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RESUMO  

 

A cicatrização é um processo complexo no qual orquestram-se vários 

tipos celulares assim como proteínas estruturais. O Fibrinogênio (F1), proteína 

principal da matriz provisória na ferida, é responsável por ocluir a área lesionada, 

dando início ao processo cicatricial. A Fibronectina (FN) é uma proteína que se liga 

ao F1 e assim, estabiliza-se a matriz na área da ferida. Uma vez estabilizada, 

ocorrem processos de migração celular ao leito da lesão como também ligação do 

F1 ao colágeno da pele ilesa circundante. No entanto, a maioria dos estudos 

descrevem que a ligação do F1 a FN acontece apenas em situações patológicas 

como infecções ou doenças inflamatórias, embora, um estudo recente descreveu a 

purificação do complexo de F1 ligado FN a partir de plasma humano de indivíduos 

saudáveis.  

Este trabalho trata-se de estudo in vitro e in vivo, no qual foi avaliada a 

velocidade de cicatrização, morfologia da ferida, modulação de genes envolvidos no 

processo de cicatrização, proliferação e migração celular em animais, tratados 

diariamente por via tópica com o Fibrinogenio (F1) e Fibronectina (FN). Também 

avaliamos o uso das matrizes de F1 e FN em modelos in vitro de cicatrização. As 

feridas foram foto documentadas sistematicamente e as amostras foram extraídas 

nos dias 2, 6 e 11 após a excisão. Estas amostras foram analisadas por meio de 

PCR em tempo real, imunofluorescência, microscopia óptica e de luz polarizada. 

Nossos resultados mostraram que o complexo γγ′F1: pFN acelera significativamente 

o proceso cicatricial, formação de tecido de granulação, e estimula a reepitelização 

em feridas na pele de camundongos. Além disso, o uso da mistura de F1 e FN em 

feridas feitas em pele humana equivalente também estimulou o proceso cicatrizial. 

Para análise estatística, os grupos foram comparados utilizando test t student para 

dois grupos e 2-way ANOVA com o teste Bonferroni para três grupos ou mais. O 

nível de significância adotado foi de p<0,05. Os dados foram expressos como 

médias, erro-padrão, sendo indicado o número de experimentos independentes. 

 

 

Linha de Pesquisa: Tecnologia e Inovação no Cuidado de Enfermagem e Saúde. 

Palavras-chave: Fibrinogênio; Cicatrização; Receptor de Fibronectina;  Enfermagem. 



ABSTRACT 
 

The healing process is a complex multi-steps process in which several cell 

types and structural proteins are orchestrated. Fibrinogen (F1), the main protein of 

the provisional matrix in the wound, is responsible for occluding the injured area, 

initiating the healing process. Fibronectin (FN) is a protein that binds to F1 and thus 

stabilizes the matrix in the injured area. Once stabilized, macrophage aggregation 

processes, cell migration to the wound bed, as well as binding of F1 to the collagen 

of the surrounding unhealthy skin occur. However, most studies describe that F1 

binding to FN occurs only in pathological situations such as infections or 

inflammatory diseases. A recent study described the purification of the F1-bound FN 

complex from human plasma from healthy individuals. 

This work is an experimental study in animals and in vitro, in which the 

healing speed, wound morphology, modulation of genes involved in the healing 

process, proliferation and cell migration in animals with acute wound model, will be 

evaluated by a daily topically application of Fibrin and Fibrinogen. We will also 

evaluate the use of F1 and FN matrices for in vitro healing models. The wounds will 

be systematically documented, and the samples will be extracted on days 2, 6 and 

11 after excision.  Our results showed that the complex γγ′F1: pFN significantly 

accelerates the healing process, formation of granulation tissue, how to potentiate 

reepithelization in mice skin wounds and in human equivalent 3D skin wounds. 

These samples will be analyzed using real-time PCR, optical microscopy, and 

polarized light. For statistical analysis, the groups were compared using test t student 

when comparing two groups and 2-way ANOVA with the Bonferroni test when 

comparing three groups or more. The level of significance adopted will be p <0.05. 

The data will be expressed as means, standard error, indicating the number of 

independent experiments. 
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INTRODUÇÃO 

O processo de cicatrização é caracterizado pela formação de novo tecido 

na área lesionada. Na pele, o reparo tem como objetivo iniciar a estabilização da 

função de barreira através da formação da Matriz Extracelular (MEC) provisória a 

qual é substituida finalmente por tecido fibrótico ou cicatricial (1). Este processo 

pode ser dividido didaticamente em quatro fases seriadas, embora ocorram em 

paralelo: inicialmente a homeostase, seguida da resposta inflamatória, proliferação-

migração celular e finalmente a remodelação do novo tecido (2-5).  

Em feridas cutâneas, imediatamente após a lesão, inicia-se o processo de 

hemostasia, com o objetivo de interromper a perda de fluidos (6). O Fibrinogênio ou 

Fator de coagulação I (F1) é o componente principal do sistema hemostático (7). O 

fibrinogênio e a fibronectina (FN) (10:1 Molar no sangue) são polimerizados pela 

trombina e estabilizados pelo fator XIII (FXIII) para formar o tampão de fibrina 

estabilizado (8-10). As plaquetas e os leucócitos polimorfonucleares aglomeram-se 

no coágulo para logo secretar fatores que amplificam a agregação de outras 

plaquetas, processo conhecido como ativação plaquetária (11). As plaquetas 

aderidas ao coágulo, proporcionam um sistema de armazenamento e transporte de 

fibrinogênio, como também de fatores inflamatórios e de crescimento, entre eles o 

Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento 

Transformador (TGF) e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (12, 13). 

A estabilização da matriz de fibrina é secundária à formação do complexo fibrina-

fibronectina (F1:FN) (14). Macrófagos circulantes ligam-se à matriz de F1:FN, 

liberando inicialmente, citocinas inflamatórias (15, 16). Estas citocinas, mais 

peptídeos produto da clivagem do fibrinogênio solúvel em insolúvel, como também a 
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Proteína Quimioatratora de Monócitos-1 (MCP-1), atraem outros monócitos e 

macrófagos, marcando a seguinte etapa, a fase inflamatória (3, 17). 

Na fase inflamatória, logo após a formação do coágulo de fibrina, 

leucócitos no local da ferida eliminam bactérias por meio da fagocitose, e monócitos 

atraídos na lesão, diferenciam-se em macrófagos ativados os quais, liberam 

citocinas inflamatórias como TNF-α IL1-β, IL-6, Procr e Plaur (18-20). Além disso, 

leucócitos no local da ferida junto as plaquetas, secretam fatores de crescimento que 

iniciam a formação do tecido de granulação (3). Entre os fatores de crescimento 

secretados nessa fase estão o TGF- α/β, VEGF e o PDGF, que por um lado 

participam da formação da nova matriz extracelular e angiogênese, como também 

estimulam a ativação de fibroblastos das bordas da lesão. Estes últimos são 

capazes de secretar Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Crescimento Semelhante à 

Insulina (IGF-I) que em conjunto com macrófagos, darão início a fase proliferativa 

(3).  

Na fase proliferativa, novos macrófagos são ativados e aumenta a 

secreção de TGF-β, MCP-1, PDGF, IGF-1 e o Fator de Crescimento de Fibroblastos-

2 (FGF-2). A matriz de F1:FN começa a ser substituída por um tecido mais 

resistente e estável (21). Macrófagos transdiferenciados em fibroblastos 

representam a vasta maioria das células produtoras de colágeno (20). 

Progressivamente, a matriz de F1:FN e substituída pelo colágeno, sendo degradada 

pela Plasmina ativa, protease específica contra a fibrina, (17, 22), dando início a fase 

de remodelação, etapa final do processo de reparo tecidual. É nesse período que a 

cicatriz adquire sua máxima resistência, assim como uma intensa deposição e 

concentração de colágeno. Inicialmente o colágeno tipo III é depositado, o qual 

forma uma estrutura flexível para logo depois, ser substituído parcialmente pelo 
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colágeno do tipo I com fibras dispostas de forma organizada e reticuladas, com 

menor porosidade e menor quantidade de vasos sanguíneos, dando o aspecto 

característico da cicatriz (21).  

Fibrinogênio e Fibronectina (F1:FN) 

O Fibrinogênio é uma glicoproteína circulante de 340 kDa, sintetizada 

principalmente por hepatócitos e constituído por duas moléculas simétricas, cada 

uma composta por um conjunto de três cadeias polipeptídicas diferentes 

denominadas alfa (α), beta (β) e gama (γ). Esta molécula é altamente heterogênea 

devido ao splicing alternativo, à modificação pós-transdução extensiva e à 

degradação proteolítica (9).  O Fibrinogênio apresenta duas classes de cadeias 

gama: 1) gama e 2) gama' (gama prima), que diferem uma da outra por às suas 

sequências COOH terminais. Quando o Fibrinogênio polimerizado pela trombina e 

estabilizado na presença do Fator de Coagulação XIII ativado (FXIIIa) e o Ca2 +, 

forma-se dois tipos de dímero gama (Figura 1): 1) gama  - gama e 2) gama  - gama ' 

(23). Em torno de 10% da fibrina possui uma subpopulação γ’. A ligação da trombina 

ao Fibrinogênio ocorre em dois locais, sendo um deles na cadeia gama prima (24). 

O Fibrinogênio heterodimérico (γ / γ’) apresenta várias atribuições funcionais únicas 

decorrentes dos seus 25 aminoácidos adicionais no terminal carboxílico da cadeia 

gama (25). Esses 25 novos aminoácidos do fibrinogênio gama’ apresentam lugares 

de ligação extras tanto para a trombina quanto para o fator XIII (24). 
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Figura 1: diferentes variantes do fibrinogênio à modificação pós-transdução. 

Figura construída pelo autor. 

 

Uma das proteínas capaz de interagir com o Fibrinogênio (F1) é a 

Fibronectina (FN) (22). No humano, há duas formas de FN, a Fibronectina 

Plasmática (pFN) sintetizada por hepatócitos e a Fibronectina Celular (cFN) 

sintetizada por fibroblastos, células endoteliais, macrófagos e algumas células 

epiteliais (26).  

A ligação da FN ao F1 é chamada de ligação de Reboque ou Passo a 

Passo. No primeiro passo acontece a interação não covalente na qual a FN liga-se 

de forma reversível ao F1. No segundo, o FXIIIa estabiliza a interação não covalente 

mediando a reticulação covalente, também conhecida como ligação cruzada (27, 

28). De fato, a deficiência de FXIII foi extensivamente estudada usando 

camundongos knockout os que apresentam cicatrização de feridas prejudicada (29). 

Estudos da década dos 80 forneceram importantes informações sobre a 

função e estrutura da FN. Grinnell e Feld (1981), em um estudo in vitro, descobriram 

que a FN está distribuída ao longo de filamentos de fibrina dos coágulos de sangue 
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(30). Um ano após, o mesmo grupo de pesquisadores identificou que a FN também 

faz parte do coágulo formado durante o processo de cicatrização (31). Eles 

concluíram que os coágulos sanguíneos formados são um complexo de fibrina-

fibronectina e que há uma camada contínua de FN sobre os coágulos responsáveis 

por proporcionar a estabilidade mecânica necessária para o início da cicatrização 

(30). Estudos posteriores demonstraram que a FN ligada ao F1 age como substrato 

para migração celular pois esse complexo adota uma conformação desdobrada que 

resulta na exposição dos domínios de ligação para as células (integrinas).  As 

integrinas são uma família de receptores de superfície celular heterodiméricos, 

capazes de ligar-se à F1 e FN e interagir com esses domínios de ligação. 

Especificamente, a integrina alfa 5 (ou Itga5, α5β1, ou receptor alfa de fibronectina) 

é altamente e somente expressa na papila migratória de células epiteliais em contato 

direto com a matriz F1:FN da ferida (19).  Demostrou-se que a interação da integrina 

Itga5 da membrana celular dos queratinócitos com a fibronectina contribui para a 

proliferação, além de facilitar a adesão e a migração através da matriz F1:FN destas 

células (32). Além disso, a adesão de fibroblastos à matriz F1:FN durante a 

cicatrização de feridas também é mediada via integrina Itga5 (3).  

No entanto, estudos têm demonstrado que o complexo F1:FN existe 

apenas no plasma de pacientes com doenças inflamatórias, infecciosas como no 

plasma de pacientes com artrite reumatoide (33-37). Devido a este fato, nosso 

parceiro da Universidade de Nebraska nos Estados Unidos, tem trabalhado com o 

objetivo de purificar esse complexo, devido às perspectivas do seu uso para 

tratamento de feridas. 

Ismail e colaboradores (38), isolaram o complexo F1:FN a partir de 

plasma humano de indivíduos saudáveis utilizando uma sequência de 
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crioprecipitação com sulfato de amônio e cromatografia em gel. Em uma segunda 

cromatografia com gelatina, o grupo demonstrou que o componente F1 plasmático, o 

qual liga-se à FN plasmático, é composto exclusivamente pelo heterodímero γγ'. Os 

autores identificaram também que o complexo Fibrinogênio plasmático γγ’ (γγ’F1) 

associado a Fibronectina (pFN) do plasma (γγ’F1:pFN) purificado é termicamente 

estável quando comparado com as preparações de plasma que não contêm FN, 

como também é estável em pH fisiológico. Além disso, este grupo demonstrou in 

vitro que na matriz formada a partir do complexo γγ’F1:pFN houve aumento 

significativo da força de resistência do coágulo e do tempo de coagulação quando 

comparado com outras combinações (F1 e FN), ou de F1 e FN isoladamente (38). 

Feridas e complicações relacionadas 

Em algumas situações de doenças o processo de reparo tecidual torna-se 

prejudicado, como por exemplo, na presença de biofilmes (39), úlceras vasculares 

(40) e feridas do pé diabético (41). Nesses casos ocorre inflamação prolongada (42), 

pobre angiogênese e uma menor deposição de colágeno na MEC (43). Além disso, 

em Diabetes Mellitus (DM), ocorre diminuição significativa de alguns dos importantes 

fatores de crescimento como o IGF-1, TGF-β e VEGF como também aumento de 

enzimas capazes de destruir a MEC como as Metaloproteinases 1 e 2 (MMP-1 e 

MMP-2)  e a redução dos Inibidores de Metaloproteinase-2 (TIMP-2) que são 

inibidores endógenos dessas enzimas que degradam MEC (44). Especificamente, as 

feridas crônicas contêm proteases que digerem a fibronectina e interferem na 

polimerização do Fibrinogenio (45-50). 

Uma das principais limitações na cicatrização de feridas em pacientes 

com feridas crônicas é a insuficiência circulatória devida, entre outros, à rigidez dos 
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microvasos. Nesse sentido, pesquisas anteriores têm desenvolvido matrizes de 

fibrina com alta capacidade de estimular o crescimento de células endoteliais in vitro 

e in vivo (10) e assim, estimular o crescimento de vasos no contexto de feridas 

crônicas. Matrices formadas exclusivamente por Fibrinogenio gama prima, 

permitiram que células endoteliais criassem estruturas estáveis dentro da matriz 

(51). Por outro lado, pacientes com feridas crônicas apresentam uma diminuição da 

quantidade assim como da atividade da Proteina quinase B (AKT) e Quinases 

reguladas por sinal extracelular (ERK) fosforiladas, proteínas chaves da sinalização 

de insulina (52). A FN apresenta um domínio de adesão celular que estimula a 

ativação de ERK1/2 (53). A FN interage com outras proteínas da matriz extracelular 

e através de integrinas de superfície celular (54). Além disso, a diminuição da Akt1 

em fibroblastos resulta numa adesão e migração à fibronectina prejudicadas, sendo 

a FN um dos principais ligantes da integrina Itga5 (55).  

Modelo de feridas in vitro em Pele humana equivalente 

O uso de animais experimentais em testes de toxicidade e irritabilidade, 

tem mostrado alta variabilidade nos seus resultados tanto dentro quando entre 

laboratórios (56). Por esse motivo, desde a década dos 70, foram desenvolvidos 

métodos alternativos ao uso animal que conseguiram diminuir a variabilidade dos 

resultados e assegurar uma determinada reprodutibilidade (57). Estes modelos in 

vitro de pele humana equivalente têm sido validados como testes alternativos de 

irritação cutânea (57-60), gerando diretrizes mundiais descritas pela Organização 

Internacional de Normalização (ISO 10993-23:2021). Porém, até hoje, não há um 

modelo in vitro que recapitule ou esteja validado para reproduzir todas ou parte das 

fases do processo de cicatrização animal. Nesse sentido, grandes avanços têm sido 

realizados para mimetizar em parte cada uma das fases do processo de reparo 
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cutânea animal, desde modelos in vitro em duas dimensões (61, 62) até o uso de 

Pele humana equivalente em três dimensões. Até hoje, os modelos in vitro 

disponíveis têm demostrado ser capazes de reproduzir algumas das características 

do processo de cicatrização. Embora, em todos estes modelos, a imitação da matriz 

inicial de Fibrinogênio e Fibronectina fisiológica foi ignorada (63-70). 

 

HIPÓTESE 

Nossa hipótese se baseia em que células epidérmicas e dérmicas 

identificam a matriz de Fibrina e Fibronectina como um estímulo vectorial 

concêntrico de proliferação e de migração. Este biomaterial pode facilitar o processo 

de cicatrização fisiológico, por ser uma cobertura instantânea, com baixo risco de 

rejeição, e baixos efeitos colaterais, por ser um composto formado por substâncias 

endógenas. Este componente transitório acelular, comporta-se como uma matriz 

natural, biocompatível e reabsorvível que ajudará na oclusão instantânea da ferida, 

permitirá uma rápida migração de queratinócitos, como também estimulará a 

proliferação celular em modelos in vivo e in vitro de cicatrização de pele.  

JUSTIFICATIVA 

Trocas frequentes de coberturas, que utilizam materiais não 

reabsorvíveis, muitas vezes traumatiza e afetam negativamente o processo 

cicatricial. Desse modo, nosso trabalho se justificou em utilizar coberturas advindas 

de materiais bioabsorvíveis (71), que diminuam a iatrogenia secundária ao ato de 

troca do curativo.  O nosso trabalho se justificou também pela importância de 

desenvolvermos substâncias biocompatíveis, não imunogênicas, reabsorvíveis e que 

possam dar suporte estrutural ao crescimento celular (72). Nesse sentido, a 
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compreensão aprofundada do efeito do complexo γγ’F1:pFN e a mistura de F1 com 

FN no processo de cicatrização em modelos in vivo e in vitro é importante para dar 

sustentação às futuras investigações da utilização deste complexo em seres 

humanos. Nesse sentido, este trabalho se justifica também na importância da 

enfermagem como ciência, no desenvolvimento de novos conhecimento e de novas 

tecnologias para finalmente estas, consigam ser transladadas ao trabalho de 

enfermeiros clínicos. 
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OBJETIVOS 

Geral 

Avaliar os efeitos do uso tópico do Complexo yy’F1:pFN e mistura F1 e 

FN no processo de cicatrização de feridas em camundongos e pele humana 

equivalente. 

Específicos 

Determinar o tempo de cicatrização e aspectos morfológicos da ferida; 

Avaliar crescimento de células de resposta imunológicas e células 

epiteliais; 

Avaliar a expressão gênica e protêica de citocinas, quimosinas, fosfatases 

e fatores de crescimento envolvidos com o processo cicatricial como TNF-α, IL-6, IL-

1β, IL-10, TGF, IGF, VEGF, FGF, MCP-1, Plaur, Procr, Itga5, FLRT2 e MMP9; 

MÉTODOS 

Trata-se de um estudo experimental, no qual foi investigada a evolução de 

feridas cutâneas provocadas na região dorsal de camundongos (73) e pele humana 

equivalente. 

O complexo fibrinogênio-fibronectina plasmático (γγ’F1:pFN), VEGF, FII 

como o rFXIIIa foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. William H. Vellander da 

Universidade de Nebraska (EUA). Este foi derivado de 1000 unidades de plasma 

sanguíneo humano testado e avaliado livre de patógenos específicos, doado de 

soldados voluntários saudáveis aprovado pela Forças Armadas dos Estados Unidos 

através do Departamento de Defesa dos Estados Unidos de América.  
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DESENHO EXPERIMENTAL 

Figura 2: desenho experimental do uso da matriz de fibrina-fibronectina no 

modelo de pele humana equivalente e no modelo animal. Figura construída pelo 

autor. 

 

Foram utilizados Camundongos Isogênicos Mus musculus C57BL/6J 

(CEUA aprovado, número 4467-1/2017, Anexo 1) machos com 08 semanas de idade 

recebidos com quatro semanas de vida, provenientes do Centro de Bioterismo da 

UNICAMP (CEMIB) e mantidos em caixas individuais desde 1 semana antes do 

início do experimento. Os camundongos foram alimentados e hidratados com ração 

padrão para roedores (Purina) e água “ad libitum” sob condição padronizada de 

iluminação (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura de 22 ± 2ºC. 
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Os animais foram separados aleatoriamente em 03 grupos:  

01- Grupo que recebeu o complexo γγ’F1:pFN (Complexo para abreviar); 

02- Grupo que recebeu a mistura de pF1 e pFN (Mistura para abreviar); 

03- Grupo que recebeu soro ringer (Controle ou CTL); 

As amostras de pele humana equivalente 3D foram separadas aleatoriamente em 03 

grupos: 

01- Grupo pele 3D que recebeu a mistura de pF1 e pFN com feridas de 7 

milímetros; 

02- Grupo pele 3D que recebeu a mistura de pF1 e pFN com feridas de 4 

milímetros; 

03- Grupo de animais que recebeu soro ringer (Controle ou CTL); 

 

Realização das Feridas no modelo animal 

Com 8 semanas de idade, as feridas foram confeccionadas com um 

perfurador de biopsia de 6 mm de diâmetro em camundongos anestesiados, 

excisando a pele e o panniculus carnosus subjacente, seguindo o Modelo de Feridas 

Excicionais como descrito na literatura (74, 75). Cada animal foi anestesiado com 

cloridrato de ketamina (100 mg/kg) e cloridrato de xylazina (10 mg/kg) intraperitoneal 

usando o aplicativo para plataforma Android, Labinsane (2017), desenvolvido para 

este projeto, para este propósito. Este aplicativo calcula uma mistura mestre de 

anestésico baseado no peso total de todos os animais, para depois, identificar os 

microlitros individuais para cada animal dependendo do peso/massa de este (76) 

disponível no Google Play Store (Dados não publicados, manuscrito em revisão em 

Frontier Veterinary Surgery and Anesthesiology). 10-15 minutos depois de conferida 

a perda do reflexo córneo e pedioso, foi efetuada a tricotomia e depilação dorsal, 
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para o dia seguinte, a excisão da pele. As feridas foram cobertas e a cicatrização 

ocorreu por segunda intenção (74). Os animais foram tratados com Tramadol 20 

mg/kg administrada por via intraperitoneal 15-20 min após o início da cirurgia e 

continuaram, duas vezes por dia, durante 48 h como analgesia (77) usando o 

aplicativo Labinsane para o cálculo analgésico individual. 

Realização das Feridas no modelo de Pele humana equivalente 3D 

As feridas foram confeccionadas com perfuradores de biopsia de 7mm e 

4mm de diâmetro no centro de cada Equivalente de Pele Humana (EPH) dia 11 após 

da sua criação. Cada EPH foi transladado para uma placa de Petri seca após o 

tratamento com 10 ml de inibidor de tripsina: HEPES (1:1) por 1 min para remover 

restos de meio de cultura. Realizamos o ferimento com um rápido e único 

movimento perpendicular, para depois realizar um movimento rotatório e assim 

liberar o tecido lesionado do EPH. A ferida no centro do EPH foi imediatamente 

preenchida com a mistura de F1-FN e trombina e transladada na incubadora 37 °C, 

5% CO2 para sua polimerização. 

Tratamento da ferida 

As feridas dos animais foram tratadas nos dias 0, 2, 4, 6 e 9 após sua 

excisão e supervisadas até a cicatrização completa. As feridas nas peles humanas 

reconstituídas foram tratadas uma única vez no dia 0, imediatamente depois da 

confecção da ferida. 

Avaliação macroscópica da ferida 

O processo de cicatrização foi avaliado através de fotografias realizadas 

com câmera digital Nikon D610® (Japão). As fotografias foram feitas pelo mesmo 

avaliador, cada dois dias até o fechamento completo utilizando um tripé apropriado. 
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Para capturar as imagens, cada animal foi anestesiado com cloridrato de ketamina 

(70 mg/kg) e cloridrato de xylazina (7 mg/kg) intraperitoneal usando o aplicativo para 

plataforma Android Labinsane. As imagens foram digitalizadas e a área das feridas, 

mensurada por meio da utilização do software ImageJ® (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD). O fechamento da ferida foi expresso em porcentagem (%) 

em relação à área inicial. 

Coleta dos tecidos 

As amostras dos tecidos foram coletadas nos dias 2, 6 e 11 dias após a 

excisão no modelo animal e no dia 10 no modelo in vitro. As amostras foram fixadas 

com 4% PFA (pH 7,5; corrigido com NaOH), e incubadas a 4°C durante a noite (pele 

animal) e 15 minutos 4°C pele in vitro. O PFA foi descartado das amostras, seguido 

de três lavagens de 15 min cada com PBS 1x.  

Teste de adesão 2D em cultura de células 

Fibroblastos de prepúcio humano foram cultivados em DMEM com 10% 

FBS (78, 79). O uso de fibroblastos primários de doadores anônimos com 

consentimento informado, aprovado pelo Institutional Review Board no Centro 

Médico da Universidade de Nebraska e pelo Comitê de Pesquisa e Desenvolvimento 

do Centro Médico Omaha, EUA. Foram usadas células nas passagens 4 a 6. As 

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) foram adquiridas da 

Bioscience Lonza e cultivados no Meio de crescimento de células endoteliais-2 

(EGM2). Foram plaqueadas 1x104 em 200 µl de meio em placas de 96 poços. As 

células aderidas foram documentadas com microscópio de contraste de fases. As 

células foram fixadas com PFA 4% e coradas com DAPI. Os núcleos foram 

documentados com microscópio de fluorescência.  
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Cultura de células 3D dentro das matrizes de fibrina.  

Foram preparados 100 µl de matriz de fibrina com 2x104 células em poços 

individuais de uma placa de formato de 96 poços. 200 µl de meio foram adicionados 

em cada poço. A morfologia foi registrada por microscopia de contraste de fase. A 

viabilidade das células dentro do gel foi determinada pelo kit de análise de células 

Live/Dead (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. 
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Microscopia Óptica 

Após dissecção, os tecidos de pele fixados por imersão em 

paraformaldeído foram processados com álcool em concentrações crescentes (70%, 

80%, 95% e 100%), xilol e parafina, incluídos em blocos de parafina, seccionados 

em cortes de 5 μm com o auxílio de micrótomo e fixados em lâminas de microscopia 

previamente tratadas com polilisina. Para a avaliação da morfologia celular na 

cicatrização os cortes foram corados com a técnica de hematoxilina e eosina. Os 

cortes foram incubados 30 segundos com hematoxilina, passados em água destilada 

e incubados por mais 30 segundos com eosina, seguidos de nova passagem em 

água destilada e desidratação. As lâminas foram montadas com Entellan® e a seguir 

analisadas e a imagem digital captada em microscopia óptica. 

Imuno-histoquímica 

Após fixação com formaldeído 4% durante o período da noite e crio 

proteção com sacarose 40%, cortes de 30 μ foram realizados usando o criostato 

CM3050S Leica (Leica Mycrosystems), secados em 24 horas em temperatura 

ambiente. Os tecidos foram lavados três vezes em PBS durante 3 min e incubados 

em temperatura ambiente 2 horas com solução bloqueio (5% de BSA, Tween 20 

0.5% em PBS 1x). Foram utilizados os anticorpos primários específicos para 

marcadores de queratinócitos (K14, Abcam, ab7800, diluição 1:200) e Fibronectina 

(ab23750 diluição 1:1000), Fibrinogênio (ab27913 diluição 1:1000). 
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Extração de RNA  

As amostras foram homogeneizadas em reagente de TRIzol® (InVitrogen, 

São Paulo, Brasil) por 30 s usando um homogeneizador de tecidos (Polytron-

Agrgregate, Kinematica, Littau/Luzern, Switzerland) na velocidade máxima. Em 

seguida foram centrifugadas a 6.000 g, e o conteúdo total de RNA foi isolado de 

acordo com as instruções do fabricante e quantificado por espectrofotometria. A 

integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose. A síntese de 

cDNA foi realizada com 2μg do total de RNA usando o Hight-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). 

PCR em tempo real 

A expressão gênica foi analisada através de PCR em Tempo Real usando 

o sistema gênico (SABioscience). Foram usados os oligonucleotídeos gene-

específicos sintetizadas pelo fabricante (SABiosciences). Os dados foram analisados 

usando o sistema PCR Data Analysis Software (Excel & Web based) 

(SABiosciences). Alíquotas de 5,0 ng de RNA foram submetidas à transcrição 

reversa utilizando-se primers hexaméricos randômicos e Superscrit Maloney MLV 

transcriptase reversa. As reações de PCR em tempo real foram realizadas 

utilizando-se o sistema TaqManTM (Applied Biosystems), que é constituído por um 

par de primers e uma sonda marcada com um fluoróforo. O gene GAPDH 

(TaqManTM - Applied Biosystems) foi escolhido como controle endógeno da reação, 

o qual serve para normalizar a expressão do gene de interesse nas diferentes 

amostras. Após o cálculo das eficiências de amplificação do gene de interesse e do 

controle endógeno, foi construído um gráfico de dispersão, o qual tem por finalidade 

definir qual é a amplitude de concentrações para as quais o sistema é eficiente. Para 

a quantificação relativa do gene em estudo, as reações de PCR em tempo real 
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foram realizadas em duplicata a partir de: 6,25μL de TaqMan Universal PCR Master 

Mix 2x, 0,625μL da solução de primers e sonda, 1,625μL de água e 4,0μL de cDNA, 

sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao invés do cDNA. As 

condições de ciclagem foram: 50o C por 2 minutos, 95o C por 10 minutos e 40 ciclos 

de 95o C por 15 segundos e 60o C por 1 minuto. Primers para genes específicos 

foram adquiridos de Applied Biosystems e IDT DNA Technology contra TGF-1β 

(Mm.PT.58.43.479940), TNF-α (Mm00443258_m1), IL-6 (Mm00446190_m1), VEGF-

α (Mm.PT.58.14200306), FGF-1 (Mm.PT.56a.41158563), SOX-2 

(Mm.PT.58.12958650.g), IGF-1 (Mm.PT.58.5811533), IL-1β n(Mm00434228_m1), 

MCP-1 (Mm99999056_m1), IL-10 (Mm01288386_m1), SDF-1 (Mm00445553_m1),  

itga (NM_010577.3), Plaur (ENSG00000011422), MMP9 (ENSG00000100985), 

Procr (ENSG00000101000) FLRT2 (ENSG00000185070) e GAPDH (4352339E). Os 

valores da expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos resultados no 

programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems).  

Fator Recombinante XIII.  

O Fator XIII recombinante (rFXIII) foi produzido pela equipe do Prof. 

William H. Velander, de acordo com os métodos descritos por Park (80).  

Resumidamente, o rFXIII foi purificado a partir de lisados celulares utilizando Ni-

IMAC da GE Healthcare. A atividade foi determinada usando o kit Pefa (Pentapharm, 

Norwalk, CT). A atividade específica final das preparações de pureza foi > 95% com 

meia 59 ± 19 unidades/ mg. 
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Preparação de fibrinogênio e fibronectina 

As unidades de plasma humano armazenaram-se em -80°C para depois 

ser descongelada a 4°C. O plasma foi centrifugado a 4000 rpm durante 20 min. O 

sobrenadante foi re-congelado e armazenado para subsequente purificação de 

fibrinogênio e fibronectina e outras proteínas derivadas do plasma. O crioprecipitado 

foi suspenso em citrato de sódio 45 mM, ácido 6-aminocapróico 100 mM, pH 7,0 a 

37°C. Depois a solução foi centrifugada durante 25 minutos, 4000 rpm. O sedimento 

foi descartado e o sobrenadante teve inativação viral com detergente solvente por 

adição de 0,15% de Tri(n-butyl) fosfato, 0,5% de Triton 100x à temperatura ambiente 

e agitado durante 60 min. O sobrenadante foi tratado com o solvente-detergente 

ajustado a 1M de sulfato de amónio. A amostra foi agitada à temperatura ambiente 

durante 30 min, e em seguida centrifugadas a 2000 rpm durante 15 min a 

temperatura ambiente. O pellet foi re-suspenso em citrato de sódio 20 mM e NaCl 

100 mM. A amostra foi dialisada à temperatura ambiente durante a noite com o 

mesmo tampão. A amostra dialisada foi centrifugada a 2000 rpm durante 15 min à 

temperatura ambiente. Qualquer precipitado resultante foi descartado. 

O sobrenadante foi fracionado para isolar o γγF1, γγ'F1 e pFN como 

descrito por Siebenlist et al (81), utilizando cromatografia de DEAE Sefarose à 

temperatura ambiente. A amostra foi aplicada uma coluna de DEAE e em seguida, 

lavada com uma 10 de citrato de sódio 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4. A fração não 

absorvida foi descrita como γγF1. Além disso, foi extraído a partir do DEAE uma 

mistura aproximadamente equimolar de γγ'F1 e pFN. A mistura foi dialisada usando 

um dispositivo de ultrafiltração de de 10 kDa em 4000 g durante 30 minutos. 
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Polimerização do fibrinogênio-fibronectina 

Foi confeccionada a matriz misturando 40.0 μL do complexo gama-

fibrinogênio-fibronectina (6.75 mg/mL), ou mistura fibrinogênio e fibronectina (2.97 

mg/mL) com 10.0 μL de FXIIIa (0.216 mg/mL) e fator de coagulação II ativado (25 

Unidades/mL) com 1.0 μL de VEGF (0.8ng/μL) e Soro Ringer (2.9 μL), misturado 

completamente com o uso de vórtex®, durante 10 segundos. Em seguida, 40.0 μL 

dessa mistura foi aplicado imediatamente sobre a ferida. Os animais controles 

receberam as mesmas quantidades sem o uso do complexo ou a mistura.  Segundo 

dados do estudo piloto sobre a formação da matriz de F1:FN, escolhemos a 

concentração de 0,1 mg/ml de rFXIIIa para reticular as fibrinas na concentração de 

2,5 mg/ml de γγ'F1 ou F1. 

Fibras colágenas  

As lâminas para análise das fibras de colágeno e elásticas foram coradas 

com Picrossírius red a análise foi realizada pela técnica de birrefringência e luz clara 

respectivamente. A avaliação da organização e maturação de fibras colágenas foi 

realizada através da tipificação da birrefringência da área da ferida por meio de 

Picrossírius sob a luz polarizada. As fibras de colágeno foram determinadas de 

acordo com seu padrão de birrefringência (esverdeado/amarelo-esverdeado ou 

laranja/laranja-avermelhado), a aparência morfológica e sua deposição (reticular, 

paralela ou intercalada). As amostras foram coletadas nos 6 e 11 dias após da 

lesão. As lâminas foram visualizadas utilizando microscópio (ZEISS West Germany) 

com objetiva de 16X/2, câmera Zeiss Axiocam ICc5 e processadas utilizando 

software Image Pro-Plus. 
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Aquisição, filtragem e processamento de dados de sequenciamento de RNA de 

célula única  

 As análises in silico foram realizadas usando um notebook HP ENVY 17 

Leap Motion SE NB PC com 16 GB de RAM e processador Intel i7 de quatro 

núcleos. Amostras de matrizes de expressão de camundongos foram obtidas do 

Gene Expression Omnibus e ArrayExpress: códigos E-MTAB-6583 e GSE113854. 

As células foram filtradas por seu número total de leituras, por seu número de genes 

detectados e pela sua porcentagem mitocondrial. Usamos as configurações 

nFeature_RNA> 100 e <5000, nCount_RNA> 100 e <25000 & percent.mt <6. As 

amostras foram processadas em Seurat v3.1 usando o fluxo de trabalho Seurat 

padrão. Para agrupamento e visualização, usamos o padrão do pipeline Seurat e a 

visualização do gráfico de pontos. Os nomes dos clusters foram anotados de acordo 

com os tipos de celulares dos artigos originais do Joost e colaboradores, como 

também do Guerrero-Juarez e colaboradores (82, 83). 

Interações receptor-ligante 

Para definir possíveis interações entre as células, selecionamos os genes 

FN1 (Fibronectina), Itga5, Itgb1 e Itgav. foi usado. Para determinar se os receptores 

e ligantes em duas populações formam pares, usamos iTALK, uma abordagem 

computacional para caracterizar e ilustrar sinais de comunicação intercelular no 

ecossistema de feridas baseados no ambiente tumoral multicelular usando dados de 

sequenciamento de RNA de célula única (84).  
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RESULTADOS
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Transcriptômica e interação ligante-receptor de feridas de camundongo 

 

Figura 3: Gráfico de pontos (Dotplot) de feridas de pele de camundongos 

wildtype. Os genes foram escolhidos do PCR dos genes diferencialmente expressos 

dos animais tratados com o Complexo F1 gama prima e FN, e com a mistura F1:FN. 

Transcriptoma público (82) de ferida de pele de camundongo extraída nos dias 1, 4, 

10 e 1 mês após lesão. A produção e a análise de dados foram realizadas usando o 

pacote Seurat R 3.1.  Figura construída pelo autor. 

Análise transcriptômica usando Sequenciamento de célula única (Single 

Cell RNA-sequencing) de células da camada epidérmica, mostrou que integrina α5 

(Itga5) é altamente expressa no dia 4 após a lesão e diminui a sua expressão com o 

passar dos dias até a fase de remodelação (Figura 3). A Proteína Transmembrana 2 

Rica em Leucina e Fibronectina (Flrt2) demostrou incrementar a sua expressão no 

dia 4 alcançando a sua máxima no dia 10 após lesão e diminui a sua expressão com 
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o passar dos dias até a fase de remodelação (Figura 3). O gene que codifica para o 

receptor da proteína C (Procr) é altamente expresso por células da camada 

epidérmica na fase de remodelação tardia (Figura 3). A Interleucina 6 é altamente 

expressa no primeiro dia após a lesão, mas diminui sua expressão na fase 

proliferativa e de remodelação (Figura 3). FGF1 mostrou baixa expressão na fase 

inflamatória e um aumento progressivo na fase proliferativa e de remodelação inicial 

(Figura 3). Vegf-α mostrou aumentar sua expressão nas células da camada 

epidérmica na fase de proliferação e criação de tecido de granulação (Figura 3). O 

gene Cxcl12, que codifica para o Fator 1 Derivado de Célula Estromal (SDF-1) inicia 

sua expressão no dia 4 após lesão, alcançando sua máxima expressão no dia 10, 

para logo diminuir até a fase de remodelação final (Figura 3). O gene Ccl2, que 

codifica para a Proteína quimioatraente de monócitos 1 (MCP-1) é expresso na fase 

inflamatória, mas sua expressão diminui na fase proliferativa e de remodelação 

(Figura 3). 
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Figura 4: Interatômica de pares receptor-ligante de feridas de pele de 

camundongo de 12 dias após lesão. Ponta de flecha representa o tipo celular 

produtor do receptor para o determinado ligante. Início da flecha representa o tipo 

celular produtor do ligante. DC: células dendríticas, B cell: Linfócitos B, T-CD8: 

Linfócito T CD8+, T-CD4: Linfócito T CD4+, SCH: Células Shwann, NK: Natural 

killers, Mono: monócitos, Macro: macrófagos, Granulo: Granulócitos, Fig4/5: mix de 

fibroblastos 4 e 5, Fig2: fibroblastos 2. Fig1/3: mix de fibroblastos 1 e 3, Endo: 

células endoteliais. Interactoma público (83) de ferida de pele de camundongo 

extraída no dia 12 após lesão. A produção e a análise de dados foram realizadas 

usando iTalk e o Pacote Seurat R 3.1 e.  Figura construída pelo autor. 
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Análise Interatômica usando Sequenciamento de célula única (Single Cell 

RNA-sequencing) de células da camada dérmica, mostrou que em feridas de pele de 

camundongo 12 dias após lesão todos os tipos celulares aqui mostrados codificam o 

gene de Fibronectina (FN1), embora, só as células endoteliais e o mix de 

fibroblastos 4 e 5 codificam o gene de receptor específico para a integrina alfa 5 

(Itga5). Outra integrina capaz de se acoplar ao FN é a integrina beta 1 ou Itgb1(85-

87). Análise interatômica mostrou que tanto células endoteliais, o mix de fibroblastos 

do 1 até o 5, como também as Células Shwann codificam o gene para a integrina 

beta 1, doze dias após lesão. Por outro lado, Células dendríticas da ferida interagem 

com a Fibronectina por meio da Integrina Subunidade Alfa V, ou Itgav 12 dias após 

lesão (Figura 4). 
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DISCUSSÃO GERAL 

A evolução diversificou as defesas dos vertebrados selecionando células 

imunes adaptativas específicas para determinadas famílias de antígenos, como 

também expandiu um sistema de coagulação para defesa e reparo tecidual (88).  

Em um contexto de vida ou morte, uma resposta rápida na contenção da perda de 

sangue, é uma característica vital. Especificamente, os animais têm a capacidade de 

responder rapidamente frente a perda de sangue, criando um tampão fibroso, 

ocluindo um ferimento em segundos (88, 89). A afinação evolutiva levou os humanos 

para o desenvolvimento de receptores de superfície celular, como o fator tissular 

(88, 89), crucial para iniciar uma serie de ativações consecutivas ou “efeito cascata” 

para a formação do tampão de fibrina. Mas não só essa afinação evolutiva tem a 

potência de ativar a cascata da coagulação. Os humanos preservam algumas 

características dos seus ancestres invertebrados. Uma resposta imune inata 

coagulante é desencadeada por bactérias e lesões, similar como acontece com a 

hemolinfa dos insetos (88, 89). Hoje, nós entendemos esses dois braços evolutivos 

da cascata da coagulação que possuem os mamíferos, como Ativação Intrínseca e 

Extrínseca (88). Por outro lado, existem proteínas do sistema da coagulação 

conservadas entre animais. Um exemplo disso, são as transglutaminases que 

parecem contribuir para a coagulação em todos os invertebrados como também o 

seu homólogo, o fator XIII no humano (89).  

A fibrina derivada do plasma tem uma proporção de 10:1 de F1 para FN 

(90). Em um coágulo sanguíneo, a fibrina e a fibronectina plasmática são reticuladas 

covalentemente pelo fator XIII ativado para formar multímeros de fibrina e FN (91). O 

fator XIII ativado pertence à família das transglutaminases e é necessário para 
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estabilizar o coágulo pela união de complexos de fibrina-fibrina por meio de ligações 

covalentes entre glutaminas e lisinas (89).  

A coagulação do sangue é iniciada quando o fator tissular é exposto ao 

sangue após lesão. O fator VII, uma proteína circulante no sangue, liga-se ao fator 

tissular agora exposto e, após sua ativação (FVIIa), o complexo FVIIa / fator tissular 

ativa os fatores X e IX (92). E assim, como se fosse uma “bola de neve”, uma 

proteína ativa especificamente uma outra, um efeito cascata de serina proteases que 

culminam na ativação da trombina. Embora a trombina possua um receptor 

específico de membrana celular, quando ativada, esta cliva o monômero fibrinogênio 

em monômeros fibrinas os quais se acoplam um com os outros iniciando a formação 

da matriz de fibrina ou coágulo. Mas esse processo vital não poderia depender da 

fabricação de fibrinogênio sob demanda. Por exemplo, se uma pessoa decidisse 

reparar uma parede quebrada da sua casa, e fazer um tijolo desde o zero ou fabricar 

seu próprio concreto, demoraria mais tempo do que obter o tijolo pronto para seu 

uso. O mesmo princípio de construção acelerada ou “pronto para usar” acontece no 

tamponamento de feridas. Em indivíduos saudáveis, o fibrinogênio circula no sangue 

em altas concentrações de 2-5g/L (93, 94). O Fibrinogênio é a terceira proteína de 

maior concentração no sangue, depois das albuminas e globulinas (95, 96).  

Especificamente, no coagulo, o fibrinogênio ganha mais protagonismo ainda, sendo 

a proteína com maior concentração, seja sua fita alfa, beta ou gama (7). Então, 

parece aceitável a apreciação que, o aumento do fibrinogênio e da trombina no leito 

da ferida, poderia, pelo menos, melhorar a hemostasia. De fato, a aplicação tópica 

da matriz de fibrina é uma realidade na prática clínica no contexto de selante 

cirúrgico (97-100).  



65 
 

Fisiologicamente, o tampão de fibrina contém uma pequena fração de 

fibronectinas (101-103). Para os nossos estudos in vivo, nós incrementamos 10 

vezes a mais a concentração de fibronectina, comparado com a fibrina, no entanto 

para o nosso modelo de feridas in vitro usamos a razão fisiológica de 10:1 de fibrina: 

fibronectina.  Publicações anteriores que estudaram a aplicação tópica de 

fibronectinas puras em feridas, mostraram que estas aceleram a cicatrização de 

feridas diabéticas e não diabéticas em animais (104-108). Essas fibronectinas 

solúveis agregam-se ao tecido circundante no leito da ferida, mas elas não formam 

uma matriz 3D per se. Um estudo recente mostrou que as fibronectinas podem 

acelerar o processo de cicatrização em feridas cutâneas, se processada em nano 

fibras (104). No entanto, o processamento de nano fibras de fibronectina em grande 

escala parece ser extremamente desafiador. 

O nosso parceiro da Universidade de Nebraska-Estados Unidos, durante 

o processo para separar as fibras γγF1 e γγ′F1 do plasma humano, identificou que 

uma porção das γγ′F1 formava um complexo compacto com a FN (38). No plasma 

humano, o γγ′F1 e o FN estão presente em uma proporção de 1: 1 M (15, 109-111). 

No presente trabalho, para o estudo in vivo nós usamos um complexo de γγ′F1: pFN 

e uma mistura de γγF1 e pFN de alta pureza para as nossas matrizes, as quais 

foram confirmadas por meio de SDS-PAGE. Por outro lado, a pureza da pdF1 e 

pdFN utilizada na matriz in vitro, foi confirmada sob pedido nosso pelo Serviços 

Analíticos da Sigma-Aldrich (Anexo 2).   

Aqui nós apresentamos três novas formulações da matriz de fibrina-

fibronectina feitas a partir de diferentes proporções entre fibrina e fibronectina 

(Figura 2). Estas combinações entre fibrina e fibronectina mostraram tanto acelerar o 
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processo de cicatrização em camundongo quanto simular uma matriz transitória da 

fase hemostática da ferida na pele humana equivalente 3D.  

O complexo de γγ′F1: pFN aqui usado, na presença de trombina e FXIIIa 

formou uma matriz 3D com nano aglomerados de fibronectina nas fibras de fibrina. 

Nesse sentido, sugerimos que os nanoclusters de fibronectina da matriz γγ′F1:FN 

aqui estudada, podem interagir com as caudas γ′ que são exclusivamente exibidas 

pelas fibrinas γγ′F1. Estudos anteriores mostraram que a presença de FN em nano 

domínios promove fortemente a disseminação celular (112). Além disso, nano 

padrões de FN influenciam a proliferação e a disseminação em HUVECs (113).  

Para elucidar o efeito das matrizes de fibrina e fibrinogênio na migração, 

proliferação e resposta imune do processo de cicatrização, confeccionamos e 

testamos um perfil de genes regulados positivamente durante as fases de 

cicatrização e comparamos com sequenciamento de RNA de células únicas. 

Seguindo os principais genes modulados no processo de cicatrização de feridas 

(19), e usando a técnica de pós-analise de sequenciamento de células únicas da 

camada epidérmica, identificamos que o gene do Receptor da Proteína C (Procr), 

que é altamente expresso por queratinócitos no contexto migratório (114), 

fisiologicamente aumenta a sua expressão na fase de remodelação. Feridas de 

animais tratados com o Complexo e a Mistura aumentam a expressão de Procr no 

dia 6 pós-ferimento. Além disso, o grupo tratado com o Complexo mostrou uma 

expressão do gene Procr aumentada já no dia 2 após o ferimento. A Proteína 

Transmembrana 2 Rica em Leucina e Fibronectina (Flrt2) modula a adesão célula-

célula e a migração celular. De fato, a proteína Flrt2 não está presente na epiderme 

da pele sem feridas, mas sim no tecido de granulação da pele lesionada (19). 

Usando a técnica de pós-análise de sequenciamento de células únicas da camada 
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epidérmica, identificamos que a Flrt2 é altamente expressa 10 dias após o ferimento, 

na fase de remodelação. Nos animais tratados com o Complexo, a expressão de 

Flrt2 diminuiu nos dias 6 e 11, sugerindo que a migração celular neste grupo ocorreu 

nos dias anteriores. Estes dados são consistentes com a observação macroscópica 

e análise histológica no qual o dia 6 mostrou reepitelização completa no grupo do 

Complexo. Para apoiar ainda mais esta hipótese de que o Complexo e a Mistura 

poderiam modular a migração no contexto de feridas, avaliamos a principal integrina 

que se liga ao fibrinogênio, e que também orienta a migração dos queratinócitos na 

matriz de fibrina, a integrina alfa 5 (Itga5). A análise de sequenciamento de células 

únicas mostrou que a Itga5 é altamente expressa no dia 4 após lesão. Uma 

diminuição significativa da expressão de Itga5 nos dias 6 e 11 foi achada nas feridas 

de animais tratados com Complexo e Mistura, o que sugere que a migração celular 

em ambos os grupos ocorreu nos dias anteriores. Se a observação de que o 

Complexo e a Mistura aceleram o processo de cicatrização, diferenças na resolução 

inflamatória deveriam ser mostradas também. Nesse sentido, animais tratados com 

o Complexo e a Mistura diminuíram a expressão de IL-1β e IL-6. Além disso, os 

animais tratados com Complexo e Mistura diminuíram a expressão de F4 / 80, 

apoiando que a resolução inflamatória ocorreu nos dias anteriores em comparação 

com o grupo controle. Seguindo a hipótese de que tanto o Complexo como a Mistura 

poderiam acelerar o processo de cicatrização, então, diferenças na expressão 

gênica dos fatores de crescimento poderiam ser achadas. Os animais tratados com 

o Complexo e a Mistura diminuíram a expressão dos genes TGF-β1, FGF1, SDF1, 

VEFG-α e IGF1 no dia 11 pós-ferimento, apoiando o conceito de que a proliferação 

celular ocorreu nos dias anteriores. Ainda mais, o IGF1 mostrou uma diminuição 

precoce no dia 6, sugerindo o fim da fase proliferativa. 
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Estudos descritivos sobre a dinâmica das células-tronco e a migração 

durante a cicatrização de feridas na epiderme da pele de camundongo, demostraram 

que as células epidérmicas da borda das feridas, em contato direto com a matriz de 

fibrina, não proliferam, mas migram aceleradamente para o centro da ferida (19, 

115). Nesse sentido, sugerimos que queratinócitos ao redor da ferida, em contato 

com as nossas matrizes de fibrina-fibronectina migraram rapidamente em resposta 

aos nano aglomerados de FN no modelo animal, como também, sugerimos que a 

presença do FN tenha estimulado a migração dos queratinócitos no modelo de ferida 

in vitro. 

Estudos prévios in vitro, tem demostrado a capacidade de imitar 

determinadas características do processo de cicatrização animal. Estes estudos 

mostraram tentativas de imitar determinadas características do processo de 

cicatrização animal com importantes limitações, como por exemplo, modelo in vitro 

sem uso de fibroblastos na camada dérmica (67), sem camada epidérmica (68), a 

imitação de uma primeira fase do processo com o uso de peptídeos sintéticos (69),  

ou matrizes de colágeno- glicosaminoglicano (70). Embora, em todos estes modelos 

não houve reprodução da fase hemostática inicial nem uso de fibrinogênio ou 

fibronectina (63-66). 

Nossas perspectivas sobre um possível uso na prática clínica, são que 

baseados no uso de fibrinogênio gama prima e fibronectina de origem humana, a 

nossa matriz possa ser transladada a prática clínica mais rápido, e após validada 

com ensaios clínicos, consiga ser usada tanto para hemostasia quanto para 

melhorar a cicatrização de feridas. As nossas perspectivas sobre o uso do modelo 

de feridas em pele humana reconstituída, é que seja um modelo no qual próximos 
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estudos consigam progressivamente recapitular toda e cada uma das fases do 

processo de cicatrização da pele humana. 

Apesar das doses anestésicas recomendadas serem conhecidas 

mundialmente, as doses finais injetadas podem ser diferentes das calculadas. As 

principais causas dos erros na administração de medicamentos em humanos estão 

relacionadas às falhas no preparo e à falta de padronização na administração destes 

(116). A segurança do animal experimental também deve garantir o cálculo e 

administração adequados dos anestésicos. Dessa forma, o aplicativo Labinsane 

busca garantir a segurança dos camundongos. A plataforma do Instituto de 

Tecnologia de Massachusetts (MIT) App Inventor (appinventor.mit.edu) permite que 

os pesquisadores criem facilmente aplicativos para telefones inteligentes. Nesse 

sentido, um estudo prévio validou o uso de um aplicativo móvel para cálculo 

anestésico inalatório (117). Esperamos que Labinsane, um aplicativo móvel baseado 

na plataforma App inventor do MIT, ajude reduzir significativamente a mortalidade 

relacionada à anestesia intraperitoneal. 

Em 1959 Russell e Burch (118) propuseram que todos os esforços 

deveriam ser feitos para minimizar o uso e o sofrimento de animais experimentais 

em pesquisas biológicas e de saúde (3R). Hoje, após 60 anos, ainda estamos 

lutando para atingir os altos padrões idealizados por eles. As nossas perspectivas 

sobre o uso do nosso modelo de feridas em pele humana equivalente como o uso de 

Labinsane para o cálculo individual de anestésico, convergem na possibilidade de 

ajudar na diminuição do uso de animais experimentais nas pesquisas.   
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CONCLUSÃO 

 

Concluímos que o 10% de γγ′F1 no plasma separado do total de γγF1, 

bem como γγ′F1 formam um complexo com pFN. Também confirmamos que o 

complexo γγ′F1: pFN formou uma estrutura de fibronectina em nano aglomerados na 

fibrina. Sugerimos que a apresentação em nano escala 3D do FN pode potencializar 

significativamente a interação célula-matriz e acelerar a formação de tecido de 

granulação, como potencializar a reepitelização em feridas na pele de camundongos 

e em modelo de feridas em pele humana equivalente em 3D. A matriz de fibrina-

fibronectina, representa uma abordagem eficiente tanto para melhorar a cicatrização 

de feridas na pele de camundongos quanto como matriz transitória em modelos de 

pele humana equivalente em 3D. 
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