PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Unoeste :
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

ANA ROSA VIEIRA DE FARIA

ASSOCIAGAO DO BIOCURATIVO E FIBRINA RICA EM PLAQUETAS
FAVORECE A COLAGENIZAGAO DE FERIDAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS

Presidente Prudente - SP
2025



PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Unoeste :
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

ANA ROSA VIEIRA DE FARIA

ASSOCIAGAO DO BIOCURATIVO E FIBRINA RICA EM PLAQUETAS
FAVORECE A COLAGENIZAGAO DE FERIDAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS

Dissertacao apresentada Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pds-Graduacgao, Universidade do
Oeste Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre — Area de
concentragao: Fisiopatologia Animal

Orientador:
Profa. Dra. Cecilia Laposy Santarém

Presidente Prudente - SP
2025



636.089
F224a

Faria, Ana Rosa Vieira de.

Associagdo do biocurativo e fibrina rica em
plaguetas favorece a colagenizacdao de feridas
experimentais em coelhos / Ana Rosa Vieira de Faria. —
Presidente Prudente, 2025.

34f.: il.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste, Presidente
Prudente, SP, 2025.

Bibliografia.

Orientador: Cecilia Laposy Santarém

1. Disturbios de cicatrizagdo. 2. Colageno. 3.
Biocurativos . I. Titulo.

Catalogacao na fonte: Michele Mologni — CRB 8-6204




unoeSte PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
18 32793256 2
= prppg@unoeste.br M

Campus |l Rodovia Raposo Tavares, KM 572 - Bairro Limoeiro « CEP 19067175 « Presidente Prudente.SP « www.unoeste.br

CERTIFICADO DE APROVACAO
TITULO: “ASSOCIAGAO DO BIOCURATIVO E FIBRINA RICA EM PLAQUETAS
FAVORECE A COLAGENIZAGAO DE FERIDAS EXPERIMENTAIS EM COELHOS"

AUTOR(A): ANA ROSA VIEIRA DE FARIA
ORIENTADOR(A): Profa. Dra. CECILIA LAPOSY SANTAREM

Aprovado(a) como parte das exigéncias para obtencdo do titulo de MESTRE(A) em
CIENCIA ANIMAL

Area de Concentragiio FISIOPATOLOGIA ANIMAL, pela Comiss&o Examinadora:

CECILIA LAPOSY SANTAREM (orientadora)
UMOESTE - Universidade do Oeste Paulista / Presidente Prudente (SP)

ROSA MARIA BARILLI NOGUEIRA
UMOESTE - Universidade do Oeste Paulista / Presidente Prudente (SP)

KARINA MARIA BASSO
UMIFIL - Centro Universitario Filadélfia / Londrina (PR)

Data da realizagdo: Presidente Prudente, 13 de Maio de 2025,

URL do documenia: hitps:lwww mnosste bricald0 143088
Assinatura digital do documenio: 3aBcald 15cBbadTTd7 colBPidadET MbB024d260cha? s 1467 406 ch2dbeadlld



UNIVERSIDADE DO OESTE PAULISTA

Raconhecida pala Portaria ME n* 8387 DU0LU. 1BATET
Recredenciada pela Portara MEC n." 284 D000, 14042025
Mantida pala Associagdo Prudemting de Educagho e Cultura - A.FEC.

[lrlllllﬁu.l.l ol Beangienand, T - Chdaks Universd i  GEF § :l'.. + Presichenta Prodenie-5P - Tal 18 3233-100K) | Campen B Roxdosvii Rap i Tasares, €W 577 « Baine Limosiro - CEP 15067475 - Pressderin Pasdenin 5P - Tdl: 08 32300001
i Jai & Aibies b Rirassda Pachins, 3545 - 5

1TH3-T00 - JairBP - Tel: 14 JE08 1M | Cogis Qaiujh Raa Alisiiling: Pedes. 75 - Conal Gaasid Park - Eraasli - CEF 11880205 - Gungh 5P - Tet 13 33353010

Central de Assinaturas Eletrnicas

Sobre o documento

Assunto: Documento eletrénico

Status do documents: Cencluide

Data de criacio do documento: 13/05/2025 11:05
Fuso horario: (UTC-03:00) Brasilia

Nimero de assinaluras: 3

Solicitante: KEID RIBEIRD KRUGER (#56125259)

Signatarios do documento

CECILIA LAPOSY SANTAREM (PROFESSOR)
claposyi@unoeste. br

Recebido am 13/05/2025 11:05

Assinado em 13052025 12:00

Assinatura Interna UMOESTE

Usando enderego IF: 2804:18:1072:25e4:/d63: Te55:4b2a:bbd3
IDr da assinatura: 4830584

ROSA MARIA BARILLI NOGUEIRA (COORDENADOR DE CURSO)
resaifunoeste_br

Recebido em 130572025 11:05

Assinado am 1305/2025 14:15

Assinatura Interna UNMOESTE

Uzando endereco IP- 177.131.33.2

|0y da assinatura: 4830585

KARINA MARLA BASSO DE OLIVEIRA (SIGNATARIO EXTERNO)
karinavet bassoi@gmail com

Recebido em 13/05/2025 11:05

Assinado em 1305/2025 16:54

Assinatura Interna UMOESTE

Usando enderago IF: 177.220.188.129

IDr da assinatura: 4830586

URL do dacumento: hilps. it unoeste bricaidD 143088

Assinalura digital do documento: JaBaaiid Bolba 57 Td Toclab2 Gda 6 TMHE02 44260 cBadc 1 4aT40Ech Zdbeab0 1d
UNOESTE - Universidade do Oeste Paulsta

Manlida pela Associacio Prudenting de Educagio e Cullura - APEC

Ulilize o QRCode abaixe para conferir & aulenbicidade desle documento:




DEDICATORIA

Dedico este trabalho primeiramente a Deus, pela forga, sabedoria e vitérias em cada
passo desde o inicio dessa jornada. Aos meus familiares, pelo amor incondicional,
apoio e incentivo, fundamentais para algar meu objetivo e aqueles que contribuiram

direta ou indiretamente para a realizagao desse projeto.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradego a Deus, por sua infinita paciéncia, amor e sabedoria. Sem
a Tua presenca e direcao, este caminho seria impossivel. Nossa Senhora
Aparecida, mae amorosa e minha intercessora, foi sob sua prote¢cado que encontrei
forgas para superar os desafios e sabedoria para seguir adiante nos momentos de

incerteza e fraquezas.

Agradeco a toda minha familia, meu porto seguro, pelo amor incondicional e apoio
em cada passo dessa jornada. Ao meu marido Mario Sérgio, pela paciéncia,
compreensao e parceria ao longo desse percurso. As minhas filhas, Nathalia, Beatriz
e meu neto Joaquim por ser fonte constante de minha alegria, inspiragéo e
motivag&do. Aos meus pais Benedito e Maria Lucia que me ensinaram a jamais
desistir e superar todos os obstaculos com perseveranga e amor ao proximo. Minha
sogra Eliza sempre me inspirou a estudar e buscar conhecimento e crescimento

pessoal e profissional.

E com muito carinho meus agradecimentos, em especial a minha orientadora e
professora Cecilia, que foi imprescindivel nessa jornada, que desde o inicio esteve
disposta a me ajudar, contribuindo com o0 meu crescimento pessoal e profissional. O
meu sincero agradecimento por cada palavra, por cada bronca, por compartilhar
seus ensinamentos e por jamais desistir de mim. Sua presenga nessa caminhada foi

fundamental para trilharmos essa vitéria. Meu muitissimo obrigado.



“Néo devemos chamar o povo a escola
para receber instrugbes, postulados,receitas,
ameacas, repreensoées e puni¢gbes, mas para

participar coletivamente da construgdo de um saber,
que vai além do saber de pura experiéncia feita,
que leve em conta as suas necessidades e o torne
instrumento de luta, possibilitando-lhe ser sujeito

de sua propria histoéria”. (Paulo Freire)



RESUMO

Associagao do biocurativo e fibrina rica em plaquetas favorece a

colagenizacao de feridas experimentais em coelhos

Os tecidos dérmicos, essenciais para a integridade da pele, sdo formados
principalmente por colageno, uma proteina vital que desempenha um papel crucial
no processo de cicatrizagdo de feridas. A medida que a pele se regenera, a
quantidade, organizagao e tipo de colageno se alteram, influenciando diretamente a
forca da pele cicatrizada. Em busca de solugdes mais eficientes para a cicatrizagao
de feridas graves, os biocurativos feitos de polissacarideos naturais estdo ganhando
destaque como alternativas promissoras. Entre esses materiais, a quitosana, um
polissacarideo obtido da quitina, se destaca por sua semelhanga estrutural com
componentes do tecido dérmico. Sua capacidade de acelerar a cicatrizagcao é
notavel, ja que estimula a expressdo de genes ligados a formagdo de vasos
sanguineos e a deposi¢cdo de colageno. Além disso, a quitosana atua de maneira
ampla no processo de cura: promove a coagulagao da ferida, minimiza a inflamagéao
e incentiva a proliferagdo de fibroblastos, células essenciais para a regeneragao
tecidual. Objetivou-se nesse estudo caracterizar a eficacia da combinagdo de
biocurativos com fibrina rica em plaquetas autélogas na regeneracdo de feridas
dérmicas durante 21 dias de tratamento, utilizando a analise fractal do colageno
como uma medida quantitativa da estrutura. Foram utilizadas bidpsias de pele de 18
coelhos coradas pelo método do Picrosirius e submetidas a leitura microscépica. A
dimensédo fractal foi estimada pelo método—box-counting por meio do software
ImagedJ. Observou-se uma organizagao significativa na producdo de colageno,
evidenciada por uma menor densidade de fibras colagenas e um padrao morfolégico
regular. Conclui-se que a combinagdo da membrana com FRPa pode ser uma
estratégia eficaz para otimizar a cicatrizagdo de feridas, destacando-se como uma
alternativa promissora no contexto da regeneracéo tecidual. Estudos futuros podem
explorar diferentes formulacdes e tempos de aplicacdo para maximizar a eficacia

deste tratamento.

Palavras-chave: Disturbios de cicatrizagdo, colageno, biocurativos, regeneracéo de

feridas.



ABSTRACT

Association of biocurative and platelet-rich fibrin favors the collagenization of
experimental wounds in rabbits

Dermal tissues, which are essential for the integrity of the skin, are mainly composed
of collagen, a vital protein that plays a crucial role in the wound healing process. As
the skin regenerates, the quantity, organization and type of collagen change, directly
influencing the strength of the healed skin. In the search for more efficient solutions
for the healing of serious wounds, biodressings made from natural polysaccharides
are gaining prominence as promising alternatives. Among these materials, chitosan,
a polysaccharide obtained from chitin, stands out for its structural similarity to
components of dermal tissue. Its ability to accelerate healing is remarkable, as it
stimulates the expression of genes linked to the formation of blood vessels and the
deposition of collagen. In addition, chitosan acts broadly in the healing process: it
promotes wound coagulation, minimizes inflammation and encourages the
proliferation of fibroblasts, cells essential for tissue regeneration. The aim of this
study was to characterize the efficacy of the combination of biodressings with
autologous platelet-rich fibrin in the regeneration of dermal wounds during 21 days of
treatment, using fractal analysis of collagen as a quantitative measure of the
structure. Skin biopsies from 18 rabbits were stained by the Picrosirius method and
subjected to microscopic reading. The fractal dimension was estimated by the box-
counting method using Imaged software. A significant organization in collagen
production was observed, evidenced by a lower density of collagen fibers and a
regular morphological pattern. It is concluded that the combination of the membrane
with FRPa can be an effective strategy to optimize wound healing, standing out as a
promising alternative in the context of tissue regeneration. Future studies can explore

different formulations and application times to maximize the efficacy of this treatment.

Keywords: Healing disorders, collagen, biodressings, wound regeneration.
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RESUMO
Introducdo: O colageno, componente essencial para a integridade da pele,
desempenha um papel critico na cicatrizacdo de feridas. Os biocurativos,
especialmente aqueles feitos de polissacarideos naturais como a
quitosana,vém sendo estudados como uma opg¢ao promissora para a
cicatrizacao de lesdes de pele graves.
Objetivos: Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da combinagao de
biocurativo e fibrina rica em plaquetas autdloga (FRPa) na cicatrizagcao de
feridas dérmicas em coelhos, utilizando a analise fractal do colageno como
medida quantitativa.
Métodos: Foram realizadas biopsias de pele em 24 coelhos, tratadas com
diferentes combinagdes de biocurativo e FRPa. As amostras foram coradas
pelo método Picrosirius e analisadas com o software ImageJ para a estimativa
da dimenséao fractal das fibras de colageno, quantificando a organizagédo e
densidade das fibras colagenas.
Resultados:Observou-se uma organizagao significativa nas fibras colagenas
dos grupos tratados com a combina¢cédo de FRPa e biocurativo (DF=1,82), com
padrées morfolégicos regulares e maior densidade de fibras em comparagao
aos grupos membrana(DF=1,91) eFRPa (DF=1,87). Esses resultados indicam
uma melhora na regeneragao tecidual e potencial uso clinico futuro
Concluséo: A associagédo de biocurativo com FRPa mostrou-se promissora na
cicatrizacdo de feridas dérmicas, destacando-se como uma estratégia eficaz
para otimizar a regeneragao tecidual.Conclusdo: A associagdo de biocurativo
com FRPa mostrou-se promissora na cicatrizagao de feridas dérmicas,



destacando-se como
tecidual.

Resumo grafico:

Inicialmente foi colhido sangue da veia auricular
utilizando um scalp 256G e acondicionado em tubos
sem anticoagulanta.

12

uma estratégia eficaz para otimizar a regeneragao

2

O tubo passou por uma Onica centrifugagdo em
baixa velocidade durante 10 minutos. Sem
necessitar do use de anticoagulante, ocorreu o
processo natural de coagulacho formando o
codgulo de fibrina .

Em seguida, os animais foram ar com
uma combinagio de cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina a 2 %. Um anestésico local foi
aplicado no local da leséio. A pele foi demarcada em
qguatro locais,

utilizado um punch para realizagho das feridas
cirlrgicas. Os fragmentos foram retirados com auxilio
de uma pinga anatbmica Todos oS animais
receberam clondrato de Tramadol, duas vezes ao dia
durante trés dias.

7/

vl
a -«

Os cortes foram corados pelos métodos  do
Picrosirius, Hematoxilina e eosina (H/E) e tricdmio de
Masson (TM).

Para a captacho de imagens, foi utilizado o
microscépio de luz de polarizada Leica DMLB
acoplado a uma chmera Leica DFC300 FX. As
imagens observadas no  microscopio  foram
projetadas para um monitor através de um software
analisador de imagens LeicaQwin Plus.

—

—

As b densas e porosas de quitcsana
complexadas com xantana foram preparadas de
acordo com os procedimentos descritos por Bellini
et al.15. Posteriormente foram secas em estufa de
circulagao de ar a 37°C.

Aplicar a FRPa diretamente sobre a ferida e, em
seguida, cobrir com a membrana de biocurativo
para melhorar a cicatrizagio.

As feridas foram coberas com um curativo estéril

(Band-Aid&) [} substituir semanalmente,
Acompanhamento da cicatrizacho por 7, 14 e 21
dias. de pele coletadas com a utili

de punch,

Foram binarizadas para a leilura e a dimensio
fractal foi estimada pelo método—bo: unting por
meio do software Imaged (Instituto Nacional de
Salide, Estados Unidos— NIH). Foram fotografados
3 campos histoldgicos da drea de lesio de cada
animal
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1.Introdugao

Disturbios na cicatrizagao de feridas, incluindo a formacao de cicatrizes
e falhas na regeneragdo, sado problemas comuns apds lesdes na pele,
impactando a saude fisica e psicologica dos pacientes (Fayne et al., 2020). Os
tecidos dérmicos sdo compostos majoritariamente por colageno e células, onde
o colageno desempenha um papel crucial como suporte estrutural e ambiente
propicio a sobrevivéncia celular, promovendo a regeneragao tecidual (Ragini et
al., 2020).

O processo de cicatrizagcdo de feridas € um mecanismo complexo que
leva ao reparo da pele lesada. As fases da cicatrizacdo determinam o tipo de
curativo a ser utilizado para o uso adequado e manejo da ferida. O processo de
cicatrizacao de feridas € composto por quatro fases sequenciais que podem se
sobrepor: hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e fase de remodelamento
(Tiffany; Barr, 2020).

Apesar dos avangos, ainda ndo ha um tratamento ideal para disturbios
na cicatrizacdo, sendo necessario esclarecer melhor 0os mecanismos
envolvidos. Os biocurativos tém emergido como solug¢des promissoras devido
as suas propriedades bioativas, especialmente aqueles compostos por
biopolimeros naturais como a quitina e a quitosana (Li et al., 2020).

De forma geral, a quitosana contribui com a cicatrizacdo da ferida por
promover a hemostasia da ferida, aumento da adeséo e agregacao plaquetaria;
além de reduzir a resposta inflamatoria, melhorando a proliferacdo endotelial
vascular e aumentando a expressao de fatores de crescimento e produgao de
citocinas (Taghipour et al., 2020; Mawazi et al., 2024).

A dimensao fractal esta relacionada a complexidade das formas e
pesquisas mostraram que este conceito também poderia descrever a
complexidade morfolégica de células e tecidos (Zumaran et al., 2018). A
maioria desses procedimentos para identificagdo automatizada de lesbes na
pele em imagens dermatoscépicas inclui as seguintes fases: preparagdao da
imagem, separagédo, identificacdo das caracteristicas e classificacdo. Essas
pesquisas desenvolveram um algoritmo de aprendizado profundo que permite
identificar e classificar irregularidades por meio de box-counting (Moldovanu et
al., 2021).
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A dimensao fractal foi implementada como uma ferramenta eficaz para
quantificar padrdes complexos em formas aparentemente irregulares na
natureza. Sua aplicagdo tornou-se um recurso poderoso na investigacado e
compreensao das estruturas intrincadas do corpo humano, facilitando a analise
detalhada de seus sistemas e revelando novas camadas (Buruiana et al.,
2024).

Sendo assim, a hipotese deste estudo € que a analise da dimensao
fractal possa contribuir de uma maior precisdo no diagnodstico da alteragao
dermatoldgica ocasionadas por lesdes de pele, pode ser um método util e para
avaliagdo fisiopatologica. Espera-se que essa integracdo contribua para uma
analise mais precisa, gerando beneficios sociais, econdmicos e de saude para

0s pacientes.

2. Material e Métodos
2.1 Animais e Condigbes Experimentais

Foram utilizados 18 coelhos adultos, machos e fémeas, clinicamente
saudaveis, da ragca Nova Zelandia, com peso médio de 3,0 + 1,0 kg. Os
animais foram alojados em gaiolas individuais, com temperatura ambiente de
22°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. O periodo de adaptagcao
antes do experimento foi de sete dias, e durante o estudo, os coelhos tiveram

acesso a dieta e agua ad libitum.(fig.1)

Figura 1.: Coelhario da Unoeste. Animais alocados individualmente em gaiolas

de contencao.
2.2 Procedimento Anestésico e Inducéo de Lesbes

Para os procedimentos, foi realizada a tricotomia da regido dorsal. Os
animais foram anestesiados com uma combinacao de cloridrato de cetamina a
100 mg/ml (40 mg/kg, IM) e cloridrato de xilazina a 2% (5 mg/kg, IM).
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Anestésico local (cloridrato de lidocaina 2%) foi aplicado na regido de indugao
das lesdes. Com o0s animais sob anestesia, quatro areas da pele foram
marcadas, e feridas cirurgicas de 8 mm foram realizadas com um punch,
preservando a musculatura. Apdés o procedimento, os coelhos receberam

cloridrato de tramadol (0,5 mg/kg, IM), duas vezes ao dia, durante trés dias

consecutivos, para minimizar o desconforto pés-operatério (fig.2)

Figura 2.: A: Indugédo das lesbes com Punch 8mm. B: Lesbes realizadas e
identificados os momentos (A-7dias,B-14 dias,C-21 dias ,D-28 dias).
2.3 Preparagao dos Tratamentos

Quatro feridas circulares foram criadas em cada animal usando um
punch de 8 mm de didmetro. As lesbes receberam tratamento especifico de
acordo com os grupos experimentais definidos: o Grupo Fibrina Rica em
Plaquetas Autdloga (GFRPa) recebeu aplicagcdo de FRPa, coberta com rayon
estéril e curativo adesivo; o Grupo Membrana (GM) recebeu solugao salina e
uma membrana de biocurativo composta por quitosana e xantana; e o Grupo
FRPa + Membrana (FRPaGM) recebeu FRPa em combinagdo com a
membrana de quitosana e xantana. Os tratamentos foram aplicados uma unica
vez, e os curativos foram trocados semanalmente.
2.4 Preparagao da Fibrina Rica em Plaquetas Autéloga (FRPa) e Membrana de
Quitosana e Xantana
O sangue foi coletado da veia auricular (4 mL) usando scalp 25G, sem

anticoagulante, e centrifugado a 200G por 10 minutos, o que promoveu a
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ativacdo das plaquetas e a polimerizacao da fibrina (Narang et al., 2015). Esse
processo natural de coagulagao formou o coagulo de fibrina, que foi separado e
pronto para aplicagao na area lesada (Azevedo, 2014; Camargo, 2013). Fig 3.

Figura 3. A: coleta de sangue pela veia auricular. B: Centrifugagcdo do material
colhido. C: extracdo do coagulo e separagdo da FRPa. D:Confecgdo das
feridas. E:Feridas tratadas com FRPa. F: Feridas tratadas e cobertas com Band

aid®.

Membranas de quitosana e xantana foram preparadas na proporgao 1:1
(Bellini et al., 2015), utilizando 96% de quitosana desacetilada, goma xantana,
Pluronic® F-68 e acido acético, além de -glicana. A mistura de quitosana foi
adicionada a solugao de xantana/f3-glicana a 10 mL/min sob agitacédo de 1000
rom. O preparo foi mantido a 25°C em reator de vidro, desaerado em vacuo por
2 horas, seco a 37°C, e neutralizado com lavagens em agua deionizada e
tampao Hepes (10 mM), antes da secagem final a 37°C( fig. 4).
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BRI
Figura 4.: A-B: preparacdo da membrana. C: membrana cortada com punch

8mm e pronta para ser rehidratada com solugao fisioldgica.

2.5 Coleta e Processamento de Amostras

As bidpsias foram realizadas nos dias 7,14,21 e 28 (com a utilizagdo de
punch de 6 mm) para verificagdo histoldégica do processo cicatricial. Apds a
coleta foram iniciados a preparagao da lamina para analise histopatologica. As
amostras de pele foram fixadas em solucdo de formalina a 10% tamponada
com pH 7,0 por 24 horas, e depois lavadas em agua corrente por 1 hora. Os
fragmentos foram transferidos para uma solugdo de alcool 70% para
posteriormente serem processados conforme a técnica de rotina histolégica
para microscopia optica e inclusdo em parafina. Os cortes foram corados pelo
meétodo do Picrosirius. As avaliagdes foram realizadas por um unico observador
e de forma cega.
2.6 Analise da Dimenséo Fractal do Colageno

Para a analise da dimenséao fractal da pele, as laminas coradas tanto
com TM quanto Picrosirius foram binarizadas para a leitura e a dimenséao
fractal foi estimada pelo método—box-counting por meio do software ImageJ
(Instituto Nacional de Saude, Estados Unidos— NIH), disponivel gratuitamente
na internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Foram fotografados 3 campos histoldgicos
da area de lesdo de cada animal. O software considerou o box-counting em
duas dimensdes, permitindo a quantificacdo da distribuicdo de pixels nesse

espaco, nao considerando, portanto, a textura da imagem. A influéncia disso é
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que duas imagens com a mesma distribuicao de pixels, uma binarizada e outra
em niveis de cinza, possuirdo a mesma dimensao fractal.

Desta forma a analise das laminas histolégicas fractais se baseia na
relacdo entre a resolucdo e a escala avaliada, e o resultado pode ser
quantitativamente expresso com a dimenséo fractal do objeto que é DF=(log Nr
/ log r-1). Sendo Nr a quantidade de elementos iguais necessarios para
preencher o objeto original e a escala aplicada ao objeto. Com isso, a
dimenséo fractal calculada com o software ImageJ fica sempre entre 0 e 2, ndo

distinguindo texturas diferentes (Fig.5)
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Figura 5.: Processo de captacao e leitura das laminas pelo software Image J.A:
ldamina corada com Picrosirius, B: Lamina binarizada. C-E: leitura pelo software

Image J.

Para a captagdo de imagens, foi utilizado o microscépio de luz de
polarizada (Leica DMLB, S&o Paulo, SP, Brasil) acoplado a uma céamera (Leica
DFC300 FX, Sao Paulo, SP, Brasil). As imagens observadas no microscépio
foram projetadas para um monitor através de um software analisador de
imagens (LeicaQwin Plus, Sdo Paulo, Brasil). O sistema apresentara na tela do
computador, a imagem original digitalizada a partir da lamina histologica. As
imagens foram capturadas com padronizag&o objetiva de 20 vezes, intensidade
maxima de luz do microscoépio e polarizagao em plano de 90°.

2.7 Analise Estatistica

A avaliagdo do efeito dos tratamentos foi realizada com o programa
estatistico JMP, versdo 7.0 (SAS). Inicialmente foi aplicado o teste de
normalidade de dados e homogeneidade de variancias entre grupos. Caso a
distribuicao dos dados fosse normal ou ndo-normal, os efeitos foram testados
por ANOVA ou Kruskal-Wallis, respectivamente. Os testes de Tukey ou de
Dunn foram utilizados para a comparagéo caso sejam indicadas diferengas por
ANOVA ou Kruskal - Wallis, respectivamente. Os dados foram demonstrados

por média = DP. Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

3. Resultados

As analises realizadas nos periodos de 7,14 e 28 dias indicaram que a
associacdo de PRFa com o biocurativo de membranas n&o favoreceu a
organizacdo das fibras colagenas, como podemos observar nas
representacdes a seguir (Fig. 6 e 7).Observou-se uma melhor organizagado nas
fibras colagenas dos grupos tratados com a combinagado de FRPa e biocurativo
(DF=1,82), com padrées morfolégicos regulares e maior densidade de fibras
em comparagao aos grupos membrana(DF=1,91) e FRPa (DF=1,87) aos 21

dias.
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4.Discussao

A cicatrizacdo de feridas € um processo fisiopatologico complexo,
envolvendo varios eventos celulares e bioquimicos simultaneos (Bizinoto et al.,
2022). O colageno desempenha um papel essencial nesse processo,
fornecendo a estrutura de suporte que facilita a organizagdo do novo tecido.
Contudo, disturbios no processo cicatricial podem levar a cicatrizes
desorganizadas ou debilitadas, afetando a integridade da pele e a saude dos
pacientes (Fayne et al., 2020). A quitosana, um biopolimero derivado da
quitina, tem sido amplamente estudada como componente de biocurativos
devido as suas propriedades bioativas que favorecem a cicatrizagao (Bellini et
al., 2012; Bellini et al., 2015; Bueno et al., 2015; Liu et al., 2021). Os resultados
deste estudo indicam que o uso de biocurativo de quitosana e xantana em
associagao com fibrina rica em plaquetas autéloga (FRPa) pode promover
melhorias significativas na cicatrizagao de feridas dérmicas, especialmente em
relacdo a organizagdo das fibras de colageno, conforme observado em
diversos momentos pods-tratamento. Este achado corrobora com outros estudos
que destacam a quitosana como um biomaterial promissor devido as suas
propriedades anti-inflamatorias e sua capacidade de estimular a angiogénese e
a proliferagcdo de fibroblastos, essenciais para a regeneragdo tecidual
(Taghipour et al., 2020; Wang et al.,, 2020). Nos primeiros periodos pos-
tratamento (dias 7 e 14), a associagao do biocurativo com FRPa demonstrou
uma densidade moderada de fibras colagenas, porém ainda com organizagao
irregular, o que pode ser justificado pela resposta inicial ao tratamento e pela
fase proliferativa do processo de cicatrizagdo. Por outro lado, aos 21 dias foi
evidente uma melhora na organizagdo e densidade das fibras colagenas no
grupo tratado com a combinagdo de biocurativo e FRPa, destacando o
potencial desta associacdo para promover uma cicatrizagdo mais estruturada e
robusta. Esse resultado esta alinhado com a literatura, que ressalta a
capacidade da FRPa de promover a organizagao tecidual, principalmente em
conjunto com biomateriais que facilitam a deposicdo de colageno e o
crescimento de novos vasos sanguineos (Camargo et al., 2013; Narang et al.,
2015). Apesar de a combinacdo de FRPa e biocurativo ter apresentado
resultados superiores em relacdo aos tratamentos isolados com solugao salina

ou biocurativo aos 21 dias, algumas limitagbes foram observadas, como uma
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menor organizacdo do colageno em determinados periodos iniciais e finais,
sugerindo que os efeitos da combinagao podem ser temporais e dependem da
fase especifica do processo cicatricial. Este aspecto sugere que futuras
investigagcdes poderiam otimizar as formulag¢des e os tempos de aplicagao para
maximizar os beneficios terapéuticos. Outro ponto de destaque é a contribuicado
da ferramenta de analise fractal para a caracterizagcdo da organizagéo
estrutural do colageno,que permitiu quantificar de forma precisa a
complexidade morfoldégica das fibras colagenas ao longo do processo de
cicatrizagado. Estudos prévios sugerem que o método box-counting € eficaz na
avaliacdo de caracteristicas morfologicas complexas em tecidos, sendo uma
ferramenta util na pesquisa de regeneragado tecidual (Zumaran et al., 2018;
Moldovanu et al., 2021).

Concluséao

A associagao entre o biocurativo de quitosana e xantana e a FRPa demonstrou
ser uma abordagem promissora na cicatrizagdo de feridas dérmicas,
promovendo uma organizagao superior das fibras de colageno e uma
recuperacao tecidual mais eficaz. Observou-se que, embora o efeito da
combinacgao seja mais evidente em fases intermediarias do processo cicatricial,
ela pode proporcionar uma melhora significativa na qualidade final do tecido
regenerado. A analise fractal do colageno provou-se uma ferramenta eficaz
para quantificar a complexidade morfoldgica, fornecendo evidéncias objetivas
do impacto positivo desse tratamento. Futuros estudos poderiam explorar
diferentes formulagdes e tempos de aplicagdo para otimizar os resultados,

ampliando as possibilidades de uso clinico desta combinacgao terapéutica.

Aprovagao Etica:

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de origem (protocolo n° 8520), 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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declaration. These requests are not an accusation of impropriety. The editor or reviewer is
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When publishing manuscripts which describe a new zoological taxon name, we aim to
comply with the requirements of the International Commission on Zoological
Nomenclature (ICZN). For all manuscripts that include the naming of a new zoological
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Identifier (LSID) for this publication is: urn:Isid:zoobank.org:pub: XXXXXXX. The LSID
registration and any associated information can be viewed in a web browser by adding the
LSID to the prefix http://zoobank.org/".

Ethical guidelines

For any experiments on humans, all work must be conducted in accordance with

the Declaration of Helsinki (1964) Manuscripts describing experimental work that carries
a risk of harm to human subjects must include a statement that the experiment was
conducted with the human subjects' understanding and written informed consent, as well as
a statement that the responsible ethics committee has approved the experiments.

In the case of any animal experiments, the authors must provide a full description of any
anaesthetic or surgical procedure used, as well as evidence that all possible steps were
taken to avoid animal suffering at each stage of the experiment. Approval must be
obtained from the relevant ethics committee/Institutional Animal Care and Use Committee
where required.

This journal uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and
similar text in submitted manuscripts. Read Wiley’s Top 10 Publishing Ethics Tips for
Authors and Wiley’s Publication Ethics Guidelines.
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Authors may appeal if they feel that the decision to reject was based on: i) a major
misunderstanding over a technical aspect of the manuscript; or ii) a failure to understand
the scientific advance shown by the manuscript. Appeals requesting a second opinion
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