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RESUMO 

 

A engenharia de tecidos, área de estudo multidisciplinar, tem evoluído à 

medida que desenvolve e aprimora produtos de uso clínico, os quais 

buscam a cura ou tratamento de inúmeras moléstias. Dentre elas, lesões 

cutâneas de origens diversas, como as feridas e queimaduras, as quais 

apresentam grande impacto econômico e social pois atingem o maior 

órgão corporal com fundamental importância de barreira protetora. Neste 

sentido, o presente estudo teve como o objetivo avaliar a associação dos 

elementos da engenharia tecidual matriz de regeneração dérmica (MRD), 

plasma rico em plaquetas (PRP) e células-tronco mesenquimais da derme 

(CTMd) no reparo de lesões cutâneas em abordagens em cultura de 

células, em estudo pré-clínico em modelo murino e em estudo clínico 

preliminar com paciente humano. Verificou-se no estudo que a adesão do 

paciente ao tratamento proposto é fator fundamental para o seu completo 

sucesso, não dependendo somente dos produtos tecnológicos utilizados. 

Os estudos in vitro revelaram que o PRP estimula a proliferação e 

migração das CTMd promovendo fechamento da lesão. Além disso, as 

análises pré-clínicas demonstraram que a associação da MRD e CTMd é 

efetiva para promover o fechamento acelerado da lesão cutânea 

acompanhado de melhor reepitelização e homogeneidade da epiderme 

influenciando positivamente ainda na espessura da neoderme, infiltração 

celular na MRD, infiltrado inflamatório e neovascularização. O PRP 

associado à MRD, na presença ou não de CTMd, é efetivo na fase de 

remodelamento do processo de reparo cutâneo estimulando a produção e 

organização das fibras de colágeno. O PRP é também efetivo na espessura 

da derme, infiltração celular na MRD, infiltrado leucocitário e 

neovascularização. Em conjunto, os resultados sugerem que a utilização 

associada dos produtos da engenharia tecidual MRD, CTMd e PRP são 

mais efetivos no processo de reparo cutâneo em modelo pré-clínico 

murino do que seu uso isoladamente.  

 

Palavras-chave: Engenharia de tecidos. Células-tronco mesenquimais. 

Plasma rico em plaquetas. Reparo tecidual. Lesões cutâneas. Feridas. 

Queimaduras.  

 
 

  





ABSTRACT 

 

Tissue engineering, a multidisciplinary area of study, has evolved as it 

develops and enhances products for clinical use, which seek the cure or 

treatment of numerous diseases. Among them, cutaneous lesions of 

diverse origins, such as wounds and burns, which present great economic 

and social impact because they reach the largest body organ with 

fundamental importance of protective barrier. In this sense, the present 

study aimed to evaluate tissue engineering elements association - dermal 

regeneration matrix (DRM), platelet rich plasma (PRP) and mesenchymal 

stem cells of the dermis (dMSCs) - in cutaneous repair, approaching cell 

culture, a preclinical study in murine model and a preliminary clinical 

study with a human patient. In this study, it was verified that patient's 

adherence to the proposed treatment is a fundamental factor for its 

complete success, not depending only on the technological products used. 

In vitro studies have shown that PRP stimulates the proliferation and 

migration of dMSCs promoting lesion closure. In addition, preclinical 

analyzes demonstrated that the association of DRM and dMSCs is 

effective promoting the accelerated closure of cutaneous lesion 

accompanied by better reepithelialization and homogeneity of the 

epidermis, further influencing the thickness of the neoderm, cellular 

infiltration in the DRM, inflammatory infiltrate and neovascularization. 

PRP associated with DRM, in the presence or absence of dMSCs, is 

effective in the remodeling phase of the skin repair process stimulating 

the production and organization of collagen fibers. PRP is also effective 

in dermis thickness, cellular infiltration into DRM, leukocyte infiltrate 

and neovascularization. Taken together, the results suggest that the 

associated use of tissue engineering products DRM, dMSCs and PRP is 

more effective in cutaneous repair process in murine preclinical model 

than its alone aplication.  

 

Keywords: Tissue engineering. Mesenchymal stem cells. Platelet rich 

plasma. Tissue repair. Cutaneous lesions. Wounds. Burns. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os seres humanos, assim como os demais animais, são compostos 

por tecidos celulares, muitos deles frágeis e com necessidade de 

restabelecimento, cura e/ou cicatrização quando traumatizados 

(MARQUES; SUZUKI; MARQUES, 2017). A cicatrização de feridas é 

um fenômeno estudado há mais de cinco mil anos, onde datam os 

primeiros registros dos cuidados dessas lesões. Desde então, vários 

princípios de conhecimento referentes aos processos biológicos, cuidados 

e tratamentos são passados de geração em geração (SHAH, 2011). Nos 

últimos cem anos, o conhecimento a respeito do reparo das lesões tem 

evoluído significativamente devido principalmente às descobertas da 

ciência em relação a eventos fisiológicos e moleculares do organismo e 

desenvolvimento de novos produtos (BROUGHTON; JANIS; 

ATTINGER, 2006a; SHAH, 2011). Os avanços na pesquisa com células-

tronco (CT) e na engenharia de tecidos com o uso de substitutos da pele 

e outros fatores associados são exemplos desse progresso (CHUA et al., 

2016; MARQUES; SUZUKI; MARQUES, 2017).  

 

1.1 ESTRUTURA DA PELE  

 

A pele é o maior órgão dos vertebrados, cobrindo toda a superfície 

dos indivíduos e compreendendo cerca de 10 % do peso corporal 

(CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 2018). Especificamente no corpo 

humano, a pele, como tecido de revestimento corporal, compreende a 

aproximadamente 16 % do peso total com área de superfície de 1,8 m². 

Como órgão, possui várias funções sendo a mais importante a formação 

de barreira física ao meio ambiente, permitindo e limitando a passagem 

da água, eletrólitos e várias substâncias, proporcionando proteção contra 

microrganismos, radiação ultravioleta, agentes tóxicos e agressões 

mecânicas. Embora presente em toda a superfície corporal, varia em 

espessura de acordo com o local anatômico e a idade do indivíduo 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; WONG; CHANG, 2009).  

A pele nos mamíferos é constituída de epiderme, uma porção 

epitelial de origem ectodérmica e da derme, uma porção conjuntiva de 

origem mesodérmica. Sob a derme encontra-se o tecido celular 
subcutâneo que não faz parte da pele, mas realiza a integração com os 

órgãos subjacentes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; O´SULLIVAN; 

SCHMITZ, 2010; WATT; FUJIWARA, 2011) (Figura 1).  

A epiderme, camada mais externa da pele, é constituída por 

epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. Os queratinócitos são as 
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células mais abundantes nesse epitélio compreendendo mais de noventa 

por cento destas, sendo responsáveis pela coesão da estrutura epidérmica 

e pela função de barreira. Existem ainda mais três tipos de células nessa 

camada: os melanócitos, as células de Langherans e as de Merkel. Há 

cinco camadas constituintes da epiderme, sendo a mais importante a 

basal, constituída de células cuboides que repousam sobre a membrana 

basal, esta separa a epiderme da derme. A camada basal, também 

chamada de germinativa, é rica nas CT da epiderme. Logo acima da 

camada basal encontram-se as camadas espinhosa, granulosa, lúcida e a 

mais externa que é a camada córnea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; 

O´SULLIVAN; SCHMITZ, 2010; WONG; CHANG, 2009). A epiderme 

e a derme estão ligadas à lâmina basal, composta pelas integrinas da 

superfície celular e elementos na matriz extracelular como laminina, 

colágeno IV e outros com importante papel na regulação epitélio-

mesenquimal. A estrutura é altamente irregular, com papilas dérmicas que 

se projetam na derme papilar perpendicularmente à superfície da pele 

(WONG; CHANG, 2009). 

 
Figura 1 - Estrutura da pele. Representação gráfica da estrutura anatômica da pele 

exibindo epiderme, derme, tecido celular subcutâneo e demais estruturas.  

 

 

 

 

 

 
Fonte: Web MD (2018), com permissão de uso de imagem da Web MD (Anexo 

A). 

 

A derme encontra-se logo abaixo da epiderme sendo composta por 

uma resistente matriz extracelular de suporte. Contém duas camadas: a 

papilar, mais superficial e a reticular, mais profunda. A camada papilar é 

delgada e constituída por tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas 
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dérmicas as quais contém os plexos vasculares. Morfologicamente essa 

camada é composta de uma rede frouxa de finas fibras de colágeno 

entrelaçadas. Já a derme reticular é composta de fibras de colágeno 

densamente entrelaçadas, as quais se prendem ao tecido subcutâneo por 

meio de uma rede entrelaçada irregular de tecido conjuntivo fibroso 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; WONG; CHANG, 2009). Os 

colágenos tipos I, III e V são os predominantes na derme, sendo 

responsáveis por 87 %, 10 % e 3 %, respectivamente, do colágeno 

dérmico (BEDOYA, 2016). Muitos autores não fazem referência ao 

colágeno tipo V em função da sua pouca expressão, referindo-se apenas 

a composição de colágeno na pele de 80 % - 85 % de colágeno tipo I e 10 

% - 15 % de colágeno tipo III (DA CUNHA; PARAVIC; MACHADO, 

2015).  

O tecido celular subcutâneo está localizado sob a derme e tem sua 

origem na mesoderme, separando a derme da fáscia muscular. É 

responsável pelo deslizamento da pele sobre as estruturas nas quais se 

apoia. É constituído por tecido conjuntivo frouxo, podendo conter muitas 

células adiposas, e assim constituir o panículo adiposo o qual modela o 

corpo, e também serve como reserva de energia ao organismo 

proporcionando proteção contra o frio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2013; WONG; CHANG, 2009).  

Comparativamente, existem diferenças a serem consideradas entre 

a pele de humanos e de camundongos, animal utilizado como modelo 

nesse estudo, apesar das duas espécies apresentarem epiderme e derme. 

A pele humana é mais espessa enquanto a pele murina é mais fina. As 

alterações de espessura, tanto no tecido cutâneo quanto no tecido celular 

subcutâneo, também diferem quanto a localização, idade, sexo e estado 

nutricional (ZOMER; TRENTIN, 2017). Há diferenças ainda quanto ao 

número de camadas da epiderme: a humana é composta de 5 a 10 camadas 

celulares, enquanto a murina contém apenas 2 ou 3, o que propicia a 

diminuição da função de barreira protetora (BORENA et al., 2015). Entre 

os camundongos, nos machos a derme, é mais espessa e 40 % mais firme. 

Já nos camundongos fêmeas a epiderme e o tecido celular subcutâneo são 

mais espessos (ZOMER; TRENTIN, 2017). Por fim, o músculo 

Panniculus carnosus presente no subcutâneo murino, abaixo da derme e 

acima da fáscia muscular, é um músculo de contração rápida, 
praticamente ausente em humanos e influencia a biomecânica da pele 

(NALDAIZ-GASTESI et al., 2016; ZOMER; TRENTIN, 2017).  
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1.2 LESÕES CUTÂNEAS E QUEIMADURAS 

 

A ruptura da estrutura anatômica normal da pele com perda 

consecutiva de função pode ser descrita como uma lesão cutânea, a qual 

gera um processo de reparação tecidual. Há com isso um processo celular 

dinâmico e altamente regulado por mecanismos humorais e moleculares 

que iniciam imediatamente após uma lesão, podendo perdurar por anos 

(GURTNER et al., 2008; LAZARUS et al., 1994; REINKE; SORG, 

2012). As lesões cutâneas, também denominadas feridas, podem ocorrer 

como parte de um processo de doença ou como um trauma acidental ou 

intencional (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). São inúmeras as 

causas e origens, que incluem desde desordens genéticas, traumas, feridas 

crônicas ou intervenções cirúrgicas. Uma das causas mais comuns de 

lesões cutâneas graves são as queimaduras resultantes de traumas 

térmicos (GROEBER et al., 2011).  

Nas últimas décadas, a prevalência de doenças degenerativas 

crônicas associadas ao envelhecimento populacional têm aumentado 

drasticamente; assim também, as feridas crônicas, que representam um 

importante agravo de saúde nessa população. Milhões de pessoas em todo 

o mundo são acometidas por feridas agudas e crônicas como resultado de 

cirurgias, queimaduras, infecções, úlceras por pressão e úlceras diabéticas 

e venosas. Nos Estados Unidos da América, mais de 6 milhões de pessoas 

sofrem de feridas crônicas, gerando um gasto anual de 25 bilhões de 

dólares. Dos 150 milhões de diabéticos no mundo, cerca de 15 % são 

acometidos com as úlceras localizadas no pé, que são consideradas de 

difícil tratamento. Na Europa aproximadamente 2 % do orçamento de 

saúde são gastos no tratamento de feridas crônicas. A eficácia dos 

tratamentos atuais de feridas crônicas é estimada em 50 %, tornando esses 

tratamentos altamente dispendiosos em função da necessidade de 

repetição dos mesmos (CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 2018).  

No Brasil não existem estudos epidemiológicos que nos permitam 

saber o percentual de pessoas acometidas por feridas. Contudo na 

Inglaterra, a estimativa é de que 1,5 a 3 indivíduos a cada 1000 habitantes 

apresentam úlceras em membros inferiores a cada ano. Transpondo os 

dados da Inglaterra ao Brasil, pode-se esperar que cerca de 570 mil 

brasileiros apresentem novas feridas crônicas a cada ano. Na população 
acima de 80 anos, essa prevalência é de 20 para cada 1000 indivíduos 

(UNIVERSIDADE ABERTA DO SUS - UNA SUS, 2011). A Sociedade 

Brasileira de Queimaduras estima que ocorram cerca de 1 milhão de 

acidentes com queimaduras no Brasil a cada ano (ODELI et al., 2012). 

Destes, 200 mil são atendidos em serviços de emergência e 40 mil 
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demandam hospitalização (TAVARES; HORA, 2011). Devido à grande 

quantidade de doentes com modificações na integridade da pele, as 

feridas constituem um sério problema de saúde pública no nosso país, se 

fazendo presente em praticamente todos os serviços de saúde. A alta 

incidência destas lesões na população é uma realidade conhecida pelos 

profissionais de saúde e tem gerado discussões sobre o assunto 

(ALBUQUERQUE DE ALMEIDA, 2015).  

Em relação ao tempo, as lesões cutâneas podem ser classificadas 

em feridas agudas ou crônicas. As agudas normalmente evoluem por meio 

de um processo de reparo ordenado, resultando na restauração sustentada 

da integridade anatômica e funcional. Já as crônicas não efetivam um 

processo ordenado e apropriado para a produção da integridade funcional. 

São consideradas agudas quando fecham espontaneamente em até três 

semanas e consideradas crônicas quando fecham após esse período 

(SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). Quanto à complexidade, pode-

se definir como ferida simples aquela com evolução espontânea para a 

resolução e que segue fisiologicamente os três estágios principais do 

processo de reparo: inflamação, proliferação e remodelamento tecidual. 

Já as lesões que acometem áreas extensas, e necessitam de métodos 

diferenciados para sua resolução, possuem seu processo de reparo 

fisiológico alterado, ou representam ameaça à viabilidade de um 

segmento corporal são denominadas feridas complexas. Assim também, 

as feridas recorrentes, que após reparadas por cuidados locais ou 

cirúrgicos reabrem ou necessitem de tratamento diferenciado, são 

consideradas como complexas (FERREIRA et al., 2006; SMANIOTTO 

et al., 2010).  

A queimadura, em função da sua especificidade adota 

conceituação própria, e é definida como uma lesão tecidual resultante da 

exposição a chamas ou líquidos aquecidos, contato com objetos quentes, 

exposição a corrosivos químicos, radiação ou contato com corrente 

elétrica, que determina necrose de coagulação do tecido de revestimento, 

cuja gravidade está relacionada à profundidade e a extensão da superfície 

corporal queimada (QUEIMADURAS, 2018). Atualmente as 

queimaduras podem ser classificadas de acordo com a sua espessura em: 

superficial, parcial superficial, parcial profunda e de espessura total. De 

acordo com a sua classificação apresentam as seguintes características: 1) 
superficial, na qual somente a epiderme é acometida; 2) parcial 

superficial, que atinge tanto a epiderme quanto a derme papilar, apresenta 

cor rósea, úmida e dolorosa. Costuma formar flictenas; 3) parcial 

profunda, que também afeta camadas mais profundas da derme; tem 

coloração vermelho-brilhante ou amarelo esbranquiçada, com ou sem 
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flictenas, dolorosa ou indolor; e 4) de espessura total, que atingem todas 

as camadas da pele, podendo até chegar a estruturas ósseas, apresenta 

coloração branco-nacarada ou negra (carbonizada) e é indolor 

(GROEBER et al., 2011; MAES et al., 2012; MONSTREY et al., 2008).  

As queimaduras proporcionam a curto e longo prazo sequelas 

físicas e psicológicas ao indivíduo acometido (DELGADO PARDO et al., 

2008). As sequelas das queimaduras em geral aparecem como cicatrizes 

hipertróficas, queloides e contraturas cicatriciais e levam a grandes 

deformidades não somente estéticas como funcionais (CONDUTA et al., 

2012). Quanto ao meio social e econômico, as queimaduras representam 

um grande problema ao Sistema Único de Saúde (SUS) pois mais de 90 

% das vítimas realizam tratamento via SUS. O custo de um paciente numa 

unidade de tratamento de queimados pode ultrapassar facilmente R$ 

1.500,00 / dia, e sendo esse trauma responsável por 4,4 % das internações 

do SUS no ano 2003 (DA FONSECA FILHO et al., 2014).  

 

1.3 O PROCESSO DE REPARO TECIDUAL 

 

Conceitualmente o reparo pode ocorrer através da regeneração 

tecidual com a recomposição da funcionalidade do tecido, ou pela 

cicatrização com o restabelecimento da sua homeostasia, mas com perda 

da atividade funcional em função da formação de cicatriz fibrótica 

(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Reparar, mais especificamente, 

refere-se ao método fisiológico de adaptação de um órgão após lesão para 

restabelecer a continuidade sem a substituição exata de tecido perdido ou 

danificado (NGUYEN; ORGILL; MURPHY, 2009).  

A capacidade e habilidade dos organismos vivos em regenerar os 

tecidos a fim de restaurar as funções dos órgãos tem sido uma vantagem 

seletiva e um fator de sobrevivência. Como a maioria dos organismos são 

sujeitos à renovação contínua de seus tecidos ao longo da vida, a 

capacidade de restauração é desenvolvida de diversas formas, conforme 

a espécie, desde o reparo tecidual à regeneração completa de órgãos 

(REINKE; SORG, 2012). O processo de reparo de feridas na pele é 

dinâmico e altamente regulado por sistemas de mecanismos celulares, 

humorais e moleculares que iniciam imediatamente após a lesão e podem 

durar anos (REINKE; SORG, 2012). 
Os mecanismos do reparo tecidual, também denominado de 

cicatrização, foram descritos por Carrel em 1910 como uma sequência 

ordenada de eventos (CAMPOS LOGOCKI; BORGES-BRANCO; 

GROTH, 2007), mais tarde divididos em cinco fases principais: 

inflamação, proliferação celular, formação do tecido de granulação, 
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contração e remodelação da ferida (ORGILL; DEMLING, 1988). Na 

atualidade é utilizada de maneira didática a classificação em três fases 

sobrepostas: inflamatória, de proliferação e de maturação ou 

remodelamento (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006b; REINKE; 

SORG, 2012; WITTE; BARBUL, 1997). Essa classificação em fases 

sobrepostas é utilizada tanto para estudos na pele de humanos quanto em 

camundongos em função da semelhança do processo de reparo entre as 

duas espécies (ZOMER; TRENTIN, 2017) (Figura 2).  

A fase inflamatória compreende o período crítico de 1 a 3 dias após 

a lesão com a liberação de substâncias vasoconstritoras, principalmente 

tromboxano A2 e prostaglandinas pelas membranas celulares. A resposta 

inflamatória inicia com a vasodilatação e aumento da permeabilidade 

vascular, promovendo a quimiotaxia (migração) de neutrófilos e 

macrófagos para a ferida. O endotélio lesado e as plaquetas estimulam a 

cascata da coagulação com a liberação de grânulos e formação de coágulo 

constituído por colágeno, plaquetas e trombina, que servem de 

reservatório proteico para síntese de citocinas e fatores de crescimento 

(CAMPOS LOGOCKI; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REINKE; 

SORG, 2012).  

A fase proliferativa compreende o período de 4 a 21 dias após a 

lesão e é constituída por quatro etapas fundamentais: reepitelização, 

angiogênese, formação de tecido de granulação e deposição de colágeno. 

Se a membrana basal estiver intacta, as células epiteliais migram em 

direção superior e as camadas normais da epiderme são restauradas em 

três dias. Caso contrário, as células epiteliais das bordas da ferida 

começam a proliferar na tentativa de restabelecer a barreira protetora. A 

angiogênese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), e é 

caracterizada pela migração de células endoteliais e formação de 

capilares. A parte final da fase proliferativa é a formação do tecido de 

granulação. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida, 

sendo estimulados a produzirem colágeno tipo I e a transformarem-se em 

miofibroblastos que promovem a contração da ferida (BALBINO; 

PEREIRA; CURI, 2005; CAMPOS LOGOCKI; BORGES-BRANCO; 

GROTH, 2007; REINKE; SORG, 2012). 
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Figura 2 - Fases do processo de reparo tecidual. (A) Representação gráfica das 

fases do processo de reparo tecidual em função do tempo e da resposta celular 

máxima. (B) Representação das camadas da pele lesionada nas diferentes fases 

do processo de reparo tecidual e as proteínas envolvidas na sinalização celular 

desse evento. TGF-β: fator de transformação do crescimento beta; PDGF: fator 

de crescimento derivado das plaquetas; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; IL-

1: interleucina 1; IL-1β: interleucina 1 beta; CSF-1: fator de estimulação de 

colônia 1; TGF- α, fator de transformação do crescimento alfa; VEGF, fator de 

crescimento do endotélio vascular; EGF: fator de crescimento epidermal; IGFs: 

fatores de crescimento semelhantes à insulina; IFNs: interferons; HGFs: fatores 

de crescimento dos hepatócitos; FGFs: fatores de crescimento de fibroblastos; 

MMPs: metaloproteinases; TIMPs: inibidores de metaloproteinases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Zomer; Trentin (2017), com permissão de Elsevier and Copyright 

Clearance Center (Anexo B). 

 

A fase final do reparo tecidual é a maturação ou remodelamento e 

compreende o período de 21 dias a 2 anos, caracterizada pela deposição 

de colágeno de maneira organizada. O objetivo nesta fase é o 
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restabelecimento da elasticidade e força da pele, perdidas com a lesão 

tecidual. Com o tempo, o colágeno inicial (colágeno tipo III) é 

reabsorvido e um colágeno mais espesso (colágeno tipo I) é produzido e 

organizado ao longo das linhas de tensão. Neste momento há o 

desenvolvimento de um equilíbrio entre a síntese e a degradação do 

colágeno e outras proteínas que são depositadas na área da lesão de 

maneira cada vez mais organizada. Estas mudanças se refletem em 

aumento da força tênsil da ferida. Fibroblastos e leucócitos secretam 

colagenases que promovem a lise da matriz antiga (GURTNER et al., 

2008; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). 

 

1.4 ENGENHARIA TECIDUAL NO REPARO DE LESÕES 

CUTÂNEAS 

 

A engenharia de tecidos é um dos campos da medicina 

regenerativa que utiliza métodos para promover o crescimento de células 

através da manipulação de biomateriais, artificiais ou naturais, que 

forneçam o suporte para o crescimento controlado em diferentes tipos de 

tecido. Fundamentalmente, os biomateriais devem fornecer um ambiente 

que favoreça a interação celular; corresponder a uma matriz permeável 

que permita difusão de nutrientes, gases e metabólitos; e ainda, suporte 

mecânico, para a reposição e regeneração do tecido (SERPOOSHAN et 

al., 2010). Em 1993, Langer & Vacanti, se referiram à engenharia de 

tecidos como uma área interdisciplinar e mencionam o que hoje 

chamamos da tríade da engenharia tecidual se referindo às três estratégias 

que devem ser adotadas para se engenheirar um tecido: (1) células 

isoladas ou substitutos de células, (2) substâncias indutoras do tecido e o 

(3) arcabouço onde a células serão colocadas (LANGER; VACANTI, 

1993) (Figura 3).  

O termo engenharia de tecidos está também associado ao reparo de 

tecidos corporais que utilizam células engenheiradas, ou seja, 

manipuladas em laboratório e/ou substâncias bioquímicas específicas que 

favoreçam o seu desenvolvimento. Assim sendo, as CT ou células 

progenitoras também podem ser utilizadas para produzir tecidos (VAN 

ZUIJLEN et al., 2015). 

A formação do novo tecido pode ocorrer in vivo ou in vitro, sendo 
que o primeiro passo consiste em implantar o biomaterial com ou sem 

células ou fatores semeados no local da lesão. In vitro, a regeneração do 

tecido ocorre em um ambiente controlado e propício ao crescimento 

celular, como em biorreatores e depois implantado no paciente 

(SPECTOR, 2007). 
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Figura 3 - Representação gráfica da tríade da engenharia de tecidos. 

Exemplificação dos recursos utilizados nesse estudo como os materiais 

componentes da tríade: Células-Tronco Mesenquimais da Derme Facial (CTMd), 

Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e Matriz de Regeneração Dérmica (MRD). 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

1.5 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

A Sociedade Internacional de Terapia Celular definiu a célula-

tronco mesenquimal (CTM), também chamada de célula estromal 

mesenquimal multipotente, pela capacidade de autorrenovação, aderência 

ao plástico em condições de cultura; capacidade de diferenciação em 

múltiplas linhagens celulares formadoras de tecidos, tais como 

osteoblastos, adipócitos, e condrócitos; expressão positiva dos 

marcadores de superfície celular CD73, CD90 e CD105, e negativa dos 

marcadores hematopoiéticos CD34, CD45, CD1, CD11b, CD79a ou 

CD19 e HLA-DR (DOMINICI et al., 2006) (Figura 4).  

Historicamente as CTM são consideradas hipoimunogênicas 

porque expressam níveis baixos de MHC-I, e não expressam outros 

marcadores da classe MHC-II e moléculas co-estimulatórias CD40 e 

CD86 o que lhes permite evitar as rejeições imunológicas (BRUNA et al., 

2016).  
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Figura 4 - Representação gráfica das características das célula-tronco 

mesenquimais. De acordo com a definição da Sociedade Internacional de Terapia 

Celular, evidencia-se a capacidade de autorrenovação; aderência ao plástico; 

diferenciação em múltiplas linhagens celulares formadoras de tecidos; e a 

expressão positiva e negativa de distintos marcadores. 

Fonte: do próprio autor (2018). 

 

As CTM podem ser obtidas a partir de vários tecidos, incluindo 

medula óssea, tecido adiposo, polpa dental, cordão umbilical e derme 

(JEREMIAS et al., 2014; LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016; MOTEGI; 

ISHIKAWA, 2017). Em trabalho desenvolvido por Jeremias (2013), nas 

dependências do Laboratório de Células Tronco e Regeneração Tecidual 

da Universidade Federal de Santa Catarina (LACERT/UFSC) foi 

padronizada a cultura das CTM da derme facial (CTMd) utilizadas nesse 

estudo. Essas células foram cultivadas a partir de excedentes de pele de 

cirurgias de lifting facial (ritidoplastia) e caracterizadas como CTM 

(JEREMIAS et al., 2014).  

Na literatura científica observamos que a nomenclatura célula 

estromal mesenquimal (MSC) é utilizada em substituição à células-tronco 

mesenquimais (CTM), havendo um amplo debate a respeito da nominata 

adequada. Muitos pesquisadores defendem o uso de MSC como mais 
adequado, pois afirmam que as características conhecidas das MSCs são 

inconsistentes para serem designadas como CT biologicamente 

funcionais. O termo CTM não é errôneo quando utilizado em um 

subconjunto de células mesenquimais que demonstram a atividade das CT 

por critérios rigorosos (HORWITZ; ANDREEF; FRASSONI, 2006; 
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LINDNER et al., 2010). Nesse estudo optou-se pela utilização do termo 

CTM em função do conhecimento das características dessa célula, já 

padronizada em estudo anterior no LACERT/UFSC (JEREMIAS, 2013).  

O reparo tecidual é um processo complexo, que para ocorrer de 

maneira adequada requer migração celular, processo inflamatório, 

angiogênese, formação tecido de granulação, reepitelização e 

remodelação da matriz extracelular (LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016). 

As CTM possuem papel ativo nesse processo e vem demonstrando 

diversos resultados em função de apresentar propriedades 

imunomoduladoras migrando ao local da lesão e apresentando resposta 

quimiotática na modulação de sinais inflamatórios, reparação de tecidos 

lesados possuindo assim grande potencial terapêutico. Com isso, é clara 

a importância do papel dessas células em todas as fases do reparo tecidual 

(LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016; SANJARI; HAJJAR; MOMENI-

MOGHADDAM, 2015). Estudos recentes do processo de reparo de 

lesões, tem buscado a associação das CTM e biomateriais e/ou 

substitutivo dérmicos com o objetivo de promover o reparo efetivo das 

lesões (JEREMIAS et al., 2014). 

 

1.6 MATRIZ DE REGENERAÇÃO DÉRMICA 

 

Lesões graves de pele, como queimaduras extensas, traumas e 

úlceras crônicas, exigem uma cobertura que proporcione a reparação e 

restauração da função do tecido. Esta cobertura, geralmente, corresponde 

ao enxerto autólogo de pele. Contudo, a remoção de pele saudável para a 

realização da cobertura é um processo invasivo e doloroso para os 

pacientes, além de, em alguns casos, ser impossível a obtenção do 

enxerto, como em pacientes com queimaduras extensas (VARKEY; 

DING; TREDGET, 2015; WONG; CHANG, 2009). Em lesões que 

ultrapassam 30 % a 40 % da superfície corporal, a área doadora disponível 

e com viabilidade para enxertia geralmente é menor que a área lesionada 

e as condições clínicas do paciente não permitem a utilização da mesma 

(LEONARDI, 2008). As Matrizes de regeneração dérmica (MRD) atuam 

como substitutos cutâneos de forma a regenerar uma neoderme de 

características histológicas semelhantes à derme normal sobre a qual se 

irá assentar o enxerto epidérmico (MAES et al., 2012).  
Um substitutivo dérmico de degradação programada cumpre a 

função da cobertura do leito queimado excisado permitindo o 

desenvolvimento de um tecido histologicamente semelhante à derme 

normal com neoformação vascular, síntese de colágeno e de elastina. A 

MRD Integra® Dermal Regeneration Template (Integra Life - Sciences 
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Inc. USA) corresponde a uma membrana bilaminar, com a camada 

externa composta por uma lâmina de silicone de 0,1 mm de espessura, 

que simula a função da epiderme, controlando a perda de fluidos e agindo 

como barreira mecânica contra microrganismos. A camada interna é 

composta por fibras de colágeno bovino unidas a um glicosaminoglicano 

(6 – sulfato de condroitina) derivado da cartilagem de tubarão. Esta 

camada apresenta uma trama microporosa de aproximadamente 80 μm de 

diâmetro por onde ocorre a migração de fibroblastos e de células 

endoteliais provenientes da camada basal permitindo a formação de uma 

derme autógena, 14 a 21 dias após o implante (BURKE et al., 1981). 

Contudo, após esse período há necessidade de autoenxerto de cobertura 

epidérmica para regeneração deste componente da pele, ou seja, depende 

da disponibilidade de áreas doadoras do paciente (MAES et al., 2012). 

Dessa forma torna-se evidente a necessidade de uma nova cobertura 

tecidual que permita ao mesmo tempo a regeneração das duas camadas da 

pele, a derme e a epiderme, de forma a preservar as características 

originais do tecido (VAN ZUIJLEN et al., 2015). 

Apesar das vantagens da MRD Integra®, como melhora na 

elasticidade, menor morbidade da área doadora, resultados funcionais e 

estéticos superiores, quando comparado a enxertos convencionais, suas 

desvantagens estão no alto custo (JONES; CURRIE; MARTIN, 2002; 

LEONARDI, 2008), necessidade de dois procedimentos cirúrgicos 

(CONDUTA et al., 2012), além da curva de aprendizado e do tempo 

longo para a neovascularização (JONES; CURRIE; MARTIN, 2002; 

LEONARDI et al., 2012).  

A fim de prover um tratamento efetivo e que proporcione a 

viabilidade no reparo tecidual, inúmeras pesquisas vêm sendo 

desenvolvidas no que se refere à utilização da MRD e a engenharia 

tecidual (LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016; VAN ZUIJLEN et al., 2015; 

WONG; CHANG, 2009). Há descrições na literatura de tentativas de 

modificações no substituto buscando sua otimização, utilizando-se de 

células endoteliais alogênicas e fatores de crescimento autólogo 

(SOEJIMA et al., 2013) e incorporação de antibióticos (CHUA et al., 

2016). Assim, a terapia por pressão negativa (TPN), curativo a vácuo 

associando uma esponja de poliuretano à MRD, tem demonstrado 

resultados favoráveis com redução na taxa de complicações e 
neovascularização melhor e mais rápida, notado pelos sinais clínicos 

(GOULART et al., 2010). Goulart, et al (2010) em estudo no Hospital 

Infantil Joana de Gusmão, cita que o tempo de maturação da MRD sem 

uso da TPN é em média de 21 dias, enquanto o tempo médio com o uso 
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da TPN passou a ser de 15,88 dias, corroborando com dados da literatura 

(GOULART et al., 2010; MAEGELE et al., 2008). 

Em 2012, Leonardi e colaboradores demonstraram que a 

associação de MRD Integra® com CTM de medula óssea murina propicia 

a proliferação dessas células em modelo in vivo de defeito cutâneo com 

reparação tecidual e neovascularização (LEONARDI et al., 2012). O 

trabalho de Jeremias (2013), realizado no LACERT/UFSC demonstrou 

que o tratamento de lesões de espessura total de pele em camundongos 

com CMTd associadas à MRD aumenta o tecido de granulação, promove 

o recrutamento de células inflamatórias (neutrófilos e macrófagos), 

estimula a vascularização, o depósito de colágeno e a reepitelização 

acelerando o reparo tecidual. 

 

1.7 PLASMA RICO EM PLAQUETAS  

 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é definido como a porção do 

plasma sanguíneo, obtida através de protocolos de centrifugação com 

concentração plaquetária superior aos níveis de referência (CASTRO, 

2013; DUAN et al., 2011; MARX, 2004).  

O PRP é uma tecnologia terapêutica endógena que vem 

despertando o interesse da medicina regenerativa em função do seu 

potencial de estimular e acelerar o tecido de cicatrização (CHICHARRO-

ALCÁNTARA et al., 2018). O PRP estimula a angiogênese promovendo 

o crescimento vascular e a proliferação de fibroblastos. Além disso, tem 

função hemostática devido a formação do coágulo de fibrina. A aplicação 

de PRP aumenta a cicatrização em tecidos moles e tecidos duros como o 

ósseo. No tratamento de queimaduras, o PRP aumenta as taxas de 

regeneração cutânea e de absorção após o enxerto de pele e acelera a 

reepitelização (PALLUA; WOLTER; MARKOWICZ, 2010).  

O PRP é um produto orgânico, atóxico e não imunorreativo, que 

tem sido utilizado para acelerar o reparo das feridas cirúrgicas pela ação 

dos fatores de crescimento que contém (CASTRO, 2013; MARX, 2004). 

Os fatores de crescimento presentes no PRP estão estocados nos grânulos 

α das plaquetas. A secreção destes fatores inicia com a formação do 

coágulo e consequente ativação plaquetária. Os grânulos se fundem com 

a membrana das plaquetas e os fatores são secretados. Cerca de 95 % dos 
fatores de crescimento são secretados na primeira hora de sua ativação. 

Após a liberação inicial, as plaquetas sintetizam e secretam fatores 

adicionais pelos sete dias restantes do seu ciclo de vida (CASTRO, 2013; 

GASSLING et al., 2009; MARX, 2004). 
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Dentre os fatores presentes no PRP, encontram-se: fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de transformação do 

crescimento beta (TGF-β), fator de crescimento epidermal (EGF), do tipo 

insulina 1 e 2 (IGF 1-2), e fator de crescimento de endotélio vascular 

(VEGF). Estes fatores desempenham um papel importante na fase de 

remodelação tecidual por recrutamento de células mesenquimais e síntese 

de matriz extracelular com destaque na síntese de colágeno 

(MAGHSOUDI; NEZAMI; MIRZAJANZADEH, 2013). O PRP por 

apresentar-se efetivo na proliferação celular, quimiotaxia, diferenciação 

celular e síntese de matriz extracelular, principalmente do colágeno, 

facilita o reparo tecidual estimulando a angiogênese, melhorando a 

integração de enxertos, sejam eles ósseos, cutâneos, cartilaginosos ou 

adiposos, bem como estimula a cicatrização de feridas (CASTRO, 2013; 

CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 2018; VENDRAMIN; FRANCO; 

FRANCO, 2009). 

Apesar de alguns estudos sugerirem que os efeitos do PRP em 

feridas de queimaduras sejam benéficos, a reparação e regeneração de 

tecidos deve ser melhor compreendida (PALLUA; WOLTER; 

MARKOWICZ, 2010). VENTER e colaboradores (2016), estudaram a 

aplicação de PRP em queimaduras em modelo murino verificando 

processo de cicatrização em lesões de segundo grau mais rápido em 

indivíduos hígidos e em diabéticos (VENTER et al., 2016).  

O trabalho de Castro (2013) realizado no LACERT/UFSC 

demonstrou in vitro que a associação da MRD com as CTMd e o PRP 

constituem um microambiente efetivo para o crescimento, a viabilidade, 

a adesão e a diferenciação das CTMd apresentando grande potencial para 

a engenharia de tecidos. Além disso, Chicharro-Alcántara et al. (2018), 

afirmam que o PRP pode ser um tratamento seguro e de baixo custo no 

reparo de lesões cutâneas, possibilitando a redução do período de 

recuperação e, portanto, melhora a qualidade de vida dos pacientes que 

dele se beneficiam.  

 

1.8 JUSTIFICATIVA 

 

Uma das finalidades do presente estudo é a obtenção de 

conhecimento e desenvolvimento tecnológico de regeneração e reparo de 
pele possibilitando uma posterior aplicação clínica no SUS. O SUS 

proporciona o atendimento a pacientes queimados em Centros de 

Tratamento de Queimados credenciadas como de alta e média 

complexidade de acordo com as portarias do Ministério da Saúde GM 

1273 / MS e GM 1274/MS do ano de 2.000. O desenvolvimento de uma 
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tecnologia terapêutica, que favoreça a regeneração das camadas dérmicas 

e epidérmicas em procedimento com maior eficiência e que promova a 

recuperação mais rápida do paciente, com redução do risco de infecções 

e outras morbidades representa uma grande economia em relação aos 

custos e tempo de internação. Além disso, permite ao paciente retornar ao 

seu meio com o mínimo de sequelas estéticas e funcionais. Há, portanto, 

uma aplicabilidade clínica importante deste estudo. 

Evidencia-se na literatura que a utilização de MRD junto à TPN 

trouxe vantagens ao tratamento das lesões por queimaduras (HOP et al., 

2014; PEREIMA et al., 2013). Além da diminuição do sofrimento do 

paciente com a redução significativa dos dias de internação junto às 

decorrências negativas de uma maior permanência no hospital como uma 

menor exposição aos processos infecciosos, melhora na qualidade do 

tecido cicatricial, a redução dos custos nas diárias de internação, em 

contrapartida aos altos custos da tecnologia empregada (MRD e TPN). 

Mesmo com as vantagens citadas, restam pontos a serem resolvidos em 

função de se obter tecnologias mais baratas e disponíveis a toda a 

população que dela necessita, assim como a busca de cobertura cutânea 

com melhor qualidade e agilidade na reparação. Dentro dessa alternativa 

clínica, o PRP apresenta vantagem no processo de reparo, por ser um fator 

de baixo custo e risco e por se tratar de utilização autóloga, levando à 

hipótese de que a sua associação aos outros elementos da engenharia de 

tecidos poderia incrementar a diminuição dos dias de internação além de 

proporcionar um melhor tecido cicatricial. Com isso, nesse estudo 

pretende-se avaliar de forma preliminar em estudo clínico se o uso do 

PRP autólogo em cirurgias reparadoras de sequelas de queimadura em 

membros superiores associado à MRD e TPN contribui para o processo 

de reparo tecidual e a qualidade da cicatriz em relação ao tempo.  

Castro (2013), realizou estudos in vitro no LACERT/UFSC 

utilizando o PRP, MRD e CTMd com resultados efetivos na adesão e 

colonização das CTMd na MRD quando comparadas ao controle sem uso 

do PRP. No presente trabalho complementamos os experimentos de 

Castro (2013), avaliando in vitro os efeitos do PRP na migração e 

proliferação das CTMd, importantes no processo de reparo tecidual. Além 

disso, realizamos estudos in vivo do uso da engenharia tecidual com a 

associação do PRP com MRD e CTMd no reparo das lesões cutâneas, em 
modelo pré-clínico murino. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a associação dos produtos da engenharia tecidual (células-

tronco mesenquimais da derme facial, plasma rico em plaquetas e matriz 

de regeneração dérmica) no reparo de lesões cutâneas in vitro, em estudo 

pré-clínico, e em estudo clínico preliminar. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

2.2.1 Parte I  

Realizar estudo preliminar de caso clínico e utilização da 

engenharia tecidual associando plasma rico em plaquetas autólogo, matriz 

de regeneração dérmica e terapia por pressão negativa na reconstrução 

cirúrgica das sequelas de queimaduras, avaliando: 

 

2.2.1.1 Aspectos macroscópicos da lesão in vivo, observando visualmente 

e por meio de fotografias a evolução do processo de reparo tecidual, sinais 

de infecção, edema e presença de exsudato, nos dias 7, e 14 pós-

operatórios. 

 

2.2.1.2 Instrumentalmente a cicatriz em tempo posterior à realização do 

procedimento cirúrgico. 

 

2.2.2 Parte II 

Avaliar in vitro a associação do plasma rico em plaquetas humano 

na migração e proliferação celular das células-tronco mesenquimais da 

derme facial.  

 

2.2.3 Parte III 

Realizar estudo pré-clínico da utilização de engenharia tecidual 

associando plasma rico em plaquetas, células-tronco mesenquimais da 

derme facial à matriz de regeneração dérmica em lesões de espessura total 

em camundongos em diversas abordagens avaliando: 

 
2.2.3.1 Aspectos macroscópicos da lesão in vivo, observando visualmente 

e por meio de fotografias a evolução do processo de reparo tecidual pela 

mensuração da lesão, sinais de infecção, edema e presença de exsudato, 

nos dias 3, 7, e 18 pós-operatórios. 
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2.2.3.2 Histologicamente, formação do tecido de granulação, colonização 

da matriz de regeneração dérmica, infiltrado inflamatório, neoformação 

vascular, formação das fibras de colágeno, e a reconstituição da derme e 

epiderme.  
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3 METODOLOGIA 

 

O percurso metodológico desse trabalho foi realizado conforme 

desenho experimental descrito nas figuras 5 e 6, e será apresentado em 

três partes de acordo com os objetivos propostos no estudo: (I) estudo 

preliminar de caso clínico, (II) estudo in vitro, (III) estudo pré-clínico. 

 
Figura 5 - Esquema representativo do desenho experimental do trabalho quanto 

ao estudo preliminar de caso clínico. Realizou-se a coleta de sangue do paciente 

no momento pré-cirúrgico durante indução anestésica e o preparo e ativação do 

plasma rico em plaquetas (PRP). Assim iniciado o procedimento cirúrgico, o PRP 

foi aplicado na excisada. Após a realização do procedimento cirúrgico, nos dias 

7 e 14 realizou-se a análise macroscópica da lesão e as biópsias de pele, com o 

objetivo de analisar as condições descritas na figura. A avaliação instrumental da 

cicatriz foi realizada 6 meses após a efetivação do procedimento operatório. 

 
Fonte: do próprio autor (2018). 
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Figura 6 - Esquema representativo do desenho experimental do trabalho quanto 

aos estudos in vitro e pré-clínico. A partir da coleta de pele humana das cirurgias 

de lifting facial proveniente de tecidos que seriam descartados nesses 

procedimentos, realizou-se o isolamento, cultura e expansão celular. As células 

foram utilizadas em experimentos posteriores de migração e proliferação celular 

em ensaios de cell scratch e BrdU com PRP em diferentes proporções ou foram 

cultivadas em matriz de regeneração dérmica (MRD) para uso nos procedimentos 

cirúrgicos em camundongos. Foi realizada a coleta de sangue humano de 

doadores, seguido de preparo e ativação do PRP e a criopreservação para uso nos 

experimentos in vitro e in vivo. Após os procedimentos cirúrgicos nos 

camundongos, realizou-se a análise macroscópica da lesão e a coleta de amostras 

de pele para histologia, com o objetivo de analisar as condições descritas na 

figura. 

Fonte: do próprio autor (2018). 
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3.1 PARTE I - ESTUDO PRELIMINAR DE CASO CLÍNICO DE 

UTILIZAÇÃO DA ENGENHARIA TECIDUAL ASSOCIANDO 

PLASMA RICO EM PLAQUETAS AUTÓLOGO, MATRIZ DE 

REGENERAÇÃO DÉRMICA E TERAPIA POR PRESSÃO 

NEGATIVA NA RECONSTRUÇÃO CIRÚRGICA DAS SEQUELAS 

DE QUEIMADURAS DE ESPESSURA TOTAL  

 

O estudo preliminar de caso clínico foi realizado em um indivíduo 

humano utilizando elementos da engenharia tecidual, sendo o plasma rico 

em plaquetas (PRP) autólogo, matriz de regeneração dérmica (MRD) e 

terapia por pressão negativa (TPN) na reconstrução cirúrgica das sequelas 

de queimaduras com a prerrogativa de observar os dados clínicos da lesão 

a curto e longo prazo, e também formas e maneiras de realização dos 

procedimentos instrumentais e laboratoriais, os quais auxiliaram na 

construção do desenho metodológico dos estudos in vitro e pré-clínico 

desse trabalho.  

 

3.1.1 População e amostra 

 

O estudo preliminar foi realizado em um sujeito com deficiência 

funcional grave (OMS, 2015), decorrente de queimadura, ou seja, com 

restrição de função corporal em decorrência da sequela da lesão 

(AGBENORKU, 2013; VANA; SCHIOZER, 2013), em membros 

superiores, especificamente em braço e antebraço. O sujeito de estudo, foi 

um paciente em acompanhamento no Ambulatório de Queimaduras do 

Hospital Infantil Joana de Gusmão (HIJG) em Florianópolis-SC. Todos 

os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos do HIJG - Parecer Consubstanciado 

828.101 de 11/09/2014 – nº CAAE 35465114.6.0000.5361 (Anexo C).  

 

3.1.2 Descrição do caso clínico e procedimentos  

 

A coleta dos dados ocorreu em 2015 como estudo piloto nas 

dependências do HIJG, em paciente submetido a procedimento cirúrgico 

ocorrido em 28 de janeiro de 2015. Após a obtenção do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado pela responsável legal 
e o termo de assentimento (TA) assinado pelo paciente.  

O paciente 001, 13 anos de idade, sexo masculino, histórico de 

queimadura ocorrida em 01/12/2013, com 50 % de superfície corporal 

queimada (SCQ), apresentando lesões de espessura parcial profunda e 

espessura total (essas principalmente em área axilar). O agente causal da 
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lesão foi álcool líquido. A primeira internação ocorreu no período de 

01/12/2013 à 18/02/2014 tendo o paciente realizado 5 intervenções 

cirúrgicas de enxertia de pele em membros superiores e pescoço. Após 14 

meses decorridos da lesão o paciente 001 retornou ao HIJG para 

realização de cirurgia corretiva de sequela na axila direita que limitava a 

menos de 90º a amplitude de movimento (ADM) do membro superior 

direito e apresentava cordão fibroso bem evidente na região do pilar 

anterior dessa axila, caracterizando como deficiência funcional grave 

(OMS, 2015). As sequelas encontradas no paciente 001 deveram-se à 

profundidade da lesão ocorrida, conduta inadequada de adesão ao 

tratamento ambulatorial onde o mesmo não prosseguiu com o tratamento 

fisioterapêutico e não fez o uso da malha compressiva adequadamente 

além de não utilizar os cosméticos hidratantes recomendados pela equipe 

do HIJG. 

Foram realizadas as seguintes etapas durante o procedimento 

cirúrgico: indução anestésica, colheita de sangue e obtenção do PRP 

autólogo, preparo do campo operatório, demarcação da área, ressecção da 

cicatriz patológica/sequela, inoculação do PRP no leito da ferida, 

cobertura da área operada com MRD, curativo com TPN e 

acompanhamento pós-operatório. O curativo com TPN foi realizado com 

a colocação de espuma de poliuretano hidrofóbica, selamento com filme 

plástico e colocação de pressão negativa de 100 mmHg, via bomba de 

vácuo, em modo contínuo. A troca do curativo com TPN ocorreu após 7 

dias, e posteriormente no dia em que foi realizado o segundo tempo 

cirúrgico.  

O segundo tempo cirúrgico foi realizado após 14 dias (após a 

neoderme da MRD atingir sua maturação adquirindo coloração amarelo 

alaranjada) e esse consistiu na aplicação de um enxerto de pele autóloga 

fina (0,3 mm de espessura) sobre a área tratada.  

Nos dias 07 e 14 após a intervenção cirúrgica e aplicação da MRD 

foram realizadas biópsias com o uso de um punch de 6 mm na área central 

da lesão. As amostras coletadas nas biópsias foram fracionadas em 2 

partes: uma para avaliação histológica e outra para a análise molecular. 

As amostras foram acondicionadas em tubos de microcentrífuga com 

reagentes específicos para transporte e foram processadas e armazenadas 

no LACERT/UFSC (Figura 7).  
No 21º dia de pós-operatório, em 18 de fevereiro de 2015, o 

curativo do paciente 001 foi aberto e pode-se verificar a completa 

integração do enxerto de pele que ocorreu sem intercorrências clínicas no 

período. 
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Figura 7 - Procedimento cirúrgico e resultado final de enxertia de pele. (A) 

Aplicação de PRP autólogo humano na área excisada. (B) Cobertura da área 

excisada após aplicação do PRP com MRD. (C) Cobertura da MRD com espuma 

de poliuretano impregnada com prata micronizada e TPN no 1º momento 

operatório. (D) Biópsia realizada com punch de 6 mm na área central da lesão no 

14º dia pós-operatório. (E) Enxerto cutâneo em malha aplicado no 14º dia pós-

operatório. (F) Aspecto do enxerto cutâneo em malha com excelente aderência e 

pega no 21º dia pós-operatório. 

 

 

 
Fonte: do próprio autor (2018).  

 

3.1.3 Obtenção, preparo e aplicação do plasma rico em plaquetas 

humano autólogo  

 

O PRP foi preparado de acordo com o protocolo modificado de 

Vendramin; Franco; Franco (2009), estabelecido no LACERT/UFSC.  

O sangue periférico foi coletado em bolsa de coleta sanguínea 

contendo solução anticoagulante CPDA-1 (citrato de sódio, fosfato, 

dextrose, adenina) na quantidade de 0,14 mL de CPDA-1 para cada 1 mL 

de sangue coletado. (CPDA-1). Coletou-se aproximadamente 73 mL de 

sangue e o conteúdo foi transferido para dois tubos de centrífuga de 50 

mL, sendo dividido em duas partes iguais.  

O sangue coletado foi centrifugado a 400 X g por 10 minutos, 

formando três fases: uma inferior vermelha contendo as hemácias, outra 

superior amarelada contendo o plasma e as plaquetas, e entre elas uma 

terceira fase fina e esbranquiçada chamada de zona de névoa (buffy coat) 

contendo plaquetas maiores e leucócitos. A fase superior foi coletada até 

a borda da zona da névoa e transferida para outro tubo. Desta fase foram 

reservados 85 μL para cada 1 mL de plasma obtido para uso no preparo 
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da trombina autóloga e 500 μL para a plaquetometria. A plaquetometria 

foi realizada em equipamento automatizado, gentilmente cedido pelo 

Laboratório Médico Ciência localizado dentro das dependências do HIJG. 

O restante foi centrifugado a 800 X g por 10 minutos, para a formação do 

precipitado (pellet) de plaquetas. Após a centrifugação acima foram 

separados 5/6 do sobrenadante, denominado de plasma pobre em 

plaquetas (PPP). O precipitado foi ressuspendido no restante (1/6) do 

PPP. A trombina autóloga foi preparada pela adição de 250 μL de 

gluconato de cálcio a 10 % para cada 1 mL de plasma (retirado após a 

primeira centrifugação do PRP e destinado para produção da trombina) e 

mantido a 37 °C em banho maria por 25 minutos, ocorrendo a gelificação 

do plasma. O gel formado foi centrifugado a 800 X g por 10 minutos, 

resultando na separação de um líquido claro, contendo a trombina. A 

ativação do PRP foi realizada pela adição da trombina autóloga ao PRP 

na proporção de 1 : 5 (1 parte de trombina e 4 partes de plasma).  

Após a obtenção do PRP ativado, o mesmo foi acondicionado em 

seringa de 20 mL e realizado a aplicação no leito da lesão, posterior à 

ressecção cirúrgica do plastrão cicatricial. Aplicou-se a quantidade de 10 

mL de PRP para cada 4 % de superfície corporal queimada (SCQ) 

(KLOSOVÁ et al., 2013). Logo após a aplicação, a lesão foi coberta pela 

MRD, e seguiram-se os procedimentos com a TPN, conforme descrito no 

item acima.  

 

3.1.4 Análises histológicas  

 

Na coleta de material realizada por biópsia das lesões nos dias 7 e 

14 após intervenção cirúrgica, foram obtidas duas amostras em cada dia 

sendo uma destinada à histologia e outra destinada à análise molecular. 

No LACERT/UFSC as amostras destinadas à análise molecular foram 

criopreservadas em freezer - 80 ºC.  

As amostras destinadas à histologia foram imediatamente fixadas 

em paraformaldeído 4 % por 24 horas e transferidas para álcool 70 %, 

desidratadas progressivamente em álcool 90 % e 100 %, diafanizadas em 

xilol I e II, parafinizadas em parafina I, II e III e emblocadas em parafina. 

Os blocos com as amostras parafinizadas foram seccionados em cortes 

ultrafinos de 5 μm resultando em lâminas histológicas, as quais foram 
coradas com hematoxilina e eosina (HE) no Laboratório Multiusuário de 

Estudos em Biologia (LAMEB) / UFSC por meio de protocolo próprio do 

setor. Após a coloração de HE, todas as lâminas foram fotografadas, em 

aumento de 40 X utilizando o digitalizador de lâminas (Axio Scan Z1- 

Carl Zeiss Microscopy GmbH). As imagens foram analisadas por meio 
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do software Zen 2012 blue edition® – Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

2011.  

Não foi possível realizar nenhuma análise histológica conclusiva 

pois constatou-se após a digitalização das imagens, que as amostras 

coletadas eram muito superficiais e pequenas não sendo possível avaliar 

nenhum parâmetro do tecido em relação ao processo de reparo.  

 

3.1.5 Avaliação da cicatriz 

 

No período de 6 meses de pós-operatório do primeiro 

procedimento cirúrgico, em 14 de agosto de 2015, realizou-se no 

Ambulatório de Queimaduras do HIJG a avaliação instrumental da 

cicatriz por meio do equipamento Cutometer® - MPA 580 (Courageand 

Khazaka Electronic GmbH, Koln, Germany), calibrado, sonda com 

abertura de 2 mm, vácuo de 500 mbar (375 mmHg), aplicado na superfície 

da área selecionada por um segundo de sucção e um segundo de 

relaxamento, ou pressão normal, sendo esta medida repetida por três 

vezes (três curvas), parâmetro R0 (elasticidade bruta), de acordo com o 

protocolo de Gonçalves et al. (2013). Esse procedimento contou com a 

colaboração da Dra. Natalia Gonçalves da UFSC, para a mensuração e da 

Dra. Lídia Aparecida Rossi da USP - Ribeirão Preto, que gentilmente 

cedeu o equipamento para uso nesse estudo.  

A avaliação foi realizada em ambiente controlado, com umidade 

de 70 % e temperatura 23 ºC, com tempo de adaptação do paciente de 10 

minutos, uma única vez em cada área selecionada. Foram mensurados os 

seguintes parâmetros na área cicatricial e em uma área lateral sem tecido 

cicatricial para controle:  

Viscoelasticidade da pele: as medidas foram realizadas com o 

equipamento Cutometer® MPA580. O princípio de funcionamento do 

equipamento baseia-se em medidas das propriedades mecânicas (firmeza 

e elasticidade) da pele através de uma leve sucção controlada. O 

equipamento emite um sistema de pressão negativa de 500 mbar (375 

mmHg) capaz de promover deformação mecânica e instantânea da pele. 

O teste é programado de forma que durante um segundo a sucção é 

realizada e durante um segundo a sucção é abolida. O software do 

equipamento gera um gráfico com os parâmetros R (relativos) calculados 
automaticamente, mostrados na figura 8. 

Foram analisados os seguintes parâmetros R das curvas: R0 (valor 

absoluto em mm): distensão - máxima extensão da pele/elongação 

máxima (deformação total); que avalia fase elástica e plástica da pele. R1 

(valor absoluto em mm): retorno da pele ao normal. R2 (valor relativo): 
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elasticidade bruta. R3 (valor absoluto em mm): ponto mais elevado da 

última curva. R4 (valor absoluto em mm): ponto mais baixo da última 

curva. R5 (valor relativo): elasticidade líquida. R6 (valor relativo): 

viscoelasticidade. R7 (valor relativo): elasticidade biológica. R8 (valor 

absoluto em mm): retorno total. R9 (valor absoluto em mm): fadiga da 

pele, R9 = R3-R0.  

 
Figura 8 - Curvas de medidas dos parâmetros R do equipamento Cutometer MPA 

580. As propriedades biomecânicas do instrumento são calculadas por meio de 

curva que ilustra a deformação imediata ou a extensibilidade da pele (Ue), 

distensão atrasada ou viscoelasticidade (UV), deformação final (Uf), retração 

imediata (Ur) e retração final (Ua). A curva dos valores em milímetros da 

deformação da pele obtida é analisada por meio do software específico do 

equipamento. 

Fonte: Information and Operating Instructions for the Cutometer® MPA 580 

(CK ELECTRONIC GMBH, 2010).  

 

Eritema e melanina da pele: Para a avaliação desses índices foi 

utilizada a sonda acessória Mexameter®. O princípio de medição para as 

leituras de melanina e eritema baseia-se numa fonte de luz com três 

comprimentos de onda específicos, cuja radiação é absorvida pela pele e 

refletida de forma difusa. Um fotodetector analisa a reflexão difusa da 

pele para esses dois índices. A melanina é medida por meio de dois 

comprimentos de onda. Esses comprimentos de onda foram determinados 
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de tal forma a obter duas relações diferentes de absorção pelos pigmentos 

da melanina. Para a determinação do eritema também são utilizados dois 

comprimentos de onda: um destes corresponde ao pico de absorção 

espectral da hemoglobina e o outro foi escolhido de forma a impedir a 

influência de outras cores (como a da bilirrubina). 

 

3.1.6 Análises moleculares 

 

Foram processadas as amostras coletadas do sujeito de estudo e 

armazenadas a amostra de RNA em freezer - 80 ºC, assim como o cDNA 

em freezer - 20 ºC para criopreservação caso exista interesse de análise 

em estudo futuro da expressão de genes humanos importantes para o 

reparo tecidual.  

Realizou-se o teste para GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase humana), conforme protocolo do quite de teste RT2 

Profiler PCR Arrays – n º 330231 (Qiagen). A amostra armazenada foi 

positiva para GAPDH, o que garante a qualidade da mesma.  

 

3.1.7 Análises estatísticas  

 

Os dados coletados foram tabulados no Programa Microsoft Excel, 

versão 2010®. 

Para análise dos mesmos, utilizou-se a estatística descritiva, por 

meio de frequência simples e percentual.  

  



54 

 

3.2 PARTE II - ESTUDO IN VITRO DE AVALIAÇÃO DA 

ASSOCIAÇÃO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA 

MIGRAÇÃO E PROLIFERAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS DA DERME FACIAL  

 

3.2.1 Isolamento e cultivo celular das células-tronco mesenquimais 

da derme facial  

 

O procedimento de obtenção, isolamento e cultivo das células-

tronco mesenquimais da derme facial (CTMd) humanas foi realizado de 

acordo com protocolo estabelecido no LACERT/UFSC por Jeremias 

(2013). 

 

3.2.1.1 Obtenção das amostras de pele humana 

 

As amostras de pele humana foram obtidas por meio de 

colaboração com o Ilha Hospital e Maternidade (Florianópolis/SC) e 

Hospital Universitário da UFSC (Florianópolis/SC) provindas de 

pacientes humanos submetidos a cirurgias plásticas de lifting facial 

(ritidoplastia), com idade entre 48 e 66 anos, os quais realizaram a doação 

após a apresentação e assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE). O fragmento de tecido foi coletado e armazenado a 

4 ºC em recipiente estéril, contendo solução salina fosfatada (PBS) 

acrescida de antibióticos (penicilina e estreptomicina - PS) (1 U/μg - 

Gibco) e encaminhado ao LACERT/UFSC, onde foram realizados os 

procedimentos de cultura celular. Todos os procedimentos realizados 

foram previamente aprovados pela Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP) - Parecer Consubstanciado 1.500.162 - nº CAAE 

37167014.9.0000.5355 (Anexo D).  

 

3.2.1.2 Isolamento e cultivo de células-tronco mesenquimais da derme 

facial 

 

As amostras foram manipuladas em fluxo laminar na sala de 

cultura celular do LACERT/UFSC. Os fragmentos de pele foram cortados 

em pedaços de aproximadamente 2,0 cm2 e incubados com 12,5 U/mL de 
dispase (BD) durante 15 horas, a 4 °C. Após este período, os fragmentos 

foram imersos em PBS em placa de Petri. A epiderme e o tecido celular 

subcutâneo foram removidos e a derme incubada em solução de tripsina 

a 0,25 % e EDTA a 0,02 % (Gibco) durante 45 minutos, a 37 °C. Após o 

bloqueio da reação enzimática com DMEM (Gibco) acrescido de 10 % de 
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soro bovino fetal (SBF), a suspensão de células foi filtrada com cell 

strainer de 70 μm (BD) e centrifugada durante 7 minutos a 300 X g. As 

células foram ressuspensas em DMEM suplementado com 20 % de SBF 

e antibiótico (PS) e mantidas em garrafas de cultura de 25 cm2 a 37 ºC, 

em 5 % de CO2 e 95 % de umidade. Após 7 dias, o meio de cultivo foi 

trocado e as células não aderentes descartadas. Ao atingir confluência de 

80 % a 90 %, as células foram incubadas com a solução de tripsina/ EDTA 

durante 5 minutos a 37 °C, e a reação enzimática bloqueada como descrito 

acima. As células foram novamente mantidas em DMEM suplementado 

com 10 % de SBF a uma densidade de 5 x 104 células / 25 cm2 sendo esta 

cultura denominada de passagem 1. O procedimento foi repetido até 20 

vezes, gerando culturas entre as passagens 1 e 20. Nos experimentos onde 

foram coletados os dados do estudo, utilizou-se apenas as passagens entre 

7 e 10 no cultivo celular na MRD para uso no procedimento cirúrgico e 

as passagens entre 7 e 12 nos estudos in vitro, sendo as demais passagens 

utilizadas apenas para testes e procedimentos piloto de rotina.  

 

3.2.2 Cultivo celular em matriz de regeneração dérmica 

 

As CTMd foram obtidas conforme descrito no item 3.2.1 e 

semeadas sobre a matriz de regeneração dérmica (MRD) para uso nos 

procedimentos cirúrgicos em camundongos. A MRD foi fragmentada em 

formato circular de 6 mm de diâmetro com auxílio de punch cirúrgico do 

mesmo tamanho, e imersas em PBS durante 10 minutos e em seguida em 

DMEM acrescido de 10 % SBF por mais 10 minutos à temperatura 

ambiente. Após este período, a MRD foi posicionada em placas de 96 

poços, com a camada de silicone em contato com a superfície da placa de 

cultivo e a camada de colágeno voltada para a parte superior do poço. A 

suspensão de 3 x 105 CTMd (em 150 μL de meio de cultivo) foi preparada 

e semeada sobre cada fragmento de matriz com auxílio de micropipeta e 

então incubada durante uma hora em estufa a 37 ºC, 5 % CO2 e 95 % de 

umidade. Logo após, o volume de meio foi complementado com DMEM 

acrescido com 10 % de SBF e antibiótico. Esse cultivo ocorreu 48 horas 

antes da realização do procedimento cirúrgico.  

 

3.2.3 Obtenção e preparo do plasma rico em plaquetas humano 

 

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado de acordo com o 

protocolo modificado de Vendramim; Franco; Franco (2009), 

estabelecido no LACERT/UFSC por Castro (2013).  
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O sangue periférico de doadores foi coletado mediante 

apresentação e assinatura do TCLE. De cada doador foram coletados 10 

mL de sangue e distribuídos em um tubo de coleta de 15 mL contendo 

solução anticoagulante CPDA-1 (citrato de sódio, fosfato, dextrose, 

adenina) na quantidade de 0,14 mL de CPDA-1 para cada 1 mL de sangue 

coletado. Para compensar as diferenças individuais nos níveis de fatores 

de crescimento, o PRP foi preparado com sangue de dois doadores. 

O sangue coletado foi centrifugado a 400 X g por 10 minutos 

formando três fases: uma inferior vermelha contendo as hemácias, outra 

superior amarelada contendo o plasma e as plaquetas, e entre elas uma 

terceira fase, fina e esbranquiçada, chamada de zona de névoa (buffy 

coat), contendo plaquetas maiores e leucócitos. A fase superior foi 

coletada até a borda da zona da névoa e transferida para outro tubo. Desta 

fase foram reservados 85 μL para cada 1 mL de plasma obtido a fim de 

ser utilizado no preparo da trombina autóloga e 500 μL para a 

plaquetometria. O restante foi centrifugado a 800 X g por 10 minutos, 

para a formação do precipitado (pellet) de plaquetas. Após a 

centrifugação acima foram separados 5/6 do sobrenadante, denominado 

de plasma pobre em plaquetas (PPP). O precipitado foi ressuspendido no 

restante (1/6) do PPP. A plaquetometria foi realizada pela contagem de 

plaquetas em câmara de Neubauer e ajustadas com PPP para uma 

densidade de 109 plaquetas/mL. A trombina autóloga foi preparada pela 

adição de 250 μL de Gluconato de Cálcio a 10 % para cada 1mL de 

plasma (retirado após a primeira centrifugação do PRP e destinado para 

produção da trombina) e mantido a 37 °C em banho maria por 25 minutos, 

ocorrendo a gelificação do plasma. O gel formado foi centrifugado a 800 

X g por 10 minutos, resultando na separação de um líquido claro, 

contendo a trombina. A ativação do PRP foi realizada pela adição da 

trombina autóloga ao PRP na proporção de 1 : 5 (1 parte de trombina e 4 

partes de plasma). Após a obtenção do PRP ativado, o mesmo foi 

armazenado em freezer – 80 °C em alíquotas de 200 μL para 

criopreservação até a sua utilização.  

 

3.2.4 Ensaio de migração celular  

 

A migração in vitro de CTMd cultivadas com PRP foi realizada 
pelo método de cell scratch no LACERT/UFSC (ZHANG et al., 2013). 

O ensaio consiste na realização de uma lesão na superfície da 

monocamada de células confluentes e avaliação do fechamento da área 

dessa lesão pela migração celular. Para tal, as células foram mantidas em 

placas de 24 poços em condições padrão de cultivo até atingirem 
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confluência de aproximadamente 90 %. Os poços foram divididos em 

dois grupos controle: (1) com DMEM F12 e (2) DMEM F12 acrescido de 

15 % de SBF. Os grupos de intervenção foram tratados todos com DMEM 

F12 e PRP nas diluições: (3) 1:25; (4) 1:50; (5) 1:100; e (6) 1:200. Após 

este período foi realizada uma raspagem na camada de células utilizando 

uma ponteira de 100 μL. As células foram lavadas com meio de cultura e 

a imagem capturada em microscópio invertido (Olympus IX71) com luz 

clara e fotografados dois campos por poço em aumento de 100 X (câmera 

Olympus 30 DP71) por um sistema de captura de imagem acoplado ao 

microscópio (programa de captura de imagens CellSens Dimension). A 

migração celular foi observada em intervalos regulares (imediatamente, 

12 e 24 horas após a lesão), e as imagens obtidas foram comparadas e 

analisadas pelo software ImageJ 1.50i ® (National Institutes of Health, 

Bethesda, MA,USA). 

 

3.2.5 Ensaio de proliferação celular  

 

O ensaio in vitro de proliferação das CTMd cultivadas com PRP 

foi realizado pela incorporação de bromodeoxiuridina (5-bromo-2’-

deoxiuridina) (BrdU, Invitrogen). O método utilizado foi o padronizado 

pelo LACERT/UFSC. Para tal, as células foram mantidas em placas de 

24 poços em condições padrão de cultivo celular por 24 h. Após, os poços 

foram divididos em dois grupos controle: (1) com DMEM F12 e (2) 

DMEM F12 acrescido de 15 % de SBF. Os grupos de intervenção foram 

tratados todos com DMEM F12 e PRP nas diluições: (3) 1:25; (4) 1:50; 

(5) 1:100; e (6) 1:200. O BrdU (1:100) foi adicionado 1h após os 

tratamentos aos poços e as culturas mantidas em estufa a 37 ºC, 5 % CO2 

e 95 % de umidade por 24 h.  

As células foram então fixadas em 4 % de paraformaldeído por 40 

min e permeabilizadas com PBS-Triton (0,3 %) durante 30 min. Realizou-

se então uma lavagem com PBS e a incubação em HCl 2 N à temperatura 

ambiente por 15 min. O procedimento foi repetido 2 vezes. Após mais 

uma lavagem com PBS, procedeu-se à incubação com tampão borato por 

10 min e nova lavagem com PBS seguida de incubação com 5 % SBF em 

PBS durante 30 min para bloqueio dos sítios inespecíficos. Após nova 

lavagem com PBS, as células foram incubadas com anticorpo primário 
anti-BrdU IgG1 de camundongo (Abcam), 1:100, overnight. Após novas 

lavagens com PBS, as células foram incubadas com anticorpo secundário 

Anti-IgG1 de camundongo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 1:500) por uma 

hora. Fez-se nova lavagem com PBS e os núcleos das células foram 

corados com 4'-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) na proporção 1:1000 por 
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10 min. As placas foram observadas no LAMEB/UFSC em microscópio 

epifluorescente invertido (Olympus IX83) em aumento de 200 X, e foram 

fotografados dez campos por poço (câmera Olympus DP73) por um 

sistema de captura de imagem acoplado ao microscópio (programa de 

captura de imagens CellSens Dimension 1.12). As imagens obtidas foram 

comparadas e analisadas com o software ImageJ 1.50i ® (National 

Institutes of Health, Bethesda, MA,USA) e a proliferação celular 

observada pelas proporções do número de células positivas para BrdU em 

relação às células totais coradas com DAPI. 

 

3.2.6 Análises estatísticas  

 

Os dados coletados foram tabulados no Programa Microsoft Excel, 

versão 2010®. 

A normalidade dos dados foi realizada pelo teste de normalidade 

de Shapiro-wilk em sua versão on line (DITTAMI, 2009).   

Para calcular os outliers dos dados, foi utilizado o teste de Grubbs, 

com alpha padrão de 0,05 na versão on line do software GraphPad 

(GRAPHPAD, 2018).  

Utilizou-se o software estatístico GraphPad Prism®-5 para as 

análises estatísticas e a confecção dos gráficos apresentados. Foram 

utilizados os seguintes testes: ANOVA de duas vias, seguida de pós-teste 

de Bonferroni; ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de múltipla 

comparação de Newman-Keuls. Para a significância estatística dos dados 

foi convencionado p < 0,05.  
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3.3 PARTE III -  ESTUDO DA ASSOCIAÇÃO DE PLASMA RICO EM 

PLAQUETAS, CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA DERME 

FACIAL E MATRIZ DE REGENERAÇÃO DÉRMICA NO REPARO 

CUTÂNEO DE LESÕES DE ESPESSURA TOTAL EM MODELO 

PRÉ-CLÍNICO DE CAMUNDONGOS  

 

3.3.1 Obtenção dos animais 

 

Os animais utilizados foram disponibilizados pelo Biotério 

Setorial do LACERT - Departamento de Biologia Celular, Embriologia e 

Genética – Centro de Ciências Biológicas 

(BEG/CCB/UFSC), sendo todos os procedimentos previamente 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFSC 

Protocolo PP00810 (Anexo E).  

Utilizou-se camundongos machos e fêmeas, da linhagem 

C57BL/6, entre 3 - 6 meses, com peso entre 20g a 30g. Os animais foram 

mantidos em gaiolas de plástico revestidas com maravalha, em ambiente 

com temperatura e umidade controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas, 

ração sólida e água ad libitum.  

 

3.3.2 Procedimento cirúrgico e delineamento da amostra 

 

A organização dos grupos experimentais do estudo pré-clínico em 

camundongos se deu de acordo com a alocação descrita no Quadro 1, 

sendo os mesmos divididos em quatro grupos de estudos: um controle 

(G1: MRD) e três tratados (G2: MRD e PRP; G3: MRD, PRD e CTMd; 

e G4: MRD e CTMd). Os procedimentos cirúrgicos foram realizados em 

duas etapas, com trinta e seis animais em cada uma delas, ocorrendo a 

primeira etapa no mês de dezembro de 2015, e a segunda etapa no mês de 

maio de 2016, sendo setenta e dois animais ao total, e para tal utilizou-se 

a adaptação do protocolo de Jeremias (2013), estabelecido no 

LACERT/UFSC.   

Os camundongos C57BL/6 foram anestesiados com associação de 

quetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) por via intraperitoneal. Em 

seguida, realizou-se a tricotomia e antissepsia da região dorsal dos 

animais com solução de iodopolvidona 10 % e álcool líquido 70° GL. 
Após, foram feitas duas incisões de espessura total na pele, circulares de 

6 mm de diâmetro expondo a fáscia muscular. Para tal foi utilizado punch 

cirúrgico de 6 mm (JEREMIAS, 2013; KIOUSSI, 2014).  

Logo após a realização da lesão, os animais foram submetidos ao 

procedimento de acordo com seu grupo experimental (Quadro 1). Nos 
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animais tratados com plasma rico em plaquetas (PRP), o mesmo foi 

descongelado do freezer -80ºC em temperatura ambiente e aplicado sobre 

a lesão na quantidade de 10 μL por lesão, e após a matriz de regeneração 

dérmica (MRD) previamente lavada e mantida com PBS, foi posicionada 

na área da lesão e fixada à pele normal adjacente com sutura utilizando 

fio mononylon 6 - 0. Nos animais tratados com células-tronco 

mesenquimais da derme facial (CTMd) semeadas na MRD 48h antes, esta 

foi posicionada e fixada na ferida. Nos grupos onde utilizou-se MRD sem 

CTMd seguiu-se o mesmo procedimento de lavagem e fixação na lesão. 

Após a fixação da MRD as lesões de todos os grupos foram cobertas com 

curativo de filme transparente de poliuretano.  

Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 nos dias 3, 7, 

18 pós-operatório e as áreas das lesões foram removidas com material 

cirúrgico para as análises posteriores: lesão esquerda destinada à 

histologia e lesão direita destinada à biologia molecular.  

 
Quadro 1 - Organização dos grupos experimentais do estudo pré-clínico em 

camundongos. 

Fonte: do próprio autor (2018). 
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3.3.3 Análise macroscópica do reparo tecidual 

 

As lesões foram avaliadas macroscopicamente quanto à evolução 

do processo de reparo tecidual, sinais de infecção, edema e presença de 

exsudato, a partir do 1º dia pós-operatório até o momento de eutanásia.  

Na análise morfométrica a medição da lesão foi realizada com 

paquímetro universal (Starrett 125 6/150), sendo essa feita nos diâmetros 

vertical e horizontal da lesão, para após os dados tabulados obter-se o 

diâmetro médio. As lesões dos animais foram observadas partir do 1º dia 

pós-operatório até o fechamento total da lesão ou até o momento da 

eutanásia e fotografadas com distância padronizada. A análise 

morfométrica ocorreu com os animais sedados em câmara de gás 

isoflurano 5 %, de acordo com protocolos estabelecidos 

internacionalmente (GARGIULO et al., 2012).  

 

3.3.4 Processamento das amostras para análises histológicas  

 

Após eutanásia dos animais, realizou-se a coleta da amostra das 

lesões com auxílio de material cirúrgico e fixação imediata da amostra 

(para histologia) ou criopreservação em freezer – 80 ºC (para possíveis 

estudos futuros da expressão gênica).  

As amostras das lesões do lado esquerdo foram fixadas em 

paraformaldeído 4 % por 24 horas e após transferidas para o álcool 70 %, 

desidratadas progressivamente em álcool 90 % e 100 %, diafanizadas em 

xilol I e II, parafinizadas em parafina I, II e III e emblocadas em parafina. 

Os blocos com as amostras parafinizadas foram seccionados em cortes 

ultrafinos de 5 μm, resultando em lâminas histológicas.  

 

3.3.4.1 Coloração com hematoxilina e eosina  

 

As lâminas referentes aos dias 3, 7 e 18 de pós-operatório foram 

coradas com hematoxilina e eosina (HE) no Laboratório Multiusuário de 

Estudos em Biologia (LAMEB) / UFSC por meio de protocolo próprio do 

setor. Após a coloração de HE, todas as lâminas foram fotografadas, em 

aumento de 20 X, utilizando o digitalizador de lâminas (Axio Scan Z1- 

Carl Zeiss Microscopy GmbH). As imagens foram analisadas por meio 
do software Zen 2012 blue edition® – Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

2011. A partir destas imagens, foram analisados: a espessura do tecido de 

granulação, a colonização celular da MRD, o infiltrado inflamatório, a 

neovascularização, a espessura da derme recém-formada, a espessura e 
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homogeneidade da epiderme reepitelizada, e a espessura da epiderme e 

derme da pele íntegra.  

 

3.3.4.2 Coloração com picrosírius red  

 

As lâminas referentes ao dia 18 de pós-operatório foram coradas 

com picrosírius red (Picro Sírius Red Stain Kit, Abcam). As lâminas 

foram diafanizadas em dois banhos em xilol, hidratadas após lavagens em 

álcool (duas de 5 min em álcool 100 % e mais três em álcool 90 %, 80 % 

e 70 %) finalizando em lavagem em água corrente por 5 min e em água 

destilada por 10 min. Após foi aplicado o volume solução de picrosírius 

red adequado para cobrir os cortes de tecido por 60 min. Posteriormente 

as lâminas foram enxaguadas duas vezes em solução de ácido acético. Em 

seguida, realizou-se o enxágue em álcool absoluto e a desidratação com 

duas lavagens de 10 min cada também em álcool absoluto. As lâminas 

foram então montadas pela aplicação de resina sintética (Entellan - Merk), 

cobertas com lamínula e fotografadas em aumento de 400 X em 

microscópio invertido (Olympus IX83) no LAMEB/UFSC utilizando luz 

clara, e filtros para polarização plana/linear e fotografadas por um sistema 

de captura de imagem acoplado ao microscópio (câmera Olympus DP73 

e programa de captura de imagens CellSens Dimension 1.12). Foram 

fotomicrografados 3 campos por lâmina na área da lesão e 3 campos em 

região de pele íntegra, em luz clara e luz polarizada. As imagens obtidas 

foram comparadas e analisadas com o software ImageJ 1.50i ® (National 

Institutes of Health, Bethesda, MA, USA) por meio do plug in Threshold 

Color. A partir dessas imagens foi observada a formação das fibras de 

colágeno. 

 

3.3.5 Análises histológicas  

 

Todas as análises microscópicas e macroscópicas do tecido foram 

realizadas de acordo com as fases do processo de reparo tecidual, sendo 

elas na fase inflamatória - aos 3 dias, na fase de proliferação - aos 7 dias 

e na fase de remodelamento – aos 18 dias (Figura 9).  

A análise macroscópica de fechamento da lesão foi realizada 

conforme descrito no item 3.3.3 durante todo o período experimental. As 
análises histológicas foram realizadas da seguinte maneira por meio da 

coloração de HE: espessura do tecido de granulação e o infiltrado 

inflamatório nos dias 3 e 7; a neovascularização nos dias 7 e 18; a 

colonização celular da MRD nos dias 3, 7 e 18; e a espessura e 

homogeneidade da epiderme reepitelizada, a espessura da derme recém-
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formada, a espessura da epiderme e derme da pele íntegra no dia 18. Pela 

coloração de picrosírius red realizou-se a avaliação da formação das 

fibras de colágeno no dia 18.  

 
Figura 9 - Parâmetros microscópicos e macroscópicos avaliados durante as fases 

de reparo tecidual. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

3.3.5.1 Espessura do tecido de granulação 

 

Para a determinação da espessura do tecido de granulação foram 

medidos no 3º e 7º dia, em cada amostra, 8 pontos distintos ao longo de 

toda a lesão. Foi considerada como espessura do tecido de granulação a 

distância em µm entre a epiderme (em formação) e a tela subcutânea 

(Panniculus adiposus) ou músculo (Panniculus carnosus) (Figura 10). As 

imagens foram analisadas por meio do software Zen 2012 blue edition® 

(Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011) com aumento de 15 %. O resultado 

da espessura do tecido de granulação foi calculado como a média destes 

8 valores.  
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Figura 10 - Medidas da espessura do tecido de granulação e derme íntegra. A 

figura representa corte histológico corado com HE, com área da lesão (Al) ao 

centro, pele íntegra (Pi) na lateral, e também podem ser vistos a epiderme íntegra 

(Ep), derme íntegra (De), a tela subcutânea – Panniculus adiposus (Pa) e o 

músculo - Panniculus carnosus (Pc). Setas vermelhas indicam as 8 medições 

lineares da espessura do tecido de granulação e da derme íntegra. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

3.3.5.2 Colonização celular da matriz de regeneração dérmica  

 

Para a determinação da colonização celular da MRD nos dias 3, 7 

e 18 as categorias relacionadas foram classificadas por escore quanto a 

densidade celular: (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta; e I: matriz de 

regeneração dérmica integrada ao tecido apresentando epiderme formada 

(escore adaptado de Jeremias, 2013). A atribuição dos escores considerou 

a colonização / infiltração celular na matriz de regeneração dérmica. As 

imagens foram analisadas por meio do software Zen 2012 blue edition® 

(Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011) com aumento de 30 %, 40 % e 50 

%. 

 

3.3.5.3 Infiltrado inflamatório 

 

A presença e quantificação do infiltrado inflamatório na área da 

lesão (incluindo tecido de granulação e MRD) foi realizada de maneira 
qualitativa, sendo classificada em categorias relacionadas à quantidade de 

leucócitos presentes: (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta de acordo com 

escore padronizado no LACERT/UFSC por Jeremias (2013). As lâminas 

histológicas coradas com HE do dia 3 de pós-operatório foram analisadas 

em microscópio de contraste de fase, em campo claro (Olympus BX 41), 
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sendo cada grupo avaliado individualmente e após comparados entre si 

para atribuição dos escores. As imagens foram avaliadas em aumento de 

400 X e 1000 X em cada região.  

 

3.3.5.4 Neovascularização  

 

A angiogênese foi analisada pela contagem dos vasos na área da 

lesão nos dias 7 e 18 pós-operatórios. Foram analisados de 2 a 5 campos 

medindo 300 x 300 μm, sendo que o número de campos variou de acordo 

com o tamanho da lesão (Figura 11). Os vasos foram contados entre a 

epiderme e a tela subcutânea ou o músculo. As imagens foram analisadas 

por meio do software Zen 2012 blue edition® (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, 2011) com aumento de 75 %. O número de vasos em cada lâmina 

foi calculado pela média dos campos analisados. 

 
Figura 11 - Medidas da contagem de vasos para análise da neovascularização. A 

figura representa corte histológico corado com HE, com área da lesão (Al) ao 

centro, pele íntegra (Pi) na lateral, e também podem ser vistos a epiderme íntegra 

(Ep), derme íntegra (De), a tela subcutânea – Panniculus adiposus (Pa) e o 

músculo - Panniculus carnosus (Pc). Quadros vermelhos tracejados indicam os 

campos de medida dos vasos. 

Fonte: do próprio autor (2018). 

 

3.3.5.5 Espessura da derme recém-formada 

 

Para a determinação da espessura da derme recém-formada foram 

medidos no 18º dia, 8 pontos distintos ao longo de toda a lesão em cada 

amostra. Foi considerada como espessura da derme, a distância em µm 

entre a epiderme e a tela subcutânea (Panniculus adiposus) ou músculo 



66 

 

(Panniculus carnosus) (Figura 10). As imagens foram analisadas por 

meio do software Zen 2012 blue edition® (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

2011) com aumento de 15 %. O resultado da espessura da derme foi 

calculado como a média destes 8 valores. 

 

3.3.5.6 Espessura e homogeneidade da epiderme 

 

Para a determinação da espessura da epiderme foram medidos no 

18º dia de pós-operatório, 8 pontos distintos ao longo de toda a lesão em 

cada amostra onde a epiderme se fez presente, expressos em µm. As 

imagens foram analisadas por meio do software Zen 2012 blue edition® 

(Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011) com aumento de 30 %. O resultado 

da espessura da epiderme foi calculado como a média destes 8 valores. 

A homogeneidade da epiderme foi determinada pela comparação 

dos desvios padrões das lâminas analisadas em relação à média inicial de 

cada grupo de intervenção, sendo que as lâminas com menor desvio foram 

consideradas as mais homogêneas.  

 

3.3.5.7 Espessura da epiderme e derme íntegra  

 

Para a determinação da espessura da epiderme e derme íntegra 

foram medidos em cada amostra, no 18º dia de pós-operatório, 8 pontos 

distintos da epiderme (onde se fez presente) e da derme ao longo de toda 

a extensão de área de pele íntegra, não lesionada, expressos em µm. Foi 

considerada como espessura da derme a distância entre a epiderme e a 

tela subcutânea (Panniculus adiposus) ou músculo (Panniculus carnosus) 

(Figura 10), na região de pele íntegra. As imagens foram analisadas por 

meio do software Zen 2012 blue edition® (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

2011) com aumento de 30 % para mensuração da epiderme e 15 % para 

mensuração da derme. O resultado da espessura da epiderme e da derme 

foi calculado como a média destes 8 valores em cada grupo e 

posteriormente como a média dos quatro grupos de intervenção.  

 

3.3.5.8 Formação das fibras de colágeno  

 

A avaliação da formação das fibras de colágeno ocorreu no dia 18 
de pós-operatório nas amostras coradas com picrosírius red. Foram 

fotomicrografados 3 campos por lâmina na área da lesão e 3 campos em 

região de pele íntegra (Figura 12) em luz clara e em luz polarizada com 

aumento de 400 X. As imagens obtidas foram comparadas e analisadas 

junto ao software ImageJ 1.50i ® (National Institutes of Health, Bethesda, 
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MA, USA) por meio do plug in Threshold Color, onde realizou-se a 

quantificação do colágeno por medida de área expressa em µm². Os 

valores para cada tipo de colágeno foram padronizados no Threshold 

Color em função da birrefringência após a polarização: matiz 0 - 40 para 

a cor vermelha (colágeno tipo I) e 45 - 120 para a cor verde (colágeno 

tipo III), saturação 0 - 255 e brilho 5 - 255 para ambos os tipos de 

colágeno.  

 
Figura 12 - Áreas de medida das fibras de colágeno. Fotomicrografia em área 

total de pele, aumento de 100 X, com coloração picrosírius red, indicando as 

áreas de medida das fibras de colágeno com área da lesão (Al) ao centro, pele 

íntegra (Pi) na lateral, podendo também ser visualizado o músculo - Panniculus 

carnosus (Pc). Áreas tracejadas em preto indicam os campos de medida de 

colágeno na pele íntegra e áreas tracejadas em amarelo indicam os campos de 

medida de colágeno na área da lesão. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

3.3.6 Análises estatísticas  

 

Os dados coletados foram tabulados no Programa Microsoft Excel, 

versão 2010®. 

A normalidade dos dados da análise morfométrica da lesão foi 

testada pelo programa IBM SPSS 20.0 Statistics com teste de 
normalidade de Shapiro-wilk. A normalidade dos demais dados 

apresentados nesta parte do estudo foi realizada pelo teste de normalidade 

de Shapiro-wilk em sua versão on line (DITTAMI, 2009).   
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Para calcular os outliers dos dados, foi utilizado o teste de Grubbs, 

com alpha padrão de 0,05 na versão on line do software GraphPad 

(GRAPHPAD, 2018).  

Utilizou-se o software estatístico GraphPad Prism®-5 para as 

análises estatísticas e a confecção de todos os gráficos apresentados. 

Quando apropriado, foram utilizados os seguintes testes: ANOVA de 

duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni; análise de sobrevivência de 

Kaplan-Meier seguida por teste de Log-rank - Mantel-Cox; e teste t de 

student paramétrico e não pareado. Para a significância estatística dos 

dados foi convencionado p < 0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

Os resultados serão apresentados em três partes de acordo com os 

objetivos propostos no estudo: (I) estudo preliminar de caso clínico, (II) 

estudo in vitro, (III) estudo pré-clínico.  

 

4.1 PARTE I - ESTUDO PRELIMINAR DE CASO CLÍNICO DE 

UTILIZAÇÃO DA ENGENHARIA TECIDUAL ASSOCIANDO 

PLASMA RICO EM PLAQUETAS AUTÓLOGO, MATRIZ DE 

REGENERAÇÃO DÉRMICA E TERAPIA POR PRESSÃO 

NEGATIVA NA RECONSTRUÇÃO CIRÚRGICA DAS SEQUELAS 

DE QUEIMADURAS DE ESPESSURA TOTAL  

 

4.1.1 Estudo de caso 

 

O paciente retornou ao ambulatório do HIJG em 14/08/2015 

apresentando quatro lesões abertas importantes na área onde havia sido 

realizado o procedimento cirúrgico corretivo da sequela, e deposição 

fibrosa na área do pilar anterior da axila direita (Figura 13). Também 

pode-se evidenciar compensações posturais para a adequada manutenção 

da postura ereta e elevação dos membros superiores em função da 

limitação axilar ainda presente. Constatou-se que o paciente não seguiu 

adequadamente ao tratamento proposto pela equipe do HIJG resultando 

nas condições apresentadas (Figura 14). 

 
Figura 13 - Aspecto cicatricial da lesão. Representação fotográfica da lesão do 

paciente 001 (A) no momento do procedimento cirúrgico com demarcação para 

excisão da área de cicatriz. (B) Detalhe em vista frontal da região axilar em 

14/08/2015, após seis meses do procedimento operatório. Observar lesões abertas 

na área enxertada. 

Fonte: do próprio autor (2018). 
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Figura 14 - Aspecto postural geral do paciente 001 após seis meses do 

procedimento cirúrgico. Representação fotográfica dos aspectos posturais e da 

lesão do paciente 001 em 14/08/2015 (A) Vista frontal com membros superiores 

ao longo do corpo. (B) Vista frontal com membros superiores elevados em 90º de 

abertura. (C) Vista frontal com membros superiores elevados em 180º, observar 

auxílio compensatório na elevação. (D) Vista lateral do paciente com membros 

superiores elevados em 90º de abertura. (E) Vista lateral com membros superiores 

elevados em 180º, observar auxílio compensatório na elevação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Fonte: do próprio autor (2018). 
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4.1.2 Avaliação da Cicatriz  

 

O Cutometer tem sido utilizado para avaliar cicatrizes por 

queimaduras, sendo capaz de detectar mudanças mínimas no aumento da 

elasticidade da pele e indicado para aperfeiçoar o tratamento destes 

pacientes. É um equipamento não invasivo que realiza medidas objetivas 

e quantitativas sobre a elasticidade da pele medindo a sua deformação 

vertical por sucção (GONÇALVES et al., 2013).  

Em 14 de agosto, após seis meses da realização do procedimento 

cirúrgico no paciente foi realizada a avaliação da pele com o equipamento 

Cutometer (Figura 15). O sistema Cutometer é considerado na atualidade 

um dos melhores equipamentos de avaliação objetiva das cicatrizes de 

queimaduras e o melhor existente no mercado para mensuração das 

propriedades viscoelásticas da pele (LEE et al., 2016).  

 
Figura 15 - Avaliação da cicatriz. Representação fotográfica da avaliação da 

cicatriz em 14/08/2015. (A) equipamento Cutometer® - MPA 580 com diversas 

sondas de avaliação (Courageand Khazaka Electronic GmbH, Koln, Germany). 

(B) Medição da área demarcada com a sonda Cutometer. (C) Marcação da área a 

ser medida com as sondas. (D) Mensuração da área demarcada com a sonda 

Mexameter. 

 

Fonte: do próprio autor (2018). 
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De acordo com os resultados coletados dos parâmetros 

biomecânicos da pele expressos no Quadro 2 temos:  

 
Quadro 2 - Resultados dos parâmetros biomecânicos da pele. Representação das 

médias dos resultados dos parâmetros mecânicos da pele avaliados na área da 

cicatriz e na área controle. 

Fonte: do próprio autor (2018). 

 

- RO distensibilidade - amplitude máxima, representa o 

comportamento passivo da pele a força/firmeza da pele (valor absoluto 

em mm): cerca de 3 vezes maior na área controle.  

- R1 retorno da pele ao normal (valor absoluto em mm): sem 

diferenças significativas, cerca 10 % menos na cicatriz.  

- R2 elasticidade bruta, resistência versus capacidade de retorno 

(valor relativo): valores próximos nas duas áreas, cerca de 20 % menor na 

área de cicatriz.  

- R3 ponto mais elevado da última curva (valor absoluto em mm): 

cerca de 3 vezes maior na área controle, compatível com R0. 

- R4 ponto mais baixo da última curva, deformação residual da pele 

após a última sucção (valor absoluto em mm): não compatível com R1 

provavelmente devido ao valor da segunda medida do controle (0,017) 

que foi muito baixa. 
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- R5 elasticidade líquida, porção elástica da parte de sucção em 

relação à porção elástica da parte de relaxação (valor relativo): compatível 

com R2, cerca de 35 % menor na área de cicatriz.  

- R6 viscoelasticidade (valor relativo): Maior viscoloesticidade na 

área controle (valor mais baixo).  

- R7 elasticidade biológica, porção da elasticidade comparada à 

curva completa (valor relativo): compatível com R2 e R5 cerca de 40 % 

menor na área de cicatriz.  

- R8 retorno total, relaxamento completo após a interrupção da 

pressão (valor absoluto em mm): a área da cicatriz não retorna ao estado 

inicial - menos elástica.  

- R9 fadiga da pele, R9=R3-R0 (valor absoluto em mm): área 

controle 2 vezes maior que área cicatricial. 

De maneira geral, a elasticidade da pele é representada por R2, R5 

e R7, a viscoelasticidade por R6 e R8, e a fadiga da pele por R3, R4 e R9 

(HELD et al., 2015). Não existem valores médios de padrão ouro na 

avaliação com o equipamento em função das diferentes etiologias da 

lesão, superfície corporal atingida, tipos de pele, entre outros, portanto, a 

avaliação continuada e comparativa à pele íntegra, são fundamentais para 

que os parâmetros analisados possam ser utilizados adequadamente.  

Para a avaliação dos índices de eritema e melanina da pele, foi 

utilizada a sonda acessória Mexameter (Quadro 3). Não foram observadas 

diferenças significativas entre a as áreas controle e cicatriz com relação à 

presença de melanina. Em relação ao eritema, na área de cicatriz os 

valores foram cerca de 10 % maiores o que evidencia o processo de 

maturação cicatricial ocorrendo ainda no local com áreas na fase 

proliferativa do processo de reparo.  

 
Quadro 3 - Resultados dos parâmetros de melanina e eritema da pele. 

Representação das médias dos resultados dos parâmetros de melanina e eritema 

da pele avaliados na área da cicatriz e na área controle. 

Fonte: do próprio autor (2018). 
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A avaliação da coloração da cicatriz possui um grande impacto na 

sua qualidade e nas possíveis sequelas estéticas caracterizadas pelas 

discromias. O eritema é comumente associado aos sintomas de prurido, 

dor e hipertrofia em indivíduos com quadro de imaturidade da cicatriz, 

caracterizada pela hipervascularização e consequente eritema local 

(GONÇALVES et al., 2013). Para a avaliação e quantificação de sintomas 

como prurido e dor, há a necessidade de escalas subjetivas (COLLARES; 

LINHARES; VIARO, 2016). 

 

Por meio dos dados coletados e analisados no estudo de caso 

preliminar, evidencia-se que:  

- Houveram lesões abertas de pele na área que sofreu a intervenção 

cirúrgica, e compensações posturais para a adequada manutenção da 

postura ereta.  

- Constatou-se que o paciente não seguiu adequadamente ao 

tratamento proposto pela equipe do HIJG, resultando nas condições 

apresentadas.  

- Quanto aos parâmetros mecânicos da pele avaliados seis meses 

após o procedimento cirúrgico, a área de pele íntegra (controle) 

encontrava-se com valores condizentes à uma pele com boa elasticidade, 

viscoelasticidade e fadiga.  

- Não houve diferença entre a área controle e a área de cicatriz 

quanto à presença de melanina, porém a área de cicatriz apresentou 

eritema aumentado condizendo com uma cicatriz ativa com áreas em 

diferentes estágios do processo de reparo de tecidual.  
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4.2 PARTE II - ESTUDO IN VITRO DE AVALIAÇÃO DA 

ASSOCIAÇÃO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA 

MIGRAÇÃO E PROLIFERAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS DA DERME FACIAL  

 

O trabalho realizado no LACERT/UFSC em 2013 por Castro 

analisou in vitro a associação do plasma rico em plaquetas (PRP), matriz 

de regeneração dérmica (MRD) e as células-tronco mesenquimais da 

derme facial (CTMd) (CASTRO, 2013). No estudo foram avaliadas as 

diluições de 1:50 e 1:100 (em DMEM-F12) de PRP que favoreceram a 

adesão e colonização das CTMd na MRD quando comparadas ao controle 

sem PRP (DMEM-F12 suplementado com 15 % de SBF) mantendo 

morfologia similares às CTM migratórias, com muitos pontos de adesão 

e estruturas citoplasmáticas semelhantes à pseudópodos. Outro resultado 

do estudo de Castro (2013), foi que em cultivo bidimensional, as CTMd 

tratadas com PRP não apresentaram morte por necrose e demonstraram 

maior sobrevida em cultura, porém, houve redução na atividade celular, 

o que foi coerente com a diminuição da quantidade de células observadas 

nas culturas submetidas a este tratamento. Resultado semelhante foi 

encontrado na avaliação tridimensional de viabilidade celular pelo ensaio 

de MTT junto a MRD, onde o PRP demonstrou não ser tóxico e nem 

alterar a adesão das CTMd, mantendo a viabilidade nas primeiras 24 h de 

cultivo. Em função da deficiência de dados na literatura, buscou-se no 

presente trabalho complementar o estudo de Castro (2013), avaliando os 

efeitos de PRP na migração e proliferação das CTMd, importante no 

processo de reparo tecidual.  

 

4.2.1 Efeito do plasma rico em plaquetas na migração das células-

tronco mesenquimais da derme facial  

 

O método de cell scratch mimetiza in vitro a migração celular 

durante a cicatrização de feridas. O ensaio consiste na realização de uma 

lesão mecânica na monocamada de células confluentes e avaliação da área 

de fechamento pela migração celular observada em intervalos regulares 

(0, 12, e 24 horas) (Figuras 16 e 17).  
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Figura 16 - Ensaio de migração celular por cell scratch. Fotomicrografia 

representativa, no momento inicial do ensaio 0 h, 12 h e 24 h após de acordo com 

os grupos: (1) controle-1 (DMEM F12 sem soro) (2) controle-2 (DMEM F12 

acrescido de 15 % SBF) e PRP: (3) 1:25; (4) 1:50; (5) 1:100; e (6) 1:200 diluído 

em DMEM F12. 

Fonte: do próprio autor (2018).  
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Figura 17 - Representação gráfica da porcentagem de fechamento da área de lesão 

da monocamada celular em 12 h e 24 h. Valores representam as médias ± desvio 

padrão de três experimentos independentes realizados em triplicata e analisados 

por ANOVA de duas vias, seguido por pós-teste de Bonferroni. ## p < 0,01; ###p 

< 0,001 vs Controle 1 (DMEM F12 sem soro) e *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 

0,001 vs Controle 2 (DMEM F12 com SBF 15 %). 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

No experimento foram analisados seis grupos de tratamento: 

controle (1) tratado com DMEM F12 sem soro e controle (2) tratado com 

DMEM F12 acrescido de 15 % SBF. Os grupos de intervenção receberam 

as seguintes diluições de PRP: (3) 1:25; (4) 1:50; (5) 1:100; e (6) 1:200 

em DMEM F12 sem soro.  

Nas primeiras 12 horas após a lesão, todos os grupos que utilizaram 

PRP apresentaram diferença estatística em relação aos dois controles com 

exceção do grupo PRP 1:25 que apresentou significância somente para o 

controle 2. Os grupos que apresentaram alta diferença estatística para os 

dois controles foram PRP 1:100 (36,42 % de fechamento) e PRP 1:200 

(33,73 % de fechamento).  

Nas 24 horas após a lesão, todos os grupos tratados com PRP 

apresentaram diferença estatística em relação aos dois controles sendo as 

maiores diferenças observadas nos grupos PRP 1:25 (61,19 % de 

fechamento) e PRP 1:100 (60,96 % de fechamento). Já o grupo PRP 1:50 

apresentou média de fechamento de 56,27 % e o grupo PRP 1:200 de 

54,40 %.  

Esses resultados demonstram que no momento inicial do 

experimento, 12h após a lesão, as concentrações mais elevadas de PRP 

(1:100 e 1:200) favorecem a capacidade migratória das células. Já nas 24 
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h após a lesão (próximo ao fechamento total) os resultados mais 

expressivos foram observados com PRP 1:25 e PRP 1:100. Verificou-se 

ainda neste período de análise, que frente ao grupo controle 1, todos os 

grupos tratados com PRP apresentaram resultado significativo, indicando 

que o PRP favorece a migração das CTMd.  

 

4.2.2 Efeito do plasma rico em plaquetas na proliferação das células 

tronco mesenquimais da derme facial  

 

A avaliação dos efeitos do PRP na proliferação das CTMd foi 

realizada pelo ensaio de incorporação de BrdU como descrito no item 

3.2.5 – metodologia (Figuras 18 e 19). No experimento foram analisados 

os mesmos grupos de tratamento do ensaio de migração celular.   

 
Figura 18 - Fotomicrografias do ensaio de proliferação celular das CTMd 

associado ao PRP nos diferentes grupos com marcação positiva para BrdU (este 

aparece em verde nas imagens). 

Fonte: do próprio autor (2018). 

 

Os resultados demonstram percentual de células positivas para 

BrdU maior no grupo PRP 1:25 (65,63 %) em relação aos grupos controle 

1 (35,69 %) e PRP 1:100 (40,02 %), indicando aumento de proliferação 

celular nesta condição. Os demais grupos apresentaram médias próximas 

entre si, porém sem significância estatística: grupo controle 2 (53,81 %), 

grupo PRP 1:50 (53, 25 %) e grupo PRP 1:200 (51,32 %).  
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Figura 19 - Representação gráfica do efeito do PRP na proliferação das CTMd. 

Valores representam as médias ± erro padrão de dois experimentos independentes 

realizados em triplicata e avaliados por ANOVA de uma via, seguido por pós-

teste de múltipla comparação de Newman-Keuls. Significância estatística: *p < 

0,05. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

Em conjunto, os ensaios in vitro sugerem que o PRP na diluição 

1:25 estimula significativamente tanto a migração quanto a proliferação 

da CTMd contribuindo para o fechamento mais acelerado da lesão. 

Esses resultados corroboram e complementam o estudo de Castro 

(2013) sugerindo que a associação do PRP com CTMd e MRD constitui 

um microambiente efetivo para o crescimento, viabilidade, migração, 

adesão e diferenciação celular com potencial aplicação no tratamento de 

lesões cutâneas.  

Assim sendo, buscou-se a seguir aprofundar os resultados in vitro 

por meio de estudo pré-clínico descrito na parte seguinte desse trabalho. 
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4.3 PARTE III -  ESTUDO DA ASSOCIAÇÃO DE PLASMA RICO EM 

PLAQUETAS, CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS DA DERME 

FACIAL E MATRIZ DE REGENERAÇÃO DÉRMICA NO REPARO 

CUTÂNEO DE LESÕES DE ESPESSURA TOTAL EM MODELO 

PRÉ-CLÍNICO DE CAMUNDONGOS  

 

Em função dos resultados acima e do estudo de Castro (2013), 

buscou-se avaliar o uso da engenharia tecidual associando células tronco 

mesenquimais da derme facial (CTMd), matriz de regeneração dérmica 

(MRD) e plasma rico em plaquetas (PRP) em estudo pré-clínico em 

modelo murino avaliando os eventos do reparo tecidual em lesões 

cutâneas de espessura total. 

 

4.3.1 Aspectos macroscópicos das lesões 

 

Pela análise macroscópica das lesões não foram observados sinais 

de infecção, como infiltrado purulento, edema e presença excessiva de 

exsudato em nenhum dos animais do estudo desde o momento do 

procedimento cirúrgico até a eutanásia no 18° dia de pós-operatório. 

Os curativos de filme transparente de poliuretano que cobriam a 

MRD caíram na sua grande maioria no até o dia 5 de pós-operatório. Os 

que permaneceram foram retirados nesse dia para padronização das 

fotografias e mensuração das lesões.  

Além disso, foi observado que as películas de silicone, camada 

externa da MRD, começaram a cair da lesão entre o 7º e 9º dia de pós-

operatório. A partir desse momento, a redução do diâmetro das lesões foi 

acelerada. Não foi observada cicatrização hipertrófica, hipotrófica ou 

queloideana em nenhum dos grupos (Figura 20). 

 

4.3.2 Fechamento das lesões  

 

O fechamento das lesões foi avaliado por medições da área 

lesionada em dias alternados até o 7º dia de pós-operatório e diariamente 

após esse período até seu completo fechamento ou até o 18º dia. 

Em todos os grupos analisados, o fechamento das lesões ocorreu 

principalmente entre o 5º e o 11º dia de pós-operatório. As curvas 
mantiveram-se crescentes após o 11º dia, porém numa velocidade menor 

em relação aos dias anteriores (Figura 21). Não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos. 
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Figura 20 - Análise macroscópica do fechamento das lesões. Registro fotográfico 

representativo das lesões de pele em camundongos ao longo do tempo nos grupos 

de intervenção: 1(MRD), 2(MRD e PRP), 3(MRD, PRP e CTMd) e 4(MRD e 

CTMd). O n foi de seis animais por grupo. Escala: 1:1 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do próprio autor (2018).  
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Figura 21 - Representação gráfica da porcentagem de fechamento das lesões em 

pele de camundongos nos quatro grupos do estudo: Nos grupos: 1 (MRD) (n = 

12 lesões sendo 2 lesões por animal) e nos demais grupos 2 (MRD e PRP), 3 

(MRD, PRP e CTMd) e 4 (MRD e CTMd) o n foi de 11 lesões por grupo (houve 

o descarte de dados de uma lesão devido a intercorrências no período de coleta). 

Não houve diferença significativa entre os grupos (ANOVA de duas vias seguido 

de pós-teste de Bonferroni). 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

Observou-se que todos os grupos os animais apresentaram curva 

de fechamento de lesão semelhante, com o fechamento completo a partir 

do 17º dia. Os valores médios de lesões fechadas no 18o dia de pós-

operatório, quando o experimento foi encerrado, foi de 96,55 %, 97,76 %, 

97,90 % e 100 % nos animais tratados com MRD, com MRD e PRP, com 

MRD, PRP e CTMd e com MRD e CTMd, respectivamente (Figura 21). 

Não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos.  

Os resultados apresentados na Figura 22 demonstram que todos os 

animais tratados com MRD e CTMd apresentaram fechamento completo 

das lesões já no 17º de pós-operatório. No dia 18, os animais tratados com 

MRD; com MRD e PRP, e com MRD, PRP e CTMd apresentavam ainda 

16,66 %, 18,10 %, e 9,10 % de lesões abertas, respectivamente (Figura 

22). Não houveram diferenças estatísticas entre os grupos.   
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Figura 22 - Representação gráfica do número de lesões abertas ao longo do tempo 

após procedimento cirúrgico em camundongos. Nos grupos: 1 (MRD) (n = 12 

lesões sendo 2 lesões por animal) e nos demais grupos 2 (MRD e PRP), 3 (MRD, 

PRP e CTMd) e 4 (MRD e CTMd) o n foi de 11 lesões por grupo (houve o 

descarte de dados de uma lesão devido a intercorrências no período de coleta). 

Não houve diferença significativa entre os grupos (análise de Kaplan-Meier 

seguida por teste de Log-rank - Mantel-Cox). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: do próprio autor (2018).  

 

Esses resultados sugerem que as CTMd possuem efeito positivo no 

processo de reparo das lesões mesmo sem diferença estatística entre os 

grupos estudados. 

 

4.3.3 Formação do tecido de granulação e da neoderme  

 

A formação do tecido de granulação e da neoderme durante o 

processo de reparo tecidual foram avaliados histologicamente por 

coloração com HE nos dias 3 e 7 (Figuras 23, 24, e 25) e 18 de pós-

operatório (Figura 26). Os valores médios são apresentados na Figura 27.  
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Figura 23 - Formação do tecido de granulação e infiltração celular da MRD no 

dia 3 de pós-operatório. Imagens representativas de cortes histológicos corados 

com HE. Imagem A: grupo MRD. Imagem B: grupo MRD e PRP. Imagem C: 

grupo MRD, PRP e CTMd. Imagem D: grupo MRD e CTMd. Linha vermelha 

representa a espessura do tecido de granulação (TG) nos diferentes grupos. A 

colonização celular da MRD é visualizada nos diferentes grupos (MRD – matriz 

de regeneração dérmica). 

Fonte: do próprio autor (2018).  
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Figura 24 - Formação do tecido de granulação e infiltração da MRD no dia 7 de 

pós-operatório. Imagens representativas de cortes histológicos corados com HE. 

Imagem A: grupo MRD. Imagem B: grupo MRD e PRP. Imagem C: grupo MRD, 

PRP e CTMd. Imagem D: grupo MRD e CTMd. Linha vermelha representa a 

espessura do tecido de granulação (TG) nos diferentes grupos. A colonização 

celular da MRD é visualizada nos diferentes grupos (MRD – matriz de 

regeneração dérmica). Observa-se maior infiltração na MRD em relação ao dia 3 

de pós-operatório. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

Os dados apresentados demostram que não houve diferença 

significativa na espessura do tecido de granulação entre os diferentes 

grupos animais nos dias 3 e 7 de pós-operatório (Figura 25). No dia 3, os 

animais tradados com MRD e PRP e com MRD, PRP e CTMd 

apresentaram valores da espessura do tecido de granulação mais elevadas 

(298,81 µm e 314,96 µm, respectivamente) frente aos demais grupos, 

sendo que nenhum deles atingiu a espessura da derme íntegra (321,19 

µm). Os animais tratados com MRD, PRP e CTMd foram os que mais se 

aproximaram da espessura da derme íntegra (Figura 25 A).  
No dia 7, em todos os grupos animais, a espessura do tecido de 

granulação foi maior que a da derme íntegra (321,19 µm), sendo os 

valores médios: MRD (521,71 µm), MRD e PRP (409,55 µm), MRD, 

PRP e CTMd (547,33 µm) e MRD e CTMd (556,08 µm) (Figura 25 B).  
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Figura 25 - Representação gráfica da espessura do tecido de granulação. (A) Dia 

3 e (B) dia 7 de pós-operatório. A linha tracejada demarca a espessura média da 

derme íntegra (321,19 µm). Valores representam as médias ± erro padrão. Não 

houve diferença estatística entre os grupos nos dois dias apresentados (Teste t de 

student paramétrico e não pareado). 

Fonte: do próprio autor (2018). 

 

No dia 18 de pós-operatório, que corresponde à fase de 

remodelamento, todos os grupos animais apresentaram espessura da 

derme recém-formada maior que a da derme íntegra (321,19 µm). Os 

grupos com valores mais próximos a esta foram o MRD e PRP (407,36 

µm ou 1,27 vezes), MRD e CTMd (409,64 µm ou 1,28 vezes), e o MRD, 

PRP e CTMd (média de 469,46 µm ou 1,46 vezes). O grupo com valor 

mais distante foi o MRD (530,87 µm ou 1,65 vezes). Figura 26.  
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Figura 26 - Espessura da derme recém-formada no dia 18 de pós-operatório. 

Figura A: Imagens representativas de cortes histológicos corados com HE. A 

MRD encontra-se completamente integrada à derme. Figura B: Representação 

gráfica. A linha tracejada no gráfico exibe a espessura média da derme íntegra 

(321,19 µm). Valores representam as médias ± erro padrão. Teste t de student 

paramétrico e não pareado. Significância estatística: *p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: do próprio autor (2018).  
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Analisando em conjunto os valores dos três dias de pós-operatório, 

foi possível observar que a espessura do tecido de granulação aumentou 

no dia 7 em relação ao dia 3 em todos os grupos animais e que a espessura 

da derme recém-formada diminuiu no dia 18 em relação ao tecido de 

granulação no dia 7 nos grupos MRD e PRP; MRD, PRP e CTMd e 

também no grupo MRD e CTMd (Figura 27). No grupo MRD a espessura 

da derme recém-formada aumentou no dia 18 em relação ao tecido de 

granulação no dia 7 (aumento de 1,02 vezes). 

 
Figura 27 - Análise da espessura do tecido de granulação e da derme recém-

formada nos dias 3, 7 e 18 de pós-operatório. A linha tracejada exibe a espessura 

média da derme íntegra (321,19 µm). Valores representam as médias ± erro 

padrão. ANOVA 2 vias, seguido por pós-teste de Bonferroni com significância 

estatística: ** p < 0,01. Significância estatística: *p < 0,05 quando realizado Teste 

t de student paramétrico e não pareado entre os grupos. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

Os dados demostram ainda aumento significativo do tecido de 

granulação no dia 7 em relação ao dia 3 de pós-operatório de 3,08 vezes 

no grupo MRD e 3,25 vezes no grupo MRD e CTMd. No dia 18, o grupo 

MRD apresentou aumento de 3,13 vezes na espessura da derme recém-

formada em relação ao tecido de granulação no dia 3. Houve ainda 
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aumento de 1,15 vezes na espessura da derme recém-formada no dia 18 

no grupo MRD, PRP e CTMd em relação ao grupo MRD e PRP. Os 

demais grupos não apresentaram diferenças significativas ao longo do 

tempo.  

 

4.3.4 Colonização Celular  

 

A colonização celular (densidade de células infiltradas) na MRD 

nos dias 3, 7 e 18 foi analisada qualitativamente após coloração com HE 

utilizando escore adaptado de Jeremias (2013) nos três períodos do reparo 

tecidual.  

Os resultados encontrados demonstraram que no dia 3 de pós-

operatório os animais tratados com MRD e PRP; MRD, PRP e CTMd; e 

MRD e CTMd apresentaram infiltrado celular na MRD maior que os 

animais tratados com MRD apenas, sugerindo que o PRP e as CTMd 

estimulam a colonização celular na MRD nessa fase inicial do processo 

de reparo. (Tabela 1 e Figura 23). 

No dia 7 de pós-operatório o infiltrado celular foi maior do que no 

dia 3 sendo similar nos quatro grupos animais a partir desse momento 

(Figura 24). No dia 18 a integração da MRD ao tecido foi completa com 

epiderme formada (Figura 26 A). 

 
Tabela 1 - Análise qualitativa da infiltração de células na matriz de regeneração 

dérmica nos dias 3, 7 e 18 de pós-operatório. Escore da quantidade de células: (+) 

baixa, (++) moderada e (+++) alta. I: matriz e regeneração dérmica integrada ao 

tecido apresentando epiderme formada (escore adaptado de Jeremias, 2013). 

Fonte: Do próprio autor (2018).  
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4.3.5 Infiltrado inflamatório  

 

O infiltrado inflamatório foi avaliado qualitativamente após 

coloração com HE no dia 3 de pós-operatório durante a fase inflamatória 

do reparo tecidual. Foi utilizado o escore descrito no Quadro 4 para 

análise dos leucócitos infiltrantes na área da lesão (incluindo tecido de 

granulação e MRD) (Figura 28).  

 
Figura 28 - Imagens representativas dos cortes histológicos corados com HE para 

visualização do infiltrado de leucócitos no dia 3 de pós-operatório. (A) MRD. (B) 

MRD e PRP. (C) MRD, PRP e CTMd. (D) MRD e CTMd. À direita da linha 

pontilhada de todas as imagens pode-se visualizar a MRD sob o tecido de 

granulação (TG, a esquerda) com maior densidade de leucócitos. Imagens obtidas 

em aumento de 20X, utilizando o digitalizador de lâminas (Axio Scan Z1- Carl 

Zeiss Microscopy GmbH) e formatadas com aumento de zoom de 50 % no 

software Zen 2012 blue edition® (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011).   

Fonte: do próprio autor (2018). 

 

Assim como as análises de colonização celular, os animais tratados 

com MRD e PRP; MRD, PRP e CTMd; e com MRD e CTMd 
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apresentaram alto escore de infiltrado de células inflamatórias, maior do 

que os tratados com MRD, sendo que esse apresentou escore moderado. 

 
Quadro 4 - Escore do infiltrado inflamatório no dia 3 de pós-operatório. 

Quantidade de células: (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta (escore adaptado de 

Jeremias, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

4.3.6 Neovascularização  

 

A formação de novos vasos (angiogênese ou neovascularização) 

foi avaliada pela coloração com HE nos dias 7 e 18 de pós-operatório que 

correspondem às fases proliferativa e de maturação do processo de reparo 

tecidual quando o evento tem início.  

Como representado na figura 29, em todos os grupos animais a 

densidade dos vasos/campo foi maior no dia 7 do que no dia 18 com 

diferença significativa nos grupos MRD (2,73 vezes); MRD e PRP (2,42 

vezes); MRD e CTMd (2,18 vezes). Entre os grupos não houve diferença 

estatística significativa. 

Interessantemente, os animais do grupo MRD, PRP e CTMd 

apresentaram a menor média de vasos/campo no dia 7 de pós-operatório 

(9,11) e a maior média no dia 18 (6,5), sem, porém, significância 

estatística para os demais grupos. Os valores das médias dos demais 

grupos animais no dia 7 foram próximas entre si, sendo MRD (10,10); 
MRD e PRP (10,23); MRD e CTMd (10,37) ao contrário do dia 18 onde 

foram observadas variações maiores, sendo MRD (3,70); MRD e PRP 

(4,22) e MRD e CTMd (4,75). 
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Figura 29 - Neovascularização nas lesões cutâneas nos dias 7 e 18 de pós-

operatório. Figura A: Imagens representativas de cortes histológicos corados com 

HE. Setas indicam vasos sanguíneos. Escala 1: 50µm. Imagens obtidas em 

aumento de 20X, utilizando o digitalizador de lâminas (Axio Scan Z1- Carl Zeiss 

Microscopy GmbH) e formatadas com aumento de zoom de 50% no Software 

Zen 2012 blue edition® – Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011. Figura B: 

Representação gráfica do número de vasos/campo. Valores representam as 

médias ± erro padrão. Teste t de student paramétrico e não pareado. Significância 

estatística: *p < 0,05, **p < 0,01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: do próprio autor (2018).  

Figura B 

Figura A 
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4.3.7 Formação e homogeneidade da epiderme  

 

A formação da epiderme foi analisada por coloração com HE no 

dia 18 de pós-operatório, na fase de remodelamento do processo de 

reparo. Foram avaliados a espessura média da epiderme neoformada, a 

espessura média da epiderme íntegra e a homogeneidade da epiderme 

reepitelizada (Figuras 30 e 31).   

 
Figura 30 - Formação da epiderme no 18º dia de pós-operatório. Imagens 

representativas de cortes histológicos corados com HE. Imagem A: MRD. 

Imagem B: MRD e PRP. Imagem C: MRD, PRP e CTMd. Imagem D: MRD e 

CTMd. A linha vermelha representa a espessura da epiderme nos diferentes 

grupos. 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

Os dados apresentados na figura 31A demonstram que os animais 

do grupo tratado com MRD e CTMd apresentaram os menores valores de 
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espessura média da epiderme recém-formada (14,57 µm) sendo este 

muito próximo ao da epiderme íntegra (13,86 µm).  

Os demais grupos animais apresentam espessura média de 

epiderme significativamente maior à da epiderme íntegra e aos animais 

tratados com MRD e CTMd. Os maiores valores foram observados no 

grupo animal tratado com MRD e PRP (37,89 µm), 2,73 vezes mais 

espesso que a epiderme íntegra. Os animais tratados apenas com MRD 

apresentaram espessura média de epiderme 25,41 µm e os tratados com 

MRD, PRP e CTMd  28,15 µm correspondendo a 1,83 e 2,03 vezes, 

respectivamente, maior que epiderme íntegra.  

 
Figura 31 - Espessura e homogeneidade da epiderme recém-formada no dia 18 

de pós-operatório. Figura (A): Representação gráfica da espessura da epiderme. 

A linha tracejada no gráfico exibe a espessura média da epiderme íntegra (13,86 

µm). Valores representam as médias ± erro padrão. Teste t de student paramétrico 

e não pareado. Significância estatística: *p < 0,05. Figura (B): Representação 

gráfica da porcentagem de variação da epiderme demonstrando a homogeneidade 

da mesma. Valores representam as médias ± desvio padrão. Não houve diferença 

estatística entre os grupos (Teste t de student paramétrico e não pareado). 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 
A homogeneidade da epiderme foi avaliada pela análise dos 

valores da espessura média ao longo da sua extensão. Os dados 

representados na Figura 31 B demostram que não houveram diferenças 

estatísticas entre os diferentes grupos animais. Assim como para a 

espessura, os animais tratados com MRD e CTMd apresentaram os 
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menores desvios do percentual de espessura da epiderme (100 %) em 

relação aos demais sugerindo maior homogeneidade de epiderme. A 

variação dos desvios encontrados nesse grupo foram: 23,96 % para cima 

(123,96 %) e 23,20 % para baixo (76,80 %).  

 

4.3.8 Formação do colágeno  

 

A formação das fibras de colágeno na derme recém-formada foi 

analisada no dia 18 de pós-operatório por coloração com picrosírius red. 

O colágeno é o principal componente do tecido conjuntivo com papel 

chave na arquitetura e integridade da sua matriz extracelular, sendo o 

principal constituinte da derme (cerca de 90 %) (BEDOYA, 2016).   

As lâminas histológicas coradas com picrosírius red foram 

analisadas em microscópio óptico utilizando-se luz clara e luz polarizada 

nas áreas de pele íntegra e da lesão. Os valores do Threshold Color foram 

padronizados para os colágenos I e III em todas as imagens em função da 

birrefringência após a polarização: matiz 0 - 40 para a cor vermelha 

(colágeno tipo I) e 45 - 120 para a cor verde (colágeno tipo III) (Figura 

32). As áreas de colágeno tipo I e do tipo III foi calculada pela medida em 

µm² (Figura 33).   

 
Figura 32 - Fotomicrografias representativas das lâminas histológicas após 

coloração com picrosírius red. Figuras A, B, C, D: pele íntegra. Figuras: E, F, G, 

H área da lesão. Figuras A e E: sob luz branca. Figuras B e F: sob luz polarizada. 

Nas Figuras C e G, a cor preta corresponde à área selecionada para medida de 

colágeno tipo I pelo software Image J e plug-in Threshold Color. Nas Figuras D 

e H a cor preta corresponde à área selecionada para medida de colágeno tipo III 

pelo software. Aumento de 400 X.  

Fonte: do próprio autor (2018).  
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A figura 33 A representa a área de colágeno tipo III na região da lesão. 

Os animais tratados com MRD e PRP e os tratados com MRD, PRP e 

CTMd apresentaram valores médios (6,78 µm² e 4,08 µm², 

respectivamente) maiores que a pele íntegra (2,15 µm²). Por outro lado, 

os animais tratados apenas com MRD ou com MRD e CTMd 

apresentaram valores inferiores a esta (0,138 µm² e 0,816 µm², 

respectivamente).  

 
Figura 33 - Representação gráfica da área de colágeno tipo I e tipo III expressos 

em área (µm²). Figura A: colágeno tipo III na região da lesão. A linha tracejada 

no gráfico exibe a espessura média da área de colágeno tipo III na pele íntegra 

(2,15 µm²). Valores representam as médias ± erro padrão. Figura B: área de 

colágeno tipo I na região da lesão. A linha tracejada no gráfico exibe a espessura 

média da área de colágeno tipo I na pele íntegra (11.715,44 µm²). Valores 

representam as médias ± erro padrão. Figura C: área total de colágeno (colágeno 

tipo I + colágeno tipo III) na região da lesão, expresso pela soma das médias das 

áreas por grupo. A linha tracejada no gráfico exibe a espessura média da área de 

colágeno tipo I + área de colágeno tipo III na pele íntegra (11.717,59 µm²). Não 

houveram diferenças estatísticas entre os grupos animais (Teste t de student 

paramétrico e não pareado). 

Fonte: do próprio autor (2018).  

 

A figura 33 B demonstra a área de colágeno tipo I na região da 

lesão evidenciando que todos os grupos animais de intervenção obtiveram 
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valores inferiores à da pele íntegra (11.715,44 µm²). O grupo com valores 

mais próximos foi o tratado com MRD e PRP (9.561,19 µm²). Os demais 

grupos apresentaram as seguintes áreas: MRD, PRP e CTMd (7.811,89 

µm²), MRD (6.980,52 µm²), e MRD e CTMd (6.836,21 µm²).  

Na figura 33 C é demonstrada a área total de colágeno pelo 

somatório das médias individuais. Todos os grupos animais mantiveram-

se abaixo dos valores da pele íntegra (de 11.717,59 µm²). O grupo com 

maior área total de colágeno (somatório dos colágenos I e III) foi o tratado 

com MRD e PRP (9.567,97 µm²). Os demais grupos apresentaram as 

seguintes áreas médias: MRD, PRP e CTMd (7.815,97 µm²), MRD 

(6.980,66 µm²), e MRD e CTMd (6.837,03 µm²). 

Os resultados demonstram ainda o baixo percentual de colágeno 

tipo III em relação ao tipo I (Quadro 5). Os grupos que apresentaram 

maior percentual de colágeno tipo III foram os tratados com MRD e PRP 

e MRD, PRP e CTMd.  

 
Quadro 5 - Percentual total da área de colágeno tipo I e tipo III na derme da região 

da lesão. O cálculo foi realizado pelos percentis da área média total de cada grupo 

de intervenção em cada tipo de colágeno. 

Fonte: Do próprio autor (2018).  

 

A Figura 34 evidencia a organização paralela das fibras de 

colágeno tipo I recém-formadas nos animais tratados com MRD e com 

MRD e PRP. Este último grupo animal apresenta fibras mais espessas 

assim como o tratado com MRD, PRP e CTMd. Nos animais trados com 

MRD e CTMd as fibras de colágeno ainda encontram-se desorganizadas.  
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Figura 34 - Fotomicrografias representativas do colágeno tipo I após coloração 

com picrosírius red. Figuras A, B, C, e D: área da lesão sob polarização. Figuras: 

E, F, G, e H área da lesão em cor preta que corresponde à área selecionada para 

medida de colágeno tipo I pelo software Image J e plug-in Threshold Color. 

Figuras A e E: MRD. Figuras B e F: MRD e PRP. Figuras C e G: grupo MRD, 

PRP e CTMd. Figuras D e H: grupo MRD e CTMd. Aumento de 400 X. 

Fonte: Do próprio autor (2018).  
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho teve como tema central estudar os avanços da 

engenharia de tecidos, mais especificamente da associação dos produtos 

plasma rico em plaquetas (PRP), matriz de regeneração dérmica (MRD) 

e células-tronco mesenquimais da derme facial (CTMd), buscando 

desenvolver tratamentos mais efetivos e viáveis para as lesões cutâneas. 

De modo a abordar o processo de reparo tecidual cutâneo, evento 

sequente e fisiológico essencial organizado didaticamente nas fases 

inflamatória, proliferativa e de maturação (GONZALEZ et al., 2016), o 

trabalho foi realizado em três etapas. Inicialmente realizou-se estudo 

preliminar de caso clínico em um indivíduo humano utilizando os 

elementos da engenharia tecidual PRP autólogo, MRD e TPN na 

reconstrução cirúrgica das sequelas de queimaduras. A segunda etapa 

incluiu estudos in vitro que buscaram analisar os efeitos do PRP na 

migração e proliferação das CTMd complementando o estudo de Castro 

(2013). Por fim foram analisados os efeitos da associação dos elementos 

da engenharia tecidual PRP, MRD e CTMd nas diferentes fases do 

processo de reparo cutâneo em modelo pré-clínico murino. Optou-se por 

não alocar um grupo de estudo controle sem MRD, visto que um trabalho 

com essas características já foi desenvolvido no LACERT/UFSC 

(WOSGRAU, 2012), tendo demonstrado resultados superiores no reparo 

da lesão quando do uso da MRD comparado ao não uso, corroborando 

com estudos encontrados na literatura (MAES et al., 2012; VAN 

ZUIJLEN et al., 2015).  

 

5.1 PARTE I - AVALIAÇÃO PRELIMINAR DO USO CLÍNICO DE 

PLASMA RICO EM PLAQUETAS 

 

A queimadura enquanto lesão tecidual é semelhante a outras 

feridas no que se refere aos conceitos básicos de reparo tecidual e de 

cuidados, mas difere no fato de impactar de maneira ávida a condição 

geral do indivíduo, que dependendo da sua intensidade/gravidade, 

interfere diretamente na sobrevivência, no desenvolvimento das 

deformidades e no processo de reintegração social (TIWARI, 2012). No 

estudo preliminar de caso clínico verificou-se que a adesão do paciente 
ao tratamento proposto é substancial para o seu completo sucesso 

(SZABO et al., 2016). Nos tratamentos com uso de tecnologias avançadas 

oferecidos pelo serviço público onde o custo financeiro é alto, sem a 

adesão do paciente não há sucesso no tratamento, havendo consequente 
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desperdício desses recursos, escassos na grande maioria das vezes 

(OLIVEIRA et al., 2009; SZABO et al., 2016).   

Neste estudo foi observado que a área da cicatriz tratada com PRP 

não demonstrou estar melhor ou equivalente à pele íntegra na avaliação 

realizada seis meses após a intervenção cirúrgica, utilizando-se o sistema 

Cutometer, um dos melhores sistemas de avaliação objetiva das cicatrizes 

de queimaduras e padrão ouro para de mensuração das propriedades 

viscoelásticas da pele (LEE et al., 2016). A fase de maturação cicatricial 

no processo de reparo cutâneo em paciente queimado de espessura total 

(como foi o caso estudado, em função da cirurgia envolver a retirada de 

uma área cicatricial profunda, correspondente a uma lesão de espessura 

total), dura em média dois anos (mínimo de um ano) após a lesão, 

podendo variar em função da extensão e profundidade do trauma 

(AHUJA et al., 2016; O´SULLIVAN; SCHMITZ, 2010). Considera-se 

que seis meses seja ainda um período recente para alterações em toda a 

estrutura biomecânica da pele, que depende da deposição e arranjo das 

fibras de colágeno, principalmente colágeno tipo I (DA CUNHA; 

PARAVIC; MACHADO, 2015). Esse dado é corroborado pela avaliação 

do eritema e na pele da área cicatricial que indica cicatriz ativa em plena 

fase de remodelamento cicatricial, podendo estar esse associado aos 

sintomas de prurido, dor e hipertrofia em indivíduos com quadro de 

imaturidade da cicatriz, caracterizada pela hipervascularização 

(GONÇALVES et al., 2013). 

Os dados das condições biomecânicas da pele do paciente 

indicaram que mesmo o PRP possuindo uma concentração alta de fatores 

de crescimento, quimiotáticos, entre outros, que interferem no processo 

de reparo tecidual (CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 2018; MARCK; 

MIDDELKOOP; BREEDERVELD, 2014), o tratamento não foi 

suficientemente para influenciar a maturação cicatricial no período de seis 

meses após a lesão a ponto de se igualar a pele íntegra. Não foram 

realizadas avaliações posteriores. Em estudo anterior, Klosová e 

colaboradores (2013) observaram nas áreas de enxerto de pele associadas 

ao PRP condições biomecânicas melhores no primeiro, terceiro e sexto 

mês após a lesão comparativamente às áreas sem uso de PRP, sendo 

equivalente à pele íntegra após um ano (KLOSOVÁ et al., 2013). Apesar 

da fase de maturação cicatricial ainda não haver cessado (AHUJA et al., 
2016), o PRP demonstrou-se promissor na melhora das condições 

biomecânicas da pele (ELSAYED, 2017; KLOSOVÁ et al., 2013). 
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5.2 PARTE II – PLASMA RICO EM PLAQUETAS ESTIMULA A 

PROLIFERAÇÃO E MIGRAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS DA DERME FACIAL IN VITRO 

 

As análises em cultura de células revelaram que o PRP, em todas 

as diluições estudas, mas principalmente em 1:25, estimula a migração e 

proliferação das CTMd promovendo fechamento mais rápido da lesão.  

Esses resultados corroboram os de Castro (2013) que observou que 

o PRP estimula a viabilidade e crescimento das CTMd, eventos 

importantes no reparo tecidual. Além disso, demonstrou que a associação 

do PRP às CTMd cultivadas na MRD constitui um microambiente efetivo 

para a adesão, o crescimento, a viabilidade, a migração, e diferenciação 

celular com grande potencial para a engenharia de tecidos. Do mesmo 

modo, Formigli e colaboradores (2011) verificaram a efetividade do PRP 

associado às CTM de tecido adiposo e à MRD (FORMIGLI et al., 2011). 

Dados semelhantes foram encontrados por Roubelakis e colaboradores 

(2014) que, em abordagens in vitro, demonstraram efeitos positivos do 

PRP na capacidade de migração e taxa de proliferação de CTM do fluído 

amniótico e fibroblastos da pele com diversas diluições de PRP (de 1:5 à 

1:50). O mesmo trabalho, em estudo clínico de tratamento de úlceras, 

demonstrou que PRP promoveu cicatrização mais rápida com incremento 

na neovascularização (ROUBELAKIS et al., 2014).  

Entretanto, ainda não há consenso na literatura a respeito de uso, 

diluições e procedimentos de preparo do PRP (DHURAT; SUKESH, 

2014) sendo a uniformização nos parâmetros de centrifugação primordial 

para a padronização.  

Em conjunto, os dados da literatura citados acima e os resultados 

dos experimentos em cultura de células sugerem que a associação dos três 

elementos da engenharia de tecidos PRP, CTMd e MRD influenciam a 

capacidade de migração e proliferação celular em área de lesão com 

participação efetiva no processo de reparo tecidual. 
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5.3 PARTE III - ESTUDO PRÉ-CLÍNICO DO USO ASSOCIADO DE 

PLASMA RICO EM PLAQUETAS, CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS DA DERME FACIAL, E MATRIZ DE 

REGENERAÇÃO DÉRMICA NO REPARO CUTÂNEO EM MODELO 

MURINO  

 

Na terceira parte do trabalho, foi analisada a associação de 

produtos da engenharia tecidual em estudo pré-clínico em camundongos 

onde se verificou que os animais tratados com as CTMd associadas à 

MRD foram os que apresentaram de modo geral as melhores condições 

nas diversas fases do reparo tecidual.  

Os grupos animais tratados com PRP (associado ou não às CTMd) 

apresentaram na fase inflamatória os maiores valores da espessura do 

tecido de granulação, sendo estes os mais próximos da pele íntegra. Este 

efeito é explicado pelos fatores de crescimento e quimiotáticos presentes 

no PRP, principalmente pelos fatores plaquetários que atuam na 

hemostasia (oclusão da lesão) (CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 

2018). Esses grupos animais apresentaram ainda os maiores valores de 

colágeno I e III o que pode influenciar a fase de remodelamento do reparo 

tecidual, mais especificamente na fase de maturação.  

Por outro lado, o uso da MRD isolada em raras condições nesse 

estudo demonstrou ser a melhor opção para uso. A literatura é enfática no 

que diz respeito à associação de produtos da engenharia tecidual, que tem 

se demonstrado mais efetiva no tratamento de lesões do que o uso de 

produtos isoladamente (FORMIGLI et al., 2015).  

 

5.3.1 Análises macroscópicas no processo de reparo tecidual  

 

Na análise macroscópica das lesões dos animais do estudo não 

foram observados sinais de infecção, como infiltrado purulento, edema e 

presença excessiva de exsudato em nenhum animal, indicando boas 

condições de manejo com os animais. Além disso, não foram observadas 

cicatrização hipertrófica, hipotrófica ou queloideana em nenhum dos 

grupos estudados o que pode ser explicado pelo modelo animal cuja 

cicatrização ocorre por contração dos bordos contribuindo para o 

fechamento da lesão sem a expressão de cicatrizes anormais (ZOMER; 
TRENTIN, 2017).  

Os animais tratados com as CTMd (associadas ou não ao PRP) 

foram os que apresentaram o fechamento da lesão mais rápido mesmo 

sem diferenças estatísticas, o que pode ser explicado pela interação dessas 

células com o microambiente da ferida. Durante o processo de 
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cicatrização, as CT são influenciadas pela secreção local de fatores de 

crescimento e sinais endógenos e assim contribuem para um rápido 

fechamento da lesão (LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016; 

ROUBELAKIS et al., 2014).  

 

5.3.2 Avaliação da fase inflamatória do reparo tecidual  

 

A fase inflamatória do reparo tecidual foi analisada no 3o dia de 

pós-operatório pela observação da espessura do tecido de granulação, 

infiltrado celular na MRD e infiltrado de leucócitos na área de lesão.  

Os grupos animais tratados com PRP, associado ou não às CTMd, 

foram os que apresentaram maior espessura do tecido de granulação nesse 

momento inicial da fase de reparo tecidual apesar de não ter havido 

significância estatística.  

Ação do PRP na fase inflamatória é explicada pela liberação de 

diversos fatores crescimento quimiotáticos que tem efeito continuo em 

todas as fases do processo de reparo. O PRP quando adicionado à lesão 

aumenta a concentração de fatores com efeito na inflamação como o fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e 

o fator de crescimento epidérmico (EGF) (ROUBELAKIS et al., 2014).  

A ativação celular promovida pelo PRP (ROUBELAKIS et al., 

2014) e pela mediação da sinalização parácrina das CTM (LEE; AYOUB; 

AGRAWAL, 2016) foi observada na infiltração celular na MRD. No dia 

3 de pós-operatório os grupos de animais tratados com PRP e/ou CTMd 

associados à MRD apresentaram maior quantidade de células infiltradas 

na MRD em relação aos animais do grupo tratado apenas com MRD. 

Resultado semelhante foi encontrado por Jeremias (2013) em relação aos 

animais tratados somente com MRD e com MRD e CTMd.  

De modo semelhante, o grupo animal tratado com MRD 

apresentou infiltrado inflamatório moderado na área da lesão enquanto os 

demais grupos apresentaram alta quantidade de células inflamatórias 

nessa área. A ativação dos fatores do PRP e da ação parácrina das CTMd 

podem explicar também esses achados. De fato, trabalhos da literatura 

sugerem o papel das CTM na mediação inflamatória no processo de 

reparo tecidual (BRUNA et al., 2016). Além disso, Jeremias (2013) 
detectou aumento do infiltrado inflamatório nos animais tratados com 

CTMd.  

A plasticidade e conversão dos macrófagos do tipo M1 (pró-

inflamatório) em M2 (anti-inflamatório e pró-angiogênico) pode estar 

relacionada à ação das CTMd e do PRP e assim modular a inflamação em 
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resposta aos estímulos do ambiente (GONZALEZ et al., 2016; HONG et 

al., 2013; VASANDAN et al., 2016). Neste sentido, pode-se ressaltar a 

secreção pelas CTM de IL-6, IL-1, PDGF e TGF-β que participam no 

recrutamento e migração de neutrófilos (ZACHAR; BAČENKOVÁ; 

ROSOCHA, 2016). Por outro lado, as CTM também secretam IL-10, uma 

citocina anti-inflamatória que promove a diminuição da migração de 

neutrófilos ao tecido e que em conjunto à plasticidade dos macrófagos (o 

macrófago M2 secreta IL-10) regulam o microambiente da lesão 

(GONZALEZ et al., 2016; ZACHAR; BAČENKOVÁ; ROSOCHA, 

2016). Outra questão importante a se levar em consideração é que os 

maiores níveis de neutrófilos no reparo tecidual, que ocorrem por volta 

de 1 - 2 dias após o trauma, atuam na prevenção de infecções bacterianas 

em conjunto à ação dos macrófagos além de ativar queratinócitos, 

fibroblastos e as células de sistema imune (CHICHARRO-

ALCÁNTARA et al., 2018). Esses resultados sugerem que o aumento do 

infiltrado leucocitário possui ação nos demais eventos do reparo tecidual 

colaborando positivamente nesse processo.  

 

5.3.3 Avaliação da fase proliferativa do reparo tecidual  

 

A fase proliferativa do reparo tecidual foi avaliada no dia 7 de pós-

operatório pelas análises do tecido de granulação, infiltração celular na 

MRD e número de vasos sanguíneos. Em todos os grupos animais 

estudados houve aumento da espessura do tecido de granulação em 

relação ao dia 3 de pós-operatório, sem diferença estatística entre eles. 

Este resultado está relacionado e é necessário à progressão do processo 

de reparo, porém desregulações e principalmente as formações em 

excesso podem levar a cicatrizes patológicas, como o caso das 

hipertróficas (HONG et al., 2013) o que não foi observado na pesquisa 

atual.  

Resultado similar foi obtido quanto à infiltração celular na MRD 

onde os quatro grupos animais estudados apresentaram de modo 

semelhante aumento da colonização celular em relação ao dia 3 de pós-

operatório. Esse dado pode ser explicado pelo recrutamento de fatores, 

células e demais agregados celulares durante a progressão do processo de 

reparo facilitado tanto pelo PRP, quanto pelas CTMd e pela MRD, um 
biomaterial que serve como arcabouço para a migração e depósitos de 

todos os componentes que vão formar o novo tecido (FORMIGLI et al., 

2015; JEREMIAS et al., 2014; MARQUES; SUZUKI; MARQUES, 

2017).  
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Além disso, os fatores presentes durante o processo de reparo 

promovem a angiogênese e atuam na reepitelização, completada na fase 

de maturação (CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 2018). A 

neovascularização ocorre pela deposição de células endoteliais que 

favorecem a formação de novos vasos, evento estimulado pelo aumento 

dos níveis do fator de crescimento VEGF (GONZALEZ et al., 2016) e 

que no presente trabalho pode ser favorecido pela ação parácrina das 

CTMd e do PRP. O VEGF exerce um forte efeito parácrino nas células 

endoteliais, promovendo a angiogênese na lesão, no tecido de granulação 

em si e aumentando a densidade dos microvasos (CHICHARRO-

ALCÁNTARA et al., 2018; LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016). Neste 

sentido, a elevada quantidade de células infiltradas na MRD observada 

nos grupos animais estudados são condizentes com a formação dos vasos 

no dia 7 pós-operatório. Assim sendo, todos os grupos animais 

apresentaram diminuição no número de vasos/campo entre os dias 7 e 18 

de pós-operatório. Na fase de maturação cicatricial que ocorre aos 18 dias 

de pós-operatório, a maioria dos vasos sanguíneos, assim como os 

fibroblastos e células inflamatórias diminuem e desaparecem da área da 

lesão devido a processos de emigração, apoptose ou outros mecanismos 

de morte celular (GONZALEZ et al., 2016). É importante salientar que, 

apesar de não ter sido observada diferença estatística para os demais 

grupos, o grupo de animais tratado com MRD, PRP e CTMd 

apresentaram o menor número de vasos/campo no dia 7 de pós-

operatório, o maior número no dia 18, sugerindo um processo de reparo 

prolongado frente aos demais com maior quantidade de vasos presentes 

(YOUSEFI et al., 2014), condizendo ainda com uma alta espessura de 

derme recém-formada observada nesse dia.  

 

5.3.4 Avaliação da fase de remodelamento do reparo tecidual  

 

A fase de remodelamento foi avaliada aos 18 dias de pós-

operatório pelas análises da espessura da neoderme, espessura da 

epiderme recém-formada e formação das fibras de colágeno. 

Todos os grupos animais estudados apresentaram espessura da 

derme recém-formada maior que a da derme íntegra, sendo os tratados 

com MRD e PRP e com MRD e CTMd os de valores mais próximos à 
derme não lesionada. Pode-se sugerir uma fase de remodelamento em 

estágio mais avançado nesses animais, quando os fibroblastos do tecido 

de granulação mudam seu fenótipo e começam a expressar 

temporariamente a actina do músculo liso, convertendo-se em 

miofibroblastos (GONZALEZ et al., 2016).  
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Quanto à espessura da epiderme recém-formada, os dados 

demonstraram diferenças significativas entre o grupo de animais tratados 

com MRD e CTMd e os demais, sendo esse o mais próximo da epiderme 

íntegra enquanto que os tratados com PRP (MRD e PRP ou MRD, CTMd 

e PRP) foram os mais espessos e distantes indicando prolongamento da 

fase de maturação. Do mesmo modo, Venter e colaboradores (2016) 

observaram em lesões cutâneas de ratos, espessura aumentada da 

epiderme nos animais tratados com PRP (VENTER et al., 2016).  

O grupo animal tratado com MRD e CTMd apresentou também os 

menores desvios da média percentual frente aos demais grupos sugerindo 

epiderme mais homogênea, mesmo não tendo apresentado diferença 

estatística quanto ao fechamento da lesão pelas análises macroscópicas. 

Não foram encontrados dados na literatura a respeito de uma espessura 

padrão esperada para o modelo estudado, contudo pode-se afirmar que as 

espessuras mais homogêneas e próximas à epiderme da pele íntegra são 

desejáveis no reestabelecimento da estrutura lesionada. Esses resultados 

em conjunto aos da espessura da epiderme recém-formada ressaltam a 

ação das CTMd, possivelmente pelos seus efeitos parácrinos, em recrutar 

os tipos de celulares envolvidos no reparo, incluindo células epiteliais, 

células endoteliais, queratinócitos e fibroblastos, e em regular as respostas 

celulares necessárias como sobrevivência, proliferação, migração e 

alteração da expressão gênica (MAXSON et al., 2012). 

Quanto à formação das fibras de colágeno, não foram observadas 

diferenças estatísticas para os dois tipos (I e III) entre os grupos animais 

estudados.  

Os animais tratados com MRD e PRP e com MRD, PRP e CTMd 

apresentaram os maiores percentuais e área média de colágeno tipo III 

acima da pele íntegra, o que corrobora os resultados acima sugerindo fase 

de maturação mais lenta nos grupos animais tratados com PRP, uma vez 

que nessa etapa do processo de reparo, o colágeno tipo III sofre 

degradação e aumenta a síntese de colágeno tipo I (GONZALEZ et al., 

2016).  

Cabe elucidar que nessa pesquisa, para a análise do percentual de 

colágeno (com software ImageJ 1.50i ®, plug in Threshold Color), a 

birrefringência foi definida pela cor verde (colágeno tipo III) e vermelha 

(colágeno tipo I). A literatura mostra que 80 % - 85 % do percentual de 
colágeno da pele íntegra corresponde ao colágeno tipo I e 10%-15% ao 

colágeno tipo III (DA CUNHA; PARAVIC; MACHADO, 2015), sendo 

este último muito diferente do encontrado nessa pesquisa. De modo 

similar, Ribeiro e colaboradores (2015) analisaram a produção de 

colágeno no reparo de lesões cutâneas em ratos encontrando níveis de 
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colágeno III muito abaixo dos preditos pela literatura para a pele íntegra 

(RIBEIRO et al., 2015). Lattouf e colaboradores (2014) estudaram por 

coloração com picrosírius red e visualização em microscópio sob luz 

polarizada, os níveis de colágeno em pacientes com Síndrome de Ehlers-

Danlos Tipo IV (deficientes em colágeno tipo III) e em indivíduos 

hígidos. O grupo constatou que rotações no filtro do microscópio alterou 

a cor das fibras de colágeno nos grupos estudados sugerindo que a 

diferença de cores observada pode não estar associada aos tipos de 

colágeno, mas sim a artefato de técnica (LATTOUF et al., 2014). 

Acrescenta-se a afirmação dos precursores da técnica Montes e Junqueira 

(1991), quanto a dificuldade de diferenciação colorimétrica dos tipos de 

colágeno por coloração com picrosírius red (MONTES; JUNQUEIRA, 

1991). Atualmente há na plataforma web Research Gate lista de discussão 

onde pesquisadores compartilham dessas observações (ATHENA REN, 

2017). Sendo assim, os valores baixos da área de colágeno tipo III 

detectados no presente trabalho podem estar sendo subestimados.  

Em todos os grupos animais estudados a área média de colágeno 

tipo I assim como o somatório das áreas dos colágenos tipo I e III foram 

abaixo dos da pele íntegra, o que sugere que em nenhum deles a fase de 

remodelamento foi finalizada no 18º dia de pós-operatório. O grupo 

animal que mais se aproximou da pele íntegra foi o tratado com MRD e 

PRP, seguido pelos tratados com MRD, PRP e CTMd, coincidindo com 

a maior espessura da neoderme e maior número de vasos e sugerindo fase 

de remodelamento tecidual mais lenta. Apesar dos animais tratados com 

MRD e PRP terem apresentado espessura de neoderme menor que os 

outros, os demais indicadores corroboram essa hipótese. Neste sentido, 

Chicharro-Alcántara e colaboradores (2018) demonstram que lesões 

cutâneas tratadas com PRP apresentam maior deposição de colágeno que 

as controle além de fibras mais organizadas. O PRP estimula a produção 

de colágeno tipo I, da metaloproteinase tipo I e aumenta os reguladores 

da progressão do ciclo celular para acelerar a cicatrização de feridas 

(CHICHARRO-ALCÁNTARA et al., 2018).  

No presente estudo, foi observada maior espessura e organização 

paralela das fibras de colágeno tipo I nos animais tratados com MRD e 

PRP e com MRD, PRP e CTMd sugerindo que o processo de reparo mais 

lento é acompanhado por fibras de colágeno mais maduras e 
possivelmente de maior qualidade. Por outro lado, o grupo animal tratado 

com a associação de MRD e CTMd apresentou fibras de colágeno 

desorganizadas sugerindo maturação mais lenta dos componentes da 

matriz extracelular apesar da espessura da derme recém-formada ser mais 

próxima da pele íntegra. Esse resultado parece contradizer com a 
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literatura (LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016) que relata alinhamento 

regular das fibras de colágeno em lesões cutâneas tratadas com CTM e 

ainda aponta que estas desenvolveram apêndices cutâneos, como 

folículos pilosos, glândulas sudoríparas, característicos de uma pele com 

boa formação.  

No momento final da fase de remodelamento, as fibras de colágeno 

tornam-se mais espessas e são dispostas em paralelo, resultando em força 

de tração aprimorada para o tecido, essencial para que restauração da 

funcionalidade e a aparência "normal" do tecido lesado ocorra. Nesse 

momento ainda, há alteração na produção de quimiocinas por citocinas 

anti-inflamatórias, como IL-10 ou TGF-β1 com um forte efeito sobre a 

expressão gênica de colágeno (GONZALEZ et al., 2016). 

Em conjunto, os dados de quantificação total e organização 

paralela das fibras de colágeno nos grupos animais tratados com PRP, 

sugerem processo de remodelamento mais lento na área da lesão 

acompanhado de resultados cicatriciais melhores. Esses resultados são 

corroborados por Klosová e colaboradores (2013) os quais verificaram 

que as cicatrizes tratadas com PRP em longo prazo apresentaram 

condições biomecânicas semelhantes a área de pele íntegra (KLOSOVÁ 

et al., 2013).  

Em resumo, os resultados desse trabalho sugerem que o uso 

associado dos produtos da engenharia tecidual (MRD, PRP e CTMd) em 

lesões cutâneas são mais efetivos no processo de reparo do que seu uso 

isoladamente. A associação da MRD e as CTMd promoveu o fechamento 

mais rápido da lesão, e uma melhor reepitelização junto com maior 

homogeneidade da epiderme. A associação da MRD e PRP ou da MRD, 

PRP e CTMd resultou em maior área total de colágeno com melhor 

organização das fibras. Os três grupos de animais que utilizaram esses 

produtos associados ainda apresentaram a neoderme mais próxima à da 

pele íntegra, aumento da infiltração celular na MRD e do infiltrado 

leucocitário na lesão e maior vascularização (Figura 35). 
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Figura 35 - Esquema representativo dos efeitos da associação dos produtos da 

engenharia tecidual (MRD, PRP e CTMd) nas lesões cutâneas. Os resultados 

desse trabalho sugerem que associação desses elementos são mais efetivos do que 

seu uso isoladamente. A associação da MRD com a CTMd promoveu o 

fechamento mais rápido da lesão, e uma melhor reepitelização associada à 

homogeneidade da epiderme. A associação da MRD e PRP e da MRD, PRP e 

CTMd resultou em maior área total de colágeno assim como melhor organização 

das fibras de colágeno. A associação desses produtos resultou ainda em derme 

mais próxima à da pele íntegra, aumento da infiltração celular na MRD do 

infiltrado leucocitário na lesão e maior vascularização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: do próprio autor (2018). 
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6 CONCLUSÃO 

 

•A adesão do paciente ao tratamento proposto é fator fundamental 

para o seu completo sucesso. 

 

•O plasma rico em plaquetas (PRP) estimula a proliferação e 

migração das células-tronco mesenquimais da derme facial (CTMd) 

promovendo fechamento da lesão in vitro. 

 

•A utilização associada dos produtos da engenharia tecidual matriz 

de regeneração dérmica (MRD), CTMd e PRP são mais efetivos em todas 

as fases do processo de reparo cutâneo em modelo pré-clínico murino do 

que seu uso isoladamente. 

 

•A associação da MRD com CTMd é efetiva em promover o 

fechamento acelerado da lesão cutânea acompanhado de melhor 

reepitelização e homogeneidade da epiderme influenciando 

positivamente ainda na espessura da neoderme, infiltração celular na 

MRD, infiltrado inflamatório e neovascularização. 

 

•O PRP associado à MRD, na presença ou não de CTMd, é efetivo 

na fase de remodelamento do processo de reparo cutâneo estimulando a 

produção e organização das fibras de colágeno podendo resultar em 

cicatrizes de melhor qualidade. O PRP é também efetivo na espessura da 

derme, infiltração celular na MRD, infiltrado leucocitário e 

neovascularização. 
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