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RESUMO

Produgao de colageno na cicatrizagao de queimaduras com ouso de fibrina
rica em plaquetas autéloga em coelhos

O tratamento de feridas complexas como as queimaduras gerou avangos no uso
de engenharia de tecidos e produtos bioldgicos. A terapia utilizando Fibrina rica
em plaquetas autéloga (FRPa) tem apresentado 6timos resultados, pois possui
mecanismos e mediadores biolégicos que estimulam a angiogénese, promovem
crescimento vascular, ativam a proliferagdo de fibroblastos com consequente
aumento da sintese de colageno, o que difere de outras preparagdes por
promover um alto potencial de cicatrizacdo e neoangiogénese. O presente
estudo teve como objetivos avaliar a angiogénese e quantidade de fibroblastos
das feridas tratadas ou ndo com FRPa de forma sequencial e comparativa, além
de verificar o potencial de cicatrizacdo da lesdo exposta a queimadura e tratada
com biomaterial. Foram utilizados 10 coelhos da raca Nova Zelandia, machos,
adultos, distribuidos em dois grupos: grupo C-controle (n=5), que receberam
tratamento padréo para queimaduras (5g de creme a base de sulfadiazina de
prata a 1%), grupo FRPa (n=5), tratados com biomaterial. Para indugdo das
lesdes, apds anestesia geral dos animais, foram feitas queimaduras com barra de
ferrode 30 cm de comprimento pesando 313gr aquecida previamente em agua

a 720C, e aplicada durante 10 seg/quadrante/coelho. Apos este procedimento, os
animais receberam cloridrato de Tramadol (4,0mg/Kg, IM), 2 vezes ao dia
durante 3 dias consecutivos. As bidpsias de pele foram realizadas aos 7,14, 21
e 30 dias pOs lesao para avaliar a quantidade de vasos neoformados e
fibroblastos. A analise estatistica foi realizada a partir do teste de normalidade e
homogeneidade de varidncias entre grupos. Diferengcas foram consideradas
significativas quando P<0,05. O numero de vasos foi maior aos 7 (14,016,8) e
21(12,8+2,4) dias no grupo tratado com FRPa (p<0,05), quando comparado ao
controle (6,61£1,4 e 6,0+3,2, respectivamente). A quantidade de fibroblastos foi
em meédia duas vezes maior no grupo que recebeu o biomaterial (80,8+15,4).
Conclui-se que o uso da FPRa em queimaduras é uma alternativa viavel para
aumentar a neovascularizacao e producéao de fibroblastos para uma cicatrizagao
mais eficiente.

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



ABSTRACT

Collagen production in burns healing with the use of autologous platelet-rich
fibrin in rabbits

The treatment of complex wounds such as burns has led to advances in the use
of tissue engineering and biological products. Therapy using autologous platelet-
rich fibrin (aPRF) has shown excellent results, as it has biological mechanisms
and mediators that stimulate angiogenesis, promote vascular growth, activate
fibroblast proliferation with a consequent increase in collagen synthesis, which
differs from other preparations for promoting a high potential for healing and
neoangiogenesis. The present study aimed to evaluate the angiogenesis and
amount of fibroblasts in wounds treated or not with aPRF sequentially and
comparatively, in addition to verifying the healing potential of the wound exposed
to burns and treated with biomaterial. Were used 10 adult male New Zealand
rabbits were used, divided into two groups: C-control group (n=5), which received
standard treatment for burns (5g of 1% silver sulfadiazine cream), aPRF group
(n=5), treated with biomaterial. To induce the lesions, burns were made with a 30
cm long iron bar weighing 313gr previously heated in boiling water until reaching
72°C, and applied for 10 sec/quadrant/rabbit. After this procedure, the animals
received Tramadol hydrochloride (4.0mg/Kg, IM), twice a day for 3 consecutive
days. Skin biopsies were performed at 7,14, 21 and 30 days post-injury to assess
the number of neoformed vessels and fibroblasts. Statistical analysis was
performed using the test of normality and homogeneity of variances between
groups. Differences were considered significant when P<0.05. The number of
vessels was higher at 7 (14.0+£6.8) and 21(12.8+2.4) days in the group treated
with aPRF (p<0.05), when compared to the control (6.6 +1.4 and 6.0+3.2,
respectively). The amount of fibroblasts was, on average, twice as high in the
group that received the biomaterial (80.8+15.4). It is concluded that the use of
aPRF in burns is a viable alternative to increase neovascularization and
fibroblast production for more efficient healing.

Keywords: rabbits, burns, biomaterial, fibroplasia.



LISTA DE SIGLAS

FRPa — Fibrina rica em plaquetas autdloga
TGF- — Fator de crescimento transformador beta
BIGF — Fator de crescimento semelhante a
insulina
PDG
— Fator de crescimento derivado de
F plaquetas
VEG — Fator de crescimento endotelial vascular
FFGF — Fator de crescimento fibroblastico

EGF — Fator de crescimento endotelial
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Artigo Cientifico

Uso da fibrina rica em plaquetas autéloga em feridas provocadas por
queimaduras em coelhos aumenta fibroplasia

Gleyciane Pires Canela Ramos (pds-graduanda do curso de Mestrado em
Ciéncia Animal da Universidade do Oeste Paulista -Presidente Prudente-Sao
Paulo -Brasil) , MSc; Luiza Sonavenso Ambrosio (estudante do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade do Oeste Paulista- Presidente Prudente-
S&o Paulo -Brasil); Rosa Maria Barilli Nogueira, Dra. (professora do curso de
pos-graduagcdo da Universidade do Oeste Paulista -Presidente Prudente-Sao
Paulo -Brasil); Gisele Alborghetti Nai, Dra. (professora do curso de pés-
graduacgéo da Universidade do Oeste Paulista - Presidente Prudente-S&ao Paulo
-Brasil); Cecilia Laposy Santarém, Dra. (professora do curso de pés-graduagao
da Universidade do Oeste Paulista -Presidente Prudente-Sao Paulo -Brasil)

Resumo

Objetivos: avaliar a angiogénese e quantidade de fibroblastos das feridas
tratadas ou nao com FRPa de forma sequencial e comparativa, além de verificar
o potencial de cicatrizagao da lesdo causada por queimadura quando tratada com
biomaterial.

Métodos: 10 coelhos da ragca Nova Zelandia, machos, adultos, distribuidos em
dois grupos: grupo C-controle (n=5), que receberam tratamento padrao para
queimaduras (5g de creme a base de sulfadiazina de prata a 1%), grupo FRPa
(n=5), tratados com biomaterial. Para indu¢do das lesdes, apos anestesia geral
dos animais, foram feitas queimaduras com barra de ferro de 30 cm de

comprimento pesando 313gr aquecida previamente em agua a 7200, e aplicada
durante 10 seg/quadrante/coelho. Apos este procedimento, os animais
receberam cloridrato de Tramadol (4,0mg/Kg, IM), 2 vezes ao dia durante 3 dias
consecutivos. As bidpsias de pele foram realizadas aos 7,14, 21 e 30 dias pos
lesdo para avaliar a quantidade de vasos neoformados e fibroblastos. A analise
estatistica foi realizada a partir do teste de normalidade e homogeneidade de
variancias entre grupos. Diferengas foram consideradas significativas quando
P<0,05. Resultados: O numero de vasos foi maior aos 7 (14,0+6,8) e
14(15,016,3) dias no grupo tratado com FRPa (p<0,05), quando comparado ao
controle (6,6+1,4 e 6,0+3,2, respectivamente). A quantidade de fibroblastos foi
em média duas vezes maior no grupo que recebeu o biomaterial (80,8+15,4).
Conclusbes: o uso da FRPa em queimaduras é uma alternativa viavel para
aumentar a neovascularizacéo e producao de fibroblastos para um cicatrizagao
mais eficiente.

Palavras-chave: biomaterial, coelhos, colagenizagédo, queimaduras, fibroplasia.

! Artigo segue as normas da revista Advances in Skin & Wound Care. Fator de Impacto:1,438



Introducgao

Feridas causadas por queimaduras trazem alteracbes anatdmicas e

funcionais que resultam em aumento da morbidade com alto impacto nos
. 1 .
setores de saude publica em todo o mundo . Segundo levantamentos realizados

2
por Carvalho et al. , os EUA gastam aproximadamente 25 bilhdes de ddlares por

ano em tratamentos que muitas vezes sao ineficazes. Por este motivo, a cicatriz
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pos-queimadura € um dos maiores desafios no tratamento desta enfermidade .
Aproximadamente 40% dos pacientes que sofrem a lesdo nao estao satisfeitos

com suas cicatrizes. E cerca de 20% deste total ndo podem ou ndo conseguem

4 . . . ~
retornar ao trabalho . No Brasil, ocorrem cerca de 100 mil notificagcdes de casos
de queimaduras por ano, com aproximadamente 3.000 mil pessoas que

evoluem para o 6bito apds o trauma®.

O tratamento de queimadura e processos de cicatrizacdo continua sendo
um aspecto desafiador que ocasiona, em alguns casos, um trauma para o corpo
humano, invalidez, morte ou afeta significativamente a qualidade de vida do
sobrevivente da queimadura. No entanto, modalidades como debridamento
precoce e o0 enxerto de pele sdo bem-sucedidos, mas a area doadora do
enxerto as vezes é insuficiente e as condicdes inadequadas do paciente para a
cirurgia dificultam o enxerto de pele. Nestas circunsténcias, o uso de produtos
que aumentam o processo de cicatrizacdo de feridas geralmente afeta a
morbimortalidade do paciente. Assim, ha um grande esforgo na area cientifica,
académica e tecnoldgica, para o desenvolvimento e comercializacdo de

diferentes tipos de curativos e farmacoterapias®.

Ao longo dos anos, a medicina tradicional foi aprimorada, dando origem a
diferentes tratamentos regenerativos. Um deles é o uso da Fibrina rica em
plaquetas (FRP) que é um concentrado de plaquetas de segunda geracéo que

consiste em plaquetas e fatores de crescimento coletados no sangue sem o uso

. : . . . 1.8 : .
de anticoagulantes obtidos por uma unica centrifugacdo . Este biomaterial
retém varios fatores de crescimento em uma estrutura de malha de fibrina que,
durante a remodelagao do tecido libera gradualmente fatores de crescimento e

citocinas capazes de melhorar ainda mais o processo cicatricial, promovendo a

12



proliferagdo de fibroblastos, angiogénese e sintese de colégenog. Pode ser
utilizado como uma alternativa para aperfeicoar o efeito dos fatores de
crescimento contidos nas plaquetas no inicio da reparagcdo tecidual, que
asseguram a resisténcia natural aos fatores relativos a processos infecciosos ou

alérgicos®.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a sintese de fibroblastos e
neovascularizacido em feridas provocadas por queimaduras e tratadas ou nao
com FRP autdloga (FRPa) em coelhos. A hipotese baseia-se no aumento da
quantidade de fibroblastos e vasos para promo¢ao de uma cicatriz mais

homogénea com uso seriado deste biomaterial.
Material e Métodos

Animais:

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista- Presidente Prudente -Brasil (protocolo numero
6292). Foram selecionados 10 coelhos machos, adultos (3,01 ano), da raga
Nova Zeléndia, peso médio 3,2Kg+0,1, clinicamente saudaveis. Os animais
foram mantidos durante todo o experimento em gaiolas individuais, com
temperatura ambiente de 22°C t 2°C e fotoperiodo (12 horas claro/escuro)
controlados e passaram por um periodo de adaptacdo prévia de sete dias
para evitar estresse da manipulagao.

Durante todo o experimento foram mantidos em condi¢des padronizadas de
dieta (Supra Coelho Agro; Alisul Alimentos S.A, Maringa, Parana, Brasil) e agua

a vontade.
Procedimento anestésico

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

(cloridrato de lidocaina a 2% com vasoconstritor) nos locais das futuras lesdes.



Preparo da Fibrina rica em plaquetas autéloga (FRPa)

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

separado dos demais constituintes para ser colocado na area queimada.

Indugao das queimaduras

As queimaduras foram causadas com barra de ferro padronizada de 30
2 0
cmde comprimento pesando 313g com 5 cm area, aquecida a 92 C durante 2

min. Apds chegar a 7200 (temperatura aferida por termdémetro infravermelho), a
barra foi colocada em cada ponto previamente demarcado para queimadura
permanecendo por um periodo de 10 segundos em cada local'® (Fig. 1). Apds as
queimaduras, o Grupo C (controle) recebeu tratamento padrédo (2g de creme a
base de sulfadiazina de prata a 1%) e o Grupo FRPa (tratado) recebeu o
biomaterial em cada lesdo. Acrescido ao tratamento tdpico, os animais
receberam cloridrato de Tramadol (4,0mg/Kg, IM), 2 vezes ao dia durante 3 dias
consecutivos, a fim de minimizar o desconforto inicial. Em seguida foi colocado

um curativo sobre todas as feridas utilizando rayon estéril e curativo adesivo

®
(Band Aid ). A primeira troca dos curativos foi realizada com 48 horas. A partir
disso, as trocas e tratamento com a FRPa ocorreram a cada 3 dias até

completarem 30 dias de experimento.

Figura 1. Indugéo das queimaduras em coelhos: A: tricotomia da regiao dorsal; B:
agua a 92°C; C: aquecimento da barra (72°C); D: inducdo das lesdes; E: leses

feitas.
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Avaliacao histopatolégica

Os fragmentos foram retirados utilizando punch de 6 mm e de forma
padronizada aos 7 (canto superior esquerdo),14 (canto superior direito), 21
(canto inferior esquerdo) e 30 dias (canto inferior direito), preservando sempre a
musculatura. Em todos os momentos utilizou-se 0 mesmo protocolo anestésico

da indugéo das queimaduras (Fig.2).

‘L_. Vs \ U/ \ U7 N / v s

s e ® e i o

el LR ey ey e L)
adapta queima . 14 21 30
. — — —_ >
cao duras 7 dias dias dias dias
Bidpsias

Figura 2. Delineamento experimental das queimaduras e realizagdo das

bidpsias dos coelhos nos diferentes momentos.

As amostras de pele foram fixadas em solugdo de formalina a 10%
tamponada com pH 7,0 por 24 horas, e posteriormente foram submetidos a
processamento conforme a técnica de rotina histoldgica para microscopia Optica e
inclusdao em parafina. Apos fixagdo, o tecido foi incluso em blocos de parafina,
obtendo-se cortes histologicos de 5 micrometros de cada animal que foram
corados com solugdo de Hematoxilina-Eosina (H/E) para avaliagdo dos
fibroblastos e angiogénese (média de contagem de 10 campos utilizando,
respectivamente as objetivas 10x e 20x). Todas as avaliagbes foram feitas por um

unico observador e de forma cega.

Analise Estatistica

Todas as variaveis foram avaliadas quanto a normalidade usando o teste
de Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar diferengas
entre os tratamentos. As diferengcas dentro do mesmo tratamento foram
comparadas usando o teste de Student-Newman-Keuls. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando P <0,05.



Resultados

O numero de vasos (Tab.1, Fig.3) foi maior aos 7 (14,0+6,8) e 14(15,016,3)
dias no grupo tratado com FPRa (p<0,05), quando comparado ao controle

(6,6+1,4 e 6,0£3,2, respectivamente).

Tabela 1.: Média e desvio-padrédo da angiogénese de coelhos submetidos a

queimadura e tratados ou n&do com FRPa (fibrina rica em plaquetas autdloga).

Grupos/Dias 7 14 21 30

Controle 6,67%+1,34 8,4™+3,05 15,07+6,32 14,6°°+8,17
Ba Aa Ba Aa

FPRa 14,0 +6,85 150 +6,32 128 +238 154 +422

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa
(P<0,05) entre momentos. Letras minusculas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (P<0,05) entre tratamentos.

Ja a quantidade de fibroblastos foi em média duas vezes maior no grupo
que recebeu o biomaterial (80,8+15,4), em todos os momentos do tratamento,

conforme demonstrado na Tab. 2, fig 3.

Tabela 2. Média e desvio-padrao de fibroblastos de coelhos submetidos a

queimadurae tratados ou ndo com FRPa (fibrina rica em plaquetas autéloga)

16

Grupos/dias 7 14 21 30
Controle 51,8 +19.9 456 +16,05 43,0° +19,46 48,4 +7,26
FRPa Ba Ba Ba Ba

82,2 +20,03 99,0 9,66 84,4 +10,26 80,8 +18,42

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa
(P<0,05) entre momentos. Letras minusculas na mesma coluna indicam
diferenca significativa (P<0,05) entre tratamentos.






Figura 3: Fotomicroscopia comparando o numero de vasos neoformados (setas) e
fibroblastos de amostras de pele de submetidos a queimadura e tratados com
(Letras E, F, G, H) ou sem FRPa (Letras A, B, C, D) nos dias 7, 14, 21 e 30
respectivamente (Hematoxilina/Eosina, aumento de 400x).

Discussao

Considerada a primeira barreira de defesa do organismo, a pele exerce
uma estrutura de grande importancia. O processo habitual de reparagdo de
feridas consiste em uma sequéncia de fases, recuperando a derme e a
epiderme, tais como a inflamagado, que ocorre até o terceiro dia de lesao; a
proliferagao, que ocorre do quarto até o vigésimo dia; e remodelagéo, que vai do

vigésimo primeiro dia em diante™.

As plaquetas secretam uma série de fatores de crescimento e
angiogénicos que estimulam a proliferagdo e ativagédo de células envolvidas na
cicatrizagdo de feridas incluindo fibroblastos, neutréfilos e macréfagos. A
presenca de uma matriz de fibrina aumenta a distribuicdo de fatores de
crescimento sobre a area da ferida. Além disso, sua estrutura tridimensional rica
em plaquetas, leucocitos e fatores de crescimento persiste no local da

aplicagdo, proporcionando acgdo prolongada em comparagdo a outros

. .. 15
biomateriais .

Os efeitos da FRP sdo diversos, sendo a agao cicatrizante o enfoque de

muitos estudos. Roy et aI.16 comprovaram a agao angiogénica da FRP em feridas
isquémicas, induzidas por meio da proliferagdo de células endoteliais. Neste
estudo o autor analisou a neovascularizacdo por meio de anticorpos anti-fator
de von Willebrand (VWVF), mostrando aumento de células vasculares endoteliais.
No nosso estudo a angiogénese foi avaliada por meio da quantificagdo de vasos
sanguineos observados, encontrando-se maiores quantidades nos primeiros 14

dias, estatisticamente diferentes (p<0,05), nos grupos tratados com a FRPa

17
quando comparados ao tratamento padrao para queimaduras. Dohle et al. por
meio de culturas celulares in vitro demostraram o efeito cicatrizante, em particular

o efeito angiogénico da FRP, fato que corrobora nosso estudo.

No presente estudo, utilizando 200G de forga relativa de centrifugagao

observou-se maiores valores de vasos sanguineos neoformados nas feridas

18



com a utilizacdo de FRPa quando comparado as demais, corroborando

Kubesch et aI.18 que demonstraram que a forga relativa de centrifugacao interfere
nas caracteristicas fisico- quimicas da FRP sodlida, de tal forma que a
centrifugagédo com forga média (222G) promoveu a confecgdo de uma trama de
fibrina menos densa e mais porosa, refletindo em uma diferenga significativa no

indice de vascularizagdo, quando comparada a forca mais elevada.

19
Em concordancia Ehrenfest et al. e Bagdadi et al.

ja demonstravam
que as caracteristicas da centrifuga como os protocolos de centrifugagao
impactavam significativamente nas células, fatores de crescimento e arquitetura
da FRP, demonstrando também que a quantidade de fatores de crescimento
encontrados na FRP esta relacionada a presenca de leucécitos neste

biomaterial.

Na quantificagdo dos fibroblastos, observaram-se maiores quantidades
nos coelhos que foram tratados com FRPa, isso porque a FRP pode modular a
cicatrizagcéo de tecidos por meio da liberagédo gradual e prolongada de fatores de
crescimento como transformador beta (TGF-3), fator de crescimento semelhante

a insulina (IGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), endotelial

21
vascular (VEGF), fibroblastico (FGF) e epitelial (EGF) garantindo a

22,23
homeostase e estimulando a angiogénese e proliferagcao celular -

Além de sua importancia nos estagios iniciais da cicatrizagdo (formagao
de coagulos, liberacdo direta de fatores de crescimento), as plaquetas podem
influenciar  todo o processo de regeneragao tecidual por meio da modulagéo da
sintese e liberagdo de VEGF? por conter grandes quantidades de proteinas pro
e antiangiogénicas em populagbes de granulos a. Quando ativados, sua
liberacdo, bem como os fosfolipidios e microparticulas derivados de plaquetas,
mostram efeitos regulatérios sinérgicos sobre a angiogénese®. No entanto,
estudos recentes encontraram concentrados de plaquetas superiores ao plasma
ou plaquetas isoladamente em termos de estimulacdo da proliferacido e

migracao de fibroblastos, quimiotaxia e angiogénese como processos relevantes

26
para a cicatrizacao de feridas . Estes estudos aumentam a relevancia clinica

da producdo de produtos derivados de plaquetas, como FRPa para

24
procedimentos regenerativos .
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Conclusoes

Conclui-se que o uso da FRPa em lesdes causadas por queimaduras é uma
alternativa viavel para aumentar a neovascularizagao e produgao de fibroblastos

para uma cicatrizagao mais eficiente.
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