Braz J Otorhinolaryngol. 2016;82(5):512-521

7 > < Brazilian Journal of
OTORHINOLARYNGOLOGY

Q.

& )
“gia Coricos www.bjorl.org

ARTIGO ORIGINAL

The influence of growth factors on skin wound
healing in rats”

Elen Carolina David Jodo De Masi>*, Antonio Carlos Ligocki Campos?,
Flavia David Joao De Masi®, Marco Aurelio Soatti Ratti?, Isabela Shin lke?,
Roberta David Jodo De Masic

2 Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, PR, Brasil
b Pontificia Universidade Catdlica do Parand (PUCPR), Curitiba, PR, Brasil
¢ Universidade da Regido de Joinville (Univille), Joinville, SC, Brasil

Recebido em 27 de agosto de 2015; aceito em 3 de setembro de 2015

KEYWORDS Abstract

Wounds in rats; Introduction: Healing is a process that restores the physical integrity of body structures. It is a
Growth factor; dynamic, complex, multicellular process that involves the extracellular matrix, cytokines,
Healing blood cells, and growth factors. Growth factors are proteins that activate and stimulate cell

proliferation through the activation of angiogenesis, mitogenesis, and gene transcription, ac-
celerating the healing process.

Objective: To assess the influence of growth factors on the healing process of wounds made on
the backs of female rats compared to the control wound, through macro and microscopy.
Methods: This study used 45 female Wistar rats, in which three wounds were made on the back.
The first was the control wound, the second received epithelial growth factor injection, and the
third received a combination of factors. Macroscopic and microscopic assessments were per-
formed on the third, seventh, and 15th days of the experiment. For microscopic analy-sis, he-
matoxylin-eosin staining was utilized to assess the inflammatory process; vimentin, for assess-
ment of blood vessels and fibroblasts, and Sirius Red for collagen assessment.

Results: In the macroscopic assessment, the use of growth factors resulted in faster healing and
decrease of granulation tissue on days seven and 15 (80.31% reduction in the control wound vs.
83.24% in the epithelial wound vs. 100% in the mixed wound). Utilizing microscopy, at the three
stages of the experiment, there were no significant differences between the three wounds;
however, when comparing the day of euthanization for each type of wound, there was a favor-
able outcome for epithelial and mixed wounds (between the third vs. 15th day, p < 0.001, and
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in the comparison of the seventh vs. 15th day; p = 0.002 and p = 0.001 for epithelial and mixed
wounds, respectively) with a higher number of fibroblasts, angiogenesis, and collagen type I.
Conclusion: The use of growth factors accelerates healing, stimulates greater angiogenic activ-
ity, and accelerates fibroplasia and collagen maturation.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-license (https://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/).

PALAVRAS-CHAVE
Feridas em ratas;
Fator de crescimento;
Cicatrizacao

Ainfluéncia de fatores de crescimento na cicatrizacao de feridas cutaneas de ratas

Resumo

Introducdo: A cicatrizacdo € um processo de restauracao da integridade fisica das estruturas do
corpo. E um processo dinamico, complexo, multicelular que envolve matriz extracelular, citosi-
nas, células sanguineas e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento sdo proteinas que
estimulam e ativam a proliferacdo celular mediante a ativacdo da angiogénese, mitogénese,
transcricao genética, acelerando o processo de cicatrizacao.

Objetivo: Avaliar a influéncia dos fatores de crescimento no processo cicatricial de feridas rea-
lizadas no dorso de ratas em comparacao com a ferida, controle através da macro e microsco-
pia.

Método: Foram utilizadas 45 ratas Wistar, submetidas a criacao de trés feridas no dorso. A pri-
meira controle a segunda com injecao de fator de crescimento epitelial e a terceira com fator
misto. As avaliacGes macroscopicas e microscopicas foram realizadas no 3°, no 7° e no 15° dia do
experimento. Para analise microscdpica, utilizou-se coloracao de Hematoxilina-Eosina para ava-
liar o processo inflamatorio; vimentina, para a avaliacao dos vasos e fibroblastos, e Sirius Red,
para avaliar o colageno.

Resultados: Na avaliacdo macroscopica, o uso de fatores de crescimento proporcionou cicatri-
zacao mais rapida e diminuicao do tecido de granulacao no 7° e 15° dia (80,31% de reducédo na
ferida controle vs. 83,24% na ferida epitelial vs. 100% na ferida mista). Na microscopia, nos trés
momentos do experimento, nao foram encontradas diferencas significativas entre as trés feri-
das; entretanto, quando comparados os dias de morte em relacado a cada tipo de ferida, obser-
vou-se resultado favoravel para as feridas epiteliais e mistas (entre 3° x 15° dia apresentou
p < 0,001 e na comparacao entre 7° x 15° dias; p = 0,002 e p = 0,001 para as feridas epiteliais e
mistas) com maior nimero de fibroblasto, angiogénese e colageno tipo 1.

Concluséo: A utilizacao de fatores de crescimento acelera a cicatrizacao, estimula maior ativi-
dade angiogénica, acelera a fibroplasia e maturacao do colageno.

© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Else-
vier Editora Ltda. Este € um artigo Open Access sob a licenca CC BY (https://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/).

Introducao

Cicatrizacao é um processo de restauracdo da integridade
fisica interna e (ou) externa das estruturas do corpo, e com-
preende complexas interacoes entre as células e varios ou-
tros fatores. E um processo dindmico e complexo, composto
de trés fases: inflamacao, proliferacao e remodelacao dos
tecidos." O processo de cicatrizacao abrange a matriz extra-
celular, as citocinas, as células sanguineas e os fatores de
crescimento. Os fatores de crescimento sdo proteinas que
estimulam e ativam a proliferacao celular mediante a ativa-
cao da angiogénese, mielogénese e transcricao genética,
entre outras reacoes que ativam e aceleram o processo de
cicatrizacao."?

Dentre os fatores de crescimento, os mais importantes
para cicatrizacao sao: fator de crescimento epitelial (FCE),
fator de crescimento derivado de plaquetas (FCDP), fator de
crescimento transformador (FCT-b), fator de crescimento

vascular endotelial (FCVE), fator de crescimento de fibro-
blastos (FCF), fator de crescimento insulinico (FCI), e este
estimula a proliferacao celular, a remodelacao tecidual e o
aumento de colageno e elastina. FCVE age na angiogénese e
na granulacdo dos tecidos num estadio inicial da cicatriza-
cao. FCDP é crucial para inflamacao, granulacao, reepiteli-
zacao e remodelacdo nas trés fases da cicatrizacao das
feridas.>*

Devido a complexidade patologica e fisiolégica do proces-
so de cicatrizacao, a perfeita regeneracao dos tecidos é di-
ficil de ser alcancada.*’ Portanto, é necessaria a avaliacao
de novos tratamentos, bem como o uso de novas estratégias.
0 uso de fatores de crescimento e suas combinagoes tém sido
sugeridos como tratamento promissor, pois promove a ace-
leracao do processo de cicatrizagao. Apesar disso, um dos
maiores obstaculos é que os fatores de crescimento sao de-
gradados por proteinases ou removidos por exsudatos antes
de atingir o leito da ferida.’
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Uma grande quantidade de fatores de crescimento e cito-
cinas estdo presentes no sitio da ferida. Suas expressoes
dinamicas mostram caracteristicas temporais e espaciais na
regulacao e mudanca no padrao de expressao dos fatores de
crescimento que estao associados com cicatrizacao de feri-
das debilitadas. Importantes alteracdes nos niveis de um
fator acabam afetando a producao de outros fatores de cres-
cimento e citocinas. Assim, tem sido evidenciado que cito-
cinas proinflamatorias e fatores de crescimento do soro sdo
liberados durante a fase inicial da cicatrizacao das feridas,
sendo potentes estimuladores da expressao de outros fatores
de crescimento. Um exemplo é a regulacao de FCF7, um
fator de crescimento produzido por fibroblastos no sitio da
injaria. Outro exemplo é a regulacao de FCVE, maior regu-
lador da angiogénese, que é produzido por queratindcitos e
macraéfagos no sitio da ferida. Foi verificado que citocinas
pré-inflamatérias podem induzir a expressdao de FCVE em
ambos os tipos de células. Tais exemplos realcam as com-
plexas interacdes que ocorrem durante a cicatrizacao das
feridas. Essas interacoes devem ser consideradas na inter-
pretacao de resultados obtidos pela superexpressao ou eli-
minacao de um Unico fator de crescimento no sitio da
ferida.®

Um estudo realizado para comparar a efetividade do plas-
ma rico em plaquetas (PRP) na cicatrizacao de coelhos com-
parou dois grupos: um com aplicacao de condrocitos + PRP, e
o outro apenas com PRP. Esses componentes foram injetados
no subcutaneo da regiao dorsal dos coelhos; como controle,
foi injetado apenas o PRP em quatro coelhos. Apds dois me-
ses, foram submetidos a ressonancia magnética, analise his-
toldgica e quantificacao de glicosaminoglicanos. A ressonancia
mostrou formacao de nova cartilagem, o que indica que o PRP
regenera a cartilagem e mostra o potencial do uso deste mé-
todo para a reconstrucao dos defeitos da cartilagem.>’

Shi® demonstrou que a ativacao de fator de crescimento
conjuntivo e a formacao de cicatriz em feridas corneais de
coelhos marcadamente melhoram a arquitetura do estroma
corneal e reduzem a formacao de cicatriz. Entretanto, os
autores concluiram que nao ha um impacto mensuravel in
vivo da cicatriz de ferida corneal, e deve ser considerado
como alvo especifico da terapia de drogas para cicatriz de
cornea.

Feng et al.’ realizaram estudo em ratos diabéticos; para
tanto, foram criadas feridas no dorso e injetados fatores de
crescimento de queratinocitos para avaliar a cicatrizagao.
Foram feitas duas feridas de 2 cm de diametro, uma de cada
lado da coluna vertebral, sendo que, em um lado, foi injeta-
do fator de crescimento, e no outro, solucao salina. O tempo
de estudo foi de quatro semanas, e foram feitas fotografias
diarias por um periodo de 28 dias. Os resultados mostraram
proliferacao de células e um significante estimulo a cicatri-
zacao nas feridas com fator de crescimento.

Neste estudo, foram utilizados os fatores de crescimento
FCE, FCVE associado a FCl e FCF, denominados fator misto
(FM), para quantificar o colageno, a elastina, os vasos e a
proliferacao celular na cicatrizacao cutanea de ratas, e a
efetividade dos fatores de crescimento no processo de cic-
trizacao em relacao a ferida controle, onde nao foram inje-
tados fatores de crescimento ou solucao salina para
mimetizar a cicatrizacao natural.

0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos fato-
res de crescimento no processo cicatricial, mediante a evo-

lucdo macroscopica e a microscopia do processo de
cicatrizacao de feridas realizadas no dorso de ratas, com
infiltracao de FCE e FCVE combinados com FM, em compara-
cao com a ferida controle, sem infiltracao de fatores de cres-
cimento.

Método

0 manejo dos animais foi efetuado conforme o Colégio Bra-
sileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e as exigéncias
estabelecidas em Guide for the Care and Use of Experimen-
tal Animals (Canadian Council on Animal Care). O estudo foi
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA),
portaria 787/03-BL, de 11 de junho de 2003, sob processo
23075.013736/2012-11. O estudo foi realizado no periodo de
julho de 2012 a julho de 2015.

Foram utilizadas 45 ratas (Rattus norvegicus albinus, Ro-
dentia mammalia) da linhagem Wistar, com idades entre 115
e 130 dias, peso de 200 a 253 gramas. Apos a pesagem, 0s
animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos de
15 animais. Em cada grupo, avaliou-se a cicatrizacao em
diferentes fases. No Grupo 1, a avaliacao se deu no terceiro
dia; no Grupo 2, no sétimo dia, e no Grupo 3, no 15° dia.

Foram criadas trés feridas: uma de 1 cm de didametro e
outras duas de 0,6 cm. As feridas foram produzidas em ta-
manhos distintos, com vistas a medir a tensao delas. Devido
a nao disponibilidade de um tensiométro, nao foi realizada
a tensao das feridas e prosseguiu-se o trabalho avaliando a
macroscopia e a microscopia. Em cada animal, a excisao se
estendeu da pele até o plano muscular.

Foram denominadas Feridas 1-3 (F1, F2, F3): a F1 controle
(proximal); F2 (central ou medial), sendo injetado fator de
crescimento epitelial (FCE); e na F3 (distal) fator de cresci-
mento vascular (FCVE) associado a fator de crescimento de
fibroblasto (FCF) e fator de crescimento insulinico (denomi-
nado fator misto - FM).

Os fatores de crescimento foram injetados somente no dia
da confeccao das feridas. A infiltracao foi feita com 0,5 mL
por ferida, em quatro pontos: 0, 3, 6 € 9 horas na derme e
tecido celular subcutaneo (figs. 1 e 2). As feridas cicatriza-
ram espontaneamente.

As feridas foram consideradas circulares, e foi realizada
a medida do diametro por meio de fotos, com uma régua
comum milimetrada. Os resultados foram colocados em um

Oh
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Figura 1 Desenho esquematico mostrando o local de infiltra-
cao de fatores de crescimento nas feridas epitelial e mista nos
quatro quandrantes 0, 3, 6 e 9 horas.
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Figura 2 Denominacao das feridas: ferida 1 - controle (1,0 cm
de didametro); ferida 2 - epitelial (0,6 cm de diametro) e ferida
3 - mista (0,6 cm de diametro).

grafico com as porcentagens das respectivas medidas ava-
liadas.

Apods a morte dos animais, no terceiro, sétimo e 15° dias
de experimento, foram removidos os retalhos cutaneo-apo-
neurdticos contendo as lesdes. Na sequéncia, o material foi
amostrado e submetido a processamento histologico auto-
matizado e emblocamento em parafina. Laminas histoldgicas

contendo as seccoes foram coradas pelas técnicas da hema-
toxilina, eosina e Sirius Red. Seccoes adicionais foram con-
feccionadas para técnica da imuno-histoquimica,
utilizando-se o anticorpo antivimentina.

Com os cortes corados em hematoxilina e eosina, foram
avaliadas a quantidade de neutrofilos polimorfonucleares, as
células inflamatorias cronicas (linfocitos e plasmocitos), os
capilares neoformados, os fibroblastos em proliferacao e a
quantidade de fibras depositadas. A regeneracao epitelial foi
considerada como parcial ou completa.

Cortes corados em Sirius Red foram utilizados para avaliar
a presenca e o tipo de colageno (maduro ou imaturo), por
meio de microscopia de luz polarizada, quantificando-se em
porcentagem ambos os tipos de colageno (colageno jovem =
verde; colageno maduro = vermelho).

Cortes histologicos, submetidos ao estudo imuno-histo-
quimico e marcados com anticorpo antivimentina, foram
utilizados para identificar os fibroblastos e os capilares neo-
formados.

Ap0s avaliacao dos aspectos macroscopicos e microscopi-
cos das F1, F2 e F3, foi comparada a coloracao HE em relacao
a todas as variaveis do estudo (neutrofilos, linfocitos, macro-

Figura 3 Fotografia das feridas do primeiro ao 15° dia do experimento, em diferentes animais.
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fagos, fibroblastos e vasos), e feita a analise separada para
cada momento de avaliacao (3, 7 e 15 dias), sendo submeti-
dos a analise estatistica considerando o teste nao paramétri-
co de Friedman. Os momentos de morte foram comparados
usando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores
de p < 0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram
analisados com o programa computacional Statistica v. 8.0.

Resultados

Aavaliacdo macroscopica das feridas foi realizada diariamente,
sendo registrada em fotografias. Foram medidas as F1, F2, F3
de todas as ratas, por meio de uma régua graduada em mili-
metros, posicionada ao nivel da lesdo e, apos, foi feita a média
entre todas as feridas, em cada dia do experimento (fig. 3).

No terceiro dia, todas as feridas estavam abertas. Na F1
havia pouca contracao de ferida e muito tecido de granula-
cao; na F2 e F3 havia uma discreta melhora em relacao a F1.

No sétimo dia, as feridas ainda estavam abertas, com li-
geira contracao de todas as feridas, mas F1 apresentava te-
cido de granulacao, mostrando retardo na cicatrizacao.

No 15° dia do experimento, as cicatrizes das feridas apre-
sentaram-se da seguinte forma: na F1 houve reducao de 80%
+ 0,311% da ferida; na F2 a reducao foi de 83% + 0,201%; e
na F3 foi de 100% (fig. 4).

Nota: * p < 0,05 para a diferenga 3-7 dias na ferida com factor de
crescimiento epitelial.

# p < 0,05 para a diferenga 3-15 dias na ferida com factor epitelial
e na ferida com crescimiento misto.

Figura5 Evolucao de HE - linfocitos em cada ferida - avaliacao.

Ao comparar os trés tipos de ferida em cada dia de morte,
nao foram encontradas diferencas significativas em relacao
ao nimero de neutrofilos (tabela 1). Entretanto, ao avaliar
a evolucao de cada ferida nos trés dias de morte, foi encon-
trada diferenca significativa para a F1, que apresentou maior
numero de neutrofilos. Para esta ferida, houve diferenca
entre o terceiro e o sétimo dias (p = 0,029), e entre o sétimo
e o 15° dias (p = 0,007). Ja entre o terceiro e o 15° dias ndo
foi observada diferenca significativa (p = 0,557). Para F2 e
F3, os resultados foram menores, apresentando tendéncia a
significancia entre os trés dias de avaliacao (p = 0,058 e p =
0,076, respectivamente).

Com relagao aos linfécitos, na comparacao da F1, F2 e F3
em cada um dos momentos de morte, observou-se que nao
existe diferenca significativa entre elas (p = 0,270). Para o
sétimo dia, também nao foi verificada diferenca significativa
entre as trés feridas (p = 0,759). O mesmo foi obtido para o
15° dia (p = 0,451).

Tabela 1 Avaliacdo de HE neutrdfilos no terceiro, sétimo e 15° dias em cada ferida (avaliacao entre os grupos)

Dia do sacrificio Ferida n Média + DP p?

3 dias Controle 15 24,2 + 45 0,482
Ferida epitelial 15 21,7 £ 5,7
Ferida mista 15 22,9 +5,2

7 dias Controle 15 31,6 + 8,4 0,155
Ferida epitelial 15 24,8 +5,5
Ferida mista 15 28,5+9,6

15 dias Controle 15 23,1+9,6 0,856
Ferida epitelial 15 19,9 + 4,4
Ferida mista 15 20,7 + 6,2

2 Teste ndo paramétrico de Friedman, p < 0,05; n, nimero de animais; DP, desvio padrao; p, resultado do teste estatistico.
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Tabela 2 Contagem de macrofagos por campo e comparacao das feridas 1, 2 e 3 em cada um dos momentos de morte

Dia do sacrificio Ferida n Média + DP Valor de p? (F1 x F2 x F3)
3 dias Controle 15 28,2 + 10,5 0,247
Ferida epitelial 15 26,9 + 10,6
Ferida mista 15 25,9 + 10,1
7 dias Controle 15 455+9,9 0,344
Ferida epitelial 15 44,8 + 13,5
Ferida mista 15 48,1 + 10,7
15 dias Controle 15 33,9+5,5 0,005
Ferida epitelial 15 25,8 + 10,1
Ferida mista 15 27,3 + 8,1

2 Teste ndo paramétrico de Friedman, p < 0,05.

Na F1, os resultados foram similares em relacao aos linfo-
citos, nos trés dias de comparacao (p = 0,774). Ja paraaF2,
foi observado aumento do nimero de linfocitos entre o ter-
ceiro e o sétimo dias (p = 0,007), e entre o terceiro e 0 15°
dias (p = 0,007). Nas comparacoes entre os dias de avaliacao
para a F3, foi encontrado aumento do nimero de linfécitos
somente na comparacgao entre o terceiro e o 15° dias (fig. 5).

Em relacdo aos macrofagos, tanto para o terceiro como
para o sétimo dias, os resultados foram semelhantes entre
as trés feridas (p = 0,247 e p = 0,344, respectivamente). Ja
no 15° dia, o resultado apresentou diferenca significativa
entre as trés feridas, apresentando menor nimero de macro-
fagos na F2 e F3 (p = 0,005). Ainda para o 15° dia, ao compa-
rar as feridas duas a duas, foi observada diferenca entre a F1
eaF2 (p=0,001), com menor nimero de macrofagos para a
F2; e entre as F1 e F3, observou-se menor nimero de macro-
fagos para a F3 (p = 0,004). As F2 e F3 nao apresentaram
diferenca significativa (p = 0,660) (tabela 2).

Ao comparar os dias de sacrificio em relacao aos fibroblas-
tos, foram obtidas diferencas significativas entre eles, com
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maior nimero de fibroblastos para a F2 e F3 (p = 0,018 para
aF1; p=0,003 paraaF2ep<0,001 para aF3). Ao comparar
os dias de morte dois a dois, observaram-se diferencas entre
o terceiro e o sétimo dias (p = 0,004 para F1 e p < 0,001 para
F2 e F3, que apresentaram maior nimero de fibroblastos no
sétimo dia). Na comparacao entre o terceiro e o 15° dias, foi
registrada diferenca significativa somente para F2 (p =
0,044), e na comparacao entre o sétimo e o 15° dias, somen-
te para F3 (p = 0,003) (fig. 6).

Ao avaliar a evolucao de cada ferida nos trés dias de mor-
te, foram encontradas diferencas significativas quanto ao
aumento do nimero de vasos (p < 0,001). Na comparacao dos
dias de morte dois a dois, houve diferenca significativa entre
o terceiro e o sétimo dias (p < 0,001), e houve também dife-
rencas significativas entre o terceiro e o 15° dias (p < 0,001).
Ja entre o sétimo e o 15° dias, houve diferenca significativa
somente para F1 e F2 (p = 0,044 e p = 0,035, respectivamen-
te) (fig. 7).
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Figura 6 Evolucao de HE - fibroblastos em cada ferida, entre

os momentos de morte - avaliacao entre grupos.

Nota: * p < 0,05 para a diferenga 3-7 dias nas trés feridas e diferenca
7-15 dias nas feridas controle e com crescimiento epitelial.

# p < 0,05 para a diferenca 3-15 dias nas trés feridas.

Figura 7 Evolucado de HE - vasos em cada ferida, avaliacao
entre os momentos de morte - avaliacao intragrupo.
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As figuras 8, 9 e 10 mostram detalhes histologicos da ava-
liacdo imuno-histoquimica das cicatrizes, nos trés espacos de
tempo avaliados.

Ao avaliar o colageno tipo | nos dias de morte, nao houve
significancia estatistica para a F1 (p = 0,240), enquanto para
F2 e F3 houve maior nimero do colageno tipo | (p < 0,001),
demonstrando diminuicao da quantidade de infiltrado infla-
matorio, maior angiogénese e fibroplasia, com cicatrizacao
mais rapida e organizada (figs. 11-13).

Em relacdo ao colageno tipo lll, foram encontradas dife-
rencas significativas na F2 e F3, com menor nimero de cola-
geno tipo Il (p < 0,001).

Discussao

As grandes mudancas ocorridas nas Gltimas décadas nos
conceitos referentes a cicatrizacdo tém mobilizado as in-

Ferida 1

Ferida 2

ddstrias a desenvolver e comercializar produtos cada vez
mais especificos, que sejam eficazes e adequados a cada
tipo de ferida, em termos de custo/beneficio. Atualmente,
pretende-se interferir na biologia molecular, abordando a
sintese de substancias envolvidas nos fenémenos cicatri-
ciais.'® Diante de tantos recursos, no presente estudo, op-
tou-se por estudar fatores de crescimento injetaveis na
cicatrizacao de feridas, por interferirem positivamente na
cicatrizacao.

A cicatrizacao das feridas € uma série complexa de rea-
coes e interacoes de mediadores inflamatérios e de cresci-
mento celular.’™'* Muitos fatores intrinsecos e extrinsecos
afetam a cicatrizacao das feridas, e existe grande varieda-
de de opc¢oes comerciais que pretendem neutralizar inter-
feréncias negativas ou estimular o processo cicatricial.’ A
inter-relacao entre a nutricao e o processo de cicatrizacao
da ferida age em conjunto com o sistema imune e a funcao
imuno-moduladora.’ Neste trabalho, foi analisado o pro-

Ferida 3

Figura 8 Fotomicrografia vimentina - nas quais sao avaliados macrofagos, fibroblatos e vasos no terceiro dia de evolucéo, nas feri-

das 1, 2 e 3 (VIM 200x).

Ferida 1

Ferida 3

Figura 9 Fotomicrografia vimentina - nas quais sdo avaliados macrofagos, fibroblastos e vasos no sétimo dia de evolucao, nas feri-

das 1, 2 e 3 (VIM 200x).

Ferida 1

Figura 10 Fotomicrografia vimentina - nas quais sao avaliados macrofagos, fibroblastos e vasos no 15° dia de evolucao, nas feridas

1,2 e 3 (VIM 200x).
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Figura 11 Demonstracdo da porcentagem de colageno tipos |
e Il no terceiro dia do experimento, nas trés feridas.
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Figura 12 Demonstracdo da porcentagem de colageno tipos |
e Il no sétimo dia do experimento, nas trés feridas.
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Figura 13 Demonstracdo da porcentagem de colageno tipos |
e ll no 15° dia do experimento, nas trés feridas.

cesso de cicatricizacao nos aspectos macroscopicos e mi-
croscopicos, e a influéncia de fatores de crescimento no
processo cicatricial. No inicio do processo de cicatrizacao
ha migracdo de neutrdfilos estimulados pelas plaquetas;
apos, os macrofagos contribuem para a angiogénese e para
a fibroplasia, como ocorreu neste estudo, no qual as feridas
com infiltracao de FCE e FM apresentaram maior quantida-
de de neutrofilos, com p = 0,058 e p = 0,076. Para os ma-
crofagos, foram encontradas diferencas significativas nas
trés feridas (p < 0,01); mas, comparando-se as feridas duas
a duas, foi encontrada diferenca significativa para as F2 e
F3 (p < 0,001). Na avaliacao de HE quanto aos vasos, houve
diferenca significativa entre as trés feridas (p < 0,001).
A imuno-histoquimica também demonstrou aumento de
fibroblastos, macrofagos e vasos para as feridas F2 e F3
(p < 0,001). Para o colageno tipo I, as F2 e F3 apresentaram
maior deposicao deste tipo de colageno (p = 0,001 e

p < 0,001), demonstrando resposta inflamatoria maior e
maior angiogénese, com cicatrizacdo mais rapida. As por-
centagens de colageno tipo | no 15° dia do experimento
foram: para F1 (49,2%), F2 (64,7%), e para a F3 (73,3%),
demonstrando melhora da cicatrizacao das feridas onde
houve infiltracao de fatores de crecimento em relacao a
ferida controle.

Em relacao aos fatores de crescimento derivado de pla-
quetas, Van Den Dolder et al. realizaram estudo em matriz
ossea de ratos e fizeram a cultura in vitro, uma amostra de
matriz 6ssea coberta com pele e PRP e outra apenas com
matriz dssea com pele, e concluiram que o PRP estimula a
matriz e a diferenciacdo 6ssea, onde foram encontradas
correlacdes positivas entre cicatrizacao e fator de cresci-
mento.'® No presente estudo, foi analisada a utilizacao de
FCVE, FCE, FCF e FCI para acelerar a cicatrizacao de feridas,
e foram obtidos resultados favoraveis quando comparado
com a ferida controle, sem a presenca de fatores de cresci-
mento. A area das feridas foi analisada macroscopicamente
e apresentou o seguinte resultado: a F1 apresentou uma
area de 0,031 cm? ao final do experimento, e em F2 e F3 a
area foi, respectivamente, 0,008 e 0, demonstrando uma
cicatrizacao mais efetiva.

A porcentagem de colageno no presente estudo, observada
através da microscopia com HE, foi maior nas feridas com
fator de crescimento, além de uma menor resposta inflama-
toria que na ferida controle (p < 0,05 = 0,016). Na literatura,
encontramos resultados semelhantes. Xie et al. usaram mo-
delos de ratos e compararam a cicatrizacao em feridas tra-
tadas com fator de crescimento topico e ferida controle.
As feridas foram acompanhadas diariamente, tendo sido
medidas com caliper nos dias 1, 7, 14 e 28, quando foi reali-
zada eutanasia e bidpsia excisional. Procedeu-se a analise
microscopica com HE e o colageno foi medido por porcenta-
gem.3 A metodologia foi semelhante a utilizada neste estudo,
na confeccao das feridas, nas medidas, na bidpsia e na mi-
croscopia. Os resultados também foram semelhantes, por
registrarem colageno com porcentagem maior nas feridas
com fator de crescimento.

Outro estudo criou feridas com 0,8 cm de diametro no
dorso de ratos diabéticos, realizadas por punch, e aplicaram
topicamente células progenitoras endoteliais, imediatamen-
te apos a cirurgia, e outra ferida foi usada como controle.
Foram realizadas medidas nos dias 5, 10 e 14 ap0s o trata-
mento."” Como no presente estudo, as feridas também foram
ressecadas, e foi realizada a analise histoldgica da vascula-
rizacao, com resultado de p < 0,001, quando comparadas
intragrupos entre o terceiro e o sétimo dias; e o terceiro e o
15° dias entre as trés feridas; ja entre o sétimo e o 15° dias
houve diferenca significativa paraas F1 e F2; p=0,044ep =
0,035, respectivamente. O estudo de Asai et al. apontou que
a aplicacao tdpica de fator de crescimento promoveu melho-
ra da cicatrizacao, tal como o identificado no estudo ora
apresentado."

Em outro estudo, autores compararam por meio da expres-
sao de fatores de crescimento um modelo de cicatrizacao de
feridas em ratos Wistar, Grupo 1: saudavel sem criacao de
ferida; Grupo 2: ferida excisional; Grupo 3: estimulador elé-
trico (TENS); Grupo 4: solucao salina topica; Grupo 5: iodo
povidona; Grupe 6: 6leo de lavanda. O experimento foi de
cinco dias e os fatores de crescimento foram mensurados por
meio de ensaio imunoenzimatico e imuno-histoquimica. Os
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niveis dos fatores de crescimento FCDP e FCE foram signifi-
cativamente maiores no grupo TENS, em comparacao aos
outros grupos e o grupo controle (p < 0,05).* Esse estudo
mostrou os varios tratamentos para a cicatrizacao de feridas,
diferentemente do presente estudo, no qual foram avaliados
apenas fatores de crescimento na cicatrizacao de feridas.
N&o houve estimulo externo e foram usados apenas fatores
de crescimento.

Vale ressaltar que, apesar de o presente estudo ter ob-
tido resultado favoravel com uso de FCE e FM (p < 0,05) nos
trés dias de avaliacdo e maior porcentagem de colageno
maduro para as F2 e F3, com 64,7% e 73,3%, respectiva-
mente, em comparacao a F1, com apenas 49,2%, houve um
estudo que avaliou os efeitos do PRP em feridas de cavalos
com resultado negativo. Em seis éguas de varias racas,
foram criadas trés feridas na regidao de metacarpo de ca-
dauma, totalizando 36 feridas; destas 36 feridas, 18 foram
tratadas com PRP e bandagem e 18 eram feridas controle,
tratadas apenas com bandagem, sem medicacao. Estudo
anatomopatoloégico foi realizado apds uma, duas e trés
semanas da criacao da ferida. Nas feridas tratadas com
PRP, observaram-se grande quantidade de tecido de granu-
lacao e alta concentracao de fator de crescimento trans-
formador B1, quando comparadas com feridas sem
tratamento com PRP. Dados histoldgicos, biomecanicos e
expressao génica nao diferiram significativamente entre
feridas tratadas e nao tratadas com PRP. Os autores con-
cluiram que a aplicacao tdpica de PRP autéloga nao acele-
ra ou melhora a reparacao de feridas com granulacao em
membros de cavalos. Este tratamento pode melhorar feri-
das com grande perda de tecido ou, alternativamente,
feridas cronicas, o que beneficiaria mediadores para ace-
lerar o processo cicatricial.®

Os cuidados e objetivos do estudo de Pradeep (2009)
consistiram em comparar a efetividade clinica de duas
técnicas regenerativas no tratamento de defeitos 0sseos
em humanos. Foram usados PRP e PRP associados a matriz
anorganica derivada de tecido bovino e peptidio-15 (AB-
M/P-15). Analisando parametros clinicos e radiologicos em
14 pacientes, foram criados defeitos dsseos e injetados
PRP e, em outro grupo, PRP associado ao AMB/P-15. Em
todos os parametros clinicos analisados, houve grande
diferenca estatistica p < 0,001 (indice de placas, indice de
sangramento de sulco, nivel de insercao e nivel marginal
gengival, profundidade de sondagem) para o grupo de en-
xerto associado a PRP. A tomografia computadorizada de-
monstrou que o crescimento dsseo obteve melhores
resultados com a combinagcao de PRP + AMB/P-15, com
significancia estatistica (p < 0,001). Concluiu-se que a
combinacao de PRP com AMB/P-15 foi mais efetivo que o
PRP sozinho no tratamento de defeitos intradsseos.' Re-
sultados semelhantes foram obtidos neste estudo, pois as
feridas com FM obtiveram uma cicatrizacao ligeiramente
melhor em relacao a ferida com FCE, o que leva a concu-
sao de que a associacao de fatores de crescimento resulta
em uma cicatriz melhor.

Conclusoes

A analise dos resultados macroscopicos associa-se a estimulo
na reducao da area cruenta da ferida, e os resultados micros-

copicos do presente estudo permitem concluir que a utiliza-
cao dos fatores de crescimento tanto epitelial como misto,
injetados nos bordos das feridas cutaneas de ratas, quando
comparada a ferida controle, acelera o processo de cicatri-
zacao, pois desenvolve maior atividade angiogénica, acelera
a fibroplasia e a deposicao de colageno tipo I, além de ace-
lerar a maturacao da cicatrizacao.

Conflitos de interesse

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.

Referéncias

1. Sengupta M, Banerjee P, Paul S, Sengupta J, Ghosh M. Healing
effect of phenytoin on excisional wound in experimental albi-
no rats. Muller J Med Sci Res. 2015;6:27-30.

2. Hom DB, Linzie BM, Huang TC. The healing effects of autolo-
gous platelet gel on acute human skin wounds. Arch Facial
Plast Surg. 2007;9:174-83.

3. Xie Z, Paras CB, Weng H, Punnakitikashem P, Su LC, Vu K, et al.
Dual growth factor releasing multi-functional nanofibers for
wound healing. Acta Biomater. 2013;9:9351-9.

4. Kutlu AK, Cecen D, Gurgen SG, Sayin O, Cetin F. A comparison
study of growth factor expression following treatment with
transcutaneous electrical nerve stimulation, saline solution,
povidone-iodine, and lavender oil in wound healing. Evid Based
Complement Altern Med. 2013;2013:1-9.

5. Cervelli V, Gentile P, Grimaldi M. Regenerative surgery: use
of fat grafting combined with platelet rich plasma for chro-
nic lower-extremity ulcers. Aesthet Plast Surg. 2009;33:340-
5.

6. Werner S, Grose R. Regulation of wound healing by growth fac-
tors and cytokines. Physiol Rev. 2003;83:835-70.

7. WuW, Chen F, Liu Y, Ma Q, Mao T. Autologous injectablet issue-
engineered cartilage by using platelet-rich-plasma: experi-
mental study in a rabbit model. J Oral Maxillofac Surg.
2007;65:1951-7.

8. Shil, Chang, Yang Y, Zhang Y, Yu FSX, Wu X. Activation of JNK
signaling mediates connective tissue growth factor expression
and scar formation in corneal wound healing. PLoS ONE.
2012;7:e32128.

9. Feng ZG, Pang SF, Guo DJ, Yang YT, Liu B, Wang W, et al. Re-
combinant keratinocyte growth factor 1 in tobacco potentially
promotes wound healing in diabetics rats. Biomed Res Int.
2014;2014:1-9.

10. Wrotniak M, Bielecki T, Gazdzik TS. Current opinion about
using the platelet rich gel in orthopedics a trauma surgery. Or-
thop Traumatol Rehabil. 2007;9:227-38.

11. Yazawa M, Ogata H, Nakajima T, Mori T, Watanabe N, Handa M.
Basic studies on the clinical applications of platelet-rich plas-
ma. Cell Transplant. 2003;12:509-18.

12. Marlovits S, Moussavi M, Gabler C, Erdus J, Vecsei V. A new sim-
plified technique for producing platelet rich plasma: a short
technical note. Eur Spine J. 2004;13:102-6.

13. Vick VL, Holds JB, Hartestein ME, Rich R, Davidson BR. Use of
autologous platelet concentrate in blepharoplasty surgery.
Ophthal Plast Reconstr Surg. 2006;22:102-4.

14. Mandelbaum SH, Di Santis EP, Mandelbaum MHS. Cicatrization:
current concepts and auxiliary resources - part Il. An Bras Der-
matol. 2003;78:525-42.

15. Campos ACL, Branco AB, Groth AK. Assessment and nutritional
aspects of wound healing. Curr Opin Clin Nutr Metab Care.
2008;11:281-8.



The influence of growth factors on skin wound healing in rats

521

16.

17.

Van den Dolder J, Mooren R, Vloon APG, Stoelinga PJW, Jansen
JA. Platelet rich plasma: quantification of growth factor levels
and the effect on growth and differentiation of rat bone ma-
rrow cells. Tissue Eng. 2006;12:3067-73.

Asai J, Takenaka H, Li M, Asahi M, Kishimoto S, Katoh N, et al.
Topical application of ex vivo expanded endothelial progenitor
cells promotes vascularisation and wound healing in diabetic
mice. Int Wound J. 2013;10:527-33.

18. Monteiro SO, Lepage OM, Theoret CL. Effects of platelet-rich

19.

plasma on the repair of wounds on the distal aspect of the fo-
relimb in horses. Am J Vet Res. 2009;70:277-82.

Pradeep AR, Shetty SK, Garg G, Pai S. Clinical effectiveness of
autologous platelet-rich plasma and peptide-enhanced bone
graft in the treatment of intrabony defects. J Periodontol.
2009;80:62-71.



