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RESUMO

O colageno é sintetizado e segregado no espaco extracelular e organizados em fibrilas estriadas de acordo
com o tipo de tecido. Utilizaram-se 24 coelhos brancos da raga Nova Zelandia, com idade de 12 meses e
com 3,0kg de peso corporal, para avaliar a porcentagem de colégeno das feridas cutdneas tratadas com
plasma rico em plaquetas de equino e pomada contendo gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e
vitamina A. Os animais foram separados em quatro grupos de igual nimero e submetidos a remocéo de
pele na regido das linhas medias dorsal torécica (feridas tratadas) e lombar (feridas controle). As feridas
toracicas foram tratadas com plasma rico em plaqueta de equino e pomada contendo gentamicina,
sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A, e as do grupo controle somente com a pomada. Dos
animais do grupo I, foi coletado tecido cutaneo, para a avaliagdo histoldgica e a ultraestrutural, com trés
dias de pds-operatorio; dos animais do grupo 1, com sete dias; do grupo Il1l, com 14 dias; e do grupo 1V,
com 21 dias. Decorrido o periodo de avaliagdo de cada grupo, foi coletado fragmento de pele para
avaliacéo da porcentagem de colageno, bem como do didmetro e da densidade da fibrila de coldgeno por
microscopia eletrdnica de transmissdo. O tratamento com PRP de equino associado a aplicagdo topica da
pomada mostrou-se eficaz na maturagéo das fibrilas coldgenas e na antecipacdo do processo cicatricial.

Palavras-chave: fibrila, coldgeno, picrosirius, transmissdo
ABSTRACT

Collagen is synthesized and secreted into the extracellular space and organized into striated fibrils
according to the tissue type. This study evaluated the concentration of collagen in rabbit skin wounds
treated with equine platelet-rich plasma (PRP) and ointment containing gentamicin, sulfanilamide,
sulfadiazine, urea, and vitamin A. Twenty-four New Zealand white rabbits aged 2 to 12 months and
weighing 3.0kg were included. The animals were allocated equally into four groups and the skin was
removed from the thoracic dorsal midline (treated wound) and lumbar (control wound) regions. The
thoracic wounds were treated with equine PRP and ointment containing gentamicin, sulfanilamide,
sulfadiazine, urea, and vitamin A, and the control group was treated with the ointment alone. For
histological and ultrastructural assessment, cutaneous tissue was collected on postoperative days 3
(group 1), 7 (group 1), 14 (group I11), and 21 (group 1V). After the evaluation period, in each group, a
skin fragment was collected for analysis of the collagen concentration, as well as the collagen fibril
diameter and density by transmission electron microscopy. The results indicated that treatment with
equine PRP combined with topical application of the ointment was effective in facilitating the maturation
of collagen fibrils and the wound healing process.
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INTRODUCAO

A cicatrizagdo € um processo que restaura a
integridade fisica externa das estruturas corporais
e envolve integragdes complexas entre células e
varios outros fatores (Masi et al., 2016). E um
processo dindmico e complexo, composto pelas
fases de inflamagdo do tecido, proliferacdo e
remodelacdo (Masi et al., 2016). O processo de
cicatrizacdo compreende a matriz extracelular,
citocinas, células sanguineas e fatores de
crescimento (Campos et al., 2007; Abegdo et al.,
2015; Masil et al., 2016).

Fatores de crescimento sdo proteinas que
estimulam e ativam a proliferacdo celular por
ativacdo da angiogénese, mielogénese e
genetranscricao, entre outras reagdes, que ativam
e aceleram o processo de cicatrizacdo (Masi et
al., 2016). Entre os fatores de crescimento
plaquetario, os mais importantes para a
cicatrizacdo de feridas incluem o fator de
crescimento epitelial (EGF), o de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), o de crescimento
transformador beta (TGF-b) e o de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (Ma e Bazan, 2000).

As moléculas de colageno sdo polimerizadas e
segregadas no espaco extracelular e organizadas
em fibrilas estriadas com uma organizagdo
especifica para cada tipo de tecido (Birk et al.,
1990). Os tipos de colageno podem ser
importantes na determinacdo da arquitetura de
fibrilas. Nos estudos de remontagem, o colageno
in vitro tipo | forma fibrilas mais espessas do que
o colageno tipo Ill, enquanto as fibrilas de
colageno tipo Il geralmente apresentam o0s
didmetros menores (Birk et al., 1990; Tonniges
et al, 2016). As fibras transmitem forcas,
dissipam energia e evitam falhas mecénicas
prematuras em tecidos normais. Além disso,
fornecem sugestdes biologicas para células
adjacentes que regulam uma variedade de
respostas funcionais (Huang et al., 2001).

Diferentes tipos de coldgeno demonstraram
formar fibrilas heterotipicas em uma variedade
de tecidos, assim como os tipos de colageno | e
V no estroma corneano secundario, os tipos I e Il
no estroma corneano primario, os tipos I, IX e
X1 em cartilagem e os tipos | e Il em derme e
tenddo (Birk et al., 1990; Houdek et al., 2016).
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As fibrilas variam, em diametro, de 12 a 500nm
em funcéo do tecido e da idade, e s@o o elemento
de tensdo primario dos tecidos, como tenddes,
ligamentos, pele, cartilagem, o0sso, fascia,
capsulas articulares, vasos sanguineos e outros
6rgdos ocos. Muito se sabe sobre a estrutura dos
genes de colageno fibrilar, entretanto questdes
fundamentais permanecem sem resposta sobre a
montagem e a organizacdo das fibrilas (Starborg
etal., 2013).

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
é importante para avaliar fibrilas de colageno em
que o diametro é o parametro mais comumente
medido. No entanto, as fun¢Ges das células e dos
tecidos dependem ndo apenas das distribuices
do didmetro da fibrila do colageno mas tambem
do numero, da porcentagem, da fracdo do
volume (FVF) e do comprimento das fibras (Birk
et al., 1990; Starborg et al., 2013).

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
ultraestrutura e a concentragdo do colageno das
feridas cutineas de coelhos tratadas e ndo
tratadas com plasma rico em plaquetas
heter6logo de equino.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de
Etica em  Experimentagio  Animal da
Universidade de Uberaba, oficio Ceea n°
034/2016, para utilizacdo de 24 coelhos brancos
da raca Nova Zelandia, machos higidos, com
idade média de 12 meses e com
aproximadamente 3,0kg de peso corporal. Os
animais foram separados em quatro grupos de
igual nimero (n=6) e considerados higidos ap6s
terem sido submetidos a avaliagBes clinicas e
exames laboratoriais de hemograma e
coproparasitolégico direto.

Os coelhos foram submetidos & remogdo de pele
na regido das linhas médias dorsal toracica e
lombar, sendo a torécica considerada a ferida
tratada (FT) e a lombar, a ferida controle (FC).
As torécicas foram tratadas com plasma rico em
plaquetas de equino e pomada contendo
gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e
vitamina A. As lombares foram tratadas com a
mesma pomada. Dos animais do grupo |, foi
coletado tecido cutdneo para a avaliagdo
histolégica, com trés dias de pos-operatorio
(PO); dos animais do grupo Il, com sete dias; do
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grupo 111, com 14 dias; e os do grupo 1V, com 21
dias de PO. Os coelhos foram mantidos em
gaiolas individuais com ragdo, feno e &gua
potavel a vontade.

Para a producéo do plasma rico em plaquetas, foi
utilizado um equino macho, da raca Quarto de
Milha, com 550kg de peso corporal e com idade
aproximada de 12 anos. O equino foi
considerado saudavel apds avaliacdes clinicas,
exame laboratorial de hemograma e contagem de
ovos por grama de fezes (OPG), permanecendo
alojado em piquete com graminea de tifton 85
(Cynodon spp.), com 4gua potavel e
suplementagdo mineral a vontade.

Diariamente, foram obtidos 40mL de sangue da
veia jugular externa de um equino. O sangue foi
distribuido em tubos de 4,0mL contendo citrato
de sédio a 3,2%. O material foi centrifugado, em
centrifuga Celm, série 4161, durante 20 minutos,
a 2.220rpm (400G), para a separagéo celular por
meio de gradiente de concentracdo. Foi pipetada
a fracdo de plasma e plaquetas contida na parte
superior do tubo, a qual foi armazenada em
recipiente sem anticoagulante. A porcao retirada
foi novamente centrifugada durante 10 minutos,
a 2.220rpm (400G). Dois ter¢os do componente
superior do soro foram removidos por se tratar
do plasma pobre em plaquetas, e um terco
restante, no fundo do frasco, foi considerado o
plasma rico em plaquetas. Antes da ativacdo do
PRP com cloreto de célcio a 5%, o plasma foi
avaliado, para se \verificar a viabilidade
plaquetdria e a contagem total de células. A
contagem manual das plaquetas foi efetuada em
cdmara de Neubauer e, para ser ativado e
considerado PRP, a contagem foi superior a
quatro vezes a contagem plaquetaria inicial,
portanto, para cada 0,5mL do PRP, foi
adicionado 0,25mL de cloreto de céalcio a 5%. A
solucdo foi homogeneizada e mantida em
repouso, em caixa térmica com gelo, por
aproximadamente 10 minutos, para transporte até
o0 local onde os curativos foram realizados
(Eurides et al., 2015).

Os animais foram submetidos a jejum hidrico e
de alimentos sélidos por seis horas. Foram,
entéo, anestesiados com cetamina (35mg/kg, 1M)
e xilazina (5,0mg/kg, IM) e submetidos &
tricotomia da linha média dorsal torcica ao
longo das regides interescapular e iliaca. Apos
antissepsia tdépica do campo cirGrgico com
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clorexidina degermante 2% e clorexidina
alcodlica 0,5%, foram realizadas, na linha média
dorsal toracica, duas incisoes de pele em formato
circular, com um molde circular de metal com
3,0cm de didmetro, equidistantes uma da outra
em aproximadamente 10,0cm, formando-se as
feridas toréacica (tratada) e lombar (controle).
Para controle da dor, os coelhos foram
medicados com tramadol (0,5mg/kg, IM), duas
vezes ao dia, durante trés dias.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais. O primeiro curativo foi realizado as
oito horas, sendo ambas as feridas irrigadas com
solugdo salina a 0,9% e posteriormente
higienizadas com gaze. Em seguida, foi aplicado,
nas feridas tratadas, 0,2mL de concentrado de
plasma rico em plaquetas de equino, em
concentracdo média de 1.578.750 plaquetas/mm?®
(x 202.723), produzidas no mesmo dia e ativadas
com cloreto de calcio a 5% no momento do
procedimento. Nas feridas controle, foi aplicado
1,59 de uma pomada contendo gentamicina,
sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e vitamina A
(Vetaglds, Vetnil, Brasil). O segundo curativo foi
realizado as 20 horas, aplicado em ambas as
feridas, apo6s irrigadas com solucdo de cloreto de
sodio a 0,9%, 1,59 de Vetaglds.

Decorridos os periodos de observacdo dos
grupos, os coelhos foram eutanasiados para
remocéo de cerca de 3,0cm das bordas e do leito
das feridas. As amostras foram fixadas, durante
48 horas, em formol 10%, desidratadas em
solucéo de concentracdes crescentes de etanol e
incluidas em parafina. O material foi seccionado
em micrétomo Leika, modelo 2145, com 6,0um
de espessura, para serem confeccionadas as
laminas histoldgicas. Os cortes foram corados
pelo picrosirius red, montados entre lamina e
laminula com resina sintética e avaliados em
microscopia Optica (microscépio Nikon eclipse,
modelo E200). Apds fotografadas, as imagens
foram analisadas pelo programa ImageJ para se
calcular a area e a porcentagem de colageno
presente em cada ferida.

Para a avaliagdo em microscopia eletronica de
transmissdo Hitachi High-Tech, modelo HT7700,
com aumento de 40.000 vezes, as amostras
foram fixadas em solucéo de glutaraldeido 2,5%,
durante 24 horas. Em seguida, foram
acondicionadas em recipiente de vidro contendo
solucdo tampéo de PBS com pH de 7,2 a 7,4,
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tampadas e refrigeradas em geladeira a seis
graus. Foram coletadas cinco amostras de cada
ferida, e a solugcdo de PBS foi trocada, a cada
sete dias, até o processamento. O material foi
pos-fixado em solucdo de tetréxido de 6smio a
2%, por uma hora. Adicionou-se ferrocianeto de
potassio 1,25% a solucdo, durante 30 minutos.
As amostras foram desidratadas em séries
crescentes de &lcool a 50%, 70%, 80%, 90%,
95%, 100%, 100% e 100%, permanecendo cinco
minutos nos cinco primeiros banhos e 10
minutos nos trés dltimos. Em seguida, as
amostras foram mantidas em dxido de propileno
a 100%, por 10 minutos, sendo 0 processo
repetido por trés vezes. Posteriormente, o
material foi colocado em solucdo de 6xido de
propileno e resina Epon 2:1, por 12 horas. Apos
esse periodo, a solucdo foi substituida por outra
de proporcéo de 1:1, sendo uma parte de 6xido
de propileno e outra de resina Epon, por mais 12
horas. Decorridas as 12 horas, os frascos foram
colocados na estufa a 37°C, por 12 a 24 horas.
Depois da evaporagdo de todo Oxido de
propileno, os blocos foram embebidos em resina
pura e mantidos, durante duas horas, em estufa a
37°C. Apos esse periodo, as amostras foram
acondicionadas em formas com resina Epon,
identificadas e mantidas em estufa, a 60°C por
dois dias. Posteriormente, obtiveram-se cortes
ultrafinos no ultramicrotomo, que foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo (Bozzola e Russell, 2006).

Apos contrastados e para a obtengdo dos valores
médios do didmetro (nm) e da densidade das
fibrilas de colageno por um? foram fotografados
100 campos microscopicos em aumento de
40.000 vezes e em escala de 500nm, sendo as
imagens analisadas pelo programa ImageJ.

Para a comparacéo entre os grupos (GI, Gll, GllI
e GIV) em relagdo a porcentagem de colageno,
ao diametro da fibrila de colageno e a densidade
de fibrila de colageno por um?, utilizou-se o teste
de Tukey, sendo consideradas significativas as
diferengas das médias entre 0s grupos para 0s
valores de “P” iguais ou inferiores a 0,05.
Também foi realizada analise de correlacdo
linear entre essas variaveis, nas feridas controle e
tratadas nos diferentes grupos de observacao,
considerando nivel de significancia de 5%. Para
todas as analises, foi utilizado o programa
estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se precocidade na reepitelizacdo das
bordas das feridas tratadas com plasma rico em
plaquetas de equino associado a aplicagdo topica
da pomada contendo gentamicina, em relacéo as
ndo tratadas com o plasma (Fig. 3, 5 e 7).
Entretanto, ndo ocorreu diferenca significativa
entre as feridas (P>0,05), quanto a porcentagem
de col&geno, nos diferentes grupos de observagao
(Tab. 1). Em experimento semelhante, a
porcentagem de colageno se  mostrou
significativamente maior nas feridas tratadas
com PRP, no terceiro dia apds a lesdo, em
relacdo as feridas do grupo controle (De Souza et
al., 2014; Mori et al., 2014; De Sousa et al.,
2015). As divergéncias dos resultados podem ser
justificadas pelas diferencas de metodologias,
como as espécies de animais avaliadas, e a
coloragdo picrosirius empregada, uma vez que
esses fatores podem alterar a sensibilidade da
leitura do programa ImageJ para a avaliacdo da
porcentagem de colageno.

Tabela 1. Média da porcentagem, didmetro e densidade da fibrila de coldgeno das feridas cutaneas de
coelhos, controle e tratada com PRP e pomada de gentamicina, nos diferentes grupos de observagéo.

Gl (3 dias) GlI (7 dias) Glll (14 dias) GIV (21 dias)
Caracteristicas
FC FT FC FT FC FT FC FT
Colageno 41,50 47,41 A 46,99 A 4776 A 44,30 4379 A 34,42 38,64 A
Diametro A 129,95AB 104,98BC 138,23A A 9799C A 97,24 C
Densidade 95,33 75,00 AB 29,00BC 75,00A 31,40 109,00C 43,95 117,00 C
C D D
34,00 45,00 60,00
C D D

FC: ferida controle, FT: ferida tratada. Médias das caracteristicas coldgeno (%), diametro (nm) e densidade
(fibrilas/um?) seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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A fim de analisar a regeneracdo da derme das
feridas, utilizou-se a microscopia eletrnica de
transmissdo para revelar os padrfes de formagédo
do coléageno, o didametro individual da fibrila de
colageno e a densidade das fibrilas no local da
ferida. Notou-se que o didmetro e a densidade da
fibrila de colageno foram diferentes entre as
feridas tratadas e controle em todos os grupos de
observagdo (Fig. 2, 4, 6 e 8). Também foi

maior densidade de fibrila para as feridas
tratadas com PRP heterélogo associado a
pomada em relagdo as feridas controle (P<0,05)
(Tab. 1). O mesmo padrdo foi observado em
camundongos por Mori et al. (2014), os quais
referiram que as diferencas de montagem de
densidade de colageno entre as feridas tratadas e
controle desempenham importante funcdo na
reepitelizacdo na fase de maturagéo das feridas.

verificado o predominio de maior diametro e de

Figura 1. Feridas cutaneas de coelhos do grupo | decorridos trés dias de pds-operatorio. Observar a
semelhanga macroscopica entre a ferida tratada (A) e a controle (B), a fotomicrografia do grupo |
decorridos trés dias de pds-operatdrio, com presenca de crosta e semelhanca na quantidade de coldgeno
na ferida tratada (C), (seta), e na controle (D), (seta), (coloragdo picrosirius, aumento de cinco vezes e
escala de 100pm).

Figura 2. Eletromicrografia do grupo | decorridos trés dias de pds-operatério. Verificar o maior didmetro
e a maior densidade por campo das fibrilas coldgenas na ferida tratada (A) em relacdo a controle (B),
(aumento de 40.000 vezes).

Figura 3. Feridas cutaneas de coelhos do grupo Il decorridos sete dias de pds-operatdrio. Observar a
redugdo de area da ferida tratada (A) em comparagdo com a controle (B), a fotomicrografia do grupo Il
decorridos sete dias de pds-operatério, com presenga de crosta e semelhanca na quantidade de colageno
na ferida tratada (C), (seta), e controle (D), (seta), (coloragéo picrosirius, aumento de cinco vezes e escala
de 100pum).
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Figura 4. Eletromicrografia do grupo Il decorridos sete dias de pés-operatorio. Observar o maior didmetro
e a maior densidade por campo das fibrilas coladgenas na ferida tratada (A) em relacdo a controle (B),

(aumento de 40.000 vezes).

As fibrilas de colageno em feridas recentes sdo
de 12 a 50nm de didmetro e embaladas de forma
muito curta em feixes curvilineos, portanto, ndo
sdo prontamente detectaveis por microscopia
optica. As fibras em feridas antigas podem
apresentar um didmetro de até 500nm, mas se
encontram no limite da resolu¢do da maioria dos
microscépios de luz (Starborg et al., 2013;
Andrade et al., 2016). Essa observagdo ndo €
coincidente com o verificado neste experimento,
uma vez que foi notado um didmetro maior nas
feridas com trés e sete dias de pds-operatorio
(Fig. 2 e 4) do que nas feridas com 14 e 21 dias

de inducdo (Fig. 6 e 8), tendo as tratadas com
PRP apresentado um didmetro de fibrilas de
colageno significativamente maior do que as
controle, assim como a densidade de fibrila
colégena por um? (P<0,05), (Tab. 1). Apesar de a
avaliacdo da porcentagem de coldgeno, nos
cortes histolégicos corados com picrosirius, nao
ter revelado diferengas entre as feridas nos
diferentes grupos (Fig. 1, 3, 5 e 7), a microscopia
eletrénica mostrou-se sensivel na diferenca de
maturac&o entre as fibrilas de colageno, tanto nas
feridas controle como nas tratadas.

¥id ’ P X1
-

Figura 5. Feridas cutaneas de coelhos do grupo Il decorridos 14 dias de p6s-operatério. Observar a

redugdo de area da ferida tratada (A) em comparacdo com a controle (B), a fotomicrografia do grupo Il
decorridos 14 dias de pds-operatorio, com diminuicao da crosta e semelhanga na quantidade de colageno
na ferida tratada (C), (seta), e na controle (D), (seta), (coloracdo picrosirius, aumento de cinco vezes e
escala de 100pm).
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Figura 6. Eletromicrografia do grupo 111 decorridos 14 dias de pds-operatorio. Notar o maior diametro e a
maior densidade por campo das fibrilas colagenas na ferida tratada (A) em relagdo a controle (B). Em
ambas as feridas, sdo notadas fibrilas de elastina, (setas), (aumento de 40.000 vezes).

% N

Figura 7. Feridas cutaneas de coelhos do grupo IV decorridos 21 dias de pés-operatério. Observar a
reducdo de area da ferida tratada (A) em comparacdo com a controle (B), a fotomicrografia do grupo IV
decorridos 21 dias de pds-operat6rio, com a reepitelizagdo e a maior quantidade de coldgeno na ferida
tratada (C), (seta), em comparacdo com a controle (D), (seta), (coloragdo picrosirius, aumento de cinco
vezes e escala de 100pm).

Figura 8. Eletromicrografia do grupo IV decorridos 21 dias de pds-operatério. Constatar o maior diametro
e a maior densidade por campo das fibrilas colagenas na ferida tratada (A) em relacdo a controle (B).
Presenca de fibrilas de elastina na ferida tratada (A), (seta), (aumento de 40.000 vezes).

Foi observada, em ambas as feridas, uma por um? (r = -0,14) e uma correlagdo negativa
correlacdo linear negativa significativa (P<0,05) significativa (P<0,01) entre o diametro da fibrila
entre o diametro (nm) e a densidade da fibrila e a porcentagem de colageno (r = -0,16), as quais
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foram observadas nas avaliagdes histoldgicas
realizadas por meio da colora¢do picrosirius.
Notou-se que, quanto maior o didmetro da fibrila
de colageno, menor é a sua densidade por um* e,
portanto, menor a sua porcentagem no tecido
lesado. No entanto, ndo foi percebida, pela
coloragdo picrosirius, diferenca significativa na
porcentagem de colageno nas feridas durante os
tratamentos (P>0,05), uma vez que a avaliacdo
histol6gica se demonstrou pouco sensivel. Tal
caracteristica é verificada com maior frequéncia
nas feridas com trés e sete dias p6s-inducdo, ou
seja, no grupo | e no grupo Il, respectivamente.
Durante a fibroneogénese, pode existir a
interacdo de dois ou mais tipos de colageno
dentro de uma fibrila ou a sua interacdo com a
matriz interfibrilar, determinando, assim, o seu
didmetro (Birk et al., 1990; Aleixo et al., 2011;
Hermeto et al., 2012; Minamimura et al., 2014).
Em experimentos realizados com tecido
corneano, tratados com plasma rico em
plaquetas, observou-se ampla gama de
diametros, 0s quais diminuiram
progressivamente ao longo do periodo apds a
indugdo (10%, 144 + 39nm, 20%, 101 + 30nm,
30%, 85 + 21nm), (Birk et al., 1990; Arora et al.,
2016; Chang et al., 2017).

Apesar das caracteristicas distintas entre os tipos
de colageno |, presente na cornea, e de colageno
111, na pele, verificou-se o padrdo semelhante ao
observado neste estudo, em que o didmetro da
fibrila colagena diminui a medida que o periodo
decorrido pds-lesdo progride. Isso demonstra
desiguais graus de maturidade da fibrila de
colageno nos diferentes grupos de observagéo.

CONCLUSOES

A aplicacdo tdpica do plasma rico em plaquetas
de equino associada com a pomada contendo
gentamicina, sulfanilamida, sulfadiazina, ureia e
vitamina A, em feridas de pele em coelhos, é
eficaz na maturagdo mais precoce das fibrilas
colagenas, antecipando o processo cicatricial. A
coloragdo picrosirius ndo foi sensivel para a
avaliacdo das fibras coldgenas nos diferentes
grupos, enquanto a microscopia eletrdnica de
transmisséo foi o melhor método de avaliagdo. A
maturagdo da fibrila colagena é determinada pelo
didmetro e pela densidade da fibrila coldgena por
area, ou seja, quanto menor o diametro da fibrila,
maior sera sua densidade por area e maior 0 seu
grau de maturacéo.
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