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RESUMO

Uso da Fibrina Rica em Plaquetas associada a curativo bioativo de
quitosanal/xantanal/f3-glucana na cicatrizacao de feridas experimentalmente

induzidas em coelhos

A cicatrizacdo de feridas é um campo dinamico e em rapido crescimento no
mercado mundial. Avancos na tecnologia resultaram no desenvolvimento de uma
ampla gama de curativos para diferentes tipos de feridas visando as fases da
cicatrizagdo. O curativo ideal deve auxiliar em uma cicatrizagdo mais eficiente,
preservar a hidratacdo da pele, ser oxigénio permeavel, ndo aderente e
hipoalergénico, e fornecer uma barreira contra contaminantes a um custo razoavel e
com o minimo de inconveniéncia para o paciente. Portanto, a escolha do melhor
curativo deve ser baseada no que a ferida precisa e no que o curativo faz para
alcancar a regeneragcdo completa e restauracdo da estrutura e funcdo da pele.
Biopolimeros como quitosana, sdo amplamente utilizados no tratamento de feridas
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e similaridade a macromoléculas
reconhecidas. No entanto, a maioria das formulacdes baseadas em biopolimeros
ainda apresentam varios problemas; assim, estratégias para combina-los com
biomateriais como fibrina rica em plaquetas autologa (FRPa) representam o futuro da
cicatrizacao de feridas. Foram utilizados 24 coelhos a fim de caracterizar as alteracoes
macroscopicas de feridas experimentalmente induzidas e tratadas com fibrina rica em
plaquetas autdloga com e sem curativo bioativo sobre os aspectos morfolégicos
associados ao processo cicatricial, nos dias 07,14,21 e 28. Conclui-se que a FRPa se
mostrou mais promissora em relagéo ao tempo de cicatrizacao das feridas, entretanto,
nas analises morfolégicas o uso da membrana ndo proporcionou um efeito sinérgico

guando associada ao biomaterial.

Palavras-chave: Reparacao tecidual, colagenizacéo, biomateriais, biocurativos.



ABSTRACT

The use of Platelet-Rich Fibrin associated with a bioactive dressing of
chitosan/xanthan/B-glucan in the healing of experimentally induced wounds in
rabbits

The use of Platelet-Rich Fibrin associated with a bioactive dressing of
chitosan/xanthan/B-glucan in the healing of experimentally induced wounds in rabbits.
Wound healing is a dynamic and rapidly growing field in the global market. Advances
in technology have led to the development of a wide range of dressings for different
types of wounds targeting the four phases of healing. The ideal dressing should
promote rapid healing; preserve skin hydration; be oxygen-permeable, non-adherent,
and hypoallergenic; and provide a barrier against contaminants - all at a reasonable
cost and with minimal inconvenience to the patient. Therefore, the choice of the best
dressing should be based on what the wound needs and what the dressing does to
achieve complete regeneration and restoration of the skin structure and function.
Biopolymers such as chitosan are widely used in wound treatment due to their
biocompatibility, biodegradability, and similarity to recognized macromolecules.
However, most biopolymer-based formulations still present several problems; thus,
strategies to combine them with biomaterials like autologous Platelet-Rich Fibrin (PRF)
represent the future of wound healing. Twenty-four rabbits were used to characterize
the macroscopic changes in experimentally induced wounds treated with autologous
platelet-rich fibrin with and without a bioactive dressing on morphological aspects
associated with the healing process, on days 07, 14, 21, and 28. Thus, this study aimed
to analyze the use of biomaterials with or without the bioactive dressing of chitosan
complexed with xanthan and B-glucan in the healing of wounds induced in rabbits,
characterizing the macroscopic and morphometric effects. It is concluded that aPRF
proved to be more promising in relation to wound healing time, however, in
morphological analyzes the use of the membrane did not provide a synergistic effect

when associated with the biomaterial.

Keywords: Tissue repair, collagenization, biomaterials, biocuratives.
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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas € um campo dindmico e em répido crescimento no mercado
mundial. Avangos na tecnologia resultaram no desenvolvimento de uma ampla gama de
curativos para diferentes tipos de feridas visando as quatro fases da cicatrizacdo. Biopolimeros
como quitosana, sdo amplamente utilizados no tratamento de feridas devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e similaridade a macromoléculas reconhecidas. No
entanto, a maioria das formulacGes baseadas em biopolimeros ainda apresentam Vvarios
problemas; assim, estratégias para combinad-los com biomateriais como Fibrina Rica em
Plaguetas autéloga (FRPa) representam o futuro da cicatrizacdo de feridas. Dessa forma, este
trabalho teve por objetivo analisar a utilizacdo de biomateriais com ou sem o curativo bioativo
de quitosana complexada com xantana e B-glucana na cicatrizagdo de feridas induzidas em
coelhos, caracterizando os efeitos macroscopicos e morfométricos. Foram utilizados 24 coelhos
a fim de caracterizar as alteracbes macroscopicas de feridas experimentalmente induzidas e
tratadas com fibrina rica em plaquetas autéloga com e sem curativo bioativo sobre os aspectos
morfoldgicos associados ao processo cicatricial, nos dias 07, 14, 21 e 28. Conclui-se que a
FRPa se mostrou mais promissora em relacao ao tempo de cicatrizacéo das feridas, entretanto,
nas analises morfoldgicas o uso da membrana ndo proporcionou um efeito sinérgico quando

associada ao biomaterial.

Palavras-chave: Reparacdo tecidual, colagenizacdo, biomateriais, biocurativos
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INTRODUCAO

O tecido cutaneo € o maior 6rgdo do corpo, desempenhando um papel fundamental no
funcionamento do organismo. A pele é composta pela epiderme e pela derme e sao responsaveis
dentre outras funcdes, por regularem a temperatura corporal e proteger contra agentes externos,
além da derme ser composta por uma camada de matriz extracelular, a qual d& suporte a diversos
tipos celulares que, impulsionam a regeneracdo tecidual, seja ela fisiol6gica ou traumatica
(Adhikari et al. 2023). Os fibroblastos séo as células mais comuns do tecido conjuntivo e séo
responsaveis por sintetizarem fibras do tecido conjuntivo, glicoproteinas da matriz extracelular
(MEC) e o colageno, sendo essenciais no processo de reparacdo e cicatrizacdo tecidual
(Mascharak & Longaker, 2020).

As feridas sdo sitios propicios para a proliferacdo bacteriana, 0 que gera inflamagéo,
infeccdo, necrose e, nos casos mais complicados, pode levar até a morte. Dessa maneira,
encontrar curativos que sejam capazes ndo so de reparar a leséo tecidual, mas também impedir
que haja crescimento bacteriano e necrose celular € um desafio em termos de rotina medica.
(Budiarso et al. 2023). A cicatrizacdo das feridas engloba trés fases que agem de formas
sucessivas e interligadas, sendo elas a fase de inflamacdo, onde podemos encontrar diversos
mediadores quimicos e a presenca de leucocitos; fase de proliferacdo, onde os fibroblastos se
proliferam por meio da mediacdo de células mononucleares; e a fase de
remodelacdo/maturacédo, na qual ocorre uma diminuicdo da atividade celular local (Bilgen et al.
2021).

Atualmente existem diversas opcdes comerciais utilizadas na cicatrizacdo de feridas,
porém, visando um melhor custo-beneficio ao paciente, menores efeitos colaterais e minimo
risco ao meio ambiente, tém-se buscado alternativas bioldgicas e biodegradaveis para tal

finalidade, os chamados biomateriais. Para ser considerado um bom biomaterial, é necessario
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que sua estrutura quimica possa ser modificada de acordo com o0 uso em questdo e que tenha
biocompatibilidade com os drgdos/tecidos do organismo (Budiarso et al. 2023).

Os biomateriais englobam diversos tipos de materiais que tém a capacidade de se
fundirem de forma transitoria ou permanente aos 6rgdos e tecidos do corpo, a fim de
proporcionar sua regeneragdo. Além disso, o0s biopolimeros sdo biodegradaveis e
biocompativeis, sendo seu uso amplamente estudado na rotina biomédica (Dec et al. 2023).

Como exemplo de biomateriais, 0s compostos feitos a partir das plaquetas sdo essenciais
no processo de cicatrizacdo de feridas e seus fatores de crescimento auxiliam na reepitelizacéo
e neovascularizagéo durante a fase de proliferagdo da cicatrizagdo (Bilgen et al. 2021).

A Fibrina Rica em Plaquetas (FRP) é considerada uma nova geragdo dos concentrados
de plaquetas, pois apresenta altas taxas de regeneracdo tecidual e sua polimerizacdo lenta
favorece a arquitetura fisioldgica dos tecidos. Além disso, a presenga dos fatores de crescimento
e de citocinas sdo responsaveis por regular os processos inflamatorios e melhorar a angiogénese
local, o que acelera as fases da cicatrizacdo (Herrera-Vizcaino et al. 2019). A presenca de
leucdcitos na FRP-L (Fibrina Rica em Plaquetas e Leucdcitos), reduz as chances de infecgdes
(Canellas et al. 2017; Castro et al. 2019).

A FRP é obtida a partir de uma Unica centrifugacéo do sangue, coletado em tubo sem a
adicdo de anticoagulantes ou substancias gelificantes, o que torna o processo mais vantajoso
em relacdo ao preparo do PRP e ativa em poucos minutos as plaquetas e a cascata de coagulagédo
e por resultar em um coagulo solido rico em uma matriz plaquetéria, libera fatores de
crescimento por um periodo maior de tempo (Dohan et al. 2014; Varghese et al. 2017).

Como propostas terapéuticas alternativas, o emprego de curativos dérmicos
desenvolvidos a partir de polissacarideos naturais (quitina, quitosana, alginato, pectina,
xantana, celulose e seus derivados: metilcelulose, carboximetilcelulose) isolados ou

combinados por complexacao (quitosana complexada com xantana), tem se mostrado promissor
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nos processos de cicatrizacdo de lesdes graves da pele (Bellini et al. 2012; Bellini et al. 2015),
pois oferecem um microambiente favoravel, hidratado e com isolamento térmico, removendo
0 excesso de exsudato e promovendo as trocas gasosas (Jayakumar et al. 2011).

A quitosana, amplamente utilizada na reparagdo tecidual, € um biopolimero derivado da
quitina, encontrada principalmente no exoesqueleto de crustaceos, alguns insetos e parede
celular de fungos (Kumar et al. 2004). Seu uso tem se mostrado eficiente em processos
biol6gicos como melhora na cicatrizacdo, hemostasia, aumento da imunidade, adesdo e
atividade antimicrobiana (Ezoddini-Ardakani et al. 2011; Burkatovskaya et al. 2006). A goma
Xantana é um produto da fermentacdo das cepas das bactérias gram-negativas Xanthomonas
campestris, as quais sdo aerdbias estritas e se apresentam na forma de bastonetes mdveis.
Embora seja um produto derivado de um microrganismo, a lista Europeia de aditivos
alimentares permitidos a classificou como aditivo ndo toxico para os seres humanos e o Food
and Drug Administration, dos Estados Unidos, declarou a goma xantana como segura para uso
alimentar e farmacéutico, como estabilizantes e emulsificantes, ndo influenciando o
desenvolvimento dos individuos (Dzionek et al. 2022).

Por sua vez, a B-glucana é um polissacarideo encontrado em cereais, derivados de
cevada e aveia e também na parede celular de alguns tipos de fungos, apresenta solubilidade
em agua e uma estrutura de ligacdo linear, a qual esta relacionada com o estimulo do sistema
imune. Estudos mostram sua eficacia na normalizacao dos niveis de colesterol e de glicose pos-
prandial (Mio et al. 2020)

Algumas vantagens dos biopolimeros incluem a ndo toxicidade ambiental e a
possibilidade de serem transformados enzimaticamente ou quimicamente em géis, filmes e
nanoparticulas, o que facilita a aplicabilidade de acordo com cada local e tipo de lesdo (Qin &

Li 2020).
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Dessa forma, este trabalho teve por objetivo analisar a utilizacdo de biomateriais com
ou sem o curativo bioativo de quitosana complexada com xantana e B-glucana na cicatrizagdo

de feridas induzidas em coelhos, caracterizando seus efeitos macroscopicos e morfométricos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 24 coelhos machos e fémeas adultos, clinicamente saudaveis, da raca
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), peso médio 3,0+1,0kg. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, com temperatura ambiente de 22°C + 2°C e fotoperiodo (12 horas
claro/escuro) controlados. Os coelhos passaram por um periodo de adaptacao de sete dias antes
do estudo. Durante todo o experimento foram mantidos em condi¢des padronizadas de agua a
vontade e dieta com racdo comercial (Fig. 1). O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade de origem (protocolo n° 6115), estando de acordo
com as normas e principios éticos estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e pelo Guide for the Care and Use of Laboratory Animals —

National Research Council.
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Figura 1. Coelhério onde os animais foram mantidos durante todo o experimento.

Tamanho amostral

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

n=(Z XE)2
E

n = nimero de elementos da amostra
z = valor tabelado obtido da Tabela da Distribuicdo Normal Z ~ N(0;1)
s = desvio-padréo
e = erro padrdo

O tamanho amostral obtido foi de 24 animais, sendo distribuidos em 06 animais cada
grupo. O célculo foi realizado considerando um nivel de confianga de 99%. Em relacdo ao
desvio-padrdo, usou-se s=0,0469, considerando o desvio-padrdo obtido em trabalho semelhante

(Tetila et al. 2019).
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Grupos de Pesquisa

Os 24 animais foram distribuidos de maneira aleatoria em quatro grupos experimentais com
seis animais cada: Grupo Controle (GC); Grupo Fibrina Rica em Plaquetas autéloga (GFRPa);
Grupo Membrana (GM) e Grupo Fibrina Rica em Plaquetas autéloga e Membrana (GFRPaM)

conforme ilustrado na Fig.2.
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Figura 2. Esquema do delineamento experimental: A: Grupo Controle (GC); B: Grupo
Membrana (GM); C: Grupo Fibrina Rica em Plaquetas autloga (GFRPa) e D: Grupo Fibrina

Rica em Plaquetas autdloga e Membrana (GFRPaM).

Procedimento anestésico

Os animais foram contidos manualmente para realizacdo da tricotomia da regido dorsal
direita e esquerda. Em seguida, anestesiados (via intramuscular - IM) com uma associacao de
cloridrato de cetamina 100 mg/ml (40 mg/kg IM) e cloridrato de xilazina a 2% (5 mg/Kg IM),
e, posteriormente, aplicado anestésico local (cloridrato de lidocaina a 2% com vasoconstritor)

no local da lesao.
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Inducéo das lesdes

Com os animais anestesiados, a pele foi demarcada em quatro locais com auxilio de
caneta preta e foi utilizado um punch de 8mm para realizacdo das feridas cirurgicas. Os
fragmentos foram retirados com auxilio de uma pinca anatdmica, preservando a musculatura.
As lesdes dos grupos controle (GC) e FRPa (GFRPa) receberam, respectivamente, solugéo
fisiologica e FRPa e, em seguida, foram recobertas com rayon estéril e curativo adesivo (Band
aid®). Para os grupos membrana (GM) e FRPa com membrana (FRPaM) as feridas foram
tratadas, respectivamente, com membrana e FRPa + membrana. O tratamento com biomaterial
e/ou solucao fisioldgica foi aplicado apenas uma Unica vez.

Apo6s o procedimento cirdrgico e os diferentes tratamentos, 0s animais receberam
analgésico cloridrato de tramadol, na dose de 0,5 mg/Kg, IM, 2 vezes ao dia, durante 3 dias

consecutivos, a fim de minimizar o desconforto inicial. Em todos os momentos o procedimento

®
foi fotografado com uma camera de smartphone de 12 megapixels (iPhone 11, Apple ), a uma

altura padronizada de 33,5 cm e as lesdes foram mensuradas com paquimetro digital (Fig.6) (DC-

®
60 Western ).

Figura 3. A: altura padronizada das imagens das lesbes. B: Macroscopia das medigdes das

lesBes utilizando paquimetro digital.
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Preparo da Fibrina Rica em Plaquetas autologa (FRPa)

O sangue foi colhido da veia auricular de cada coelho (4 mL) utilizando um scalp 25G
e acondicionado em tubos sem anticoagulante e passou por uma Unica centrifugacdo em baixa
velocidade (200G - centrifuga Excelsa Baby 206R) durante 10 minutos. Esse procedimento
ativa as plaquetas e a polimerizacdo da fibrina (Narang et al. 2015). O coagulo de FRPa foi
entdo retirado do tubo (Fig.4) e separado dos demais constituintes presentes, e estava pronto

para ser colocado na area lesada (Camargo 2013).

Figura 4. Preparo da FRPa: A: coleta do sangue pela veia auricular; B: centrifugacdo do

material; C: FRPa pronta para uso; D: curativo apés a aplicacdo da FRPa.

Preparo da Membrana de Quitosana complexada com Xantana e p-glucana
As membranas densas e porosas de quitosana (Q) complexadas com xantana (X) foram
preparadas de acordo com os procedimentos descritos por Bellini et al. (2012), na razdo de

massa de X para Q igual a 1:1, usando 96% de quitosana desacetilada, goma xantana, Pluronic®
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F-68 (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) e &cido acético glacial (Merck; S&o Paulo, Brasil),
com adicdo da p-glucana. Para a obtencdo das membranas a solucédo de Q foi adicionada através
de bomba peristaltica a uma vazdo de 10 mL/min a solucéo de xantana e/ou de p-glucana, sob
constante agitacdo de 1000 rpm através de agitador mecénico de alto torque. Nas formulacGes
que continham tanto o polissacarideo X quanto B-glucana, estes foram previamente misturados
sob constante agitagdo de 1000 rpm por 2 minutos antes da adi¢cdo da quitosana. Durante o
preparo do complexo polimérico a temperatura foi mantida a 25°C em um reator de vidro
encamisado com diametro interno de 11 cm e externo de 12 cm, de capacidade total igual a 7,5
L. Apos a complexacdo polimérica, a suspensao de coacervados foi desaerada em bomba de
vacuo por 2 horas, transferida para uma placa de poliestireno de 15 cm de diametro e seca em
estufa com circulacdo de ar a 37°C até a formacdo de uma membrana seca. Ao término da
secagem, para a neutralizacdo do pH das membranas, as mesmas foram submetidas a sucessivas
lavagens com agua destilada e deionizada e com tampdo Hepes a 10 mM e novamente secas

em estufa de circulacéo de ar a 37°C, (Fig. 5).

Tl O i R i ) ek X — Y P

Figura 5. Processamento da membrana. A: pesagem do material; B: diluicdo e
homogeneizacédo; C: preparo pronto; D: fracionamento em placas de Petri e secagem em estufa;

E: membrana pronta para ser hidratada e utilizada nas lesdes.
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Anélise macroscopica e morfométrica
Semanalmente os animais foram fotografados e as lesdes mensuradas com auxilio de
um paquimetro digital. As mensuragdes foram realizadas no dia 7 (ferida A), dia 14 (ferida

B), dia 21 (ferida C) e dia 28 (ferida D), conforme evidencia esquema da fig. 6.

IR

7dias 14 dias 21 dias 28 dias

Esquema de avaliagdo macroscopica, morfométrica e bidpsias das lesdes

Figura 6. Fotografia das lesbes experimentais (Punch 6mm) e respectivos momentos
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Para a avaliacdo da morfologia das feridas, foram analisadas caracteristicas como: cor e
borda da ferida, presenca de crosta, Ulcera, necrose, exsudato na ferida e caracteristica desse

exsudato e edema (Quadro I).

A érea da ferida foi mensurada com auxilio de paquimetro digital (DC-60 Western®)
nos momentos acima citados e, em seguida, foi calculado o percentual de contracdo de cada
lesdo, utilizando o modelo matematico proposto por Agren et al. (1997) onde a porcentagem de
contracdo (Pc) é igual a area inicial (Ai) menos a area final (Af) vezes 100 (x100), dividido pela
area inicial (Ai), ou seja:

Pc = (Ai — Af) x100
Ai

Quadro I. Escores utilizados na analise morfologica e morfométrica das feridas induzidas

experimentalmente e tratadas com diferentes biomateriais em coelhos.

Aspecto Escores
Cor daFerida 1-—Rdsea 2 — Amarelada 3 - Palida 4 — Cianotica
Bordas 1 — Sem granulacao 2 — Com granulacao
Crosta 1 — Sem crosta 2 — Com crosta
Ulcera 1 —Sem ulcera 2 — Com Ulcera
Necrose 1 — Sem necrose 2 — Com necrose
Exsudato 1 — Sem exsudato 2 — Com exsudato
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Caracteristica
1 — Seroso 2 — Sanguinolento 3 — Purulento
exsudato
Edema 1 — Sem edema 2 — Com edema
S.A Sem Avaliacgéo

Avaliacéo histopatoldgica

A avaliagdo histopatologica de cada ferida, foi realizada a partir da retirada de um
fragmento do centro da lesdo, nos momentos M7, M14, M21 e M28, com o auxilio de um punch
de 6mm, foi realizado o mesmo protocolo anestésico utilizado no momento da inducéo das
lesBes. As amostras de pele foram fixadas em solugéo de formalina a 10% tamponada com pH
7,0 por 24 horas, e depois lavadas em agua corrente por 1 hora. Apos isso, os fragmentos foram
transferidos para uma solucdo de alcool 70% para posterior processamento, conforme a técnica
de rotina histologica para microscopia optica e inclusdo em parafina. Os cortes foram corados
pelos métodos da hematoxilina e eosina (HE). A contagem de fibroblastos foi realizada através
da leitura das laminas em aumento de 400x, por meio da media somatoria entre 10 campos,
observados de cada animal (Fig. 7). Todas as avaliacbes foram feitas por um Unico observador

e de forma cega (Vendramin et al. 2010).
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Figura 7. Avaliacdo histopatoldgica. A: retirada do fragmento para biopsia; B: emblocamento
do material; C: fibroblastos em aumento de 400x.

Analise Estatistica

As variaveis foram consideradas paramétricas e 0s momentos foram comparados dentro
de cada grupo por analise de variancia de medidas repetidas, com validacéo do pressuposto de
esfericidade dos dados pelo teste de Mauchly's e contrastes pelo méetodo de Tukey, com ajuste
dos valores de significancia pelo método de Bonferroni. Todas as analises foram conduzidas no
Programa R com auxilio dos pacotes rstatix e PMCMRplus (Kassambara, 2023, Pohlert, 2023,

R Core Team, 2024).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os aspectos macroscopicos e morfométricos demonstraram ndo haver diferenca
estatistica em relacdo a coloragdo das feridas, que se mantiveram roseas em todos 0S grupos e

momentos analisados. Além disso, também ndo houve presenca de necrose, exsudato e edema
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nos grupos descritos. As alteracGes observadas que apresentaram diferenca estatistica estdo

relatadas na tabela e figura a seguir (Tabela 1 e Fig.8).

Tabela 1. AlteracGes macroscopicas e morfométricas observadas durante o experimento com

diferencas significativas.

Alteracéo observada Grupo % de animais Momento
Borda com granulacédo FRPa 50% 7
Ulcera na lesdo FRPa 16% 7
Controle 100% 7
Membrana 83% 7

Crostas

FRPa 50% 7
FRPa + Membrana 100% 7

GM

GFRPa

GFRPaM
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Figura 8. Macroscopia das lesdes nos momentos 7, 14, 21 e 28 de feridas experimentalmente

induzidas em coelhos.

Com relacdo a porcentagem de contracdo (Fig. 9), é possivel notar que o0 GFRPa
apresentou (82,25%), enquanto o GC apresentou (57,04%), GM (57,17%) e GFRPaM
(61,65%), porém mesmo com o resultado obtido pelo GFRPa, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre os grupos e momentos (p>0,05). Tal resultado pode ser explicado
pelo fato que, durante as 24 primeiras horas, a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento
da FRP € maior, entretanto, a mesma pode durar até 21 dias pés lesdo. Dessa maneira, funcdes
como angiogénese, proliferacdo e modulagéo celular sdo estimuladas, assim como aumento na
sintese de colageno e recrutamento de fibroblastos, pois ao serem ativadas, as plagquetas liberam
granulos que desencadeiam diversos fatores de crescimento responsaveis por estimularem a
angiogeénese e a reepitelizacao, reparando o tecido lesionado (Kobayashi et al. 2016; Lourenco

et al. 2018; Wang et al. 2018; Bai et al 2023).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentagem de contragao%

GFRPa GFRPaM

GC

Figura 9. Porcentagem de contracdo das feridas nos diferentes tratamentos.
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A contagem de fibroblastos néo diferiu estatisticamente em relagdo aos tratamentos em
si (p>0,05), mas houve diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos dentro do mesmo
tratamento, como é possivel observar na Tabela 1. No grupo Controle houve uma diferenca
entre os dias 7, 14 e 21; no grupo Membrana entre os dias 7 e 14; FRPa entre os dias 7 e 21 e
apenas o grupo Membrana + FRPa ndo apresentou diferenca estatistica entre seus momentos.

Segundo Sezgin et al. (2021), em seu experimento as feridas apresentaram uma reagao
inflamatdria com presenca de crostas no dia 10 e no dia 21 o nimero de células inflamatdrias
diminuiu, o que se assemelha ao presente estudo e pode ser explicado pelas etapas da fase de
cicatrizacdo, onde a quantidade de mediadores inflamatorios e fibroblastos diminui conforme o

periodo de cicatrizacao da ferida.

Tabela 2. Média e desvio padrdo de fibroblastos de coelhos tratados ou ndo com biocurativo e
FRPa.

Grupos/dias 7 14 21 28

Controle 77,1£30,01 127,6+20,68 145,5+40,88 139,3+39,6"8
Mb 158,6+62,9* 196,8+50,98 164,5+73,9%8  153,8+71,4"
FRPa 141,5+63,2* 160,0+31,6"8 180,3+39,18 156,8+49,6"8
FRPa+Mb 140,1+43,4* 152,1+23,74 159,1+51,5% 157,0+37,24

Letras mailsculas diferentes na mesma linha: p<0,05. Mb: Membrana; FRPa: Fibrina rica em
plaquetas autdloga; FRPa+Mb: Fibrina rica em plaquetas autéloga e membrana



31

GM

GFRPa

GFRPaM

Figura 10. Contagem de fibroblastos em laminas histoldgicas coradas com HE (aumento de

400x).

A FRP é amplamente utilizada em diversas areas da salide, como em procedimentos
odontolégicos, na dermatologia, ortopedia, cardiologia, oftalmologia e na cicatrizacdo de
feridas, devido aos seus fatores de crescimento que auxiliam na regeneracdo tecidual e na
sintese de colageno (Farmani et al. 2021). Outra caracteristica importante da FRP é seu
sinergismo com o0s leucdcitos presentes no coagulo e que também secretam substancias que
estimulam a reparacéo tecidual (Karimi & Rockwell 2019).

A quitosana € o segundo polimero natural mais abundante que pode ser utilizado como
biomaterial na area da saude, apresentando alta solubilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade, memoria e termossensibilidade. O curativo a base de quitosana e colageno

desenvolvido por Zhang et al. (2018), foi capaz de inibir a proliferacéo bacteriana e manter uma
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boa retencéo de &gua no local da ferida, acelerando o processo de cicatrizacdo. Em outro estudo,
conduzido por Choudhary et al. (2020), foi observado que a unido da quitosana com compostos
de grafeno-prata permitiram um controle de hemorragias decorrentes de lesdes profundas,
aumentando a eficacia hemostatica do biopolimero em até trés vezes.

No estudo realizado por Sarkar et al. (2019), a quitosana na forma de hidrogel se
mostrou um melhor agente hemostatico em relagdo a FRP, nos casos de coagulacdo dos
pacientes que faziam uso de medicamentos antiplaquetarios e precisavam passar por
procedimento cirdrgico. Entretanto, a FRP apresentou melhores propriedades cicatrizantes,
corroborando os resultados observados nesse estudo. Segundo Cianca et al. (2020), as
membranas com B-glucana em sua composi¢cdo S80 menos espessas, apresentam menor
capacidade de permeabilidade e menos resisténcia a tracao.

Outro ponto observado sobre a adicdo de B-glucana na composi¢cdo das membranas, foi
gue quanto maior a concentracdo desse biomaterial, maior a quantidade de bolhas formadas na
superficie do biocurativo. Além disso, o custo da B-glucana purificada no pais € elevado,
tornando inviavel uma maior adicdo desse componente na formulacdo dos curativos (Nakasse
et al. 2020).

Os biomateriais foram desenvolvidos com o intuito de auxiliar na regeneracéo tecidual
e cicatrizacdo das feridas, pois dentre suas particularidades podemos citar acdo hemostatica,
antimicrobiana e adesiva, além de adaptacdo mecanica (Adhikari et al. 2023). Tais propriedades
foram observadas durante o desenvolvimento do presente trabalho, tanto com o uso da FRPa
guanto da membrana.

Conclui-se que, mesmo ndo apresentando o efeito sinérgico esperado, os dois
biomateriais, de forma isolada, se mostraram promissores em relacdo a cicatrizacdo de feridas,

ja que o grupo FRPa apresentou uma maior porcentagem de contracdo em relacdo aos demais
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e 0 grupo Membrana permitiu a producdo constante de fibroblastos ao longo do tempo, o que

pode favorecer o processo cicatricial.
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https://mc04.manuscriptcentral.com/aabc-scielo.

Por favor, leia estas instrucGes com atencdo e as siga rigorosamente. Desta forma vocé ira
garantir que a avaliacdo e a publicacdo de seu artigo sejam o mais eficiente e veloz quanto
possivel. Os editores reservam-se ao direito de devolver artigos que ndo estejam de acordo com
estas instrucdes. Apesar de dispormos de uma pagina de instrugdes em portugués, lembramos
que sé consideramos para submissao, avaliagdo e publicacdo os artigos redigidos de forma clara
e concisa na lingua inglesa.

Objetivo e politica editorial

Todos os manuscritos submetidos devem conter pesquisa original que nao tenha sido publicada
ou esteja sob consideracdo em outro periodico. O critério primario para aceitacdo é qualidade
cientifica. Artigos devem evitar 0 uso excessivo de abreviacfes ou jargdes, alem de ser tdo
inteligiveis quanto possivel para o publico em geral. Deve ser dada atencdo particular as se¢des
Abstract, Introduction e Discussion, as quais devem detalhar a novidade e significancia dos
dados relatados. Nao cumprir com qualquer um dos pontos acima pode causar atraso na
publicacdo ou até mesmo a recusa do artigo. Textos podem ser publicados em forma de revisao,
artigo completo ou como comunicacgdo curta (short communications). Os volumes regulares
dos AABC sdo publicados em marco, junho, setembro e dezembro.

Tipos de artigos

Revisoes

Revisdes sdo publicadas apenas por meio de convite, tendo ainda que passar pelo processo de
revisdo por pares. Contudo, uma proposta de revisdo pode ser enviada por e-mail para a
Assessoria de publicacdes (aabc@abc.org.br). O e-mail deve conter os topicos e autores da
revisdo proposta, bem como o abstract, area dos AABC na qual o artigo se encaixa e a
justificativa pela qual este topico seria de particular interesse a area.

Os AABC permitem que os autores depositem preprints de seus artigos em servidores de
preprint tais como, mas ndo limitados a, ArXiv.org e bioRxiv.org. Contudo, autores devem
atualizar os registros informando que o artigo foi aceito/publicado pelos AABC.

Cartas ao editor

Cartas ao editor (Letters to the Editor) estardo sujeitas a edi¢do e revisao, ndo podendo conter
material que tenha sido submetido ou publicado em outro periddico. Cartas que venham a se
referir a um artigo publicado nos AABC nao podem exceder 250 palavras (ndo contando com
referéncias) e devem ser recebidas em até 4 semanas ap0s a publicacdo online do artigo. Cartas
ndo relacionadas a um artigo publicados pelos AABC ndo podem exceder 500 palavras (ndo
contando com referéncias). Uma carta ndo pode ter mais de dez referéncias, além de uma figura
ou tabela.

Articles
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Sempre que possivel, artigos devem estar subdivididos nas seguintes partes: 1. Pagina de rosto;
2. Abstract (em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem abreviagoes); 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 padrdo. Em alguns casos, pode ser aconselhavel omitir a se¢do (4) e
juntar as partes (5) e (6). Quando aplicavel, a secdo 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.

Short communications

Short communications procuram relatar uma importante e concisa contribuicdo para pesquisa,
a qual progrediu para o estagio em que os resultados devem ser tornados publicos para outros
pesquisadores do mesmo campo. Uma short communication também deve possuir Abstract
(100 palavras ou menos, neste caso), uma pequena introducdo (até 200 palavras) e ndo pode
exceder 1500 palavras. Tabelas e Figuras podem ser incluidas no texto, mas este deve ser
proporcionalmente reduzido. Este tipo de publicacdo nos AABC deve conter contribuicdes
extremamente relevantes, sendo um tipo de artigo com alta competicdo. Apos recebimento e
primeira triagem editorial, artigos serdo avaliados por pelo menos dois revisores, sendo eles de
instituicOes educacionais e/ou de pesquisa tanto nacionais quanto internacionais, desde que
comprovada sua producdo cientifica. Ap0s possiveis correcdes e sugestdes, o artigo pode ser
aceito ou recusado, considerando os pareceres recebidos.

NOs utilizamos o programa integrado Crossref Similarity Check para detectar possiveis plagios.
Os AABC néo possuem taxas de submisséo, avaliacdo e publicacdo de artigos.

Preparacao de manuscritos

Todas as se¢des do manuscrito devem possuir espacamento duplo. Apos o aceite,

nenhuma mudanca serda feita no artigo, de modo que as provas de prelo precisem

apenas de correcdes em erros tipograficos. Lembramos que o envio de artigos é feito
exclusivamente pelos autores através do nosso sistema de gerenciamento de artigos.

Tamanho do artigo

Os artigos podem ser de qualquer tamanho necessario para a apresentacao e discussdo concisa
dos dados, mas mantendo-se conciso e cuidadosamente preparado tanto em termos de impacto
quanto de legibilidade. No entanto, artigos ndo devem exceder 50 paginas, incluindo todos os
itens (figuras, tabelas, referéncias, etc.), a menos que possua autorizacdo 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 nUmeros sobrescritos para indicar a
filiacdo de cada autor. 3. Enderecos profissionais e ORCID de todos os autores, incluindo
instituicdo, 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 (versdo resumida — e ndo abreviada
- do titulo com até 50 caracteres, incluindo espacos); 6. Secdo dos AABC a qual o artigo
pertence; 7. Nome, endereco, telefone e e-mail do autor para correspondéncia, a quem serao
enviadas as mensagens mais relevantes do processo de avaliagdo. Este autor ou autora deve ser
indicado com um asterisco apds seu nome. Nao cumprir com qualquer dos requisitos acima fara
com que o artigo seja devolvido (unsubmitted) para corregdes.
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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 conclusdo baseada nas
presentes descobertas. Caso 0s autores estejam submetendo uma reviséo convidada/autorizada,
0 abstract deve abordar o principal tema da revisdo e explicitar a contribuicéo de tal revisdo a
area. O abstract ndo deve possuir titulos nem citagdes/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 pégina separada, 200
palavras ou menos, sem abreviacfes); 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
padrdo. Em alguns casos, pode ser aconselhavel omitir a secdo (4) e juntar as partes (5) e (6).
Quando aplicavel, a secio Materials and Methods deve indicar o Comité de Etica que avaliou
0s 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.

Acknowledgments

Devem ser incluidos ao fim do texto, antes das referéncias. Agradecimentos pessoais devem
preceder nomes de instituicdes 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 mencdes a origem do artigo (como
uma tese, por exemplo), devem estar nesta se¢do. Favor incluir o nome completo da agéncia de
fomento, pais e numero do projeto (se aplicavel).

Abreviacoes

Devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto, exceto por abreviaces 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 informacéo deve ser fornecida ao fim do manuscrito, apos as referéncias. Todas as figuras
devem conter legenda. A legenda deve possuir uma sentenca introdutoria que descreve as
principais descobertas. Todas as divisdes na figura devem ser identificadas com letras
mindsculas, quando aplicavel (1a, 2a, 2b, 3c, 3d, etc.). Quando for o caso da utilizacdo de barras
de erro, favor informar se um namero que vem apos o simbolo + é 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
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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
I1, 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 ilustracBes 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 numero ao longo do texto. Figuras devem ser enviadas de acordo com as
seguintes especificacOes: 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 espacamento duplo em pagina separada.
Cada dimensdo linear dos menores caracteres e simbolos ndo pode ser menor que 2mm apos
reducdo. 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 versao impressa sera
cobrada dos autores, com a comunicacdo sendo feita durante a fase de producdo (ap0os o
processo de avaliacéo).

De modo a padronizar a contagem e cobranca de figuras preto e branco, tabelas que ocupem
dois tergcos 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 férmulas
podem ser enviados em .RTF ou doc/docx para Windows.

Referéncias

Os autores sao responsaveis pela exatiddo das referéncias, bem como suas respectivas citagoes.
Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem ser incluidos. Comunicag¢des 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
preparacdo ou apenas submetidos, mas nao 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 ha 3 ou mais autores, ‘Smith et al. 2006’. Quando houver
dois ou mais artigos cujo nome do primeiro autor e ano de publicacdo 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 italico, pontos ou virgulas. Para as abreviacdes corretas, verifique listas das
maiores bases de dados nas quais o periddico estd 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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