, inicialmente, as imagens foram submetidas
ao processo de Split Channel, que fragmenta os canais da imagem. Em imagens RGB,
as cores sao empregadas para representar multiplos canais, refletindo as cores

verdadeiras presentes na amostra (http://imagej.net). A fungdo Split Channel possibilita

a divisdo de uma imagem RGB em seus componentes individuais, ou seja, red
(vermelho), green (verde) e blue (azul).*?

Em seguida, as imagens foram submetidas ao processo de binarizagdo
transformando-as em imagens em preto e branco. Esse procedimento foi mostrado
necessario, uma vez que a analise fractal quantifica a drea da imagem em preto. Por fim,
a andlise da dimensdo fractal foi conduzida por meio do método de box-counting. O
programa adota um modelo bidimensional que possibilita a quantificacao da distribui¢ao
de pixels no espaco da imagem, sem levar em consideracio a textura da imagem.** Isso
implica que duas imagens com a mesma distribuicdo de pixels, seja uma delas
binarizada e outra em tons de cinza, resultardo na mesma Dimensao Fractal (DF). Como
resultado desse processo, o DF calculado utilizando o software ImageJ® sempre se

situara em uma faixa entre 0 ¢ 2, incapaz de distinguir entre diferentes texturas.*

Andlise da Dimensdo fractal

Durante nossas pesquisas, identificamos uma ampla variedade de estudos em
quais diversos autores descreveram a andlise da Dimensdo Fractal (DF) de fibras de
colageno de diversas maneiras, sem seguir um roteiro metodoldgico unificado. Diante
desse cendrio, desenvolvemos o seguinte protocolo para conduzir uma analise fractal e
quantificar essa proteina essencial.

Com objetivo de avaliar as fibras de coladgenos tipos I e III, as laminas


http://imagej.net/
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histoldgicas coradas com Picrosirius-red F3BA e fotografadas foram submetidas a um
processo de binarizacdo e, em seguida, a andlise da dimensdo fractal utilizando o
método Box-counting. Para realiza¢dao dessa analise, foi utilizado o software Image J®
do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH), que estd disponivel

gratuitamente na internet (httr)://rsbweb.nih.gov/ii/).42 O software considera duas

dimensdes, permitindo a quantificacdo da distribuicdo de pixels no espago, sem
considerar a textura da imagem. Isso implica que duas imagens com a mesma
distribuicao de pixels, uma binarizada e outra em niveis de cinza, tenham a mesma
dimenséo fractal (DF).*

Para a DF as laminas foram fotografadas em 4 campos histologicos da area de
cada lesdo/animal/grupo, sendo 2 imagens da area da borda e 2 imagens da area do
centro, 1 imagem com luz polarizada e com birrefrigéncia e outra sem luz
respectivamente. Na microscopia de polarizagdo, as fibras coldgenas, coradas com
Picrosirius, exibem uma rede densa, notavel pela propriedade birrefringente da molécula
de colageno, o que permite a distingdo entre o colageno imaturo e o coldgeno maduro.*®

No sistema de cores RGB (Red, Green, Blue), as fibras de colageno maduro
(tipo I) se destacam por serem fortemente birrefringentes e mais espessas, aparecendo
justapostas e com variacdes de cores que incluem caracteristicas de amarelo, laranja e
vermelho. Por outro lado, as fibras de coldgeno imaturo (colageno tipo III) apresentam-
se mais finas e dispersas, exibindo uma birrefrigéncia menos intensa e adotando uma
coloracdo predominantemente verde, escolha desse método deve ter sua capacidade de
quantificar a 4rea ocupada por cada tipo de fibra colagena nos cortes histologicos.™

Todos os procedimentos relacionados a andlise da dimensdo fractal foram

realizados pelo software ImageJ®, desenvolvido pelo Instituto Nacional de Saude dos


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Estados Unidos (NIH) e amplamente acessivel na internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Devido a coloracdo com Picrosirius, as fibras de coldgeno sdo esperadas tonalidades
predominantes de vermelho e verde, como mostrado no estudo de Collor, 2015.%*

Para a analise da dimensao fractal, inicialmente, as imagens foram submetidas
ao processo de Split Channel, que fragmenta os canais da imagem. Em imagens RGB,

as cores sao empregadas para representar multiplos canais, refletindo as cores

verdadeiras presentes na amostra (http://imagej.net). A fungdo Split Channel possibilita

a divisdo de uma imagem RGB em seus componentes individuais, ou seja, red
(vermelho), green (verde) e blue (azul).*”

Em seguida, as imagens foram submetidas ao processo de binarizagdo (Figura
8), transformando-as em imagens em preto e branco. Esse procedimento foi mostrado
necessario, uma vez que a analise fractal quantifica a drea da imagem em preto. Por fim,
a andlise da dimensdo fractal foi conduzida por meio do método de box-counting. O
programa adota um modelo bidimensional que possibilita a quantificagdo da distribui¢do
de pixels no espaco da imagem, sem levar em consideracio sua textura.** Isso implica
que duas imagens com a mesma distribuicao de pixels, seja uma delas binarizada e outra
em tons de cinza, resultardo na mesma Dimensao Fractal (DF). Como resultado desse
processo, o DF calculado utilizando o software ImageJ® sempre se situard em uma

faixa entre 0 e 2, incapaz de distinguir entre diferentes texturas.*


http://rsbweb.nih.gov/ij/
http://imagej.net/
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Figura 8- Representac¢do do processo de binarizagdo.
A imagem torna-se preto e branco. As fibras colagenas aparecem em preto ¢ o restante da
imagem em branco. Imagem dividida para os componentes red (colageno tipo I) e green
(colageno tipo III), respectivamente A e B. Fonte: O autor.

Andlise Estatistica

Os dados das dimensdes fractais foram comparados entre os grupos e
momentos de tratamento por meio do teste da ANOVA de medidas repetidas mista
(split-plot). O pressuposto de normalidade foi verificado por meio do teste de Shapiro-
Wilk, a homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene e a esfericidade por
meio do teste de Mauchly. As comparagdes multiplas entre grupos, em caso de
significancia apontada pela ANOVA, foi testada por meio do teste post-hoc de
Bonferroni. O nivel de significancia adotado em todos os testes foi a = 5%, e o software
utilizado nas analises foi o RStudio, versao 2023.06.1+524. Foi utilizado o teste de
Shapiro Wilk para testar as normalidades dos dados para cada grupo. Uma vez nao
verificada normalidade, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com comparar as médias
das feridas entre grupos e momentos, e como post-hoc foi utilizado o teste de Dunn. O

nivel de significancia adotado foi de 5%, e o software utilizado foi o RStudio.*®
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Resultados e Discussiao
Centro das lesdes

Os resultados indicam que todos os tratamentos foram eficientes na reparacao
tecidual e contribuiram na colagenizagao tecidual, no entanto o grupo tratado somente
com plasma rico em plaquetas (PRP) mostrou ter sido melhor, indicando uma
colagenizagdao mais organizada. Nenhum efeito colateral foi observado nos tratamentos
utilizados.

No inicio do processo de cicatrizacao as fibras de colageno tipo III (imaturas)
aparecem com birrefringéncia verde, sdo as primeiras a se formar durante o processo de
cicatrizagdo e posteriormente sao substiuidas pelas fibras colagenas tipo I que aparecem

com birrefringéncia laranja-avermelhada. (Figura 9).

GM

LESOES DQ CENTRO

PRP

Figura 9- Técnica de polarizagao utilizando corante picrosn'us para a medi¢do quantitativa dos
colagenos maduros (Tipo I) e imaturos (Tipo III) do centro das lesdes para os diferentes grupos
(controle-GC, membrana-GM, plasma rico em plaquetas autélogo-PRPa, PRPa + membrana-

GPRP+M) nos diferentes momentos (M7, M14, M21, M28 dias). Fonte: O autor.
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De forma positiva os tratamentos influenciaram a organizacdo da matriz
extracelular (MEC), durante o processo de cicatrizagdo provavelmnete por conta das
diferentes propriedades dos materiais utilizados e sua capacidade de estimular a sintese
de colageno (Figura 10).

Na amostra colhida do centro da lesdo, o coladgeno tipo III diferiu de forma
significativa entre os grupos de tratamento, efeito este demosntrado pelos valores
encontrados nas dimensdes fractais [F(3,20) = 8,24; p = 0,001], porém nos momentos

avaliados nao foi considerado significativo [F(3,60) = 0,83; p = 0,483] (Figura 11).
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MO M7 nM14 M21 28
p=0,007* p=0,204*% p=0.002% p=0,002%

Figura 10- Imagens macroscopicas das lesdes induzidas em coelhos nos diferentes grupos:
controle (GC), grupo membrana (GM), grupo plasma rico em plaquetas autologo em gel (GPRP), grupo plasma rico em plaquetas autologo em gel +
membrana nos diferentes momentos de tratamento 0 (M0), 7 (M7), 14 (M14), 21 (M21), 28 (M28) dias. Fonte: O autor.
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GRUPO
E3 conTROLE

GRUPO

Dimenséo Fractal

ES GONTROLE
E5 MEMBRANA 15 ES MEMERANA
ES PRP B3 prP
18-

Dimenséo Fractal

— PRP + MEMB — PRP + MEMB

CONTROLE MEMBRANA PRP PRP + MEMB

CONTROLE MEMBRANA PRP
Grupo

Grupo

PRP + MEMB

colageno tipo lll (Centro) colageno tipo I (Centro)

Figura 11- Analise grafica da dimensdo fractal (DF) nos diferentes tratamentos para o colageno tipo III e tipo I, centro das lesdes.

Colageno tipo III (Controle X Membrana: p=1,0; Controle X PRP: p=0,0002. Controle X PRP+Membrana: p=0,585; Membrana X PRP: p=0,005;
Membrana X PRP+Membrana: p=1,0; PRP x PRP+Membrana: p=0,0565).

Colageno tipo I, (Controle X Membrana: p=1,0; Controle X PRP: p=0,009. Controle X PRP+Membrana: p=1,0; Membrana X PRP: p=0,0004;
Membrana X PRP+Membrana: p=1,0; PRP x PRP+Membrana: p=0,0002). Fonte: O autor.
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A organizacdo do coladgeno tipo III no centro lesdes foi caracterizado pelo
aumento da dimensdo fractal no grupo PRPa em gel (1,71£0,10) diferindo
significativamente do grupo controle (1,59+0,10) e grupo membrana (1,62+0,09), no

entanto nao diferiu do grupo PRP+membrana (1,64+0,08) (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrao da dimensao fractal (DF) para o colageno tipo III e
tipo I do centro das lesdes dos animais dos grupos: controle, membrana, plasma rico em
plaquetas autologo em gel (PRPa) e PRP+membrana.

TIPOS DE GRUPOS

COLAGENO GC GM GPRPa GPRPa+M

COLAGENO | 1,59+0,10 1,62+0,09 1,71£0,10 1,64+0,08
TIPO III

COLAGENO | 1,71%0,06 1,73+0,07 1,62+0,14 1,74+0,06
TIPO I

Fonte: O autor.

O maior valor da DF do colageno tipo III no grupo PRP denota uma
complexidade maior para este tipo de colageno na fase inicial para este tratamento e
mostra que o tratamento associando do PRP + membrana nao favoreceu para diminuig¢ao
desta complexidade inicial.

Para o colageno tipo I, o grupo PRPa em gel apresentou uma diminui¢ao mais
acentuada (1,62+0,14) nos valores da DF no final da cicatrizacdo, em comparagdo com
os grupos controle (1,71£0,06), grupo membrana (1,73+0,07) e grupo PRP+membrana
(1,74+0,06) indicando uma maior preservacao da arquitetura da matriz extracelular,
devido aos efeitos promotores de cicatrizagdo do PRPa em gel, o que sugere que o
tratamento com PRP resultou em uma distribui¢ao diferente, menos complexa e mais
organizada do coldgeno tipo I em comparacdo com os demais grupos, inclusive o

controle (Tabela 2).
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Este achado estd alinhado com a compreensdo da cicatrizacdo de feridas,

conforme discutido por Rodrigues et al.*’

A importancia do colageno tipo I na formacgao
da rede estrutural na regido lesionada foi destacada, indicando que as diferengas
observadas nos tratamentos podem refletir variagdes na sintese de colageno tipo I ou na
resposta inflamatoria.*®

Outros autores Qu e Wenchun et al.,* destacaram os beneficios do PRP no
fechamento completo de feridas e redug¢dao do tempo de cicatrizagdo, especialmente em
pacientes com ulceras diabéticas nos membros inferiores. A diferenga na distribui¢cdo do
colageno tipo I entre o grupo tratado com PRP e o grupo controle pode indicar uma
resposta mais intensa, com um processo de cicatrizacdo mais célere para este grupo.

Este achado também foi relatado por outros autores Nascimento et al.”

, que também
sugeriram que o PRP pode acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas. No estudo
conduzido por Elbarbary, Hassan ¢ Elbendak’', houve efetiva cicatrizacio da ulcera
apos uso do PRP, evidenciada pela notavel reducdo na area da lesdo.

Outros autores sugerem que a produgdo de coldgeno pelo PRP cabe aos fatores
de crescimento presente neste biomateral o que estimula a proliferacao de fibroblastos e
angiogénese 0 que promove maior oxigenacdo tecidual do tecido em processo de
regeneracio.”’ Portanto, os resultados deste estudo corroboram com as descobertas
anteriores, fornecendo mais evidéncias para a eficacia do PRP na cicatrizagdo de feridas
cutaneas.

Na comparagdo entre os momentos para o colageno tipo III e tipo I, nenhuma

diferenga estatistica foi observada (Figura 12).
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Figura 12- Analise grafica da dimensao fractal (DF) nos diferentes momentos para o colageno tipo III e tipo I, centro das lesdes.
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Colageno tipo III: (Média + desvio-padrdao dos momentos: M7 = 1,66+0,11; M14 = 1,62+0,10; M21 = 1,64+0,10; M28 = 1,64+0,09. F (3,60) = 0,83; p=

0,483)

Colageno tipo I: (Média + desvio-padriao dos momentos: M7 = 1,72+0,11; M14 = 1,69+0,10; M21 = 1,70+0,09; M28 = 1,69+0,09. F(3,60) = 1,14; p =

0,338). Fonte: O autor.
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O estudo de Taniguchi et al.*!, relatam diferencas significativas apés uma
semana de tratamento, mas no atual estudo esta diferenca nao foi encontrada. Os valores
menores da DF para o colageno tipo III em comparagdo ao colageno tipo I em todos os
momentos de avaliagdo no centro da lesdo pode estar relacionada a uma menor

complexidade das fibras colagenas III, comparada ao tipo I,**

uma vez que estas fibras
sdo presentes em menor quantidade e fase inicial do processo de cicatrizagdo. Podemos
sugerir também que o tempo ndo influenciou esta mudanga, resultados estes que diferem

1.*' onde houve estabilizagio das dimensdes

do estudo conduzido por Taniguchi et a
fractais para o colageno no 14° dia.

O grupo tratado com a membrana de quitosana, xantana e B-glicana, apresentou
uma redu¢do mais pronunciada da DF no M14, momento este que culmina com o pico
de colageno tipo I no final da fase proliferativa e inicio da fase de remodelagio.**>

As biomembranas para reparagao tecidual geralmente apresentam um impacto
significativo na organiza¢do do colageno tipo I e cicatrizacdo de feridas cutaneas
quando usadas como scaffold, podendo criar um ambiente favoravel para a regeneracao
tecidual, promovendo a proliferacdo celular e a formagio de um novo tecido.>**>~

Na associacdo de PRP com membrana nao foi oberservado um efeito sinérgico
ou que se potencializa o efeito do PRP, uma vez que a DF nao foi inferior aos valores da
DF encontradas no grupo PRP, pelo contrario, a DF foi maior no grupo PRP+membrana
0 que sugere maior complexicidade do coldgeno tipo I nesta associagao.

Apesar do estudo atual ndo ter encontrado efeito sinérgico dos tratamentos, ¢
importante considerar ndo apenas a eficacia individual de cada tratamento, mas também

suas interagdes quando combinados. Outros estudos relatam o potencial de combinagdes

de tratamentos pela busca na promocdo de uma cicatrizagdo mais eficaz o que pode
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resultar em beneficios adicionais para a cicatrizagdo de feridas, sugerindo uma
abordagem promissora para otimizar os resultados clinicos.*

Tetila' em seu estudo constatou que o uso exclusivo de plasma rico em
plaquetas resultou em uma neovascularizagdo completa de 100%, enquanto a
combinagdo de PRP com RSV (Rosuvastatina) alcangou 50% e a RSV isolada induziu
neovascularizagdo em 62,5% das feridas. Esses resultados indicam que neste estudo o
PRP por si s6 também foi mais eficaz (Tabela 2).

As diferencas estatisticas significativas na comparac¢ao entre os grupos para o
colageno tipo III também foi mostrada pelo teste post-hoc onde o grupo controle
apresentou uma redug¢do média de 0,12 (p=0,0002) da DF em relacdo ao grupo que
recebeu Plasma Rico em Plaquetas autdlogo (PRPa). Da mesma forma, o grupo tratado
com membrana de quitosana, xantana e B-glicana comparado ao grupo PRPa, exibiu
uma redu¢do média de de 0,09 (p=0,005) da dimensao fractal. Para os demais pares de
grupos, as diferencgas ndo foram consideradas significativas.

Para o colageno tipo I, o teste post-hoc também evidenciou média 0,09 maior da
DF no grupo controle em relagdo ao PRPa, no grupo membrana, DF a média foi 0,11
maior do que o grupo PRPa e no grupo PRPa, DF média foi de 0,12 menor do que o
grupo PRPa+membrana.

Esses resultados sugerem que a eficicia dos tratamentos pode variar e que a
combina¢do de PRPa com membrana pode ter um efeito diferenciado na organizacao da

matriz extracelular.®
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Borda das lesoes

Apo6s andlise das amostras da borda das lesdes observou-se que nao houve
alteracdo significativa das dimensdes fractais [F(2,93) = 8,24; p = 0,058] para os
diferentes tratamentos em relagdo ao coladgeno tipo III e colageno tipo I (Figura 13)
[F(3,20) = 0,295; p = 0,828], no entanto, os maiores valores da DF (1,73+0,10) para
colageno tipo III e menores valores da DF (1,59+0,16) para o colageno tipo I ocorreu no
grupo PRP. Estes achados sugerem uma melhor organiza¢ao do coldgeno na fase final
da cicatrizacao para o grupo PRP, assim como verificado no centro das lesoes.

Na avaliagdo dos diferentes momentos houve diferenca considerada
significativa [F(4,17) = 4,16; p = 0,009] para o colageno tipo III, sugerindo uma
marcante ¢ maior organizagdo das fibras colagenas a partir do M14 sem alteragdes da
DF a partir deste momento com completa cicatrizagao das lesdes 21 dias apos inicio dos
tratamentos (Figuras 13 e 14), corroborando com os achados de Taniguchi et al.*' que
relatam que ndo houve alteragdo na avaliagdo da DF do coldgeno a partir do 14° dia até
o final do experimento. Para o colageno tipo I ndo foi observado diferenca estatistica

significativa na DF e momentos de avaliagdo [F(3,60) =2,01; p=0,121] (Figura 14).



78

EEmma

Demeado Fractal
BRI R
Curraea i Fractal

| . “r I
i ‘
i |
s

LB o L PP - Y - AL i
colageno tipo 11l {Borda) coligena tipo | [Borda)
Figura 13- Analise grafica da dimensdo fractal (DF) nos diferentes tratamentos para o colageno tipo III e tipo I, borda das lesdes.

Colageno tipo III: (Média + desvio-padrao dos grupos: Controle = 1,63+£0,15; Membrana = 1,71+£0,11; PRP = 1,734+0,10; PRP+MEMB = 1,70+0,10.
F(2,93)=8,24; p=0,058)

Colageno tipo I: (Média + desvio-padrdo dos grupos: Controle = 1,60+0,14; Membrana = 1,63+0,11; PRP = 1,59+0,16; PRP+MEMB = 1,60+0,14.
F(3,20) = 0,295; p = 0,828). Fonte: O autor.
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Figura 14- Analise grafica da dimensao fractal (DF) nos diferentes momentos para o colageno tipo III e tipo I, borda das lesoes.

Colageno tipo III: (Média = desvio-padrao dos momentos: M7 = 1,64+0,14; M14 = 1,66+0,14; M21 = 1,73+£0,10; M28 = 1,744+0,08. M7 X M14: p=1,0;
M7 X M21: p=0,084; M7 X M28: p=0,05; M14 X M21: p=0,343; M14 X M28: p=0,221; M21 X M28: p=1,0)

Colageno tipo I: (Média + desvio-padrao dos momentos: M7 = 1,66+0,11; M14 = 1,58+0,16; M21 = 1,59+0,13; M28 = 1,58+0,13. F(3,60) = 2,01; p =
0,121).Fonte: O autor.
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Nas bordas das lesdes foi realisada a técnica de polarizagdo com o corante
picrosirius, que muito sensivel para anélise quantitativa e para a medi¢ao dos colagenos
maduros (Tipo I) e imaturos (Tipo III), e a coloragao predominante foi a semelhante as
do centro das lesdes, com predominio das fibras colagenas tipo I que aparecem com

birrefringéncia laranja-avermelhada (Figura 15).

GC

GM

LESOES DAS BORDAS

PRP

. * = i ¥ " L o

v, ’; -

Figura 15- Técnica de polarizagéo utilizando corante picrosirius para a medigdo quantitativa dos
colagenos maduros (Tipo ) e imaturos (Tipo III) das bordas das lesdes nos diferentes grupos
(controle-GC, membrana-GM, plasma rico em plaquetas autélogo-PRPa, PRPa + membrana-
GPRP+M) e nos diferentes momentos (M7, M14, M21, M28 dias).-. Fonte: O autor.

Esses resultados sdo semelhantes aos resultados de outro autor Machado®’, que
verificou que os valores médios da DF nao diferiram de forma significativa durante 30
dias de avaliagdo dos animais, tanto no grupo controle como no fibrina rica em
plaquetas autélogo (FRPa). Entretanto, um estudo Rocha, 2022°® com 21 dias de

avaliacdo, encontrou variagdes significativas na estrutura do colageno global, tanto nos
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tratamentos como momentos de avaliacao.

Os resultados do atual estudo indicam que, embora as bordas das feridas nao
tenham apresentado diferencas significativas para o colageno tipo I, outras regides da
ferida tiveram alteragdes estruturais durante o processo de cicatrizagdo, como
evidenciado no centro das lesdes. A hipotese para nao ocorréncia de diferencas da DF ¢
que, a cicatrizacdo ocorre de fora para dentro e desta forma as bordas ou periferia da
lesdo j& se encontravam com uma organizagao colagena mais estruturada e homogénea.

O teste post-hoc evidenciou que as Unicas diferencas significativas ocorreram
entre os momentos 7 e 28, sendo que o momento 7 apresentou dimensdo fractal em
média 0,10 menor do que o momento 28 (p=0,05).

Isso sugere que a estrutura fractal do coldgeno tipo III nas bordas das lesdes foi
significativamente alterada ao longo do tempo, o que corrobora em parte com o estudo
de Tetila et al.,"> onde todas as lesdes experimentais apresentaram maior percentual de

fibras colagenas no 17° dia pds-lesdo quando comparadas as feridas controle.

Conclusao

Conclui-se que todos os tratamentos foram eficazes no processo de
cicatriza¢do, no entanto o tratamento com plasma rico em plaquetas autdlogo em gel
(PRPa gel) mostrou uma colagenizacdo mais eficiente e menor complexicidade de
organiza¢do das fibras coldgenas umas vez que os valores da dimensdo fractal ao final
da avaliagdo foram inferiores aos demais grupos; a associacdo da biomembrana de
quitosana, xantana e [-glicana ndo potencializou o efeito do PRPa gel, e que as
diferengas dos valores da DF para os tipos de coldgeno na borda e centro demonstram

que a colagenizagdo ocorreu sempre da periferia para o centro das lesoes.



82

Declaracao de conflito de interesses

Os autores declaram que nao ha conflito de interesses.

Financiamento
Esta pesquisa nao recebeu nenhuma concessdo especifica de qualquer

financiamento, seja de agéncia no setor publico, comercial ou sem fins lucrativos.



83

Referéncias

1. Santos CJSF. Impactos das inovagdes tecnoldgicas ao Tratamento e cicatrizacdo de
feridas Cronicas/complexas: Uma revisao integrativa. Revisoes abertas do
Repositorio Anima Educacgado, 2022
https://repositorio.animaeducacao.com.br/handle/ANIMA/23454

2. Reinke JM, Sorg H. Wound repair and regeneration. Eur Surg Res. 2012;49(1):35-
43. doi: 10.1159/000339613

3. Masi ECDJD, Campos ACL, Masi FDJD, Ratti MAS, Shin lke I, Masi RDJD. The
influence of growth factors on skin wound healing in rats. Braz j otorhinolaryngol,
2016 Sep; 82(5):512-21. doi:10.1016/j.bjorl.2015.09.011

4. Silva TF, Penna ALB. Colageno: Caracteristicas quimicas e propriedades funcionais.
Revista  do  Instituto  Adolfo  Lutz  2012;  71(3), 530-9. doi
doi:10.53393/rial.2012.v71.32461

5. Mendonga RJ, Coutinho-Netto J. Aspectos celulares da cicatrizacdo. An Bras
Dermatol. 2009 Jul; 84(3):257—-62. doi: 10.1590/S0365-05962009000300007

6. Rodrigues CF, Bezerra SMG, Calgada DB. Sistemas computacionais para auxilio na
cicatrizacdo de feridas: Revisdo de escopo. Estima, Braz. J. Enterostomal Ther.
2022; 21: e1260. doi: 10.30886/estima.v21.1260_PT

7. Laureano A, Rodrigues AM. Cura de feridas. SPDV. 2011 Set; 69(3):355.
https://revista.spdv.com.pt/index.php/spdv/article/view/71

8. Pixley JN, Cook MK, Singh R. et al. A comprehensive review of platelet-rich plasma
for the treatment of dermatologic disorders. J Dermatolog Treat. 2023
Dec;34(1):2142035. doi: 10.1080/09546634.2022.2142035

9. Yamada ALM, Carvalho AM, Oliveira PGG, et al. Plasma rico em plaquetas no
tratamento de lesdes condrais articulares induzidas experimentalmente em equinos:
avalia¢do clinica, macroscopica, histoldgica e histoquimica. Arqg Bras Med Vet
Zootec 2012 Apr; 64(2):323-32. doi:10.1590/S0102-0935201200020001 1

10. Vendramin FS, Franco D, Franco TR. Utilizagdo do plasma rico em plaquetas
autdlogo nas cirurgias de enxertos cutaneos em feridas cronicas. Rev Bras Cir
Plast. 2010 Oct; 25(4):589-94. doi:10.1590/S1983-51752010000400004

11. Meng, X.; Tian, F.; Yang, J.; Chun-Nian, H.; Xing, N.; Li, F.. Chitosan
and alginate polyelectrolyte complex membranes and their properties for wound
dressing application. Journal of materials science. Materials in medicine, v. 21, n.
5 p. 1751-1759, maio  2010.  doi: 10.1007/s10856-010-3996-6
https://revista.spdv.com.pt/index.php/spdv/article/view/71



https://repositorio.animaeducacao.com.br/handle/ANIMA/23454
https://doi.org/10.1159/000339613
https://doi.org/10.1016/j.bjorl.2015.09.011
https://doi.org/10.53393/rial.2012.v71.32461
https://doi.org/10.1590/S0365-05962009000300007
https://doi.org/10.30886/estima.v21.1260_PT
https://revista.spdv.com.pt/index.php/spdv/article/view/71
https://doi.org/10.1080/09546634.2022.2142035
https://doi.org/10.1590/S0102-09352012000200011
https://doi.org/10.1590/S1983-51752010000400004
https://revista.spdv.com.pt/index.php/spdv/article/view/71

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

84

Murakami K, Aoki H, Nakamura S, Nakamura S, Takikawa M, Hanzawa M,
Kishimoto S, Hattori H, Tanaka Y, Kiyosawa T, Sato Y, Ishihara M. Hydrogel
blends of chitin/chitosan, fucoidan and alginate as healing-impaired wound
dressings. Biomaterials. 2010 Jan;31(1):83-90. doi:
10.1016/j.biomaterials.2009.09.031. Epub 2009 Sep 22. PMID: 19775748. Doi:
10.1016/j.biomaterials.2009.09.031

Bellini, M. Z.; Oliva-Neto, P.; Moraes, A.M. Properties Of Films Obtained From
Biopolymers Of Different Origins For Skin Lesions Therapy. Brazilian Archives Of
Biology And Technology, V. 58, N. 2, P. 289-299, Abr. 2015.
https://doi.org/10.1590/S1516-8913201500305

Burd, A.; Huang, L. Carbohydrates And Cutaneous Wound Healing. In: In: Garg,
H. G.; Cowman, M. K., Hales, C. A. Carbohydrate Chemistry, Biology And
Medical Applications. Elsevier Ltd., Amsterdam, 2008.
https://shop.elsevier.com/books/carbohydrate-chemistry-biology-and-medical-
applications/garg/978-0-08-054816-6

Bueno, C. Z.; Moraes, A. M. Development Of Porous Lamellar Chitosan-Alginate
Membranes: Effect Of Different Surfactants On Biomaterial Properties. Journal Of
Applied Polymer Science, V. 122, N. 1, P. 624-631, 5 Out. 2011.
https://doi.org/10.1002/app.34192

Wittaya-Areekul, S.; Prahsarn, C. Development And In Vitro Evaluation Of
Chitosan-Polysaccharides Composite Wound Dressings. International Journal Of
Pharmaceutics, V. 313, N. 1-2, P. 123-8, 26 Abr. 2006. Doi:
10.1016/j.ijpharm.2006.01.027

Jayakumar, R.; Prabaharan, M.; Sudheesh Kumar, P. T., Nair, S. V.; Tamura,
H.; Biomaterials Based On Chitin And Chitosan In Wound Dressing Applications.
Biotechnology  Advances, V. 29, N. 3, P. 322-37, 2011. Doi:
10.1016/j.biotechadv.2011.01.005

Reis Filho N, Ferreira M, Pascoli A, et al. Epitelizacdo de enxertos cutdneos em
feridas recentes de coelhos tratados com membrana amnidtica canina e/ou
laserterapia. Arq Bras Med Vet Zootec 2017; 69(3): 603-612.
https://doi.org/10.1590/1678-4162-9337

Bejenariu A, Popa M, Le Cerf D, et al. Stiffness xanthan hydrogels: synthesis,
swelling characteristics and controlled release properties. Polym Bull 2008; 61(5):
631-641. https://link.springer.com/article/10.1007/s00289-008-0987-6

Masson-Meyers DS, Andrade TAM, Caetano GF, et al. Experimental models and
methods for cutaneouswound healing assessment. Int J Exp Pathol 2020; 01(1-2):
21-37. Doi: 10.1111/iep.12346



https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2009.09.031
https://doi.org/10.1590/S1516-8913201500305
https://shop.elsevier.com/books/carbohydrate-chemistry-biology-and-medical-applications/garg/978-0-08-054816-6
https://shop.elsevier.com/books/carbohydrate-chemistry-biology-and-medical-applications/garg/978-0-08-054816-6
https://doi.org/10.1002/app.34192
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2006.01.027
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.01.005
https://doi.org/10.1590/1678-4162-9337
https://link.springer.com/article/10.1007/s00289-008-0987-6
https://doi.org/10.1111/iep.12346

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

85

Bellini MZ, Pires ALR, Vasconcelos MO, et al. Comparison of the properties of
compacted and porous lamellar chitosan-xanthan membranes as dressings and
scaffolds for the treatment of skin lesions. J Appl Polym Sci 2012; 125(S2): 421—
431. Doi: https://doi.org/10.1002/app.36693

Matica MA, Aachmann FL, Tendervik A, et al. Chitosan as a Wound Dressing
Starting Material: Antimicrobial Properties and Mode of Action. Int J Mol Sci
2019; 20(23): 5889. D0i1:10.3390/ijms20235889

Bueno CZ, Moraes AM. Development of porous lamellar chitosan-alginate
membranes: Effect ofdifferent surfactants on biomaterial properties. J App! Polym
Sci 2011; 122(1): 624—631. Doi: https://doi.org/10.1002/app.34192

Bano I, Arshad M, Yasin T, et al. Chitosan: A potential biopolymer for wound
management. Int J  Biol  Macromol 2017, 102: 380-383.
Doi: 10.1016/j.ijbiomac.2017.04.047

Petri, DFS. Goma xantana: Um biopolimero versatil para aplicacdes biomédicas e
tecnologicas . J. Appl. Polim. Ciéncia. 2015, 132 , 42035, Doi:
https://doi.org/10.1002/app.42035

Chan, G.CF., Chan, WK & Sze, D.MY. Os efeitos do B-glucano nas células
imunoldgicas e cancerigenas humanas.J Hematol Oncol2, 25 2009.
https://doi.org/10.1186/1756-8722-2-25

Ozaki G, Camargo RCT, Koike TE, et al. Fractal Analysis of Skeletal Muscle
Tissue of Rats Subjected to Stretch Injury. Int. J. Morphol. 2015 Sep; 33(3): 908-
13. doi: 10.4067/S0717-95022015000300017.

Pacagnelli FL, Sabela AKDA, Mariano TB, et al. Fractal Dimension in Quantifying
Experimental-Pulmonary-Hypertension-Induced Cardiac Dysfunction in Rats. Arg
Bras Cardiol 2016; 107(1):33-9. doi:10.5935/abc.20160083

Tetila AF, Breda MRS, Nogueira RMB, et al. The Use of Platelet-Rich Plasma and
Rosuvastatin in Wound Healing in Rabbits: A Longitudinal Study. Adv Skin Wound
Care. 2019 Sep;32(9):1-5. Doi: 10.1097/01.ASW.0000577136.88748.68

Kanashiro GP, Cassu RN. Anestesia em animais selvagens e de laboratério. In:
Manual de Terapéutica Médica. Sao Paulo: Roca; 2008, pp.728-45. Doi:
10.1097/01.ASW.0000577136.88748.68

Donatti C, Branddo CVS, Ranzani JJT, et al. Uso do plasma rico em plaquetas no
reparo de ulceras de cornea profundas induzidas em coelhos. Avaliacao clinica e
histomorfométrica. Arq Bras Med Vet Zootec 2013Jun; 65(3):809-18. doi:
10.1590/S0102-09352013000300029

Ferraciolli E, Laposy CB, Nogueira MR, et al. Avaliacdo das fibras colagenas de
feridas dérmicas de coelhos tratadas com diferentes fontes de plasma rico em


https://doi.org/10.1002/app.36693
https://doi.org/10.3390/ijms20235889
https://doi.org/10.1002/app.34192
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.04.047
https://doi.org/10.1002/app.42035
https://doi.org/10.1186/1756-8722-2-25
http://dx.doi.org/10.4067/S0717-95022015000300017
http://dx.doi.org/10.5935/abc.20160083
https://doi.org/10.1097/01.asw.0000577136.88748.68
https://doi.org/10.1097/01.asw.0000577136.88748.68
https://doi.org/10.1590/S0102-09352013000300029
https://doi.org/10.1590/S0102-09352013000300029

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

86

plaquetas. Arq Bras Med Vet Zootec 2018 Jul; 70(4):1179-86. doi: 10.1590/1678-
4162-9528

Souza MV, Pinto JO, Costa MBM, et al. Expressdo génica do colageno em ferida
cutanea de equinos tratada com plasma rico em plaquetas. Pesq Vet Bras 2014 Mar;
34(3):233-40. doi:10.1590/S0100-736X2014000300006

Ferreira N, Vicentini Y, Breda M, et al. Uso de biomateriais e rosuvastatina topica
aumenta angiogénese de feridas cirirgicas em coelhos. Research, Society and
Development. 2021; 10: €32510111327. doi: 10.33448/rsd-v10i1.11327

Paolozzi RJ, Cassu RN, Cruz FSF, et al. Diferentes doses de tramadol em caes:
acOes analgésicas, sedativas e sobre o sistema cardiorrespiratério. Cienc Rural.
2011Aug; 41(8):1417-23. doi: 10.1590/S0103-84782011000800019

Lattouf R, Younes R, Lutomski D, et al. Picrosirius red staining: a useful tool to
appraise collagen networks in normal and pathological tissues. J Histochem
Cytochem. 2014 Oct;62(10):751-8. doi: 10.1369/0022155414545787

Marques MEM, Laposy CB, Silva MLDS, et al. Collagen quantification in rabbit
dermal wounds treated with heterologous platelet-rich plasma gel. Semin Ciéncias
Agrarias 2017, 38: 249-258. doi:  10.5433/1679-0359.2017v38n1p249.
https://www.redalyc.org/pdf/4457/445749994021.pdf

Valenti DMZ, Silva JA, Teodoro WR, et al. Avaliagdo da histoarquitetura do
coldgeno no tecido cutdneo apds a utilizagdo topica da argila em ratos. Rev Bra
Ciéncias Saude 2010; 8:22-31.
https://seer.uscs.edu.br/index.php/revista_ciencias_saude/article/view/960

Greca FH, Ramos EJB, Dallolmo VC, et al. Evaluation of Porcine Small Intestinal
Submucosa in Achilles Tendon Repair. J Appl Res 2005; 5:115-123.
https://www.academia.edu/17673973/Evaluation_of Porcine_Small Intestinal Sub
mucosa in Achilles Tendon Repair

Melo GH. Analise fractal na caracterizacdo de colagenos tipos I e III em feridas
dérmicas tratadas com diferentes fontes de plasma rico em plaquetas. [dissertacdo].
Presidente Prudente: Universidade do Oeste Paulista; 2017.
http://bdtd.unoeste.br:8080/jspui/handle/jspui/1065

Taniguchi BAL. Anélise fractal de feridas dérmicas de coelhos tratados com plasma
rico em plaquetas e rosuvastatina. [dissertagdao] Presidente Prudente: Universidade
do Oeste Paulista; 2018.
http://bdtd.unoeste.br:8080/jspui/handle/jspui/1114?mode=full

Color Image Processing,
http://imagej.net/Color Image Processing#RGB_color merging (2015, accessed 2
november 2016) https://imagej.net/imaging/color-image-processing



https://doi.org/10.1590/1678-4162-9528
https://doi.org/10.1590/1678-4162-9528
https://doi.org/10.1590/S0100-736X2014000300006
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i1.11327
https://doi.org/10.1590/S0103-84782011000800019
https://doi.org/10.1369/0022155414545787
https://www.redalyc.org/pdf/4457/445749994021.pdf
https://seer.uscs.edu.br/index.php/revista_ciencias_saude/article/view/960
https://www.academia.edu/17673973/Evaluation_of_Porcine_Small_Intestinal_Submucosa_in_Achilles_Tendon_Repair
https://www.academia.edu/17673973/Evaluation_of_Porcine_Small_Intestinal_Submucosa_in_Achilles_Tendon_Repair
http://bdtd.unoeste.br:8080/jspui/handle/jspui/1065
http://bdtd.unoeste.br:8080/jspui/handle/jspui/1114?mode=full
https://imagej.net/imaging/color-image-processing

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

87

Demandolx D, Davoust J. Analise multicolorida e correlacdo de imagens locais em
microscopia  confocal. Journal of Microscopy, 1997, 185(1), 21—
36. doi:10.1046/j.1365-2818.1997.1470704.x

Zhao G, Denisova K, Sehatpour P, et al. Anélise da dimensdo fractal de estruturas
subcorticais da matéria cinzenta na esquizofrenia. PLoS One 2016;11(5): e0155415.
doi: 10.1371/journal.pone.0155415

Oliveira MA, Brandi AC, Santos CA, et al. Comparison of fractal dimension and
Shannon entropy in myocytes from rats treated with histidine-tryptophan-glutamate
and histidine-tryptophan cetoglutarate. Rev Bras Cir Cardiovasc. 2014 Apr-Jun;
29(2):156-62. doi: 10.5935/1678-9741.20140052

Posit team. RStudio: Integrated Development Environment for R. Posit Software,
PBC, Boston, MA; 2023. http://www.posit.co/.

Rodrigues M, Kosaric N, Bonham CA, et al. Wound Healing: A 309 Cellular
Perspective. Physiological Reviews. 2019;99(1): 665-706. doi:.
10.1152/physrev.00067.2017

Feitosa VLC. Matriz Extracelular; 2023.
https://cesad.ufs.br/ORBI/public/uploadCatalago/11241916022012Biologia Celula

r_aula S.pdf

QU W, Wang Z, Hunt C, et al. The effectiveness and safety of platelet-rich plasma
for chronic wounds. Mayo Clin Proc. 2021 Sep;96(9):2407-2417. doi:
10.1016/j.mayocp.2021.01.030

Nascimento WO, Lima EJA, Ferreira MTS et al. Utilizagdo do plasma rico em
plaquetas e da fibrina rica em plaquetas na cicatrizagdo de feridas cronicas.
Brazilian Journal of Implantology and Health Sciences 2024;6(1):91-113.
https://doi.org/10.36557/2674-8169.2024v6n1p91-113

Elbarbary AH, Hassan A, Elbendak, EA. Autologous platelet-rich plasma injection
enhances healing of chronic venous leg ulcer: a prospective randomised study.
International Wound Journal, 2020;17(4):992-1001.doi: 10.1111/iwj.13361

Solakoglu O, Heydecke G, Amiri N, et al. The use of plasma rich in growth factors
(PRGF) in guided tissue regeneration and guided bone regeneration. A review of
histological, immunohistochemical, histomorphometrical, radiological and clinical
results in  humans. Ann  Anat. Sep;  2020;  231:151528.  doi:
10.1016/j.aanat.2020.151528

Sivaraj D, Chen K, Chattopadhyay A, et al. Hydrogel scaffolds to deliver cell
therapies for wound healing. Frontiers in bioengineering and biotechnology,
2021;9:660145. doi: 10.3389/fbioe.2021.660145



https://doi.org/10.1046/j.1365-2818.1997.1470704.x
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0155415
https://doi.org/10.5935/1678-9741.20140052
http://www.posit.co/
https://doi.org/10.1152/physrev.00067.2017
https://cesad.ufs.br/ORBI/public/uploadCatalago/11241916022012Biologia_Celular_aula_5.pdf
https://cesad.ufs.br/ORBI/public/uploadCatalago/11241916022012Biologia_Celular_aula_5.pdf
https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2021.01.030
https://doi.org/10.36557/2674-8169.2024v6n1p91-113
https://doi.org/10.1111/iwj.13361
https://doi.org/10.1016/j.aanat.2020.151528
https://doi.org/10.3389%2Ffbioe.2021.660145

54.

55.

56.

57.

58.

88

Palacio SB, Penello SO, Monteiro CTM, et al. Application of wound dressings
based on bacterial cellulose in the healing of chronic and complex wounds: trends
and perspectives. Research, Society and Development, 2024;13(2): €1813244920.
doi: https://doi.org/10.33448/rsd-v1312.44920

Golchin A, Nourani MR. Effects of bilayer nanofibrillar scaffolds containing
epidermal growth factor on full-thickness wound healing. Polymers for Advanced
Technologies, 2020; 31(11):2443-52. Doi:10.1002/pat.4960

Qin J, Chen F, Wu P, et al. Recent Advances in Bioengineered Scaffolds for
Cutaneous Wound Healing. Front Bioeng Biotechnol. 2022 Mar; 10:841583. doi:
10.3389/fbioe.2022.841583

Machado RG. Dimensao fractal das lesdes provocadas por queimaduras e tratadas
com fibrina rica em plaquetas autdloga em coelhos. [dissertacdo] Presidente
Prudente: Unoeste; 2022. http://bdtd.unoeste.br:8080/jspui/handle/jspui/1476

Rocha JLC. Quantificagdo da organizacdo e arquitetura do coldgeno em
queimaduras cutaneas por meio da dimensdo fractal, lacunaridade e transformada
rapida de Fourier. [tese] Fotaleza: UFC; 2022.
http://repositorio.ufc.br/handle/riufc/63332



https://doi.org/10.33448/rsd-v13i2.44920
http://dx.doi.org/10.1002/pat.4960
https://doi.org/10.3389/fbioe.2022.841583
http://bdtd.unoeste.br:8080/jspui/handle/jspui/1476
http://repositorio.ufc.br/handle/riufc/63332

ANEXO A- PARECER FINAL DO PROJETO (CEUA)

Z1M032028, 1 Cerisicada

UNOESTE - Universidade do Oeste Paulista

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD

PG - Programa de Pesyuisa de Mis-Giradwagio
FEIKC = Prugrama Espedial de Iniciag@o Cientifica

Parecer Final

eclaramas pam os devidos fins gee o Projeee de Pesgesa imitulado *HEH0P FLIMERD DE QUETUSANANAN TANAB-GLICANA E PLASMWA
RILEF EM PLACH ETAS AL TOLCHAD X0 TRATAMENTO DE FERIDAS: ANALISE FRACTAL E TERMOGRAFICA”, cadastrado na
Coorderadona de Pesgquisa, Desemvolvimento e Inovacio (CPIN) sob o mimero 5° 6157 ¢ endo como parncipanteis) YALTER IMAS A SILYA
idiscentel, PAMELLA GOINNHDY GUTIERRES [discenic), MARCIA AILIOL] BELLING participante cvtermal, CRCILLA LARSY
SANTAREM (docente), ELISANGELA OLECGARNY DA SILVA (docentel, RUSA MARLA BARILLL SO0 UETRA (sriestader respansdvel). foi
avalisdn ¢ AFRUONVALND pelo COMI VE ASSESSOH DE FESCISA IS TITUCHRS AL (CAFD & COMISS A0 DE ETICA US0 BE ANINAL

(CELAT da Universidade do (hesie Paulesm - HNOESTE de Presidense Prode;

Este Progeso de Pesquisa, que esvelve o produgso. manmengio 'ou utilizsgio de ssmais pertoscentes ao filn (hordata, subfile Venebrata jexeso o
Baoawerm). pan. fins de pesquisa cientifica, enconra-se de acondo com o5 preceiws da Lei g 10,794, de 8 de Oesuben de 2008, do Decreto n® 6899, de 13
de Jubho de 200M), & com as moames edeades pebo Conselio Naconad de Contrele di Experimenaagio Asimal {OONCEA), tenda sido APROAVALID am

resmiko readizodn em | B0EHIOH,
Wigdnoia dio progeto: U820 HEHI22.

AMIMAL WIVCE

Espicie/Linhagenm N dle Aninads Fesn Idads Senn (hrigem
Coeltao (Mova Zelindiz) n 5.5 quilos 1500 iz 2] Biotrio Lnoesie
Ul {Mova Leldndiz) n 3.5 quilns E3lh e F Ewmidno Linoesis

Fresadenie Pradense. 14 de Ageosno de 2000

R i Y i S

Crerdemsdar “wrvifics ds [CPIM

i ncne o L{f‘f\?""_ )
Paaf Me A
Ceondenadors &2 {ELA - UKOESTE

as Iakwda S

N LS GOC LS S e SAESEIE BONGR SITARE 3 D353 06 Legunang s Sal P TR T b rds Hab e SEATEE

Etpsiivwesra unonsie belGERceiicadeaiver aspTh=taS 28 Fad | MiZbadSdata G 125300 1M1

89



90

ANEXO B — NORMAS DE PUBLICAGAO
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Esta revista € membro do Comité de Etica em Publicacdes
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artigo for aceito para publicagédo, o autor podera reutilizar seu trabalho de acordo com a
politica de arquivamento de autores da revista.

Certifique-se de seguir estritamente o estilo de referéncia de Vancouver. Na lista de
referéncias, observe que poderao ser listados até trés (3) autores por referéncia. Se
houver mais de trés (3) autores, liste os trés primeiros nomes e represente o restante
usando et al. Os titulos dos periddicos devem ser listados em italico.

Além do corpo principal do manuscrito, a contagem de palavras inclui: os autores e suas
afiliagcoes; abstrato; palavras-chave; legendas de figuras/tabelas; 0 conteddo das
tabelas; referéncias; os agradecimentos; declaragdo de financiamento; e declaragdo de
conflito de interesses.

1. O que publicamos?
1.1 Objetivos e escopo
1.2 Tipos de artigos
1.3 Redacéo do seu artigo
1.3.1 Torne seu artigo detectavel
2. Politicas editoriais
2.1 Politica de revisao por pares
2.2 Autoria
2.3 Agradecimentos
2.3.1 Assisténcia na redacao
2.4 Financiamento
2.5 Declaracao de interesses conflitantes
2.6 Etica em pesquisa
2.6.1 Animais, materiais € métodos
2.7 Diretrizes para relatérios
2.8 Declaracédo de disponibilidade de dados de pesquisa
3. Politicas de publicacdo
3.1 Etica de publicacdo
3.1.1 Plagio
3.1.2 Publicacéo prévia
3.2 Acordo de publicacdo do colaborador
3.3 Acesso aberto e arguivamento do autor
4. Preparando seu manuscrito
4.1 Formatacao
4.2 Arte, figuras e outros graficos
4.3 Material suplementar
4.4 Estilo de referéncia
4.5 Servicos de edicdo em inglés
5. Enviando seu manuscrito
5.1 ORCID
5.2 Informacdes necessarias para completar sua submissao
5.3 Permissodes
6. Sobre aceitacdo e publicacdo
6.1 Sage Production
6.2 Online Primeira publicacdo
6.3 Acesso ao seu artigo publicado
6.4 Promocéao do seu artigo
7. Outras informacdes

1. O que publicamos?

1.1 Objetivos e Escopo


https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Whatdowepublish
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Aims-Scope
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ArticleTypes
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#WritingYourPaper
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#MakeYourArticleDiscoverable
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#EditorialPolicies
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#PeerReviewPolicy
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Authorship
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Acknowledgements
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#WritingAssitance
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Funding
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#DeclarationOfConflictingInterests
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ResearchEthics
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Animals
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ReportingGuidelines
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Data
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#PublishingPolicies
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#PublishingEthics
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Plagiarism
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#PriorPublication
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ContributorsPublishingAgreement
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#OpenAccessAndAuthorArchiving
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#PreparingYourManuscriptForSubmission
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Formatting
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ArtworkFiguresOtherGraphics
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#SupplementaryMaterial
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ReferenceStyle
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#EnglishLanguageEditingServices
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#SubmittingYourManuscript
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#ORCID
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#InformationRequired
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#Permissions
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#OnAcceptanceAndPublication
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#SageProduction
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#OnlineFirstPublication
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#AccessPublishedArticle
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#PromotingYourArticle
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#FurtherInformation

92

Antes de enviar seu manuscrito para Laboratory Animals, certifique-se de ter lido
os Objetivos e Escopo .

1.2 Tipos de artigos
Relatorios de grupos de trabalho

Artigos que descrevem as recomendagdes ou conclusdes de grupos de trabalho ou grupos
mandatados por uma ou mais associagdes assinantes. Devem ter até 7.500 palavras
incluindo referéncias (das quais nao devem ultrapassar 50), resumo, legendas de
figuras/tabelas e o resumo. Um hiperlink para informagbes adicionais ou para as
deliberagdes completas do Grupo de Trabalho sera acomodado e hospedado como
informacgao suplementar no site da revista. Todos os membros citados dos grupos de
trabalho serdo considerados autores para efeitos de direitos autorais.

Artigos de Revisao

Artigos de natureza substancial e atual. Devem ter até 7.500 palavras, incluindo resumo,
legendas de figuras/tabelas e referéncias.

Artigos Originais

Artigos que descrevem pesquisas originais substanciais que se enquadram nos objetivos e
escopo da revista. Devem ter até 5.500 palavras incluindo resumo, legendas de
figuras/tabelas e referéncias e nao ter mais de seis exibi¢cdes (figuras e tabelas). Os titulos
estruturados séo obrigatérios e devem incluir: Introdugao; Animais, Materiais e Métodos;
Resultados; Discussao; Agradecimentos e Referéncias. O resumo deve ser desestruturado
e composto por um Unico paragrafo com menos de 250 palavras. Consulte a segéo 6.4
sobre as informacdes necessarias sobre os animais e suas condicdes de criagdo e
cuidados. Para manuscritos cuja contagem de palavras exceda 5.500 ou mais de seis
exibicdes, as informacbes adicionais e as exibicbes poderdo ser enviadas como
informacdes suplementares.

Relatos de casos A revista também publica relatos de casos ou séries de casos que
relatam um dos seguintes:

a) Uma doencga nova e/ou emergente; b) Uma nova associagao ou variagao num processo
de doenga; c) Uma reagdo adversa medicamentosa nao relatada ou incomum; d) Uma
apresentacdo inesperada ou incomum de um problema comum ou de um evento
inesperado durante a observacao ou tratamento de um animal experimental que n&o tenha
sido relatado anteriormente; e) Resultados que lancem nova luz sobre a possivel
patogénese de uma doenga ou de um efeito adverso; f) Um caso que podera ser utilizado
como exercicio de ensino de raciocinio dedutivo e correlagéao clinicopatolégica e/ou aula
pratica para investigagao e/ou manejo de casos similares.

A contagem de palavras ndo deve exceder 3.000 palavras, incluindo resumo e
referéncias. A contagem de palavras para o resumo deve ser de 250 palavras. Nao mais
que 4 displays (tabelas e/ou figuras). Até 30 referéncias.

Relatérios curtos

Notas técnicas e comunicagdes preliminares com detalhes metodoldgicos e conclusdes
adequadas. Devem ter menos de 1.500 palavras, incluindo resumo, legendas de
figuras/tabelas e referéncias. O resumo devera ter menos de 200 palavras e ndo mais que
duas figuras ou tabelas.

Cartas ao Editor


https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals#aims-and-scope
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Cartas ao Editor serdo consideradas para publicagdo, mas apenas sobre questdoes
relacionadas ao conteudo cientifico ou ético da revista, e os autores terdo a oportunidade
de publicar uma resposta a quaisquer cartas.

LAS Perspectives

Perspectivas ou artigos de opinido, bem como noticias sobre tépicos atuais da ciéncia de
animais de laboratério. A contagem de palavras nado deve exceder 1.500 palavras,
excluindo referéncias. Nenhum resumo é necessario, nem subtitulos. Ndo mais que 2
displays (tabelas e/ou figuras). Até 10 referéncias.

Envios de Itens de Noticias sdo aceitos apenas por Sociedades Assinantes. As
submissdes ndao devem ter mais de 1.500 palavras, incluindo resumo e referéncias. Se
duas imagens forem incluidas, o limite de palavras é reduzido para 1.000 palavras. Os
artigos podem estar no idioma das sociedades e/ou em inglés. As contribuicbes para a
secgao Noticias ndo estao sujeitas a revisado por pares e reflectem a opinido da sociedade
subscritora. Se aceito para publicacao, os autores deverao fornecer detalhes de contato e
assinar um formulario eletrénico de direitos autorais. Perguntas podem ser enviadas ao
Escritério Editorial em laeditorial@sagepub.co.uk .

1.3 Escrevendo seu artigo

O Sage Author Gateway tem alguns conselhos gerais e sobre como publicar, além de
links para outros recursos. O Sage Author Services também oferece aos autores uma
variedade de maneiras de melhorar e aprimorar seus artigos, incluindo edicdo em inglés,
detecgao de plagio e preparagéo de resumos de video e infograficos.

1.3.1 Torne seu artigo detectavel

Ao escrever seu artigo, pense em como vocé pode torna-lo detectavel. O titulo, as
palavras-chave e o resumo sao fundamentais para garantir que os leitores encontrem o
seu artigo através de motores de busca como o Google. Para obter informagdes e
orientagdes sobre a melhor forma de intitular seu artigo, escrever seu resumo e selecionar
suas palavras-chave, dé uma olhada nesta pagina no Gateway: Como ajudar os leitores a
encontrar seu artigo online .

De volta ao topo

2. Politicas editoriais
2.1 Politica de revisao por pares

A Sage nao permite o uso de revisores sugeridos (recomendados) pelo autor em qualquer
fase do processo de submissao, seja através do sistema de submissdo baseado na web
ou outra comunicagdo. Os revisores devem ser especialistas em suas areas e devem ser
capazes de fornecer uma avaliagdo objetiva do manuscrito. Nossa politica € que revisores
nao sejam designados para um artigo se:

* O revisor esta baseado na mesma instituicdo que qualquer um dos coautores
* O revisor esta baseado no érgao financiador do artigo
* O autor recomendou o revisor

* O revisor forneceu uma conta de e-mail pessoal (por exemplo,
Gmail/Yahoo/Hotmail) e uma conta de e-mail institucional n&o pode ser encontrada
apos realizar uma pesquisa basica no Google (nome, departamento e instituigao).


http://www.lal.org.uk/associations
mailto:laeditorial@sagepub.co.uk
https://us.sagepub.com/en-us/nam/how-to-get-published
https://languageservices.sagepub.com/en/
https://us.sagepub.com/en-us/nam/help-readers-find-your-article
https://us.sagepub.com/en-us/nam/help-readers-find-your-article
https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#top

94

2.2 Autoria

Os artigos s6 devem ser submetidos para consideragdo apds o consentimento de todos os
autores colaboradores. Aqueles que enviam artigos devem verificar cuidadosamente se
todos aqueles cujo trabalho contribuiu para o artigo séo reconhecidos como autores
colaboradores.

A lista de autores deve incluir todos aqueles que possam reivindicar legitimamente a
autoria. Sao todos aqueles que:

1. Fez uma contribuicdo substancial para o conceito ou design do trabalho; ou
aquisicao, analise ou interpretacédo de dados,

2. Elaborou o artigo ou revisou-o criticamente quanto ao conteudo intelectual
importante,

3. Aprovada a versao a ser publicada,

4. Cada autor deve ter participado suficientemente do trabalho para assumir
responsabilidade publica por partes apropriadas do contetudo.

Os autores deverao atender as condigbes de todos os pontos acima. Quando um grupo
grande e multicéntrico tiver conduzido o trabalho, o grupo devera identificar os individuos
que aceitam a responsabilidade direta pelo manuscrito. Esses individuos deverao atender
integralmente aos critérios de autoria.

A aquisi¢cdo de financiamento, coleta de dados ou supervisdo geral do grupo de pesquisa
por si s6 nao constitui autoria, embora todos os colaboradores que nao atendam aos
critérios de autoria devam ser listados na segao Agradecimentos. Consulte as diretrizes de
autoria do Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMJE) para obter mais
informacdes sobre autoria.

Observe que os chatbots de IA, por exemplo ChatGPT, ndo devem ser listados como
autores. Para obter mais informacdes, consulte a politica sobre uso de ChatGPT e
ferramentas generativas de IA .

2.3 Agradecimentos

Todos os colaboradores que ndo atendam aos critérios de autoria deverao ser listados na
secao Agradecimentos. Exemplos daqueles que podem ser reconhecidos incluem uma
pessoa que forneceu ajuda puramente técnica ou um chefe de departamento que forneceu
apenas suporte geral.

2.3.1 Envios de terceiros

Quando um individuo que néo esteja listado como autor submeta um manuscrito em nome
do(s) autor(es), uma declaragdo devera ser incluida na segcdo de Agradecimentos do
manuscrito e na carta de apresentagao que o acompanha. As declara¢des devem:

o Divulgue este tipo de assisténcia editorial — incluindo o nome do individuo, empresa
e nivel de contribuicao

o Identifique quaisquer entidades que pagaram por esta assisténcia

. Confirme que os autores listados autorizaram a submissdo do seu manuscrito
através de terceiros e aprovaram quaisquer declaragdes ou declaragdes, por
exemplo, interesses conflitantes, financiamento, etc.

Quando apropriado, a Sage reserva-se o direito de negar a consideragdo de
manuscritos submetidos por terceiros e nao pelos proprios autores.


http://www.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-responsibilities/defining-the-role-of-authors-and-contributors.html
http://www.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-responsibilities/defining-the-role-of-authors-and-contributors.html
https://nam12.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fus.sagepub.com%2Fen-us%2Fnam%2Fchatgpt-and-generative-ai&data=05%7C01%7Cayushi.singhal%40sagepub.in%7C1bf218f0356749985fd108db931e8872%7C866b3abd7515461abdb412b4a1857f04%7C0%7C0%7C638265531945231124%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C3000%7C%7C%7C&sdata=1%2BIthaX48v1bSHjeasgslIEkN%2FNTdrBo8%2Fu%2FThHuU6k%3D&reserved=0
https://nam12.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fus.sagepub.com%2Fen-us%2Fnam%2Fchatgpt-and-generative-ai&data=05%7C01%7Cayushi.singhal%40sagepub.in%7C1bf218f0356749985fd108db931e8872%7C866b3abd7515461abdb412b4a1857f04%7C0%7C0%7C638265531945231124%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C3000%7C%7C%7C&sdata=1%2BIthaX48v1bSHjeasgslIEkN%2FNTdrBo8%2Fu%2FThHuU6k%3D&reserved=0
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2.3.2 Assisténcia na redagao

Individuos que forneceram assisténcia na redacdo, por exemplo, de uma empresa
especializada em comunicagdo, ndo se qualificam como autores e, portanto, devem ser
incluidos na segao Agradecimentos. Os autores devem divulgar qualquer assisténcia por
escrito — incluindo o nome do individuo, empresa e nivel de contribuicido — e identificar a
entidade que pagou por esta assisténcia.

N&o é necessario divulgar o uso de servigos de aprimoramento linguistico.

Fornegca quaisquer agradecimentos pessoais separadamente do texto principal para
facilitar a revisao anénima por pares.

2.4 Financiamento

Laboratory Animals exige que todos os autores reconhegam o seu financiamento de forma
consistente em um titulo separado. Por favor, visite a pagina de Agradecimentos de
Financiamento no Sage Journal Author Gateway para confirmar o formato do texto de
agradecimento em caso de financiamento, ou declarar que: Esta pesquisa ndo recebeu
subsidio especifico de qualquer agéncia de financiamento no setor publico, comercial ou
nao. -setores lucrativos.

2.5 Declaragao de interesses conflitantes

E politica da Laboratory Animals exigir uma declaragdo de interesses conflitantes de todos
os autores, permitindo que uma declaragéo seja veiculada nas paginas paginadas de todos
os artigos publicados.

Por favor, certifique-se de que uma declaracado de 'Declaracéo de interesses conflitantes'
seja incluida no final do seu manuscrito, apdés quaisquer agradecimentos e antes das
referéncias. Se nao existir conflito, indique que 'O(s) Autor(es) declara(m) que n&o ha
conflito de interesses'. Para obter orientacdo sobre declaragdes de conflito de interesses,
consulte as recomendagoées do ICMJE

2.6 Etica em pesquisa

Todas as pesquisas envolvendo animais submetidas para publicagdo devem ser
aprovadas por um comité de ética supervisionado pela instalagao onde os estudos foram
conduzidos. A Revista adotou as diretrizes ARRIVE .

Os artigos s6 serao publicados se os procedimentos experimentais empregados estiverem
em conformidade com os principios aceitos de como os animais sdo usados na ciéncia
biomédica. Normalmente, os principios aplicados serdo aqueles especificados
na Convencdo Europeia para a Protecdo de Animais Vertebrados Utilizados para Fins
Experimentais e Outros Fins Cientificos e seus apéndices e/ou no Guia do Conselho
Nacional de Pesquisa para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério .

Se o0 desenho experimental ou programa de trabalho relatado no manuscrito levantar
preocupacoes éticas ou de bem-estar especificas, o Conselho Editorial considerara
a legislacao atual do Reino Unido, Animals (Scientific Procedures) Act 1986 e sua
interpretagdo contemporanea.

Os manuscritos enviados devem estar em conformidade com as Recomendacdes do
ICMJE para a Conduta, Relatérios, Edicdo e Publicacdo de Trabalho Académico em
Revistas Médicas, e todos os artigos que relatam estudos em animais e/ou humanos
devem declarar na secdo de métodos que o Comité de Etica ou Conselho de Revisdo



https://us.sagepub.com/en-us/nam/funding-acknowledgements
https://us.sagepub.com/en-us/nam/funding-acknowledgements
https://nam12.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Farriveguidelines.org%2F&data=05%7C01%7Cpooja.banga%40sagepub.in%7C9c6b2428baee44e0bbb208da744c0ddc%7C866b3abd7515461abdb412b4a1857f04%7C0%7C0%7C637950167422484339%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C3000%7C%7C%7C&sdata=x7qP9qg8aDH3Ye4r0AjHpp5qVmdcHfeE1TUeVs%2BtHu4%3D&reserved=0
http://conventions.coe.int/treaty/en/treaties/html/123.htm
http://www.nap.edu/readingroom/books/labrats/index.html
http://www.nap.edu/readingroom/books/labrats/index.html
http://www.archive.official-documents.co.uk/document/hoc/321/321-xa.htm
http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf
http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf
http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf
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Institucional relevante forneceu (ou renunciou) a aprovagao. Certifique-se de fornecer o
nome completo e a instituicdo do comité de revisdo, além do numero de aprovacao.

2.6.1 Animais, materiais e métodos

A revista exige informacdes detalhadas sobre os animais e suas condi¢des de criagdo
(ver Laboratory Animals 1985:;19:106—108 ). A metodologia para a eutanasia de animais
deve ser consistente com as recomendacgdes de relatdrios publicados anteriormente
(ver Laboratory Animals 1996;30:293-316 e 1997:31:1-32). A revista recomenda
consultar também o documento da Associagdo Meédica Veterinaria Americana sobre
eutanasia ( https://www.avma.org/KB/Policies/Documents/euthanasia.pdf ). Os protocolos e
estudos envolvendo peixes devem ser relatados da forma detalhada em Laboratory
Animals 2000;34:131-135 . Por favor, leia o Editorial intitulado ' Vocé e seu relatdrio de
pesquisa: implementando as Diretrizes ARRIVE ' para maiores esclarecimentos.

E importante ressaltar que a nomenclatura de origem e cepa completa de qualquer
estoque de animais de laboratério deve ser especificada de acordo com as
recomendacgodes internacionais. Os autores devem observar que esta informagao esta
disponivel nos laboratérios de origem e nos fornecedores de animais. Deve ser fornecida
uma breve declaragdo descrevendo os controles legislativos sobre cuidados e uso de
animais. As medidas para aperfeicoar as técnicas experimentais em beneficio do bem-
estar animal podem ser descritas em detalhe e a disposicdo e o destino dos animais no
final da experiéncia devem ser claros. Os produtos utilizados (por exemplo, medicamentos,
equipamentos, ragdes, roupas de cama) devem ser descritosno formato “descricao
genérica (nome comercial, nome do vendedor, cidade e pais onde o vendedor esta
localizado)”. em relagdo ao uso apenas do numero apropriado de animais (ver Festing M et
al. The Design of Animal Experiments: Reduzindo o uso de animais em pesquisas através
de um melhor design experimental 22 #¢*° , disponivel na Sage).Analises de poder pré-teste
devem ser apresentadas na justificativa do tamanho da amostra ou nimero de animais
necessarios sempre que possivel. Analises de poder para muitos procedimentos
estatisticos comuns, tanto paramétricos quanto ndo paramétricos, sao fornecidas em Zar J.
Biostatistical Analysis, 42 ed. Ao relatar a variabilidade sobre a média, variancias e/ou ao
discutir a significancia ou nao significancia de valores estatisticamente derivados, as
recomendagdes do Zar devem ser consideradas, e as alegagbes de nao significancia
estatistica devem ser acompanhadas por analises de poder poés-teste sempre que
possivel.

2.7 Diretrizes para Relatérios

Se sua pesquisa envolve estudos pré-clinicos, confirme que vocé leu atentamente e seguiu
todas as diretrizes e instrugbes aos autores fornecidas nas diretrizes ARRIVE antes de
enviar seu manuscrito. Por favor, leia o Editorial intitulado 'Vocé e seu relatério de
pesquisa: implementando as diretrizes ARRIVE' para maiores esclarecimentos.

Vocé deve preencher e carregar a lista de verificacdo ARRIVE com seu envio.

As diretrizes relevantes para relatérios da Rede EQUATOR devem ser seguidas
dependendo do tipo de estudo. Por exemplo, revisdes sistematicas e meta-analises devem
incluir o fluxograma PRISMA preenchido como uma figura citada e a lista de verificacéo
PRISA preenchida deve ser carregada com a sua submissdo como um arquivo
suplementar. O assistente EQUATOR pode ajuda-lo a identificar a diretriz apropriada.

Outros recursos podem ser encontrados nas Diretrizes e Iniciativas para Relatorios de
Pesquisa da NLM .

2.8 Declaracgao de disponibilidade de dados de pesquisa


http://la.rsmjournals.com/cgi/content/abstract/19/2/106
http://la.rsmjournals.com/cgi/reprint/30/4/293
http://la.rsmjournals.com/cgi/reprint/31/1/1
https://www.avma.org/KB/Policies/Documents/euthanasia.pdf
http://la.rsmjournals.com/cgi/content/abstract/34/2/131
http://la.rsmjournals.com/cgi/content/abstract/34/2/131
http://journals.sagepub.com/doi/full/10.1177/0023677216679442
http://journals.sagepub.com/doi/full/10.1177/0023677216679442
https://uk.sagepub.com/en-gb/eur/the-design-of-animal-experiments/book252408
https://uk.sagepub.com/en-gb/eur/the-design-of-animal-experiments/book252408
https://arriveguidelines.org/sites/arrive/files/Author%20Checklist%20-%20Full.pdf
http://www.equator-network.org/
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/prisma/
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/prisma/
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/prisma/
http://www.peneloperesearch.com/equatorwizard/
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
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Todos os artigos de pesquisa devem incluir uma declaragao de disponibilidade de
dados no final do artigo, antes das referéncias ; isso deve indicar se os dados originais
estdo disponiveis e como podem ser acessados. A Laboratory Animals incentiva
fortemente os autores a disponibilizarem quaisquer dados primarios utilizados em seus
artigos de pesquisa. Isso pode ser disponibilizado como material suplementar ou por meio
de um link para um repositério de dados de terceiros e incluir informacdes de contato
detalhadas para fontes de dados de terceiros. Exemplos de tipos de dados incluem, entre
outros, arquivos de dados estatisticos, codigo de replicagéo, arquivos de texto, arquivos de
audio, imagens, videos, apéndices e tabelas e graficos adicionais necessarios para
compreender a pesquisa original. Todos os dados enviados devem cumprir os requisitos
do Conselho de Revisdo Institucional ou Etica e os regulamentos governamentais
aplicaveis.

De volta ao topo

3. Politicas de Publicacao
3.1 Etica de publicacdo
A Sage esta comprometida em manter a integridade do histérico académico. Encorajamos

os autores a consultar os Padrbes In‘gernacionais para Autores do Comité de Etica em
Publicagbes e a visualizar a pagina de Etica em Publicagbes no Sage Author Gateway

3.1.1 Pldgio

A Laboratory Animals e a Sage levam muito a sério questdes de violagdo de direitos
autorais, plagio ou outras violagbes das melhores praticas de publicagdo. Procuramos
proteger os direitos dos nossos autores e sempre investigamos alegagdes de plagio ou uso
indevido de artigos publicados. Da mesma forma, procuramos proteger a reputagéo da
revista contra praticas ilicitas. Os artigos submetidos podem ser verificados com software
de verificagdo de duplicagdo. Quando for descoberto que um artigo, por exemplo, plagiou
outro trabalho ou incluiu material protegido por direitos autorais de terceiros sem
permissdo ou com reconhecimento insuficiente, ou quando a autoria do artigo for
contestada, reservamo-nos o direito de tomar medidas, incluindo, mas néo se limitando
para: publicar uma errata ou retificagdo (corregao); retratando o artigo; abordar o assunto
com o chefe de departamento ou reitor da instituigdo do autor e/ou 6rgéos ou sociedades
académicas relevantes; ou tomar as medidas legais apropriadas.

3.1.2 Publicagao prévia

Se o material tiver sido publicado anteriormente, geralmente ndo € aceitavel para
publicagdo em uma revista Sage. No entanto, Laboratory Animals aceita material que
tenha sido previamente publicado em um servidor de pré-impressao, arquivo institucional
ou rede de colaboragao académica.

3.2 Contrato de publicagdao do Colaborador

Antes da publicagdo, a Sage exige que o autor, como detentor dos direitos, assine um
Contrato de Publicagdo do Colaborador do Jornal. O Contrato de Publicacdo do
Colaborador de Revista da Sage € um contrato de licenga exclusivo, o que significa que o
autor retém os direitos autorais do trabalho, mas concede a Sage o direito Unico e
exclusivo e a licenga para publicar durante todo o prazo legal dos direitos autorais. Podem
existir excegbes quando uma cessao de direitos autorais for exigida ou preferida por um
proprietario que néo seja a Sage. Neste caso os direitos autorais da obra serdo cedidos do
autor a sociedade. Para obter mais informacoes, visite o Sage Author Gateway .

3.3 Acesso aberto e arquivamento do autor


https://us.sagepub.com/en-us/nam/journal/laboratory-animals?_gl=1%2Aw3n29s%2A_ga%2AMTA4OTY3MDUxNC4xNjk4OTM0ODEw%2A_ga_60R758KFDG%2AMTcwNjAzMzk3Mi4xOS4xLjE3MDYwMzU2NjAuNTkuMC4w#top
http://publicationethics.org/files/International%20standards_authors_for%20website_11_Nov_2011.pdf
https://us.sagepub.com/en-us/nam/ethics-responsibility
https://us.sagepub.com/en-us/nam/contributor-agreement
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Laboratory Animals oferece publicacdo opcional em acesso aberto através do programa
Sage Choice e acordos de acesso aberto, onde os autores podem publicar em acesso
aberto com desconto ou gratuitamente, dependendo do acordo com a Sage. Descubra se
a sua instituicao participa visitando Acordos de Acesso Aberto na Sage . Para obter mais
informacgdes sobre as opgdes de publicacdao em Acesso Aberto na Sage, visite Sage Open
Access . Para obter informacdes sobre a conformidade do 6rgao financiador e como
depositar seu artigo em repositorios, visite as Diretrizes de arquivamento e reutilizacdo do
autor e as Politicas de publicagéo da Sage .

De volta ao topo

4. Preparando seu manuscrito para submissao
4.1 Formatagao

Os formatos preferidos para o texto e tabelas do seu manuscrito sdo Word DOC, RTF,
XLS. Arquivos LaTeX também s&o aceitos. O texto devera estar em espago duplo e com
no minimo 3cm nas margens esquerda e direita e 5cm no cabegalho e no pé. O texto deve
ter padréo 10 ou 12 pontos.

4.2 Arte, figuras e outros graficos

Para obter orientacao sobre a preparagéo de ilustragbes, imagens e graficos em formato
eletrénico, visite as Diretrizes para envio de manuscritos da Sage .

As figuras fornecidas em cores aparecerao on-line em cores, independentemente de essas
ilustragdes serem ou nao reproduzidas em cores na versado impressa. Para a reproducéo a
cores impressa especificamente solicitada, recebera informagdes sobre os custos da Sage
apos a recepgéao do artigo aceite.

4.3 Material suplementar

Esta revista é capaz de hospedar materiais adicionais online (por exemplo, conjuntos de
dados, podcasts, videos, imagens, etc.) juntamente com o texto completo do artigo. Para
obter mais informagbes, consulte nossas diretrizes sobre o envio de arquivos

suplementares .

4.4 Estilo de referéncia

Laboratory Animals segue o estilo de referéncia da Sage Vancouver. Consulte as
diretrizes da_Sage Vancouver para garantir que seu manuscrito esteja em conformidade
com este estilo de referéncia.

Se vocé usar o EndNote para gerenciar referéncias, podera baixar o arquivo de saida do
Sage Vancouver EndNote .

4.5 Servigos de edigao em inglés

Autores que buscam assisténcia com edigdo, tradugcdo ou formatagdo de figuras e
manuscritos em inglés para atender as especificacdes da revista devem considerar o uso
dos Sage Language Services. Visite Sage Language Services em nosso Journal Author
Gateway para obter mais informagoes.

5. Enviando seu manuscrito

Laboratory Animals esta hospedado no Sage Track, um sistema de submisséo on-line e
revisdo por pares baseado na Web, desenvolvido pela ScholarOne™
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Manuscripts. Visite_http://mc.manuscriptcentral.com/la para fazer login e enviar seu artigo
online.

IMPORTANTE: Verifique se vocé ja possui uma conta no sistema antes de tentar criar uma
nova. Se vocé revisou ou foi autor da revista no ano passado, € provavel que vocé tenha
criado uma conta. Para obter mais orientacées sobre como enviar seu manuscrito on-line,
visite a Ajuda on-line do ScholarOne.

5.1 ORCIDA

Como parte do nosso compromisso de garantir um processo de revisao por pares ético,
transparente e justo, a Sage € um membro apoiador do ORCID , o Open Researcher and
Contributor ID. ORCID fornece um identificador digital persistente que distingue os
investigadores de todos os outros investigadores e, através da integracdo nos principais
fluxos de trabalho de investigagdo, como submissdo de manuscritos e subvengoes,
suporta ligagcdes automatizadas entre investigadores e as suas atividades profissionais,
garantindo que o seu trabalho é reconhecido.

A coleta de ORCID iDs dos autores correspondentes agora faz parte do processo de
submissdo desta revista. Se vocé ja possui um ORCID iD, sera solicitado que vocé o
associe ao seu envio durante o processo de envio on-line. Também encorajamos
fortemente todos os coautores a vincular seu ORCID ID as suas contas em nossas
plataformas online de revisdo por pares. Leva alguns segundos para fazer: clique no link
quando solicitado, faga login em sua conta ORCID e nossos sistemas serdo atualizados
automaticamente. Seu ORCID iD se tornara parte dos metadados de sua publicacado
aceita, tornando seu trabalho atribuivel a vocé e somente a vocé. Seu ORCID iD é
publicado com seu artigo para que outros pesquisadores que leiam seu trabalho possam
vincular-se ao seu perfil ORCID e, a partir dai, vincular-se a suas outras publicagdes.

Se vocé ainda nao possui um ORCID iD, siga este link para criar um ou visite nossa pagina
inicial do ORCID para saber mais.

5.2 Informagbes necessarias para completar seu envio

Vocé sera solicitado a fornecer detalhes de contato e afiliagbes académicas de todos os
coautores por meio do sistema de submissdo e identificar quem sera o autor
correspondente. Esses detalhes devem corresponder ao que aparece no seu
manuscrito. A afiliagdo listada no manuscrito deve ser a instituicdo onde a pesquisa foi
realizada. Se um autor mudou para uma nova instituigdo apos a conclusdo da pesquisa, a
nova afiliagdo podera ser incluida em uma nota do manuscrito no final do artigo. Nesta
fase, certifique-se de ter incluido todas as declaragbes e declaragdes exigidas e de ter
carregado quaisquer arquivos suplementares adicionais (incluindo diretrizes para
relatérios, quando relevante).

5.3 Permissoes

Certifique-se também de ter obtido qualquer permissdao necessaria dos detentores
dos direitos autorais para reproduzir quaisquer ilustragdes, tabelas, figuras ou citagdes
extensas publicadas anteriormente em outro lugar. Para obter mais informagdes, incluindo
orientagbes sobre negociacao justa para criticas e andlises, consulte a pagina Direitos
autorais e permissdes no Sage Author Gateway .

6. Sobre aceitacao e publicagao

6.1 Producgao de Salvia
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Seu Editor de Produgédo Sage ira manté-lo informado sobre o progresso do seu artigo
durante todo o processo de producado. As provas serdo disponibilizadas ao autor
correspondente através do nosso portal de edigdo Sage Edit ou por e-mail, e as corregdes
deverao ser feitas diretamente ou notificadas imediatamente. Os autores sdo lembrados de
verificar cuidadosamente suas provas para confirmar se todas as informacdes do autor,
incluindo nomes, afiliagbes, sequéncia e detalhes de contato estdo corretas, e que as
declaracdes de financiamento e conflito de interesses, se houver, sao precisas.

6.2 On-line Primeira publicagao

O Online First permite que artigos finais (artigos concluidos e aprovados aguardando
atribuicao para um numero futuro) sejam publicados online antes de sua inclusdo em um
numero do periddico, o que reduz significativamente o tempo entre a submisséo e a
publicacdo. Visite a pagina de ajuda do Sage Journals para obter mais detalhes, incluindo
como citar artigos do Online First.

6.3 Acesso ao seu artigo publicado

Sage fornece aos autores acesso online ao seu artigo final.

6.4 Promovendo seu artigo

A publicacédo nao é o fim do processo! Vocé pode ajudar a divulgar seu artigo e garantir
que ele seja lido e citado da forma mais ampla possivel. O Sage Author Gateway possui

varios recursos para ajuda-lo a promover seu trabalho. Visite a pagina Promova seu
artigo no Gateway para dicas e conselhos.

7. Mais informagoes

Qualquer correspondéncia, duvida ou solicitagdo adicional de informagbes sobre o
processo de submissdo de manuscritos devera ser encaminhada a redagao de Animais de
Laboratério da seguinte forma:

Escritorio Editorial: LAeditorial@sagepub.co.uk
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