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APRESENTACAO

Com enorme satisfacado apresentamos mais um trabalho dedicado as atualidades
e novas abordagens direcionadas a medicina.

Aevolucéo do conhecimento esté intrinsicamente contida no avango da pesquisa
em saude, assim como nas aplicagdes e conceitos que surgem relacionados a clinica,
diagnostico e tratamento. Compreender e caracterizar esses novos paradigmas
fazem parte de uma carreira académica soélida na area médica.

Novos modelos e propostas aplicados ao estudo da medicina tem sido
vivenciados pela nova geracdo, assim como novas ferramentas que compde um
cenario de inovagdo e desenvolvimento. Assim, é relevante que académicos e
profissionais aliem os conhecimentos tradicionais com as novas possibilidades
oferecidas pelo avanco cientifico.

Portanto neste trabalho constante de apresentar novas estratégias e abordagens
na medicina atual, trabalhos desenvolvidos com enfoque direcionado ao diagnéstico,
psiquiatria, cirurgia, Aspergilose, Medicina Tradicional Chinesa, neoplasias retais,
qualidade de vida, Doenca Renal Cronica, processo saude-doenca, Saude Coletiva,
terapia do riso, cicatrizacao, Plasma Rico em Plaquetas, Vitamina C, saude do idoso,
Medicina baseada em evidéncia, Hemangioendotelioma, neurofibromatose, implante
coclear, reabilitacdo, genética, saude da criangca, comunica¢céo, humanizacéo, virus
Chikungunya, carcinoma urotelial, diagnéstico precoce. doenca potencialmente
curavel, Mentoring, medicina legal, identificacdo humana, cranios, Enteroparasitoses
dentre outros diversos temas atuais e relevantes.

Deste modo a obra “Novos Paradigmas de Abordagem na Medicina Atual 3”
apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos
diversos professores e académicos que arduamente desenvolveram seus trabalhos
que aqui serdo apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéao
importante € a divulgagao cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura da
Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes
pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 21

EFEITOS DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS
NA CICATRIZACAO EPITELIAL EM RATTUS
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NORVEGICUS

Julyana da Costa Lima Cavalcante
Universidade Federal do Piaui — UFPI
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Universidade Federal do Piaui — UFPI
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RESUMO: INTRODUCAO: A vitamina C e o
zinco tem importancia fundamental no processo
se cicatrizacdo, podendo-se, por exemplo,
Plasma Rico em Plaquetas (PRP), que é rico em
fatores de crescimento que atuam no processo
de cicatrizacdo. OBJETIVO: Analisar a eficacia
na regeneracao de tecidos epiteliais através
da utilizacao do PRP associado a vitamina C e
zinco em Rattus norvegicus. METODOS: Este
€ um estudo quantitativo do tipo experimental,
aprovado pela Comisséo de Etica na Utilizacdo
em Animais (CEUA) da Faculdade Integral de
Diferenciais (FACID / Wyden), de acordo com a
opinido n° 019/2012. A populagéo de animais foi
divididaemtrés grupos, com animais submetidos
a lesdo na regido dorsal, grupo | (controle),
grupo |l (tratado com PRP) e grupo Il (tratados
com PRP associado com zinco e vitamina C)
por sete dias de pesquisa. RESULTADOS: Nas
analises macroscoépicas e microscopicas das
lesGes, observou-se que o grupo controle teve
uma reducédo significativa na area da ferida,
inflamacao aguda e discreta repitelizacéo; no
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grupo com PRP apresentou menor reducédo da ferida quando comparado ao grupo
I, inflamacdo mais branda e maior repitelizacdo; no grupo PRP associado ao gel de
vitamina C mais sulfato de zinco, houve um aumento consideravel no tamanho da
lesdo com inflamac&o aguda grave no nivel subepitelial. CONCLUSAOQ: Assim, a
combinacao de PRP com vitamina C e zinco néo teve eficacia confirmada, na verdade,
causou piora na cicatrizagao.

PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo. Plasma Rico em Plaquetas. Vitamina C. Zinco.

ABSTRACT: INTRODUCTION: Vitamin C and zinc are of fundamental importance
in the healing process, for example, Platelet Rich Plasma (PRP), which is rich in
growth factors that act in the healing process. OBJECTIVE: To analyse the efficacy of
epithelial tissue regeneration through the use of PRP associated with vitamin C and
zinc in Rattus norvegicus. METHODS: This is a quantitative study of the experimental
type, approved by the Commission of Ethics in Use in Animals (CEUA) of the Integral
Differential Faculty (FACID / Wyden), according to opinion n° 019/2012. The population
of animals was divided into three groups, with animals submitted to a lesion in the
dorsal region, group | (control), group Il (treated with PRP) and group Il (treated with
PRP associated with zinc and vitamin C) for seven days of research. RESULTS: In
the macroscopic and microscopic analyses of the lesions, it was observed that the
control group had a significant reduction in the area of the wound, acute inflammation
and discrete repittalization; In the group with PRP presented smaller wound reduction
when compared to group |, milder inflammation and greater repittalization; In the PRP
group associated with vitamin C gel plus zinc sulphate, there was a considerable
increase in the size of the lesion with severe acute inflammation at the subepitelial
level. CONCLUSION: Thus, the combination of PRP with vitamin C and zinc had no
confirmed efficacy, actually, caused worsening in healing.

KEYWORDS: Healing. Plasma Rich in Platelets. Vitamin C. Zinc

11 INTRODUCAO

O tecido epitelial, constantemente, € submetido a lesbes decorrentes das
gueimaduras, traumatismos ou objetos cortantes. O organismo tenta ativar diversas
vias para restaurar as funcdes perdidas. Dentre essas vias, a cicatrizacao é essencial
para que ocorra a restauracao do epitélio (BRASILEIRO FILHO, 2017).

Nessa perspectiva, o periodo de fechamento de uma ferida varia de acordo
com a extenséo, localizacdo anatbémica da ferida, além da presenca de infeccéao
local (THEORET et al, 2013), o que se da pelo processo de repitelizacdo da
superficie da pele, com a derme cicatrizada com granulacéo do estroma, migracao
de miofibroblastos e, por fim, na contracao da ferida (GREENWOOD, 2010).

Diante disso, o processo de cicatrizagao das feriadas € umaacao natural donosso
organismo dividido em quatro fases diferentes e distintas, essas sdo: hemostasia,
inflamacéo, proliferacdo e remodelacéo, portanto complexo e multifatorial (NITZ,
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2005; BRASILEIRO FILHO, 2017). Dessa forma, o tempo de reparo tecidual diminui
a medida em que ha a manifestagcdes no processo cicatrizante com 0s processos
ativados mediados por citocinas, fatores de crescimento e atividade enzimética (LIMA
et al, 2009). Nessa perspectiva, os avancos desse processo tanto a compreensao
guanto o desenvolvimento de tecnologias mais novas tem ganhado forca e estdo em
andamento (CARMIGNAN. et al, 2019).

A medicina tem utilizado o método do plasma rico em plaquetas (PRP), sendo
uma técnica relativamente recente e bastante explorada nos ultimos anos, como uma
forma de diminuir o tempo necessario para a regeneracgao de tecidos, particularmente
em procedimentos cirurgicos para reparag¢ao 6ssea (CAMARGO, 2013).

O PRP é um produto que se origina da centrifugacao do sangue e se caracteriza
como uma concentracdo de plaquetas em um pequeno volume, rico em fatores de
crescimento celular, participante no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas. Os
fatores que sao caracterizantes do processo cicatrizante séo o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e o derivado das plaquetas (PDGF), que segundo Souza
et al, 2014, estao relacionados com secrecéao e formacgao do colageno.

O zinco € um elemento quimico que tem importante atuagcao como cofator de
enzimas, incluindo polimerases do RNA e DNA e em mais de cem diferentes enzimas
que promovem sintese proteica, replicacdo celular e na formacédo do colageno.
Conforme Bottoni et al (2011), o zinco também esta envolvido na estimulagdo de
mitose celular e proliferacdo de fibroblastos e a sua deficiéncia retarda o processo
de cicatrizagdo levando a perda da forga tenséao.

A vitamina C tem a funcédo de hidrolisar (adiciona hidrogénio e oxigénio) a
prolina e a lisina, sendo ativada assim que entra na célula. Esse processo é essencial
para auxiliar a formagcdo de uma molécula denominada pro-colageno (molécula
precursora do colageno), a qual, posteriormente, € transformada em colageno, no
exterior celular (NELSON et al, 2011).

Este estudo tem como objetivo analisar a eficacia do método do Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) no processo de regeneracao de tecidos epiteliais associado a
vitamina C e zinco em Rattus norvegicus.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Procedimentos éticos

Foram aplicados os principios éticos da experimentacdo em animais em
conformidade comas normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), e o projeto foi submetido a apreciacéo prévia e aprovacao pela
Comissdo de Etica no Uso em Animais (CEUA) da Faculdade Integral Diferencial
(FACID / Wyden), segundo o parecer n° 019 /2012.
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2.2 Método de pesquisa

A pesquisa correspondera a um estudo do tipo experimental em ratos, com
abordagem quantitativa sobre o efeito cicatrizante do Plasma Rico em Plaquetas
associados ao sulfato de zinco e a vitamina C.

2.3 Universo de Animais

Foram utilizados 26 animais machos da espécie Rattus norvegicus, com
massa corpdrea entre 250 g e 300 g, mantidos em ambiente de claro e escuro de
12 h, alimentacdo e agua a vontade. Primeiramente os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos com 6 (seis) animais por grupo e os 8 restantes foram
utilizados para a obtencédo do PRP. Cada grupo foi submetido a um experimento
diferente.

GRUPO 1 - Controle, no qual os animais foram submetidos a uma lesao dorsal
e nao receberam tratamento.

GRUPO 2 — Grupo submetido a lesao dorsal e tratado com o PRP.

GRUPO 3 — Submetidos a lesao dorsal e tratado com o PRP e vitamina C e
com sulfato de zinco.

2.4 Preparo Ciruargico Da Lesao Experimental

Para a realizagdo do experimento, os animais foram pesados e anestesiados,
via intramuscular, com a associagdo de ketamina (100 mg/ml) e xilazina (20 mg/
ml), na dose volume 50 ul por 100 g de massa corpérea. Apds anestesia, os Rattus
norvegicus foram colocados em decubito ventral, realizando-se, assim, tricotomia da
regiao dorsal e procedendo-se a assepsia local com solugcao de iodo povidine topico.
Sob a area exposta foi delimitada uma superficie circular de 2 cm de diametro,
utilizando-se um molde vasado. Em seguida, foi feita a exérese da pele, por inciséo,
respeitando-se as marcacgdes devidas. Por ultimo, foi administrado o analgésico
acido acetilsalicilico via intramuscular durante trés dias.

2.5 Confeccao do Gel de Vitamina C Associado a Zinco

O gel foi produzido pela farméacia de manipulacéo Botica, Teresina — Piaui, tendo
como constituicao o sulfato de zinco a 10% e vitamina C a 10%. Foram utilizadas trés
bisnagas contendo 30g cada uma durante todo o experimento.

2.6 Preparacao do PRP

Foram coletados cerca de 6 ml de sangue, por puncgao cardiaca, de cada um
dos oito Rattus norvegicus utilizados como doadores, apos a anestesia dos mesmos
com solugao igual a relatada no preparo cirargico da leséo experimental (HOFF,
2000). O sangue foi colocado em um tubo contendo duas gotas de anticoagulante
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HEMSTAB (EDTA) da empresa labtest, e passou por um processo de centrifugacao.
A centrifugagdo, 3500 rpm, durante 10 minutos, separou as células vermelhas
(camada inferior), do plasma rico em plaquetas (PRP) (camada superior). A centrifuga
utilizada foi da marca CELM (COMBATE). O plasma sobrenadante foi coletado por
micropipeta e armazenado em tubos de Eppendorf para posteriormente ser aplicado
nas lesoes.

2.7 Intervencgoes Terapéutica

Concluida a hemostasia, foi realizada primeiramente a administragao topica
do PRP no local da les&o no primeiro dia e no terceiro dia do experimento. Logo em
seguida foram realizadas as primeiras administracdes topicas nas lesdes, com 1 ml
do gel de vitamina C e zinco nos grupos. Posteriormente, foram feitas aplicacdes a
cada 24 horas, seguindo- se 0s mesmos horarios.

2.8 Analises Morfométrica

Para determinacéo da area da leséo e os seus aspectos macroscopicos, foram
realizados a mensuracao e o registro fotografico digital da ferida de todos os animais
dos grupos, com posicéao e altura padronizada de 30 cm no periodo pos-cirirgico, ou
seja, nos dias basais (0) e 7° de tratamento. A imagem da fotografia digital da lesao
foi importada para o software Image J, a fim de se realizarem as medidas da area da
lesdo de cada animal e, posteriormente, calculo das regressdes dessas.

2.9 Eutanasias

No 7° dia de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia com
overdose de anestésico (tiopental sédico), com o intuito de retirar os tecidos para
analise histologica.

2.10 Analise histoldgica

ApoOs a eutanasia, cada ferida foi dissecada com uma margem de 1 cm de pele
integra em torno da lesé&o, com profundidade até a musculatura dorsal do animal
e colocada em frascos contendo formol a 10%. A partir disso, as pecas passaram
por processo de tratamento laboratorial de rotina para inclusao de parafina. Com os
blocos prontos, foram feitos cortes longitudinais com espessura de 0,5 micrémetros
de espessura em um micrétomo rotativo, posteriormente, os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina (HE).

A anélise microscopica foi baseada em critérios como proliferacdo vascular,
processo inflamatorio, infiltrado celular de mononuclear e de fibroblastos, deposi¢cao
de fibras colagenas e repitelizacdo, com a utilizacdo de um microscopio Optico
binocular, Olympus modelo CX22 Japao, foram feitas fotos com objetiva de 10X para
diferenciacado histologica.

Novos Paradigmas de Abordagem na Medicina Atual 3 Capitulo 21




2.11 Analise estatistica

Os dados foram avaliados usando-se o programa Graph Pad Prism, versao
9.0, para aplicacéo do teste de analise de variancia Oneway Anova, post hoc Tukey,
considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para o teste de normalidade,
os dados foram submetidos ao teste de normalidade de D’Agostino & Pearson, com
nivel de confianca de 95%.

31 RESULTADOS

Na analise morfométrica do processo de cicatrizacdo através da reducao das
areas das lesdes, constatou-se, no dia 0 (basal), os seguintes valores no grupo
controle de 2,29 + 0,12; PRP 2,31 + 0,21; PRP associado ao gel de vitamina C mais
sulfato de Zinco 2,59 + 0,10. No sétimo dia do experimento, observou-se, uma area
de 1,35 + 0,08 no grupo controle, de 2,31 + 0,36 no grupo do PRP e de 5,35 + 0,62
no grupo do PRP associado ao gel de vitamina C mais sulfato de Zinco (Figura 1).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Na anélise da reducao das lesdes, observou-se que o0 grupo controle teve uma
reducao significativa na area da ferida. O grupo do PRP teve uma redugao do tamanho
da ferida, mas de menor valor quando comparada com o grupo controle. No que se
refere ao grupo 3, indubitavelmente, as lesbes nos Rattus norvegicus néo obtiveram
resultados satisfatorios de cicatrizacdo, na qual ocorreu, macroscopicamente,
uma expansao das feridas, dos sinais inflamatoérios e presenca de secrecao difusa
transparente, deixando a ferida com um aspecto encharcado. (Figura 2).
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Figura Il: Avaliagdo macroscopica e evolugao das lesdes por grupo de tratamento. Coluna um:
tratamento com 0 dias; coluna dois: tratamento com 7 dias; Gl: controle; Gll: PRP; Glll: PRP
associado a Gel de Vitamina C mais Sulfato de Zinco a 10%.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Na avaliacdo histoldgica, nas lesbes, decorrido sete dias, foi possivel observar
no grupo | um processo inflamatorio alta, com pouca presenca de fibras colagenas,
processo discreta de repitelizagcdo, com angiogénese e com infiltrado de células
mononucleares e fibroblastos moderados. No grupo tratado com PRP, notou-se
um processo inflamatério moderado com presenca maior de vasos neoformados;
infiltrado celular, fibras colagenas e repitelizacdo em quantidade maior que do
grupo I. J& no grupo Il houve uma abrupta acentuagdo no processo inflamatorio
na qual se notou inflamacgao a nivel subepitelial, epiderme atréfica de alguns ratos,
aprofundamento da leséo e discreta angiogénese (Figura 3).
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Figura lll: Fotomicrografica da ferida cutanea dos grupos tratados com sete dias. A: grupo
controle, presencga de inflamacéo alta e discreta repitelizagdo (MO. Aumento de 10x H.E);

B: grupo controle com repitelizacdo discreta (seta, MO. Aumento de 10x H.E); C e D: grupos
tratados com PRP, presenca de moderada repitelizacdo (seta, MO. Aumento de 10x H.E) e
angiogénese; E F: grupos tratados com PRP, vitamina C e zinco, presenga de inflamagéo aguda
acentuada com leséo subepitelial e discreta angiogénese (seta, MO. Aumento de 10x H.E).

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

4 | DISCUSSAO

Observou-se, sob analise morfométrica, a reducéo da ferida decorridos os sete
dias do teste no grupo que nao recebeu o tratamento. O processo de cicatrizacao
epitelial comeca poucos dias apds a ocorréncia da lesédo, a partir das bordas
para dentro da ferida, sendo estimulada por fatores de crescimento liberados por
macréfagos e tem um papel importante na protecéo da lesdo (ABREU et al, 2011).

Esse estudo mostrou também que ndo houve um processo de repitelizacao tao
eficaz com a utilizagcado de PRP do grupo Il o que foi demonstrado pelo tamanho da
ferida decorrido os sete dias em relagcédo ao grupo |; certificando o que alguns autores
afirmam em dizer que os resultados negativos com a utilizacdo do PRP se deve a
falta de padronizacdo do método de obtencdo e consequentemente uma variagéo
da concentracéo das plaquetas na amostra (MANDELLI, 2010) Contudo houve uma
reducéo consideravel do processo inflamatério da ferida, aumento do numero de
novos vasos, do numero de fibras colagenas na analise histologica.

Segundo Souza et al 2014, mesmo que apresente uma importancia na
terapéutica, os estudos sobre o PRP néo séo suficientes para afirmar a sua eficacia
no tratamento de feridas cutaneas. Além de néo esta relacionado com o tempo de
fechamento macroscoépica da ferida o que mostra o estudo com equinos do mesmo
autor.

Além disso, com a observacao da evolucéo cicatricial dos animais do grupo 3,
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apresentou significativa piora do quadro de reparacédo quando comparados ao grupo
1 e 2. Isso se deve ao Sulfato de Zinco que quando é aplicado em doses altas na pele
gera vermelhiddo e irritacdo, tornando-se toxico a pele do animal. A concentragcéo
de 10% do sulfato de Zinco ultrapassou o indice terapéutico do produto, sendo
prejudicial o uso do gel no processo de regeneracao epitelial (KATZUNG, 2014).

O zinco, por ser um dos minerais que compdem varias enzimas como RNA e
DNA polimerase, é necessario para a sintese do DNA, mitose e proliferacéo celular.
Muitos processos dependem do zinco para a sintese de colageno, necessario para
a cicatrizacao e de feridas (PRASAD, 1995; BOTTONI et al, 2011). Ele atua como
cofator na sintese de coldgeno em enzimas envolvidas na cicatrizagéo, a lisil-oxidase
€ a mais notavel, na qual catalisa a formacao de ligagdes cruzadas covalentes pela
formacéo de grupo aldeido nas moléculas de colageno, além da fungao antioxidante
(AGREN et al, 1990; OLIVEIRA et al, 2017).

Nota-se no estudo de Sazegar et al, 2011, que o sulfato de zinco utilizado
oralmente, combinado com mel tdpico, tem poder cicatrizante com o aumento de
tecido de granulacéo e da vascularizacao do local da ferida. Todavia, ele sozinho pode
aumentar a resisténcia a tracao na pele ferida o que causa atraso no fechamento da
pele, o que justificaria o aprofundamento da leséo e a inflamacéo a nivel subepitelial.

O mecanismo, que se deve o processo de regeneracao celular pela Vitamina C,
€ a atuacao na formacgéao do colageno, na funcéo dos neutrofilos e dos macréfagos e
nas etapas da cicatrizacao (OLIVEIRA et al, 2017) , em que ocorre em duas enzimas
principais de formacdo do mesmo, a lisil e a prolil hidroxilases, cujos modos de
acao € a catalisacao dos residuos de prolil e lisil por hidroxilacao nos peptideos de
colageno e com isso permitird a estabilizacdo e a biossintese de colageno de ftripla
hélice (MONTEIRO et al, 2014; DINCEL et al, 2018).

No estudo de Lima et al, 2009, o acido ascérbico a 10% € fundamental na
reparacao tecidual por conta do seu efeito anti-inflamatério e cicatrizante nas feridas
de ratos. Sendo caracterizado com a redu¢do do numero de macréfagos e maior
proliferacao de fibroblastos, colageno, fibras mais organizadas e quantidade de
novos vasos (DINCEL et al, 2018). Nessa perspectiva, a aplicagao de vitamina C
se demonstra benéfica ao tratamento de do reparo tecidual por reduzir o tempo de
cicatrizacao.

51 CONCLUSAO

A utilizacdo do Plasma Rico em Plaquetas associado a vitamina C e zinco no
processo de cicatrizacdo epitelial em espécies Rattus norvegicus néao apresentou
eficacia tanto no ponto de vista macroscoépico, quanto no microscoépico. Ainda se
observou, macroscopicamente, a presenca de sinais inflamatérios e secrecao difusa
transparente nas feridas dos animais que foram submetidos a essa associacéao,
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fazendo com que o processo de cicatrizagcdo evoluisse com significativa piora em
comparagao ao grupo controle. Dessa forma, a hipbtese inicial ndo se confirma.
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