
UNIVERSIDADE POSITIVO 

MESTRADO PROFISSIONAL EM ODONTOLOGIA CLÍNICA 

 
 

THAINÁ BEATRIZ SOARES 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
COMPARAÇÃO DO EFEITO DE PROTEÍNAS DO ESMALTE (EMDOGAIN™) E 

PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO NA CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS CIRÚRGICAS 

CUTÂNEAS EM RATOS: AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA, MORFOMÉTRICA, 

HISTOLÓGICA, E IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CURITIBA 

2022 



UNIVERSIDADE POSITIVO 

MESTRADO PROFISSIONAL EM ODONTOLOGIA CLÍNICA 

 
 

THAINÁ BEATRIZ SOARES 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
COMPARAÇÃO DO EFEITO DE PROTEÍNAS DO ESMALTE (EMDOGAIN™) 

E PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO NA CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS 

CIRÚRGICAS CUTÂNEAS EM RATOS: AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA, 

MORFOMÉTRICA, HISTOLÓGICA, E IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 
 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Mestrado Profissional em Odontologia 
Clínica da Universidade Positivo, como 
requisito para a obtenção do título de Mestre. 

 
Orientador: Profº Dr. João César Zielak 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CURITIBA 

2022 



2  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 
Biblioteca da Universidade Positivo - Curitiba – PR 

 

S676 Soares, Thainá Beatriz. 
Comparação do efeito de proteínas do esmalte (emdogain™) e 

peróxido de hidrogênio na cicatrização de feridas cirúrgicas cut neas 
em ratos: avaliação macroscópica, morfométrica, histológica, e 
imuno-histoquímica / Thainá Beatriz Soares. ― Curitiba : 
Universidade Positivo, 2022. 

43 f. : il. 

Dissertação (Mestrado) – Universidade Positivo, Programa de 
Pós-graduação em Odontologia, 2022. 

Orientador: Prof. Dr. João Zielack. 
Coorientador: Profa. Dra. Moira Pedroso Leão. 

 
1. Odontologia. 2. Proteína do esmalte. 3. Peróxido de 

hidrogênio. 4. Cicatrização de feridas. 5. Imunohistoquímica. 
I. Zielack, João. II. Sebastiani, Aline Monise. III. Título. 

 
CDU 613.314(043.2) 

ii 
 



3  

 
 

 
 
 
  
 

iii 
 



4  iv 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Dedico este trabalho: 

Aos meus pais, irmãos e avó, por todo apoio e incentivo durante o 

processo de construção. 

 iv 
 



5  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

“Òri Mi Ò Sèrere Fun Mi”. 

- Ditado Yourubá 
 

v 
 



6  
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morfométrica, histológica e imuno-histoquímica Dissertação de Mestrado. 

Curitiba: Universidade Positivo, 2022. 

 
RESUMO 

O processo para a regeneração tecidual demanda um conjunto de elementos 

envolvendo diferentes tipos de células, biomateriais, bem como fatores de 

crescimento. Com isso, estudos quanto ao desenvolvimento desse processo são 

de suma importância, principalmente em relação à atuação da medicação tópica. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta histológica à aplicação 

tópica de proteínas do esmalte ou peróxido de hidrogênio em feridas cirúrgicas 

de ratos. Foi utilizada uma amostra com 45 ratos machos provenientes do 

Biotério da Universidade Positivo. Os animais foram alocados em 3 grupos 

distintos, com eutanásia em 10, 14 e 21 dias (n = 5): grupo controle (C), grupo 

proteína do esmalte (Emdogain™)(PE) e grupo peróxido de hidrogênio (1%) em 

gel de carbamida (PH); sendo que os grupos PE e PH receberam aplicação 

semanal de proteínas do esmalte e gel de peróxido de hidrogênio, 

respectivamente, enquanto o Grupo C não recebeu aplicação tópica de nenhum 

medicamento. A observação macroscópica dos resultados foi avaliada quanto à 

redução da área cruenta da lesão, e a avaliação microscópica proporcionou a 

análise da atividade celular durante o processo de cicatrização. Sendo assim, 

dados estatisticamente significativos foram obtidos na comparação entre grupos 

(C x PH e C x PE), com diferença positiva para PE na redução macroscópica 

da área cruenta entre PE x PH. De acordo com os resultados obtidos, sugere-

se que tanto o Emdogain™ quanto o peróxido de hidrogênio (1%) em gel, 

apresentaram eficiência no processo de cicatrização em lesões cutâneas de 

ratos. 

Palavras- chave: Proteína do esmalte; Peróxido de Hidrogênio; Cicatrização de 

Feridas; Imunohistoquímica. 



7  

Soares TB. Comparison of the effect of Emdogain™ and hydrogen peroxide on 

surgical wound healing in rats: macroscopic, morphometric, histological and 

immunohistochemical evaluation. Masters dissertation. Curitiba: Universidade 

Positivo, 2022. 

ABSTRACT 

The process for tissue regeneration demands a set of elements involving different 

types of cells, biomaterials, as well as growth factors. Therefore, studies 

regarding the development of this process are of great importance, especially in 

relation to the performance of topical medication. The aim of the present study 

was to evaluate the histological response to topical application of enamel proteins 

or hydrogen peroxide in surgical wounds in rats. A sample of 45 male rats from 

the Universidade Positivo Bioterium was used. The animals were allocated into 

3 distinct groups, with euthanasia at 10, 14 and 21 days (n = 5): control group (C), 

enamel protein group (Emdogain™)(PE) and hydrogen peroxide group (1%) on 

carbamide gel (PH); and the PE and PH groups received weekly application of 

enamel proteins and hydrogen peroxide gel, respectively, while Group C did not 

receive topical application of any medication. The macroscopic observation of 

the results was evaluated regarding the reduction of the bloody area of the lesion, 

and the microscopic evaluation provided the analysis of cellular activity during the 

healing process. Thus, statistically significant data were obtained in the 

comparison between groups (C x PH and C x PE), with a positive difference for 

PE in the macroscopic reduction of the bloody area between PE x PH. According 

to the results obtained, it was suggested that both Emdogain™ and hydrogen 

peroxide (1%) in gel were efficient in the healing process of skin lesions in rats. 

 
KEYWORDS: Enamel protein; Hydrogen peroxide; Wound healing; 

Immunohistochemistry. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O processo para a regeneração tecidual demanda um conjunto de 

fatores que envolvem diferentes tipos de células e fatores de crescimento 

(Ferreira et al. 2014). A cicatrização comum de feridas é marcada pelas fases de 

inflamação, proliferação, formação de tecido de granulação e remodelação dos 

tecidos, de modo que há o desenvolvimento de coágulos após a lesão, em que 

as plaquetas iniciam a cascata de coagulação, além de liberar fatores de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fatores de crescimento 

transformadores beta (TGF-beta) para recrutar mais plaquetas, células 

inflamatórias e fibroblastos (Rodrigues et al., 2008). 

 

1.1. Cicatrização 

A cicatrização em primeira intenção de feridas é marcada pelas fases de 

inflamação, proliferação, formação de tecido de granulação e remodelação dos 

tecidos. Nesse processo ocorre a substituição de um tecido lesionado por tecido 

conjuntivo vascularizado, independentemente de a lesão ser traumática ou por 

necrose. O processo de cicatrização possui várias etapas, envolvendo diversos 

tipos de células, proteínas, fator de crescimento e também componentes de 

matriz extracelular (MEC). Sendo assim, as principais fases responsáveis pela 

cicatrização são: fase hemostática, inflamatória, proliferativa e de remodelação 

(Cavalcante et al., 2012; Panobianco et al., 2012). 

A fase de hemostasia depende da atividade das plaquetas e da cascata 

de coagulação, iniciando com o surgimento da lesão. Quando uma lesão 

acontece, concomitante a ela acontecem alterações nas células endoteliais, a 

ruptura de vasos sanguíneos e a promoção da vasoconstrição imediata, 

diminuindo a perda sanguínea. A formação de coágulo, que nada mais é que 

uma cobertura primária composta por fibrina, restabelece a hemostasia, 

favorecendo secreção de fatores de crescimento executados pelas plaquetas, 

além de citocinas e matriz extracelular (Kumar et al., 2005; Dário, 2008). Sendo 

assim, o coágulo é responsável pela coaptação das bordas da ferida, reduzindo, 

a perda de sangue e fluido, protegendo o organismo contra a 
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inserção de agentes exógenos e gerando uma matriz provisória para o início da 

organização da ferida (Barbul, 2006). 

Os mediadores do processo inflamatório recrutam macrófagos e 

neutrófilos, que secretam diversos fatores específicos, que regem as fases 

seguintes do processo de reparação tecidual. Ou seja, a lesão faz com que 

haja a exposição das plaquetas intravasculares ao colágeno sob o endotélio, 

gerando a formação de trombina. Todavia, as plaquetas ativadas pela trombina 

estimulam a liberação de fatores de crescimento, de modo que tais fatores se 

difundem nos tecidos adjacentes, atraindo de forma quimiotática neutrófilos e 

monócitos para a lesão. As etapas inflamatórias são controladas pelo aumento 

do suprimento de sangue e aumento da permeabilidade capilar e vasodilatação, 

apresentando como principais componentes os leucócitos polimorfonucleares 

(PMN), que possuem função de fagocitose, aparecendo durante o dano tissular. 

Durante esse período, os macrófagos também estão presentes, auxiliando na 

fagocitose, atuando também na apresentação de antígenos, fonte de fatores de 

crescimento e mediadores bioquímicos. O processo inflamatório agudo dura de 

1 a 2 dias (Irion, 2005; Santoro & Gaudino, 2005; Neto, 2003). 

Após o processo inflamatório ocorre a formação de tecido de granulação 

e início de angiogênese, é a chamada fase de proliferação. Esse tecido é 

composto por fibroblastos e macrófagos, em uma matriz frouxa de colágeno, 

ácido hialurônico e fibronectina, que eventualmente preenchem toda a extensão 

da ferida. Nessa fase, há a diminuição de células inflamatórias o que gera um 

aumento de fatores de crescimento, como PDGF e TGF-beta. Os responsáveis 

pela fonte de fatores de crescimento são os macrófagos, o fornecimento 

acontece de forma contínua, incluindo os fatores de crescimento de fibroblastos, 

que por sua vez induzem a ativação e proliferação de fibroblastos que 

posteriormente produzem a MEC. A fase proliferativa ocorre de 2 a 3 dias após a 

lesão (Park et. al, 2017). Os fibroblastos liberam colágeno e glicosaminoglicanos, 

formando um gel, depositando e agregando fibras colágenas. A proliferação de 

fibroblastos ocorre junto com a angiogênese, permitindo que os nutrientes e 

outros fatores de cicatrização entrem na área de lesão. Os principais fatores de 

crescimento reguladores da angiogênese, 
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incluem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é liberado por 

macrófagos e queratinócitos. Essa fase é finalizada pela epitelização, que por 

sua vez proporciona o fechamento da lesão, iniciada pela migração de 

queratinócitos a partir das margens da ferida. De modo que, a epitelização ocorre 

devido ao aumento de tamanho, bem como divisão e migração celular da 

camada basal da epiderme sobre a área de reparação do tecido conjuntivo 

circundante (Carvalho, 2002; Mandelbaum et al., 2003). 

A última fase da cicatrização é a remodelação que ocorre durante meses, 

sendo ainda, responsável pela redução de área total de cicatriz, além do 

aumento da tensão e redução de eritema. É nesse momento que ocorre a 

substituição de características de reparação da cicatrização para tecidos 

maduros. Esse processo é gerado pela diminuição gradativa da atividade celular 

e quantidade de vasos sanguíneos, os fibroblastos também perdem seus 

respectivos núcleos. Sendo assim, a produção de colágeno tipo I aumenta, 

proporcionalmente à diminuição do número de células. Os feixes de fibras 

colágenas ficam mais espessos, fazendo com que a configuração tecidual seja 

mais regular. Todavia, ao passo que a lesão se torna mais resistente, há a 

intensificação da deposição de colágeno, suscitando a apoptose de fibroblastos 

e células endoteliais (Neto, 2003; Vieira et al., 2002; Oliveira, 2008; Balbino et 

al., 2005). 

 

1.2. Proteínas da matriz do Esmalte 

As proteínas da matriz do esmalte (PE) são secretadas durante a 

odontegênese pelos ameloblastos. No período pós-natal, as PE instigam a 

osteogênese e a cementogênese nos períodos de regeneração do tecido do 

periodonto. Uma das principais proteínas do esmalte é a amelogenina. Há 

também proteínas com propriedades bioativas com compatíveis às proteínas 

morfogênicas ósseas (BMP) e fator de crescimento transformador ß1 (TGF-

beta1). As PE auxiliam na cicatrização de feridas na mucosa oral, além de 

estimular a produção de fibras de colágeno e vasos sanguíneos, (Wyganowska-

Świątkowska , et al. 2015). 

As proteínas da matriz do esmalte são provenientes de dentes fetais 

suínos, destinados para a utilização em boca e pele humanas. Além disso as 
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amelogeninas são capazes de sintetizar moléculas da matriz extracelular, como 

as osteopontina, osteocalcina, ácido hialurônico e colágeno tipo I, o estímulo de 

expressão de citocinas e regular segundos mensageiros e a fosfatase alcalina. 

Logo, as amelogeninas parecem afetar as células do tecido conjuntivo e epitelial 

de formas distintas (Qu e Haitina et al. 2015; Romanelli et al. 2008; Kasuya e 

Tokura, 2014). 

A utilização de PE tem uma maior recorrência para a cicatrização de 

feridas periodontais. Contudo, essa forma de aplicação resultou na curiosidade 

quanto à sua aplicabilidade na reparação cutânea. Alguns estudos demonstram 

que a aplicação de PE em feridas é capaz de promover a formação de tecido 

granulação, uma maior quantidade de tecido conjuntivo e colágeno com melhor 

forma (Mirastschijski et al. 2004; Al-Hezaimi, et al. 2012). 

 

1.3. Peróxido de Hidrogênio 

O Peróxido de Hidrogênio (H₂O₂) pode se apresentar em diversas formas, 

de modo que a forma diluída consiste em um líquido solúvel em água incolor e 

inodoro composto por hidrogênio e água, com fórmula molecular H₂O₂. Ainda 

possui vários nomes como: ácido perhidróxico, dioxidano e oxidanil. Essa 

solução é comumente encontrada em cosméticos, agentes clareadores, cremes 

dentais, detergentes e algumas soluções medicamentosas (Urban, Rath e 

Radtke, C. 2017). 

O H₂O₂ apresenta funções distintas, uma delas é a ação antisséptica e 

antibacteriana, fornecendo eficácia de amplo espectro contra bactérias gram-

positivas e gram-negativas, esporos bacterianos e leveduras. Contudo, a maior 

atividade antibacteriana é observada contra bactérias gram-positivas em 

comparação às gram-negativas. Todavia, o efeito antisséptico é principalmente 

determinado pela concentração de H₂O₂ visto que uma menor concentração 

pode ser considerada bactericida, enquanto uma concentração maior resulta 

em esporicida mais rápido. O mecanismo responsável pela atividade 

antimicrobiana é a quebra da fita de DNA bacteriano, pela oxidação de DNA por 

espécies reativas de oxigênio (EROs) que são liberadas pela dissociação do 

HP. Além disso, pode ser utilizado como agente de hemostasia química, para 

controle hemorrágico. 
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Quando ocorre uma lesão cutânea, a concentração de H₂O₂ no tecido 

circundante aumenta imediatamente e logo em seguida desaparece. Existem 

várias espécies de EROs, o peróxido de hidrogênio é relativamente pouco 

reativo, permitindo que ele migre ainda mais para o local de geração, servindo 

de molécula sinalizadora ou segundo mensageiro, realizando a entrega de uma 

mensagem de dano e estimulando as células efetoras. 

 

1.4. Via de sinalização IHH 

A via de sinalização IHH é composta por moléculas sinalizadoras da A 

família Hh (Hedgehog). Essas moléculas abrangem uma cascata de proteínas, 

capazes de realizar a regulação de uma larga gama de processos biológicos, 

como o desenvolvimento biológico, homeostático, tumoral e reparação tecidual. 

(Nybakken e Perrimon, 2002). 

A sinalização, além de ser uma via de conservação evolutiva de 

transmissão de sinal da membrana celular ao núcleo, também desempenha um 

papel de grande significância no desenvolvimento embrionário de vertebrados 

e invertebrados, bem como para diversos tecidos e órgãos. Principalmente se 

considerarmos que o ligante Hh pode ser capaz de regular a angiogênese, fato 

que pode causar interferência direta na remodelação tecidual Também é muito 

consistente quanto a manutenção de células-tronco somáticas e pluripotentes 

que são de suma importância para o reparo de tecidos, até mesmo cutâneas, 

estando presente principalmente nos cílios primários, organelas que consistem 

em microtúbulos, que recebem sinais químicos, térmicos e mecânicos 

(Plotnikova, Golemis e Pugacheva, 2008). 

 

1.5. TGF-beta 

O fator de transformação do crescimento beta (TGF-beta), é uma proteína 

capaz de controlar não só a proliferação, como também a diferenciação celular, 

além de outras funções das células. Possui uma função imunológica, dificultando 

a proliferação de células epiteliais normais e em estágio de oncogênese inicial. 

Esse fator de crescimento exprime diversas funções homeostáticas quanto a 

regulação da inflamação, proliferação, diferenciação e cicatrização tecidual. 

Alguns estudos apontam que o TGF-beta 
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fomenta a ativação e proliferação de fibroblastos, tendo como consequência 

principal a deposição de MEC. Contudo, o excesso de TGF pode ser uma 

demonstração de patologias fibróticas e a quantidade estar relacionada com o 

nível de gravidade da doença (Ong et al., 2021). 

Parte das células responsáveis por secretar TGF-ß também contém 

seus respectivos receptores, essa atuação é conhecida como sinalização 

autócrina. Todavia, o aumento dessas células pode ser ocasionado pela 

presença de células cancerosas. Existem três formas isomorfas da proteína 

TGF- ß: TGF-ß1, TGF-ß2 e TGF-ß3. Entretanto, o grupo que as acomoda é 

chamado de superfamília TGF- ß e dentro dele há outros componentes como 

as inibinas, ativina, hormônio anti-mülleriano, proteína morfogenética óssea, 

decapentaplégico (dpp) e VG-1. 

 

1.6. Vimentina 

A vimentina desempenha o papel de integração de sinal durante o 

processo de cicatrização de lesões, atuando tanto nas células que secretam 

quanto nas células que são receptoras dessa sinalização. No reparo tecidual, a 

vimentina pode ser encontrada em células mesenquimais de reparo, regulando 

o epitélio do cristalino em resposta a uma lesão. Além disso, a vimentina é de 

extrema importância para a migração de células inflamatórias. Ainda, as feridas 

observadas em estágio tardio da reparação tecidual, pode-se identificar a 

redução significativa de fibroblastos em situação proliferativa à presença 

acentuada de vimentina (Menko et al. 2014; Cheng, Fang et al. 2016). 
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2.OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

O objetivo do presente trabalho foi comparar o efeito da aplicação tópica 

de proteínas do esmalte e de peróxido de hidrogênio na cicatrização de feridas 

cirúrgicas de ratos. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Foram objetivos específicos deste trabalho comparar o efeito da 

aplicação tópica de proteínas do esmalte e de peróxido de hidrogênio na 

cicatrização de feridas cirúrgicas de ratos por meio de: 

● Avaliação macroscópica; 

● Avaliação morfométrica; 

● Avaliação histológica; 

● Avaliação imuno-histoquímica dos marcadores IHH, TGF-beta e 

vimentina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Aspectos éticos 

Este estudo foi submetido à aprovação da Comissão de Ética em Pesquisa 

no Uso de Animais (CEUA, 409/2020) da Universidade Positivo (Apêndice 1), de 

acordo com os princípios éticos do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA, 2008). 

 

3.2. Protocolo experimental 

 
 

3.2.1. Desenho de estudo 

O presente trabalho apresentou um estudo in vivo controlado. A amostra 

consistiu em 45 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com média 

de idade de 5 meses e peso variando entre 290 e 480g, provenientes do biotério 

da Universidade Positivo. Os animais receberam ração comercial (Nuvital, 

Colombo, PR, Brasil) e água mineral ad libitum. Durante todo o período 

experimental as condições ambientais de luz, temperatura e umidade das salas 

foram controladas em painel digital de maneira à manutenção de fotoperíodo de 

12/12h de ciclo claro e escuro, com temperatura variando de 18 a 22°C e 

umidade de 65%. 

Os animais foram alocados em 3 grupos distintos: grupo controle (C, n=15), 

grupo proteína do esmalte (PE n=15) e grupo peróxido de hidrogênio (H₂O₂, 

n=15), sendo que os grupos PE e PH receberam aplicação semanal de proteínas 

do esmalte (Emdogain™) e gel de peróxido de hidrogênio (1%), 

respectivamente, enquanto o Grupo C não recebeu aplicação tópica de nenhum 

medicamento. Cada grupo foi subdividido em três (n=5), de acordo com o 

momento de realização da eutanásia, sendo 10, 14 e 21 dias após o 

procedimento cirúrgico inicial conforme a Figura 1. 
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3.1.2. Procedimento cirúrgico 

Para a realização dos procedimentos cirúrgicos experimentais, os animais 

foram posicionados dentro da campânula individualmente (Figura 2A) e 

induzidos à anestesia inalatória com oxigênio e isoflurano 3 L/min (Cristália, 

Itapira, SP, Brasil); posteriormente, foram anestesiados por injeção 

intramuscular na parte posterior da coxa com xilazina (12mg/ kg) (Vertbrands, 

Paulínia, SP, Brasil) e quetamina (90 mg/KG) (Vertbrands, Paulínia, SP, Brasil). 

A anestesia foi mantida por vaporização de isoflurano (Cristália) por máscara 

facial, quando necessário. Todos os animais receberam morfina (0,1 ml) () via 

subcutânea antes de iniciar o procedimento cirúrgico. O procedimento foi 

executado por um único operador. Após a indução do plano anestésico os 

animais receberam tricotomia (Figura 2B) das áreas a serem operadas (região 

cervical). Essas regiões e todos os equipamentos receberam antissepsia com 

polivinilpirrolidona iodo tópico (PVPI) a 10% de iodo ativo. Na região cervical de 
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todos os animais, houve a delimitação de um quadrado de 2cm², por intermédio 

de um mapa confeccionado a partir de filme radiográfico (figura 2C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 2 - Processo anestésico em campânula (A),área tricotomizada (B), guia cirúrgico (C). 

 

 

 
Após a delimitação, a excisão de pele e tecido subcutâneo foi realizada 

com o bisturi com lâmina n.15 e com ajuda de pinça Dietrich para manter o 

retalho posicionado. Após a criação do defeito cirúrgico, a aplicação de 

Emdogain™ (gel derivado de matriz enamel. Fabricado por Institut Strauman 

nAG) e gel de peróxido de hidrogênio foram realizadas com a ajuda de uma 

seringa e agulha de insulina, nos grupos PE e PH, uma vez por semana, 

enquanto o grupo C não recebeu aplicação tópica de nenhum medicamento. 

 

3.2.3. Medicação pós-operatória 

Cada animal recebeu como medicação pós-operatória de 10mg/kg, 

durante 07 dias, injeção intramuscular de Enrofloxacina (Baytril injetável 5%, 

Bayer S.A., São Paulo, SP) e tramadol 5 mg/kg, via subcutânea, 2 vezes ao dia 

por 3 dias. 
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3.2.4. Eutanásias 

As eutanásias foram realizadas por meio de sobredose de isoflurano, 

de acordo com o protocolo preconizado pelo biotério da Universidade Positivo, 

que segue o preceito de ética animal de acordo com a Declaração de 

Helsinque. Assim, foram realizadas as eutanásias de 10, 14 e 21 dias, após o 

procedimento cirúrgico inicial. 

 

3.2.5. Remoção dos tecidos avaliados e dimensionamento das 

lesões 

Para a região de dorso foi realizada a remoção da região cirúrgica com 

auxílio de lâmina de bisturi nº 15 e pinça Dietrich. As áreas de lesões cutâneas 

foram fotografadas na cirurgia inicial e nos tempos de eutanásia. De modo que 

foram mensuradas no software ImageJ. 

 

3.2.6. Processamento histológico das peças e análises 

imuno-histoquímicas 

As amostras passaram pelo processamento histológico convencional para 

a confecção de lâminas: fixação em formol 10% por 24 h, emblocagem em 

parafina, cortes seriados de 4-6 micrômetros, coloração das lâminas em 

tricrômico de Masson (TM) e reagentes imunológicos, sendo eles: TGF, 

Vimentina e IHH. As imagens foram coletadas em fotomicroscópio. Todas as 

amostras foram fotografadas para análise histológica em 40 e 200 x. As 

mensurações das imagens foram realizadas no ImageJ (domínio público). A área 

do epitélio neoformado foi medida em pixels. 

 

3.2.7. Análise macroscópica 

A análise macroscópica da lesão foi realizada a partir de imagens iniciais 

e finais com auxílio do Image J. Houve a mensuração do diâmetro da lesão em 

pixels e a média foi calculada em cada subgrupo. 
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3.2.8. Análise morfométrica 

A avaliação da área das lesões foi realizada com a utilização do sotware 

Image J (1.50b, National Institutes of Health, EUA, 64-bit: http://imagej.nih.gov/). 

Foram obtidas as áreas totais em pixels das lesões de cada amostra. A média 

dessas áreas foi calculada nos diferentes grupos e tempos experimentais. 

 

3.2.9. Análise imuno-histoquímica 

Foram selecionados 5 campos da região da lesão para cada amostra, os 

quais foram avaliados em aumento de 1000x. Estes campos foram fotografados 

e avaliados utilizando-se o software Image J (Apêndice 2). 

Para cada amostra foram obtidos 5 valores de porcentagem de área com 

marcação imuno-histoquímica e a média dos 5 valores foi calculada. Os valores 

de cada amostra foram utilizados para calcular a média do percentual da área 

com marcação imuno-histoquímica para cada marcador avaliado, nos diferentes 

grupos e tempos experimentais. 

 

3.2.10. Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise estatística, utilizando-se o software 

GraphPad (teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ANOVA on ranks e teste de 

Tukey). Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Análise macroscópica 

Nas amostras que receberam aplicação de Emdogain™ notou-se um 

processo de cicatrização homogêneo, ou seja, sem a formação de um tecido 

granuloso extenso, bem como um fechamento de ferida mais acelerado, 

visualmente. Essa diferença, pôde ser observada principalmente nos tempos 

mais precoces da cicatrização (10 dias). Já nas amostras de peróxido de 

hidrogênio, notou-se uma formação acentuada de tecido de granulação, 

aparentando uma ferida mais aberta ainda no tempo de 10 dias. O grupo controle 

apresentou tecido granuloso moderado (Figura 3). 

 
FIGURA 3 - Lesões para o grupo de eutanásias de 10 dias: Controle (A), Proteínas do Esmalte 

(B), Peróxido de Hidrogênio (C). 

 

 

4.2. Análise morfométrica 

 
 

Na análise das dimensões das lesões mensuradas pelo imageJ para a 

eutanásia de 10 dias, as amostras apresentaram diferença estatística 

significativa nas comparações entre PE x C e PH x C (p = 0,0083 e p = 0,0225, 

respectivamente). A comparação entre grupo PE x PH não apresentou diferença 

significativa (p = 0,142). No tempo de 14 dias, as amostras não apresentaram 

diferença estatística significativa para nenhuma comparação. Já para as 

eutanásias no tempo de 21 dias, as amostras apresentaram diferença estatística 

significativa nas comparações entre C x PH e PE x PH (p = 0,0070 e p = 0,0398, 

respectivamente). A comparação entre grupo C x grupo PE não 
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apresentou diferença significativa (p = 0,173). Os resultados são apresentados 

na Tabela 1. 

 
TABELA 1 - Comparação dos valores de p entre as médias de dimensão das lesões nos 
diferentes grupos. C = Controle; PE = Proteínas do Esmalte; PH = Peróxido de Hidrogênio. 

 

Comparação 10 dias 14 dias 21 dias 
 

PE x C 0,008* 0,780 0,173 

PH x C 

PH x PE 

0,022* 0,252 0,007* 

0,142 0,159 0,039* 

 
 

4.2. Imuno-histoquímica 

4.2.1. Análise histológica - IHH 

A identificação de IHH foi mensurada pela observação da quantidade de 

pigmento acastanhado (Figura 3). No grupo controle de 10 dias houve uma 

detecção acentuada de IHH, principalmente no tecido de granulação. Nos 

períodos de 14 e 21 dias a detecção de IHH ocorreu de forma mais moderada. 

Para o grupo PE, a detecção de IHH ocorreu de forma similar nos tempos 

de 10, 14 e 21 dias, o pigmento acastanhado foi identificado de forma moderada. 

Para o grupo PH a identificação de IHH ocorreu de forma moderada nos 

períodos de 10, 14 e 21 dias. 

 

 
FIGURA 3 - Imuno-histoquímica do IHH: Controle (C) 10 dias (A1), C 14 dias (A2), C 21 dias 

(A3), Proteínas do Esmalte (PE) 10 dias (B1), PE 14 dias (B2), PE 21 dias (B3), Peróxido de 

Hidrogênio (PH) 10 dias (C1), PH 14 dias (C2), PH 21 dias (C3). 
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4.2.2. TGF-beta 

Para o grupo controle a observação de pigmento acastanhado, que 

caracteriza a presença de fator de crescimento-beta, pode ser considerada 

acentuada para os períodos de 10 e 14 dias e de forma mais amena para 21 

dias. 

Ainda que o TGF-beta tenha se apresentado de forma mais equilibrada 

nos cortes do grupo PE, foi possível observar a presença do mesmo nos 3 

períodos experimentais, sendo para os períodos de 10 e 14 dias mais acentuado. 

Todavia, para o grupo Peróxido de hidrogênio pode-se observar uma 

maior quantidade de TGF-beta no período de 14 dias, sendo que nos períodos 

de 10 e 21 dias essa detecção foi mais moderada (Figura 4). 

 
 
 
 

FIGURA 4 - Imuno-histoquímica do TGF-beta: Controle (C) 10 dias (A1), C 14 dias (A2), C 21 

dias (A3), Proteínas do Esmalte (PE) 10 dias (B1), PE 14 dias (B2), PE 21 dias (B3), Peróxido 

de Hidrogênio (PH) 10 dias (C1), PH 14 dias (C2), PH 21 dias (C3). 
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4.2.3. Vimentina 

Para o grupo controle a observação de pigmento acastanhado, que 

caracteriza a presença de fator de Vimentina, pode ser considerada acentuada 

para as eutanásias de 10, 14 e 21 dias. Ainda, para a eutanásia de 21 dias o 

pigmento acastanhado foi observado em quase toda a extensão do corte. As 

peças analisadas são oriundas de um mesmo grupo de blocos, logo, são 

morfologicamente idênticas dentre os reagentes observados (Figura 5). 

O grupo PE teve uma maior prevalência de vimentina no período de 14 

dias, para o período de 10 dias a presença do pigmento acastanhado ficou 

concentrado principalmente no tecido granuloso. Contudo, para a eutanásia de 

21 dias a presença de vimentina não foi significativa. 

A observação de vimentina para o grupo peróxido de hidrogênio se 

apresentou de forma mais acentuada para a eutanásia de 10 dias, sendo ainda 

mais concentrada no tecido de granulação. 

 

 
FIGURA 5- Imuno-histoquímica da Vimentina: Controle (C) 10 dias (A1), C 14 dias (A2), C 21 

dias (A3), Proteínas do Esmalte (PE) 10 dias (B1), PE 14 dias (B2), PE 21 dias (B3), Peróxido 

de Hidrogênio (PH) 10 dias (C1), PH 14 dias (C2), PH 21 dias (C3). 
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4.2.4. Comparações entre os grupos 

Para a eutanásia de 10 dias, a comparação foi realizada com as médias 

da mensuração de pixels das amostras (C = 24.778, PE = 28.326, PH = 29.241) 

de IHH. Apresentaram diferença estatística significativa nas comparações entre 

Grupo C x grupo H₂O₂ (p = 0,0394). As comparações PE x PH e C x PE não 

apresentaram diferença significativa (p > 0,05). Para a eutanásia de 14 dias 

(médias: C = 10.873, PE = 18.687, PH = 12.809) as amostras apresentaram 

diferença significativa entre PE x PH (p = 0,005). Para as comparações C x PE 

e C x PH não houve diferença significativa. Para a eutanásia de 21 dias 

(médias: C = 9.321, PE = 10.309, PH = 10.289), não 

houve diferença significativa para as comparações realizadas, conforme Tabela 

3. 

Para as comparações realizadas para a eutanásia de 10 dias do 

TGF-beta (médias: C = 37.734, PE = 26.790, PH = 25.689), com relação a 

observância de fator de crescimento TGF-beta, houve diferença significativa 

apenas para a comparação do grupo PE x C (p = 0,0435). Contudo, para as 

eutanásias de 14 dias (médias: C = 17.860, PE = 19.791, PH = 19.363), não foi 

observado diferença estatística significativa para nenhuma das comparações, o 

mesmo ocorreu para as eutanásias de 21 dias (médias: C = 21.703, PE = 19.443, 

PH = 18.150), conforme Tabela 5. 

Com relação à observância de vimentina, houve a identificação de 

coeficientes significativos para a comparação entre grupos PH x C para a 

eutanásia de 10 dias (médias: C = 34.695, PE = 23.927, PH = 23.988). Para os 

tempos de eutanásia de 14 e 21 dias (médias 14 dias: C = 25.856, PE = 23.927, 

H₂O₂ = 23.988; médias 21 dias: C = 34.359, PE = 31.428, PH = 

33.672) não houve coeficientes significativos, conforme Tabela 7. 

 
TABELA 2 - Comparação entre grupos para imuno-histoquímica. C = Controle; PE = Proteínas 

do Esmalte; PH = Peróxido de Hidrogênio. 
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Comparação entre 
as médias 

Monitoramento (dias) IHH TGF- beta Vimentina 

 
 

PE x C 10 0,331 0,043* 0,733 

 14 0,14 0,4 > 0,999 

 21 0,072 0,687 0,551 

PH x C 10 0,039* 0,347 0,031* 

 14 0,789 0,98 0,471 

 21 0,461 0,086 0,192 

PH x PE 10 > 0,999 0,545 0,486 

 14 0,005* 0,309 0,293 

21 > 0,999 0,385 > 0,999 

 
 

 

4.2.5. Comparação entre os tempos de eutanásia 

Os dados estatísticos, referente ao IHH, com a comparação do grupo 

controle, apontaram que apenas a comparação entre as eutanásias de 10 dias 

x 21 dias não apresentou diferença significativa. Para as comparações entre 10 

dias x 14 dias e 14 dias x 21 dias, p = 0,0006 e p = 0,0365, respectivamente. Os 

dados estatísticos com a comparação do grupo Proteínas do Esmalte, 

apontaram que apenas a comparação entre as eutanásias de 10 dias x 14 dias 

apresentou diferença significativa, com p = 0,0210. Já os dados estatísticos com 

a comparação do grupo Peróxido de Hidrogênio, apontaram que nenhuma das 

comparações realizadas apresentou diferença estatística significativa. 

Os dados estatísticos, para o TGF-beta, com a comparação do tanto 

grupo controle, quanto para os grupos Proteínas do Esmalte e Peróxido de 

Hidrogênio não apresentaram diferença significativa para nenhuma das 

comparações. 

As comparações realizadas para a observância de área percentual de 

vimentina, apresentaram dados estatísticos significativos para o grupo controle 

na comparação entre 10 x 14 dias, com p = 0,04381 e para o grupo H₂O₂, na 

comparação entre 14 x 21 dias, sendo p = 0,0264. Para o grupo PE não houve 

diferença significativa entre as comparações (conforme Tabela 4). 
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TABELA 3 - Comparação entre tempos de eutanásia para. 
 

 

Comparação 
entre os tempos 
(dias) 

Imunomarcadores IHH TGF- beta Vimentina 

10 x 14 
 
 

10 x 21 
 

 
14 x 21 

IHH 0,000* 0,021* > 0,9999 

TGF- beta 0,515 0,998 0,923 

Vimentina 0,048* 0,830 0,136 

IHH 0,677 0,667 > 0,9999 

TGF- beta 0,995 0,139 0,752 

Vimentina 0,438 0,417 >0,999 

IHH 0,036* 0,430 > 0,9999 

TGF- beta 0,458 0,152 0,516 

Vimentina >0,999 >0,999 0,026* 

 
 

 

5. DISCUSSÃO 

 
No presente trabalho foi avaliado o processo de cicatrização em âmbitos 

macro e microscópicos, além da influência da intervenção tópica no processo 

cicatricial, sendo que os resultados demonstraram que o uso de concentrado 

de proteínas do esmalte e peróxido de hidrogênio pode auxiliar na recuperação 

de lesões cutâneas em ratos. 

É sabido que o processo que engloba o reparo tecidual é multifatorial, com 

uma alta gama de células envolvidas, assim como fatores de crescimento 

(Ferreira et al. 2014). Entretanto, há disponível no mercado atual produtos que 

prometem melhorar e auxiliar na cicatrização de lesões, como é o caso do 

EmdogainTM, um concentrado de proteínas de esmalte comumente utilizado para 

a terapia de tecidos periodontais (Rodrigues et al., 2008). O peróxido de 

hidrogênio, por sua vez, também é utilizado para terapia de lesões, tal que, 

promove a erradicação de microrganismos, além da sinalização ou segundo 

mensageiro de dano, estimulando as células responsoriais. Os efeitos biológicos 

do peróxido de hidrogênio dependem da dose e periodicidade utilizadas durante 

a cicatrização. 

Nos animais que receberam aplicação tópica de proteínas do esmalte 

sobre a ferida pode-se observar uma evolução da cicatrização com menos tecido 
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de granulação. Além disso, o aspecto visual apresentou um fechamento 
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mais rápido da lesão, quando comparado ao peróxido de hidrogênio e grupo 

controle. Essa diferença, pode ser observada principalmente nos tempos mais 

precoces da cicatrização (10 dias). Isto pode ser explicado pelo fato de que o 

PE, por possuir como principal constituinte proteico a amelogenina, que auxilia 

no processo de biomineralização, também pode promover uma reepitelização 

mais rápida, bem como a redução de inflamação e potencialização da 

angiogênese (Brookes et al. 1995; Villa et al, 2015). 

A aplicação do peróxido de hidrogênio apresentou uma formação 

acentuada de tecido de granulação, apresentando uma ferida mais aberta ainda 

no tempo de 10 dias, quando comparado ao grupo Controle e PE. O H2O2 

quando utilizado em baixa concentração, além de atuar como agente 

antimicrobiano, pode ainda exercer a função de debridamento da área afetada, 

o que corrobora com o aspecto de ferida aberta por um período mais extenso 

(Murphy e Friedman 2019). 

A cicatrização precoce é o estágio mais acentuado de todo o plexo de 

cicatrização, ou seja, é durante esse período que ocorre a fase mais agressiva 

como por exemplo, a fase inflamatória. Alguns estudos apontam que a utilização 

de terapia medicamentosa apresenta uma desenvoltura mais evidente durante 

o estágio precoce de cicatrização, fato esse que pode ser observado no presente 

trabalho, tendo em vista que a diferença significativa foi observada 

principalmente durante a primeira eutanásia (10 dias)(Kawase et al, 2001). 

A observação das peças da eutanásia de 14 dias não apresentou 

diferença estatística significativa, ou seja, a cicatrização obtida nesse período 

apresentou característica similar para todos os grupos analisados. Já para a 

cicatrização tardia (21 dias), a comparação entre grupos, na perspectiva 

macroscópica (diâmetro da lesão), apresentou coeficiente significativo entre C 

x PH e entre PE x PH. Tal fato pode ser explicado pela presença de tecido de 

granulação nos animais que receberam a aplicação de peróxido de hidrogênio, 

o que reitera que apesar de auxiliar no período precoce de cicatrização, o H₂O₂ 

gera um fechamento tardio de ferida. Uma vez que, o mesmo faz com que a 

neoformação tecidual ocorra de forma mais desordenada pela ação do oxigênio 

reativo (Urban, Rath e Radtke, 2017). 
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Quanto à análise imuno-histoquimica, o IHH pode ser observado de forma 

mais acentuada na eutanásia de 10 dias, sendo ainda majoritariamente no tecido 

de granulação. Tal fato se dá pela forma de ação dos ligantes Hh, que atuam 

diretamente nos colangiócitos, gerando a transição epitelial mesenquimal, além 

de ocasionar a formação de micro-fibroblastos (Omenetti et al. 2008; Goetz e 

Anderson, 2010). 

Na análise estatística, juntamente com a observação histológica, o grupo 

PH demonstrou a presença de IHH de forma sutil, gerando discrepância quando 

comparado aos demais grupos, ou seja, a utilização de peróxido de hidrogênio 

em lesões cutâneas amenizou a ação do IHH no processo inflamatório, ou ainda, 

a ação de oxigênio reativo interferiu no metabolismo do IHH (Murphy e Friedman, 

2019). 

Todavia, a quantidade de IHH para os animais que receberam a aplicação 

tópica de proteína do esmalte ocorreu de forma contínua, logo, com 

imunomarcação de forma similar nos tempos de eutanásia de 10, 14 e 21 dias. 

Alguns estudos demonstram que o uso tópico de proteína do esmalte pode 

amenizar a liberação exacerbada de sinalizadores inflamatórios, além de 

proporcionar a síntese de uma maior quantidade de tecido conjuntivo e colágeno 

(Chano et al. 2003; Craig et al. 2004). 

Quanto ao TGF-beta, o grupo PE apresentou uma quantidade equilibrada 

dessa proteína, de forma mais evidente em tecido de granulação para 10 e 14 

dias, e mais espalhado no tecido conjuntivo no período de 21 dias. Logo, 

pode-se considerar que a proteína do esmalte auxiliou no equilíbrio de 

remodelação tecidual, acelerando o processo de cicatrização, sem gerar uma 

neoformação de tecido epitelial prejudicada (Hoang, Oates e Cochran, 2000; 

Haase e Bartold, 2001; Occleston et al. 2011; So, 2011;). 

Já para o grupo peróxido de hidrogênio pode-se observar uma maior 

quantidade de TGF-beta no período de 14 dias, sendo que nos períodos de 10 

e 21 dias essa detecção foi moderada. A presença do peróxido tem efeito de 

debridação, e o processo inicial de cicatrização pode ocorrer de forma mais lenta 

(Zhu, Guanya et al. 2017), como os resultados apresentados no desenho de 

estudo do presente trabalho. 
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Quanto à vimentina, na aplicação de proteína do esmalte e período de 

10 dias, foi observada em tecido granuloso, o que reitera a presença acentuada 

de fibroblastos. Em 14 dias, houve um aumento da sua expressão e aspecto 

mais espalhado. O mesmo ocorreu para o grupo PH. Contudo, não houve 

diferença significativa quanto a comparação entre grupos, logo, para ambos os 

grupos a observação de vimentina foi similar. É sabido que o uso de H ₂O ₂ faz 

com que o processo inflamatório primário seja mais longo, o que explica as 

diferenças significativas para este grupo, uma vez que o processo de formação 

de tecido ocorre de forma mais desordenada, até que seja estabilizado. 

Entretanto, a utilização de PE gerou uma cicatrização mais harmoniosa, 

apresentando uma melhor neoformação de tecido, bem como a proliferação de 

fibroblastos, sendo ainda uma cicatrização com fibras mais organizadas, o que 

gerou uma cicatriz com aspectos estéticos mais adequados. Todavia, como 

houve dados significativos nas comparações C x PH e C x PE, e sem 

significância entre PE x PH, pode-se afirmar que tanto a proteína do esmalte 

quanto o peróxido de hidrogênio podem ser utilizados como aliados no processo 

de cicatrização (Abbas et al, 2019; Montanari, 2016; Santos, 2020; Chano et al. 

2003; Zhu, Shuliang e Niu, 2017). 
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6. CONCLUSÃO 

 
De acordo com os resultados obtidos, sugere-se que tanto as proteínas 

do esmalte (Emdogain™) quanto o peróxido de hidrogênio (1%, em gel), 

apresentaram eficiência no processo de cicatrização em lesões cutâneas 

cirúrgicas de ratos. 
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PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA 

ANALISADO PELO 

COMISSÃO DE ÉTICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP) 

 
IDENTIFICAÇÃO 

 

RESPONSÁVEL 

 
 
 

INSTITUIÇÃO DO PESQUISADOR 

 
 
 

 

 

 
TATIANA MIRANDA DELIBERADOR 

 
UP – UNIVERSIDADE POSITIVO 

PROPOSTA INICIAL DO ADENDO 

 
ADENDO DO PROJETO ‘’EFEITO LOCAL DA LIBERAÇÃO LENTA DE OXIGÊNIO NA 

CICATRIZAÇÃO DE TECIDOS MOLES E TECIDOS ÓSSEOS. ESTUDO 

HISTOMORFOMÉTRICO E IMUNOHISTOQUÍMICO EM RATOS’’ 
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NÚMERO DE AIMAIS APROVADO PELA CEUA 

 
40 animais. 

 

 

 

COMENTÁRIOS DO COLEGIADO 

 

 
As solicitações foram corrigidas e justificado para a utilização de animais. 

I. Aumento do número de animais: 

O estudo, permanece o mesmo, ou seja, avaliar o efeito local da liberação lenta de 

oxigênio na cicatrização de tecidos moles, usando o gel de oxigênio BlueM®. Na região 

tóraco-lombar dorsal de todos os animais a forma de tratamento muda, o Gel contendo 

Oxigênio (BlueM® - Blue®M Brasil S.A.) será comparado com um gel de Proteína 

Derivada da Matriz do Esmalte (Emdogain™ - Straumann, AG, Basel, Switzerland) 

GRUPO EMD e com Peróxido de Hidrogênio 1% BlueM® (Blue®M Brasil S.A.) GRUPO 

PER1, aplicados topicamente com o auxílio de uma seringa e agulha de insulina, sobre a 

região da ferida cutânea. Não ocorrerá, nesta proposta, envolvimento de pesquisa em 

tecidos ósseos. As eutanásias ocorrerão 

nos seguintes tempos: 5, 10, 15 e 30 dias, sendo suprimidos os períodos 

de eutanásia dos dias 1 e 20 do pós-operatório. Sendo assim, este 

ADENDO pede a inclusão de mais 40 animais (Mais dois grupos com 4 

tempos de eutanásia n = 5).’’ 

II. Mudança de procedimento experimental: 

No projeto aprovado sob número 409, foram realizadas além das lesões 

cutâneas na região tóraco-lombar dorsal lesões em calvária e no 

periodonto. Neste ADENDO faremos apenas as lesões cutâneas; 

III. Inclusão/exclusão de experimentadores; 
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Outrossim, o projeto apresenta o ponto humanitário devidamente 

descrito, o que demonstra a preocupação com o bem-estar do animal, dentro 

das limitações existentes para a execução da aula prática. 

Por tudo isso, o Comitê de Ética do Uso de Animais recomenda a 

aprovação do projeto 

PARECER FINAL 

Thais Andrade Costa Casagrande 

Coordenadora – CEUA-UP 

Recomenda a APROVAÇÃO. 
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APÊNDICE 2 
● Passo a passo para a utilização do software ImageJ 

As imagens obtidas em aumento de 400 × foram abertas no software ImageJ. 

Selecionar File> Open> Escolher a imagem. 

 
No menu Image Selecionar>Properties. 

 
 

Selecionar unidade de medida, no presente estudo a medida da área se deu 

em pixels. 

 
Selecionar a opção GLOBAL, para que esta unidade de medida seja utilizada 

em todas as imagens abertas. 

 
No menu Analyze selecionar > Set measurements. 

Selecionar as opções: ÁREA, ÁREA FRACTION e LIMIT TO THRESHOLD 

 
 

No menu de Plugins, selecionar o plugin COLOR DECONVOLUTION, este plugin 

não vem instalado junto com o software e foi obtido através do 

site:http://fiji.sc/Colour_Deconvolution. 

 
A instalação do plugin se faz necessária para separação e quantificação dos 

pigmentos em análises de lâminas de imunohistoquímica. (Ruifrok & Johnston, 

2001) 

 
No menu COLOR DECONVOLUTION selecionar > HDAB 

 
 

A imagem será desmembrada em três imagens de acordo com a coloração dos 

pigmentos, para mensuração das áreas marcadas foi utilizada a imagem com 

pigmentação castanha. 

 
No menu IMAGE> selecionar ADJUST > selecionar > THRESHOLD 

 
 

A seguir no menu Analize > selecionar MEASURE. 
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O valor percentual da área marcada foi obtido para cada campo fotografado, a 

média dos 5 campos por amostra foi calculada. 

 
Os dados foram copiados para uma planilha (Windows Excel, Microsoft, 

Redmond, WA, Estados Unidos). 


