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RESUMO

Analise morfolégica, morfométrica e dimensao fractal na avaliagao de
colageno em feridas tratadas com plasma rico em plaquetas autélogo na forma

liquida e gel em coelhos

Colageno é o principal elemento responsavel por garantir a resisténcia estrutural do
tecido cutaneo, com predominio do colageno tipo Ill comparado ao tipo I, no processo
cicatricial. O processo de regeneragao na pele pode ser resultado de diversos fatores
que implicam na interrupcédo da continuidade de um tecido corporal. O objetivo deste
estudo foi avaliar por meio da dimenséo fractal, de forma quali-quantitativa os colagenos
tipos | e tipo lll, e os aspectos morfolégicos e morfométricos de feridas dérmicas
tratadas com plasma rico em plaquetas autélogo (PRPa) liquido e gel. Um total de 18
animais foram distribuidos em trés grupos, controle, PRPa gel e PRPa liquido com seis
animais cada. Aspectos macroscoépicos e morfométricos nao diferiram significativamente
entre os grupos, as feridas permaneceram réseas durante todos os momentos, com
auséncia de areas necroticas, exsudato e edema, sugerindo a auséncia de sinais de
infeccdo bacteriana. Nos grupos GPRPaL e GPRPaG as fibras colagenas do tipo |,
foram melhor distinguidas quando comparadas as fibras colagenas do tipo Ill, que
estavam distribuidas de forma irregular. Conclui-se que tanto na avaliagcédo da
percentagem de contragdo, como na analise de dimenséo fractal, os métodos utilizados
demonstraram-se eficazes para caracterizar a evolugdo da cicatrizagdo de feridas
dérmicas; todos os tratamentos foram eficazes e contribuiram com a reparagao tecidual
que ocorreu sem nenhum sinal de complicacdo secundaria; No final da avaliacdo o
GPRPaG e o GPRPaL apresentaram uma diminuicdo na dimenséo fractal, respaldando
a ideia de que o uso de PRP propicia uma organizagdo mais regular e menos complexa
das fibras colagenas. Isso implica em uma disposicdo mais uniforme, com reduzida
variacdo em termos de direcao e densidade das fibras.

Palavras-chave: colagenizagao, andlise fractal, cicatrizagdo, biomaterial, modelo animal



ABSTRACT

Morphological, morphometric and fractal dimension analysis of collagen in
wounds treated with autologous platelet rich plasma in liquid and gel form in
rabbits

Collagen is the main element responsible for ensuring the structural strength of skin
tissue, with type lll collagen predominating compared to type | in the healing process.
The regeneration process in the skin can be the result of various factors that imply an
interruption in the continuity of body tissue. The aim of this study was to evaluate
type | and type lll collagens and the morphological and morphometric aspects of
dermal wounds treated with liquid and gel autologous platelet-rich plasma (PRPa)
using the fractal dimension. A total of 18 animals were divided into three groups,
control, PRPa gel and PRPa liquid with six animals each. Macroscopic and
morphometric aspects did not differ significantly between the groups. The wounds
remained pink at all times, with no necrotic areas, exudate or edema, suggesting no
signs of bacterial infection. In the GPRPaL and GPRPaG groups, type | collagen
fibers were better distinguished compared to type Ill collagen fibers, which were
irregularly distributed. It can be concluded that both in the assessment of the
percentage of contraction and in the analysis of the fractal dimension, the methods
used proved to be effective in characterizing the evolution of dermal wound healing;
all the treatments were effective and contributed to tissue repair, which occurred
without any sign of secondary complication; at the end of the assessment, GPRPaG
and GPRPaL showed a decrease in the fractal dimension, supporting the idea that
the use of PRP provides a more regular and less complex organization of the
collagen fibres. This implies a more uniform arrangement, with reduced variation in
terms of fiber direction and density.

Keywords: collagenization, fractal analysis, healing, biomaterial, animal model



%
Ar

Al

AM
CEUA
CcoL 1
CoL 3
DF

EGF

F1

F2

F3

F4

g

G

GC
GPRPa
GPRPaG
GPRPaL
H

H/E

IGF

Kg
MO
M7
M14

LISTA DE SIGLAS

— Percentagem

— Area Final

— Area Inicial

— Area Original

— Area Mensurada

— Comisséo de Etica no Uso de Animais
— Colageno tipo 1

— Colageno tipo 3

— Dimenséo Fractal

— Fator de Crescimento Epidérmico

— Ferida 1

— Ferida 2

— Ferida 3

— Ferida 4

— Gramas

— Gravidades

— Grupo Controle

— Grupo PRPa

— Grupo PRPa gel

— Grupo PRPa liquido

— Horas

— Hematoxilina-Eosina

— Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
— Intramuscular

— Quilograma

— Momento 0 - Dia da indugao da ferida
— Momento 7 - 7° dia de cicatrizagao

— Momento 14 - 14° dia de cicatrizagao



M21 — Momento 21 - 21° dia de cicatrizagao

M28 — Momento 28 - 28° dia de cicatrizagéo

MEC — Matriz Extracelular

mg — Miligrama

mL — Mililitro

mm — Milimetro

mm? — Milimetro quadrado

NIH — Instituto Nacional em Saude

PAFR — Percentual da Area Remanescente da Ferida
PC — Percentagem de Contragao

PDGF — Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
PPP — Plasma Pobre em Plaquetas

PRP — Plasma Rico em Plaquetas

PRPa — Plasma Rico em Plaquetas Autélogo

RGB — Red, Green, Blue

SC — Subcuténea

SBCAL — Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
SC — Subcuténeo

ST — Sangue Total

TGF-B — Fator de Crescimento Transformador 3

UNOESTE — Universidade do Oeste Paulista

Mm — Micrdbmetros



SUMARIO

ARTIGO CIENTIFICO: Analise Morfolégica, Morfométrica e Dimensao
Fractal na Avaliagao de Colageno em Feridas Tratadas com Plasma

Rico em Plaquetas Autélogo na Forma Liquida e Gel em

{05 Y= 1 ¢ 1o Y- 13
ANEXO A - APROVA(;AO = 1 (o NN 39

ANEXO B - NORMAS DA REVISTA......rrrrrssrnn s nsssss s nanes 40



13

ARTIGO CIENTIFICO

ANALISE MORFOLOGICA, MORFOMETRICA E DIMENSAO FRACTAL NA
AVALIACAO DE COLAGENO EM FERIDAS TRATADAS COM PLASMA RICO EM
PLAQUETAS AUTOLOGO NA FORMA LIQUIDA E GEL EM COELHOS

MORPHOLOGICAL, MORPHOMETRIC AND FRACTAL DIMENSION ANALYSIS
OF COLLAGEN IN WOUNDS TREATED WITH AUTOLOGOUS PLATELET RICH
PLASMA IN LIQUID AND GEL FORM IN RABBITS

Diego Osvaldo dos Santos’, Nadiele Taise Massaranduba’, Valter Dias da Silva’,

Thaoan Bruno Mariano', Cecilia Laposy Santarém’, Rosa Maria Barilli Nogueira'

'Programa Po6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade do Oeste
Paulista/lUNOESTE - Presidente Prudente, SP, Brasil

Autor para Correspondéncia: Rosa Maria Barilli Nogueira, Programa Péds-
Graduagao em Ciéncia Animal, Universidade do Oeste Paulista, Rodovia Raposo
Tavares, km 572, Bairro Limoeiro, Presidente Prudente - SP, Brasil, CEP: 19067-
175, Telefone: (18) 3229-2000, E-mail: rosa@unoeste.br

O trabalho esta apresentado sob a forma de artigo, segundo as normas do periédico
o qual sera submetido: Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, Fator de impacto:
1.81, Classificagao Qualis: A2



14

ANALISE MORFOLOGICA, MORFOMETRICA E DIMENSAO FRACTAL NA
AVALIACAO DE COLAGENO EM FERIDAS TRATADAS COM PLASMA RICO
EM PLAQUETAS AUTOLOGO NA FORMA LIQUIDA E GEL EM COELHOS

Diego Osvaldo dos Santos'”
https://orcid.org/0000-0003-4383-0488

Nadiele Taise Massaranduba’
http://orcid.org/0000-0002-5953-2023

Valter Dias da Silva'
https://orcid.org/0009-0006-2958-9594

Thaoan Bruno Mariano'
http://orcid.org/0000-0001-5729-0932

Cecilia Laposy Santarém®
https://orcid.org/0000-0002-4775-6142

Rosa Maria Barilli Nogueira2
https://orcid.org/0000-0002-1835-7812

! Discente do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade do Oeste
Paulista - UNOESTE, Rodovia Raposo Tavares, km 572, Bairro Limoeiro, Presidente
Prudente - Sdo Paulo, Brasil, CEP:19067-175

? Docente do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade do Oeste
Paulista - UNOESTE, Rodovia Raposo Tavares, km 572, Bairro Limoeiro, Presidente
Prudente - Sdo Paulo, Brasil, CEP:19067-175

Key-words: collagenization, fractal analysis, healing, biomaterial, animal model
Running Title: Fractal Dimension of Platelet Rich Plasma Collagen

Secao da AABC: Ciéncia Animal

Correspondence to: Diego Osvaldo dos Santos

E-mail: diegoosantos@outlook.com

Telefone: (12) 99758-2459

R. José Bongiovani, 700 - Cidade Universitaria, Pres. Prudente - Sdo Paulo, Brasil,
CEP: 19050-920



15

ABSTRACT

Collagen is the main element responsible for ensuring the structural resistance of the
cutaneous tissue, with a predominance of type III collagen compared to type 1. The scarring
process in the skin can result from various factors that characterize the interruption of the
continuity of a body tissue. The objective of this study was to evaluate, through fractal
dimension, the qualitative and quantitative aspects of type I and type III collagens, as well as
the morphological and morphometric aspects of dermal wounds treated with autologous
platelet-rich plasma (PRP) in liquid and gel forms. A total of 18 animals were divided into
three groups: control, PRP gel, and PRP liquid, with six animals each. Macroscopic and
morphometric aspects did not differ significantly among the groups; the wounds remained
pink throughout all time points, with the absence of necrotic areas, exudate, and edema,
indicating the absence of signs of bacterial infection. In the PRP liquid and PRP gel groups,
type I collagen fibers were better distinguished when compared to type III collagen fibers,
which were irregularly distributed. It is concluded that, both in the evaluation of the
percentage of contraction and in the fractal dimension analysis, the methods used proved to be
effective in characterizing the evolution of dermal wound healing; all treatments were
effective and contributed to tissue repair without any signs of secondary complications. The
PRP gel and PRP liquid groups showed a decrease in fractal dimension, supporting the idea
that the use of PRP promotes a more regular and less complex organization of collagen fibers.
This implies a more uniform arrangement, with reduced variation in terms of direction and

density of the fibers.

INTRODUCAO

A pele ¢ descrita como o maior 6rgao do corpo humano, desempenhando importante
funcdo de revestimento do organismo, garantindo a prote¢do contra diferentes agentes
agressores externos como corpos estranhos, microorganismos, radiacdo, atritos, poluigdo,
traumas dentre outros (Humphrey et al. 2021). Constituida por duas camadas justapostas: a
derme, formada por vasos sanguineos, terminagdes nervosas, fibras colagenas, fibras
musculares, fibras elésticas e glicosaminaproteoglicanas e a epiderme, composta por epitélio

pavimentoso estratificado queratinizado. Nas duas camadas s3o encontradas células
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diferenciadas e entre elas destacam-se os queratinocitos, encontrados na epiderme, € os
fibroblastos e macréfagos, encontrados na derme (Hsu & Fuchs 2022).

O colageno, principal componente da derme, ¢ responsavel pela resisténcia estrutural
do tecido cutdneo onde, primariamente, a matriz dérmica ¢ composta por dois tipos de
colagenos principais: tipo I, localizado principalmente na regido reticular, a camada mais
profunda da pele, constituida de tecido conjuntivo denso nao modelado, e o tipo III, presente
em grande parte na regido papilar, regido mais superficial, constituida por tecido conjuntivo
frouxo, correspondendo a 80-85%, e 15-20%, do total dessa glicoproteina respectivamente.
Embora as feridas revelem uma proporcao desigual em relagdo a integridade dérmica, hd uma
predominancia de colageno do tipo III (Gao et al. 2022).

As feridas cutaneas podem ser resultado de diferentes fatores que caracterizam a
interrupcao da continuidade de um tecido corporeo, afetando sua fisiologia e estrutura
dérmica. O processo de cicatrizagdo se divide em trés fases distintas: fase inflamatoria, com
presenca de leucécitos polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos, e além de varios
mediadores quimicos; fase proliferativa, onde ocorre uma reconstitui¢ao epidérmica, devido a
proliferacdo de fibroblastos na regido papilar da derme, modulada aparentemente pelos
macrofagos; e a fase de maturacdo ou remodelamento tecidual, diminuindo a atividade celular
e a concentracdo de vasos sanguineos (Junqueira & Carneiro 2014).

O processo de cicatrizagdo envolve células sanguineas, mediado principalmente por
plaquetas que desempenhando papel importante na hemostasia, matriz extracelular (MEC),
mediadores celulares e células parenquimatosas, podendo estar associadas com diversos
fatores, que acabam prejudicando esse processo, tais como a desnutri¢do, drogas, radiacao e
hipoxia (Bernatchez & Bichel J 2023).

Nos ultimos anos, tem havido um notavel avanco no desenvolvimento de bioativos e

biomateriais que desempenham um papel crucial na regulagdo da atividade inflamatdria e na
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promocgdo da reparacao tecidual. Esse progresso ¢ particularmente evidente nas areas de
engenharia tecidual e medicina regenerativa, onde a busca por solu¢des inovadoras para tratar
lesdes e doengas tem sido incessante. Os bioativos ¢ biomateriais desenvolvidos sao
projetados ndo apenas para fornecer suporte estrutural aos tecidos danificados, mas também
para modular as respostas inflamatorias do corpo, promovendo assim uma regeneragao mais
eficaz e rapida. Esse crescimento continuo no campo dos bioativos destaca o potencial
significativo dessas tecnologias para revolucionar os cuidados de saude, oferecendo novas
abordagens terapéuticas para uma variedade de condi¢des médicas (Garcia-Orue et al. 2022).

O uso do plasma rico em plaquetas (PRP), seja de origem autdloga, homologa ou
heter6loga ¢ visto como um avango para a dermatologia e cirurgia plastica, por garantir um
processo minimamente invasivo e de baixo custo, com enfoque na remodelacao cicatricial por
mediadores biologicos, garantindo uma vantagem pela elevada concentracao de fatores de
crescimento, como o Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF); Fator de
crescimento transformador-p (TGF-B); Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF); e o
Fator de crescimento epidérmico (EGF), e citocinas, favorecendo uma homogeneidade, com
melhor distribui¢do de coldgenos, integrinas e vitamina A, além de proteinas bioativas (White
etal.2021).

Essas constatagdes clinicas sdo respaldadas por uma série de estudos que destacam a
diversidade de beneficios proporcionados pelo PRP além do seu efeito direto nos tecidos. As
evidéncias acumuladas revelam ndo apenas a eficicia na regeneragdo tecidual, mas também
seu impacto positivo na saude psicoldgica dos pacientes. Estudos tém demonstrado
consistentemente que a aplicacio do PRP ndo sé contribui para o fortalecimento da
autoestima, mas também esta associada a uma melhoria significativa na percepg¢ao individual
da propria beleza. Além disso, a capacidade do PRP de modular a resposta inflamatdria tem

sido destacada como um fator chave na minimizacdo de complica¢des pds-procedimentos
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estéticos, promovendo uma recuperacao mais rapida e resultados estéticos superiores. Essas
descobertas respaldam firmemente o uso do PRP nao apenas como uma ferramenta
terapéutica, mas também como um componente integral na promog¢ao do bem-estar fisico,
emocional e estético (Buzalaf & Levy 2022).

A precisdo de andlises das lesoes teciduais de laminas histologicas tem sido realizada
com o uso de ferramentas digitais como a dimensdo fractal, método considerado objetivo e
repetivel, permitindo identificar e avaliar em um objeto suas caracteristicas irregulares e de
grande complexidade, em diferentes escalas dimensionais, sem interferéncia do avaliador
(Ustaoglu et al. 2020).

Este estudo propde a hipotese de que podem existir variagdes no processo de
cicatrizagdo e na sintese de colageno ao utilizar o PRP nas formas liquida (para injecdo) e gel
(toépica). Além disso, sugere que a analise da dimensao fractal possa ser um método eficaz
para avaliar os diferentes tipos de coldgeno, uma proteina crucial no processo de cicatrizagao
e reparo de lesdes dermo-epidérmicas.

Desta forma, o objetivo deste estudo, foi avaliar a eficacia de PRPa liquido e gel,
com potencial utilizagdo na regeneragdo de lesdes da pele em feridas experimentalmente
induzidas em coelhos, avaliando de forma quali-quantitativa os colagenos tipos I e tipo III,

através do método da analise morfoldgica, morfométrica e dimensdo fractal.

MATERIAIS E METODOS
Principios Eticos da Pesquisa

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil, com
animais provenientes, como subgrupo, do projeto com protocolo n° 6157, estando de acordo

com as normas e principios éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
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Animais de Laboratorio (SBCAL) e do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

publicado pelo National Research Council.

Modelo Animal

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 18 coelhos, machos adultos, da
raca Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), pesando em média 3,5 kg, mantidos em gaiolas
individuais, com temperatura ambiente de 22°C + 2°C e fotoperiodo (12h claro/escuro)
controlado. Os animais passaram por um periodo de adaptacdao de sete dias antes do estudo,
durante todo o experimento foram mantidos em condi¢des padronizadas com agua potéavel e

ragdo comercial ad libitum.

Tamanho Amostral

Para calcular o tamanho amostral, foi utilizada a seguinte equacao:

g 2
n = (Z X ?)

n = numero de elementos da amostra

z = valor tabelado obtido da Tabela da Distribuicao Normal — Z ~ N(0;1)

s = desvio-padrao

e = erro padrdo

O calculo foi realizado considerando um nivel de confianga de 99% e uma taxa de
erro de 1,8%. Em relagdo ao desvio-padrao, usou-se s=0,0469, considerando o desvio-padrao
obtido em trabalho semelhante (Tetila et al. 2019). O tamanho amostral obtido foi de 18

animais, sendo distribuidos em 06 animais cada grupo.
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Grupos de Pesquisa

Os 18 animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais,
designados grupo controle (GC), grupo PRPa gel (GPRPaG) e grupo PRPa liquido (GPRPaL),
contendo 06 animais cada. Esses animais foram submetidos aos tratamentos conforme
descrito na Tabela I; acompanhados diariamente, e o processo de cicatrizagdo avaliado nos
momentos M0, M7, M14, M21 e M28 (28 dias).

Tabela I. Distribui¢ao dos animais utilizados no experimento

Grupo Animais Lesoes Tratamento
GC 06 24 Solu¢do de NaCl 0,9%
GRPPaG 06 24 PRPa gel
GPRPaL 06 24 PRPa liquido

Fonte: proprio autor

Preparo do PRPa

Para a colheita de sangue os animais foram contidos manualmente e anestesiados,
por via intramuscular (IM), com 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 (Kanashiro & Cassu
2008).

Foi coletado 10 mL de sangue da veia marginal auricular dos coelhos, utilizando
scalp 23G (Ferreira et al. 2021). A amostra coletada foi dividida em dois frascos estéreis
contendo citrato de sodio 3,2% (Greiner Bio-one Brasil — tubo estéril com citrato de sodio
3,2%), resultando em 5 ml de sangue total (ST) em cada frasco, protegido da luminosidade e a
temperatura aproximada de 22°C. De cada frasco foi retirada uma aliquota para contagem do
namero de plaquetas (contador automatico Sysmex Poch Diff 100iV — Roche®).

Na primeira etapa de centrifugacdo, o ST foi centrifugado a 200 gravidades (G)

(centrifuga Excelsa 11, modelo 206-BL Fanem™) por 10 minutos, permitindo a formagdo de
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trés camadas: camada superior ou sobrenadante amarelado (plasma pobre em plaquetas-PPP);
camada leucoplaquetaria ou creme leucocitario esbranquigado (onde se encontra maior parte
das plaquetas, denominada ainda zona de névoa); e camada inferior vermelha (hemacias).

O plasma sobrenadante ¢ a camada leucoplaquetaria de cada um dos dois tubos
foram pipetados e transferidos para tubos secos e estéreis para a realizacdo da segunda etapa
da centrifuga¢ao, a 400G por 10 minutos. Do sobrenadante, %5 foram descartados como PPP, e
o 5 restante homogeneizado com intuito de ocorrer dispersdo das plaquetas e formagdo do
PRPa. Neste momento, realizou-se a contagem do numero de plaquetas, tendo como
referéncia minima a quantidade de 1.000.000/mm’ para ser considerado plasma enriquecido
(Souza et al. 2014, Ferraciolli ef al. 2018).

ApoOs constatacdo da concentracdo plaquetaria adequada, parte do PRPa liquido foi

transformado em gel adicionando gluconato de célcio a 10%, na proporcao de 4:1.

Inducio das Feridas e Tratamentos

Estando os animais anestesiados foi realizada a tricotomia da regido dorsal de cada
animal, por meio de um tricotomizador elétrico (AGC®), com lamina namero 40. Foi
realizada antissepsia da pele com dalcool 70%, administrado 1 ml de lidocaina 2% sem
vasoconstritor via subcutdneo (SC) em cada area da ferida previamente demarcada (com
caneta hidrografica). Foram feitas quatro feridas circulares com auxilio de punch de 8mm e as
mesmas identificadas como ferida 1 (F1), 2 (F2), 3 (F3) e 4 (F4) (Figura 1) (Bellini et al.
2015, Masi et al. 2016).

No GC, as feridas foram cobertas por curativo adesivo (Band-Aid®, Johnson &
Johnson do Brasil-Industria e Comércio de Produtos para Saude Ltda); no GPRPaL uma
aplicacdo de PRPa liquido intradérmico no volume de 0,1mL foi realizado na borda lateral

direita e esquerda (total de 0,2mL) da lesdo circular a cada 3 dias no total de 3 aplicagdes; e
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no GPRPaG a ferida foi coberta com o PRPa gel a cada 3 dias no total de 3 aplicagoes,
conforme protocolo estabelecido por Barrionuevo et al. (2015). Apos tratamento, todas as
feridas foram cobertas por curativo adesivo (Band-Aid®, Johnson & Johnson do Brasil-
Indutstria e Comércio de Produtos para Saude Ltda).

Ao final do estudo (28 dias) os animais dos grupos experimentais foram anestesiados,
conforme protocolo descrito anteriormente, e submetidos a eutandsia por meio de overdose

anestésica de acordo com o Guia Brasileiro de Boas Praticas para Eutandsia em Animais.

Cuidados Pés-Operatorio

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais onde foram monitorados todos os
dias, durante todo o periodo de experimentacdo. A higienizacdo das gaiolas, alimentacao e
troca da agua foram realizadas regularmente. Para o controle da dor pds-cirurgica, foi
administrado via intramuscular, cloridrato de tramadol 50mg/mL (0,5 mg/kg), a cada 12 horas

por 3 dias (Paolozzi ef al. 2011).

Analises Morfologica e Morfométrica

Foram realizadas avaliagdes clinico-morfologicas, morfométricas e fotograficas das
feridas dérmicas na regido dorsal, imediatamente apos a lesdo experimental, acompanhando-
se nos momentos M0, M7, M14, M21 e M28 (28 dias) apos o inicio do experimento.

Nas andlises clinico-morfoldgicas foram observadas caracteristicas como: cor da
ferida, tecido de granulagdo, presenca de crosta, tlcera, tecido necrotico, exsudacao da ferida
e caracteristica do exsudato, sinais de inflamagao e infec¢do, cujos escores estdo indicados na

tabela I1.
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Tabela II. Relacdo dos escores aplicados aos aspectos macroscopicos analisados das

feridas induzidas em coelhos e tratadas com plasma rico em plaquetas autdlogo liquido e gel.

Aspecto Escore
1 —Fozea
2 — Amarelada
Corda Fenda 3 —Palda
4 —Cianotica
S5.A —Sem Avahacio
0 —Sem Granulacio
Borda da Fenda 1 —Com Granulacio
5.A —Sem Avahacio
() — Sem Crosta
Crosta da Ferida 1 —Com Crosta
S5.A —Sem Avahacio
0 — Sem Ulcera
Ulcera da Fenda 1 - Com Ulcera
5.A — Sem Avaliacdo
[ — Sem MNecroze
MNecrosze 1 —ComNecroze
S5.A —Sem Avahacio
( — Sem Exsudato
Exzudato da Fenda 1 — Com Exsudato
5.A —Sem Avahacio
() — Serozo
Caracteristicas do 1 —Sangumnolento
Ex=zudato 2 — Purilento
A — Auszente

Nota: S.A. - Sem avaliagdo
Fonte: proprio autor

A avaliacdo clinico-fotografica das lesdes foi realizada por método ndo invasivo,
observada a partir da captura com um smartphone modelo Iphone 11, equipado com uma
camera de 12 megapixels (4dpple™), com padronizagdo em uma altura de 33,5cm e a analise de
imagens pelo programa Image J® (versio 1.40g para Windows™), um programa de dominio
publico desenvolvido por Wayne Rasband do National Institutes of Health (NIH) (Bellini et
al. 2015). No momento da captura da imagem uma régua foi posicionada ao lado de cada

animal fotografado o que permitiu a calibragdo do software e posterior analise computacional.
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Para a analise morfométrica, a area da ferida foi mensurada com auxilio de
paquimetro digital marca DC-60 Western™ nos momentos acima citados, onde as medidas
obtidas foram usadas para calcular o percentual da area remanescente de ferida em relacao a

area inicial (PAFR), utilizando-se a seguinte equagao:
AM
PAFR = (T) X 100%,

em que PAFR = percentual da area de ferida em relagdao a area inicial, Al = area
original da ferida no dia zero e AM = 4rea mensurada em cada momento de avaliagdo
(Ferraciolli et al. 2018).

Foi realizada a mensuracao dos didmetros maior ¢ menor da ferida e, a partir desses

elementos, foi calculada a area utilizando-se da equagdo matematica (Prata et al. 1988):
A = 1 XR Xr,
onde A = area da ferida, R = raio maior, r raio menor ¢ m = valor de pi (3,14), em
seguida foi calculado o percentual de contragdo de cada lesdo (Oliveira et al. 2000), onde a

percentagem de contrag¢do (Pc) ¢ igual a area final (A;) menos a darea inicial (A;) vezes 100

(x100), dividido pela area inicial (Ai) ou seja:

(Af — Ai) X100

Pc = T \

A determinagdo da percentagem de cicatrizagio (%C) foi calculada em cm’ para os
diferentes periodos a partir da area das lesdes calculadas pelo Image J®, aplicando-se a
equacao:

%C = 100 — (45) x 100,

onde Ay € a area final da lesdo e A; € a area inicial da lesdo, ambas em cm?.
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Processamento e avaliacido histolégica das amostras

Com objetivo de avaliar as fibras de colagenos tipo I e III, foi realizada biopsia de
cada ferida (F1, F2, F3 e F4) nos momentos M7, M14, M21 e M28, respectivamente, com
auxilio de um punch de 6mm de didmetro, abrangendo a area central e borda das feridas
(Vendramin et al. 2010), mediante a anestesia prévia dos animais, seguindo o mesmo
protocolo para indugdo das feridas. As amostras de pele retiradas foram fixadas em solugdo de
formol tamponado a 10%, por 24 horas, e em seguida, incluidas na parafina. Obtendo-se 4
cortes de 5 um de espessura, de cada animal, que foram corados com Picrosirius-red F3BA,

para quantificacdo e avalia¢ao do colageno (Lattouf et al. 2014).

Registro fotografico das lAminas em microscopio

Para a captacao das imagens, foi utilizado microscopio de luz polarizada (Leica
DMLB, Sao Paulo, SP, Brasil) acoplado a uma camera (Leica DFC300 FX, Sao Paulo, SP,
Brasil). As imagens observadas no microscopio foram projetadas em um monitor através de
um software analisador de imagem (Leica QWin Plus, Sao Paulo, SP, Brasil). O sistema
apresentou, na tela do computador, a imagem original digitalizada a partir da lamina
histologica e, ao lado, trés histogramas de frequéncia das intensidades, vermelho, verde e
azul. A partir desta representacdo, o sistema calculou as quantificacdes desejadas e todos os
dados relativos a esses célculos, que sdo apresentados em planilha propria do programa.
Foram, entdo, selecionados aleatoriamente 3 campos da derme superficial (camada papilar) e
3 campos da derme profunda (camada reticular). As imagens foram capturadas com
padronizag@o em objetiva de aumento de 20 vezes, intensidade méaxima de luz do microscopio

e polariza¢ao em plano de 90°.
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Analise da Dimensao Fractal (DF)

A partir da coloragdo com Picrosirius-red F3BA, foi possivel realizar uma analise
quantitativa simples e sensivel para medi¢do de colageno e proteinas contidas em cortes de
tecido. Essa técnica permitiu a determinacao e quantificagdo do coldgeno maduro e imaturo.
No sistema Red, Green, Blue (RGB) as fibras de colageno tipo I (COL 1), maduras, mais
espessas ¢ fortemente birrefringentes, com cores intensas e contrastantes, indicando a
presenca de uma estrutura altamente organizada e anisotropica, aparecem em amarelo, laranja
e vermelho; enquanto as fibras do coladgeno tipo III (COL 3), imaturas, mais finas, dispersas e
fracamente birrefringentes, cores mais sutis € menos contrastantes, indicando uma estrutura
menos organizada, aparecem em verde (Greca et al. 2009). Através desse método, € possivel
quantificar a area ocupada por cada tipo de coldgeno em cada campo pré-determinado do
corte histolégico.

As laminas histolégicas coradas e fotografadas, foram binarizadas e submetidas a
analise da dimensdo fractal, utilizando método box-counting, por meio do software Image J*
(Instituto Nacional de Saude, Estados Unidos — NIH), disponivel gratuitamente na internet
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). O software considera duas dimensdes, permitindo a quantificagdo
da distribui¢do de pixels nesse espago, ndo considerando, portanto, a textura da imagem (Melo
et al. unpublished data).

A influéncia disso é que duas imagens com a mesma distribui¢do dos pixels, uma
binarizada e outra em niveis de cinza, possuem a mesma DF. A andlise das laminas
histologicas, baseia-se na relagdo entre a resolugdo e a escala avaliada, sendo o resultado
quantitativo expresso como a dimensdo fractal do objeto que é DF = (log Nr / log r'"); onde Nr
refere-se a quantidade de elementos iguais necessarios para preencher o objeto original e r, a
escala aplicada ao objeto. Desta forma, a dimensdo fractal calculada com o Image J® fica

sempre entre 0 e 2, ndo distinguindo texturas diferentes (Taniguchi ef al. 2018).
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Analise Estatistica

Quanto a analise morfoldgica, morfométrica e dimensao fractal, os grupos GPRPaG,
GC e GPRPaL nos momentos M7, M14, M21 e M28 foram comparados pelo teste de
Shapiro-Wilk; os diferentes tratamentos comparados pelo teste de Kruskall-Wallis; e dentro de
cada grupo, com contrastes pelo método de Dunn. Os valores obtidos na avaliagdo
termografica foram organizados e expressos na forma de média e desvio padrdo. As
associagoes estatisticas foram determinadas usando o teste t de Student. Todas as analises
foram conduzidas com auxilio do software GraphPad Prism® 5.0, considerando-se nivel de

significancia de 5% (p <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Coelhos Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) sao amplamente utilizados em
estudos que avaliam o processo de cicatrizagdo. A pele de coelho compartilha semelhangas
histologicas e fisiologicas com a pele humana, o que permite uma melhor compreensdo das
respostas biologicas e dos processos de cicatrizagdo. Além disso, a pele de coelho ¢
relativamente fina e facil de manusear, facilitando a realizagdo dos experimentos. Sua
resposta a lesdo e cicatrizacdo pode fornecer imsights valiosos sobre como determinados
agentes, como medicamentos ou terapias, podem afetar o processo de cicatrizagdo cutinea em
seres humanos (Cepeda et al. 2016, Masson-Meyers et al. 2020).

Feridas cirargicas sdo consideradas agudas (Sen et al., 2017) e devem ser tratadas de
forma a evitar a formacdo de biofilmes altamente organizados, que levam a cronicidade da
ferida e falhas na cicatrizagdo (Roy et al., 2020). Neste estudo, todos os cuidados no pré-
operatodrio, trans e pos cirurgicos foram tomados para evitar complicagdes.

Estudos recentes apontam que o PRP tem capacidade antimicrobiana, bactericida ou

bacteriostatica, podendo ocorrer devido a capacidade do plasma rico em plaquetas de modular
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a resposta imunologica e promover um ambiente propicio a regeneragao tecidual, reduzindo
assim o risco de infec¢des (He, ef al. 2022). Além disso, a concentracdo de leucocitos no PRP
pode desempenhar um papel importante. Os leucdcitos sao células do sistema imunologico
que ajudam na defesa do organismo contra infecgdes, podendo fortalecer a resposta
imunologica local e auxiliar na eliminacdo de bactérias presentes na area de tratamento
(Yuan, et al. 2022).

Os aspectos macroscopicos analisados, e a avaliagdo morfométrica das feridas
demonstram que nao houve diferenca significativa entre os grupos, as feridas permaneceram
roseas durante todos os momentos da fase experimental, com auséncia de areas necroticas,
exsudato e edema, caracterizando auséncia de sinais de infec¢ao bacteriana.

Durante o M7 algumas das feridas do GC, GPRPaG e do GPRPaL apresentaram
presenca de tecido com granulagdo na borda da ferida e presenca de crosta, dado isso, estas
alteragdes diferiram apenas entre os momentos, demonstrada na figura I, e estende-se com a
microscopia realizada dos momentos apresentados anteriormente, a fim de apresentar o

arranjo de colagenos em luz polarizada.
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GC GPRPaG GPRPaL
i
" .- | | .

Figura I. Imagens das feridas dos coelhos e micrografia em luz polarizada das feridas no
7°, 14°, 21° e 28° dia de experimento das feridas do grupo GPRPaG - grupo plasma rico
em plaqueta autélogo gel; GC - grupo controle; GPRPal. - grupo plasma rico em
plaqueta autologo liquido.

A avaliagdo dos tecidos por meio de microscopia Optica em laminas histologicas,
comumente empregada para examinar a morfologia geral dos tecidos, identificar células e
avaliar possiveis alteragdes patologicas, ndo revelou sinais de necrose ou inflamacao,
indicativo de que os tecidos se mantiveram preservados e ndo apresentam danos significativos
nessas areas especificas, corroborando resultados de estudos anteriores, como demonstrado
pelo estudo de Pixley et al. 2023.

O estudo de Solakoglu et al. 2020, ressalta que a concentracdo elevada de fatores de
crescimento no PRP, estimulam a proliferacdo e atividade dos fibroblastos, promovendo a
produgdo de colageno, e também ao estimulo a angiogénese, promovendo a formacao de
novos vasos sanguineos, facilitando o fornecimento adequado de nutrientes e oxigénio para os

tecidos em regeneracdo, sendo categdrico para o processo de cicatrizagdo, especialmente em

lesdes mais extensas.
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A auséncia ou a falta de eficacia do coldgeno pode impactar significativamente e
adverso no processo de cicatrizagdo, especialmente em pacientes com comorbidades, por
diversos fatores, como o aumento do risco de infeccdo, diminuicdo da elasticidade,
cicatrizagdo mais lenta, formagdo de cicatrizes anormais, deficiéncia nos fatores de
crescimento. O uso apropriado de terapias como o PRP deve ser considerado como parte
integrante do plano de tratamento para otimizar os resultados de cicatrizacdo e reduzir
complicagdes (Palumbo et al. 2021).

Em estudo sobre os efeitos de diferentes fontes de PRP (autologo, heterdlogo e
homologo) em géis no processo de cicatrizacao de feridas cutaneas, Barrionuevo et al. (2015)
concluiram que, independentemente da fonte, o uso desses produtos melhora e acelera a
cicatrizagdo. No entanto, em nosso estudo atual, observamos que o aspecto gel e liquido de
PRP autélogo, embora ndo tenha havido uma aceleracdo perceptivel no processo de
cicatrizagdo, apresentaram fibras coldgenas mais organizadas e uniformes, podendo ser
atribuida aos efeitos moduladores que o PRP exerce nos processos bioquimicos e
biomecanicos durante a regeneracao tecidual. Destacada a complexidade dos efeitos do PRP
em avaliagdo microscopica e a importancia de considerar ndo apenas a velocidade, mas
também a qualidade da cicatrizacdo tecidual.

Os dados referentes a percentagem de contracdo das feridas foram analisados de

acordo com os tratamentos realizados e os momentos, estando apresentados na figura II.
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Figura II. Analise grafica da variavel percentual da area de contracdo da ferida em
relacdo a area inicial (PAFR) nos diferentes tratamentos e momentos. Média e desvio
padriao de GPRPaG - grupo plasma rico em plaqueta autélogo gel; GC - grupo controle;
GPRPaL - grupo plasma rico em plaqueta autoélogo liquido. Graficos apresentados em
unidades aleatorias.

Percebe-se que a percentagem de contragdo durante o M7, houve uma diferenca
estatistica (p=0,0342) quando comparado as feridas do GC em relagdo ao GPRPaL, porém
nao diferiram estatisticamente durante a avaliacdo das feridas dos outros momentos (M14,
M21 e M28). Para as feridas do GPRPaL, a redugdo da area foi mais expressiva a partir do
M21, enquanto para a ferida do GPRPaG e do GC foi mais precoce, apresentando alteragao
desde o M 14.

O PRP liquido permite uma distribuicdo mais direta dos fatores de crescimento

contidos no PRP na &rea especifica da ferida, o que pode resultar em uma agao mais rapida,

mas talvez menos prolongada. No entanto, o PRP gel pode criar um ambiente em que os
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fatores de crescimento sao gradualmente liberados ao longo do tempo. Dependendo da
condi¢do da ferida, onde lesdes mais profundas ou localizadas em camadas especificas dos
tecidos podem ser mais efetivamente tratadas com o método injetavel, uma entrega mais
direta de fatores de crescimento, garantindo uma melhor regulacdo da sintese e remodelagao
do colageno e qualidade da cicatrizagdo, permitindo o alcance da area e reparo com maior
precisao, ja as lesdes mais superficiais ou que abrangem uma area maior podem se beneficiar
da aplicagao topica em gel.

Rezende, et al., (2020), verificaram que o uso de plasma rico em plaquetas acelera o
processo cicatricial em associacdo a uma pomada comercial, por meio de uma avaliacao
macro e microscopica, onde demonstram que a existéncia na variagdo nos resultados pode
estar vinculada a localizagao especifica da lesdo induzida. Regides com menor vascularizagao
podem experimentar atraso no processo de cicatrizagdo, influenciado pela qualidade e
viabilidade do PRP gerado.

Os resultados da dimensao fractal do colageno das laminas coradas por Picrosirius €

referentes aos diferentes tratamentos estdo expressos na figura IIL
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Figura III. Analise grafica da dimensido fractal (DF) nos diferentes tratamentos e
momentos do grupo GPRPaG - grupo plasma rico em plaqueta autoélogo gel; GC - grupo
controle; GPRPaL - grupo plasma rico em plaqueta autélogo liquido.
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Na anélise de dimensao fractal, ndo houve diferenca estatistica significativa (p<0,05)
do colageno tipo I (Col. I) e do colageno tipo III (Col. III), avaliadas de acordo com os
momentos (M7, M14, M21 e M28) intragrupos, porém o coldgeno demonstrou média com
limite superior para o grupo GPRPal, o que caracteriza uma estrutura tecidual pouco mais
complexa, ou seja, com menor colagenizacdo e a disposi¢ao e qualidade das fibras estd
relacionada a uma menor retragdo da ferida e cicatrizagdao heterogénea. Em situagdes em que
o tecido passa por lesdes agudas ou ¢ submetido a intervengdes terapéuticas, uma dimensao
fractal maior pode indicar uma reorganizagdo dindmica do colageno em resposta a esses
estimulos (Vendramin et al., 2010).

No decorrer do estudo, enfrentamos desafios inesperados que impactaram nossos
resultados estatisticos. Durante o M21, o GPRPaLL demonstrou uma diminui¢do da média da
DF, o que pode estar relacionado a mordida na area da ferida por um dos animais avaliados,
comprometendo a integridade da avaliagdo, incluindo variabilidades imprevistas. Além disso,
a eutanasia de um dos animais foi uma decisdo €tica necessaria, porém, trouxe consigo a
perda de dados para anélise, o que pode, de fato, ter influéncia nos resultados obtidos.

Em anélise microscopica, a coloragdo de picrosirius sob luz polarizada garantiu a
visualizacdo de estruturas coldgenas tipo I, demonstrada pela birrefringéncia laranja-
avermelhada e do coldgeno tipo III, com birrefringéncia verde. A dimensdo fractal ¢ uma
ferramenta que tem sido usada para diagndstico em diferentes areas como oftalmologia,
oncologia, neurologia, cardiologia, sendo muito util para caracterizar estruturas irregulares,
porém ¢ uma avaliacdo bidimensional. Cabe ressaltar que recente estudo, mostrando o
coladgeno nos casos de fibrose, sugere o uso da analise fractal tridimensional com o objetivo
de mostrar alteragdes ndo s6 de contetido de coldgeno mas de estrutura e arranjo topografico

(Dylan et al., 20023).
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Nos grupos GPRPalL e GPRPaG, as fibras coldgenas do tipo I, foram mais
distinguiveis e dispostas regularmente do que as fibras coldgenas do tipo III (imaturo), que

estavam distribuidas de forma irregular, quando comparadas (figura IV).

GC GPRPaG GPRPaL

Col. 111
(green)

Figura IV. Micrografias em luz polarizada de feridas do GPRPaG, GC e GPRPalL,
onde tem-se a selecio da area binarizada correspondente ao colageno tipo I (red) - Col.
I; e ao colageno tipo II (green) - Col. III; em comparaciao com a area total do colageno.
Conclui-se que tanto na avaliagdo da percentagem de contracdo, como na andlise de
dimensdo fractal, os métodos utilizados demonstraram-se eficazes para caracterizar a
evolucdo da cicatrizagdo de feridas dérmicas; todos os tratamentos foram satisfatorios e
contribuiram com a repara¢do tecidual que ocorreu sem nenhum sinal de complicagdo
secundaria; o GPRPaG ¢ GPRPaL demonstraram uma menor dimensao fractal, sustentando a

hipdtese de que o uso do PRP favoreca uma organizacdo mais regular e menos complexa das

fibras colagenas, com disposi¢do mais homogénea, com menos variagdo em termos de diregao
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e densidade, quando comparado com o GC que mostrou maior dimensdo fractal, sugerindo
uma matriz de colageno menos madura e mais dindmica, indicando a heterogeneidade das

fibras colagenas.
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publica¢do online do artigo. Cartas ndo relacionadas a um artigo publicados pelos
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3. Introduction; 4. Materials and Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7.
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correcdes e sugestdes, o artigo pode ser aceito ou recusado, considerando os pareceres
recebidos.

No6s utilizamos o programa integrado Crossref Similarity Check para detectar
possiveis plagios.

Os AABC ndo possuem taxas de submissdo, avaliagdo e publicagdo de artigos.
Preparacio de manuscritos

Todas as secdes do manuscrito devem possuir espacamento duplo. Apos o aceite,
nenhuma mudanca serd feita no artigo, de modo que as provas de prelo precisem
apenas de correcdes em erros tipograficos. Lembramos que o envio de artigos ¢ feito
exclusivamente pelos autores através do nosso sistema de gerenciamento de artigos.

Tamanho do artigo
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paginas, incluindo todos os itens (figuras, tabelas, referéncias, etc.), a menos que
possua autorizagao prévia do Editor-Chefe.

Pagina de rosto

A pagina de rosto do artigo deve apresentar os seguintes itens: 1. Titulo do artigo com
até 150 caracteres, sem abreviacdes e com a tentativa de manter o interesse amplo da
comunidade cientifica; 2. Nomes completos de todos os autores. Utilize niimeros
sobrescritos para indicar a filiacdo de cada autor. 3. Enderecos profissionais ¢ ORCID
de todos os autores, incluindo institui¢do, departamento, rua, nimero, CEP, cidade,
estado e pais; 4. Key words (de 4 a 6 em ordem alfabética e separadas por virgulas); 5.
Running title (versao resumida — e ndo abreviada - do titulo com até 50 caracteres,
incluindo espagos); 6. Se¢ao dos AABC a qual o artigo pertence; 7. Nome, endereco,
telefone e e-mail do autor para correspondéncia, a quem serdo enviadas as mensagens
mais relevantes do processo de avaliacdo. Este autor ou autora deve ser indicado com
um asterisco apos seu nome.

Nao cumprir com qualquer dos requisitos acima fara com que o artigo seja devolvido
(unsubmitted) para corregoes.

Abstract

O abstract deve conter até 200 palavras e apresentar as principais descobertas do
artigo, incluindo uma breve introducdo, os objetivos do trabalho e uma conclusao
baseada nas presentes descobertas. Caso os autores estejam submetendo uma revisao
convidada/autorizada, o abstract deve abordar o principal tema da revisao e explicitar
a contribuicdo de tal revisdo a éarea. O abstract ndo deve possuir titulos nem
citagcdes/referéncias.

Texto do manuscrito

Todo o texto deve ser escrito com espacamento duplo utilizando a fonte Times New
Roman tamanho 12 ou equivalente, desde que mantida a legibilidade. Por favor,
organize seu texto nas seguintes partes sempre que possivel: 1. Pagina de rosto; 2.
Abstract (em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem abreviagdes); 3.
Introduction; 4. Materials and Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7.
Acknowledgments, se aplicavel; 8. Author contributions (se o artigo tiver mais de um
autor); 9. References; 10. Legendas de figuras e tabelas, se aplicavel.

Artigos de algumas areas, como por exemplo Ciéncias Matematicas, devem seguir seu
formato padrdao. Em alguns casos, pode ser aconselhdvel omitir a secdo (4) e juntar as
partes (5) e (6). Quando aplicavel, a se¢do Materials and Methods deve indicar o
Comité de Etica que avaliou os procedimentos para estudos em seres humanos ou as
normas seguidas para tratamentos experimentais em animais.

Todos os procedimentos devem ser detalhadamente descritos. Utilize inglés norte-
americano para escrever o texto. Nomenclaturas da area de Quimica devem ser
fornecidos de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC). Cepas de organismos também devem estar identificadas. Informe nomes de
fornecedores de reagentes e/ou equipamentos. Utilize unidades e simbolos de acordo
com o Bureau International des Poids et Mesures (SI) sempre que possivel.
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Devem ser incluidos ao fim do texto, antes das referéncias. Agradecimentos pessoais
devem preceder nomes de institui¢des e agéncias. De forma ideal, notas de rodapé
devem ser evitadas, mas, quando necessario, devem estar numeradas. Agradecimentos
a financiamentos, subsidios, bolsas de estudo e dividas com outros colegas, bem como
mencgdes a origem do artigo (como uma tese, por exemplo), devem estar nesta secao.
Favor incluir o nome completo da agéncia de fomento, pais e nimero do projeto (se
aplicavel).

Abreviacoes

Devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto, exceto por abreviacdes
padrdo e oficiais. Unidades e seus simbolos devem estar em conformidade com as
aprovadas pelo Bureau International des Poids et Mesures (SI).

Legendas de figuras

Esta informacdo deve ser fornecida ao fim do manuscrito, apos as referéncias. Todas
as figuras devem conter legenda. A legenda deve possuir uma sentencga introdutoria
que descreve as principais descobertas. Todas as divisdes na figura devem ser
identificadas com letras minusculas, quando aplicavel (la, 2a, 2b, 3c, 3d, etc.).
Quando for o caso da utilizagdo de barras de erro, favor informar se um nimero que
vem apos o simbolo + ¢ um Standard Error Of Mean (SEM) ou standard deviation of
mean (SD). Deve ser informado na legenda se o resultado apresentado representa N
experimentos individuais.

Tabelas

Cada tabela deve possuir um pequeno titulo acima da mesma. Notas abaixo da tabelas
também pode ser utilizadas. Tabelas devem ser citadas no artigo em algarismos
romanos (Table I, Table II, Tables IV and V, etc.). Tabelas devem ser submetidas
separadamente em arquivos editaveis, preferencialmente .doc ou .docx.

Figuras

S6 serdo aceitas figuras de alta qualidade (minimo de 300 dpi). Todas as ilustragdes
serdo consideradas figuras, incluindo desenhos, graficos, mapas, fotografias,
esquemas, etc. Seu posicionamento tentativo deve ser indicado, assim como todas as
figuras devem ser citadas com seu respectivo niumero ao longo do texto. Figuras
devem ser enviadas de acordo com as seguintes especificagdes: 1. Desenhos e
ilustracdes devem estar em formato .PS/.EPS ou .CDR (PostScript ou Corel Draw) e
nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras em escala de cinza devem estar em
formato .TIF e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser enviada em arquivo
separado; 4. Figuras devem, a principio, ser submetidas no tamanho em que espera-se
que estejam publicadas no periddico, ou seja, largura de 8cm (uma coluna) ou 16,2cm
(duas colunas), com a altura maxima de cada figura e respectiva legenda sendo menor
ou igual a 22cm.

As legendas das figuras devem ser enviadas com espagamento duplo em pagina
separada. Cada dimensao linear dos menores caracteres e simbolos nao pode ser
menor que 2mm apoés reducgdo. Figuras coloridas sdo aceitas tanto como figuras em
preto e branco. No entanto, 5 figuras em p/b sdo sem custo aos autores, enquanto cada
figura colorida na versdo impressa serd cobrada dos autores, com a comunicagdo
sendo feita durante a fase de producao (apds o processo de avaliagdo). De modo a
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padronizar a contagem e cobranga de figuras preto e branco, tabelas que ocupem dois
tercos da pagina ou que tenham mais que 12 colunas ou 24 colunas serdo consideradas
figuras p/b. Manuscritos de Matematica, Fisica ou Quimica podem ser redigidos em
TEX, AMS-TEX ou LaTeX, desde que o arquivo .BIB seja enviado junto.
Manuscritos sem formulas podem ser enviados em .RTF ou doc/docx para Windows.

Referéncias

Os autores sao responsaveis pela exatidao das referéncias, bem como suas respectivas
citagdes. Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem ser incluidos. Comunicagdes
pessoais (Smith, personal communication) devem ser autorizadas por escritos pelos
envolvidos. Referéncias a teses, abstracts de encontros (ndo publicados em jornais
indexados) e manuscritos em preparagao ou apenas submetidos, mas ndo ainda aceitos,
devem ser citados no texto no formato (Smith et al., unpublished data) e NAO devem
ser incluidos na lista de referéncias.

Referéncias devem ser citadas no texto no formato a seguir sem a aspa simples, ‘Smith
2004’, ‘Smith & Wesson 2005’ ou, quando héd 3 ou mais autores, ‘Smith et al. 2006°.
Quando houver dois ou mais artigos cujo nome do primeiro autor e ano de publicagdo
sdo idénticos, as referéncias devem ser diferenciadas por letras minusculas, como em
‘Smith 2004a’, ‘Smith 2004b’, etc.

As referéncias devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o nome do primeiro
autor, sempre na ordem SOBRENOME XY, sendo X e Y as iniciais. Se ha mais de 10
autores na referéncia, usar SOBRENOME XY ET AL., sem listar os demais autores.
Referéncias devem conter também o titulo do artigo. Os nomes dos periddicos devem
estar abreviados sem itdlico, pontos ou virgulas. Para as abreviagdes corretas,
verifique listas das maiores bases de dados nas quais o periddico esta indexado, ou
consulte a World List of Scientific Periodicals. A abreviacdo a ser usada em
referéncias dos Anais da Academia Brasileira de Ciéncias ¢ An Acad Bras Cienc. Os
seguintes exemplos devem servir de guias para sua lista de referéncias em nossa
revista:
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