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RESUMO

O diclofenaco sodico apresenta efeitos deletérios sobre a
cicatrizacido e em varios estudos foi demonstrada a eficacia do Fator Xl da
coagulacdao sanguinea sobre a cicatrizagdo nas mais variadas situagdées no
pos-operatorio. Este estudo foi idealizado no intuito de avaliar se o Fator Xlll da
coagulagdo sanguinea poderia bloquear estes efeitos deletérios provocados
pelo diclofenaco sddico.

Este ensaio experimental randomizado duplo cego foi realizado com
a utilizagao de 96 ratos da linhagem Winstar. Os animais foram distribuidos em
quatro grupos de 24 animais de acordo com a utilizagado da drogas em estudo:
DS (diclofenaco sédico), DSF (diclofenaco e Fator Xlll da coagulagdo), SF
(solugcéo de NaCl a 0,9%) e F (Fator Xlll da coagulacdo). Estes grupos foram
realocados em trés novos grupos cada de acordo com o dia de eutanasia
(terceiro, sétimo e décimo - quarto) ficando cada grupo entdo com oito animais.
Foi realizada incisdo de 04 cm no dorso a esquerda com posterior sutura em
pontos separados. A cicatrizacdo foi avaliada quanto aos aspectos
microscopicos do processo inflamatério cicatricial assim como a variagao da
resisténcia ténsil da ferida operatoria no terceiro, sétimo e décimo - quarto dia
de pés-operatério. Os resultados foram submetidos a analise estatistica, tendo
sido utilizado os testes Mann-Whithey Rank Sum Test e o t-test. Foi
considerado estatisticamente significante p < 0,05.

O Fator Xlll da coagulagdo sanguinea diminuiu o edema no pos-
operatorio no 3°. dpo em relagao ao grupo controle (p=0,015). O grupo do Fator
Xl da coagulagao sanguinea apresentou no 3°. dpo aumento da resisténcia
ténsil em relagdo ao grupo do diclofenaco sodico (p=0,024). O grupo do
diclofenaco sdédico apresentou diferenga estatisticamente significante com
maior presenga de leucdcitos polimorfonucleares no sétimo dia de pos-
operatorio (p=0,04; p=0,01; p=0,04), maior presenc¢a de células mononucleares
(p=0,021; p=0,021; p=0,021), maior neoformacao vascular (p=0,038; p=<0,01;
p=0,021) e maior quantidade de tecido de granulagdo (p=0,03; p=0,001;
p=0,03) no décimo quarto dia de pds-operatorio em relagdo aos demais grupos

avaliados.



vi

O Fator Xlll da coagulacdo sanguinea foi eficaz em bloquear parte
dos efeitos deletérios na cicatrizagado provocados pelo diclofenaco sodico.

Palavras-chave: Cicatrizacao de Feridas, Fibronectina,
Transglutaminases, Fator Xlll da Coagulagdo Sanguinea, Diclofenaco Sddico e

Prostaglandinas.
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ABSTRACT

Diclofenac presents deleterious effects on the healing process and many
studies showed effectiveness of Factor Xlll in the healing of different kinds of
post-operatory situations. The aim of this study was to detect if Factor Xlll could
block this pernicious effects in the healing process promoted by diclofenac.

96 rats was randomized in four groups: group DS (diclofenac), group
DSF (diclofenac + Factor Xlll), group SF (NaCl 0,9%) and group F (Factor XIlI).
Each group was divided again in another three groups of eight animals. Four
groups of each initial group were killed in the third, seventh and fourteenth post-
operatory day. The microscopic inflammatory healing process and the breaking
strength of wound was examined in the third, seventh and fourteenth post-
operatory day. The Mann-Whitney Rank Sum Test and the T-test was utilized in
the statistical analysis. It was considered statistical significant p < 0,05.

In third post-operatory day the Factor Xlll decreased edema in relation to
the control group (p=0,015) and increased the breaking strength in relation to
the diclofenac group (p=0,024). In the seventh post-operatory day diclofenac
increased the number of polymorfonuclear cells in relation to the other groups:
DSF (p=0,04), SF (p=0,01) and F (p=0,04). In the fourteenth post-operatory
day diclofenac increased the number of mononuclear cells in relation to the
other groups: DSF (p=0,021), SF (p=0,021) and F (p=0,021). Also diclofenac
increased vascular neofomation in relation to the other groups respectively
(p=0,038; p=<0,01 and p<0,021) and granulation tissue (p=0,03; p=0,001 and
p=0,03).

The coagulation Factor Xl was efficient in prevent part of deleterious
diclofenac effects in the normal healing process.

Key-words: Wound Healing, Fibronectin, Transglutaminases,

Coagulation Factor XIII, Sodium Diclofenac and Prostaglandin.
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1. INTRODUGCAO



A funcao primaria da pele é servir como barreira de prote¢cao contra
0 meio externo. A perda da integridade de extensas por¢des de pele como
resultado de lesdo ou doenga pode levar a grande disfungdo ou mesmo
morte. A cada ano nos Estados Unidos mais de 1,25 milhdes de pessoas
sao vitimas de queimaduras e mais de 6,5 milhdes apresentam grandes
ulceras causadas por pressao, estase venosa ou diabetes melitus (Singer
et al, 1999).

A ferida cirurgica ou traumatica é um desafio a pratica clinica e o
retardo na cicatrizagcdo € uma significativa causa de morbidade e
mortalidade representando aumento do custo financeiro para o sistema de
saude (Barbul et al, 1994).

A cicatrizagcdo € um processo complexo e dindamico que resulta na
restauracdo da fungdo e da continuidade anatémica. Fundamentalmente,
todos os tipos de tecidos cicatrizam através de trés mecanismos basicos:
deposigao da matriz extracelular, contragéo e epitelizacdo (Diegelmann et
al, 2004). A ferida em cicatrizacdo € um tecido extremamente complexo e
dindmico que em determinados aspectos, poderia ser considerado como um
orgao, mesmo que temporario (Kumar et al, 2004).

Apds a agressao ocorre uma organizada e complexa cascata de
eventos celulares e bioquimicos caracterizados por sequéncia ordenada de
eventos que envolvem a resposta cicatricial, caracterizada pelo movimento
de células especializadas para o sitio da lesado, resultando ao final na
formagao da ferida cicatrizada. Pode-se didaticamente dividir a cicatrizagédo
em trés fases distintas que se interrelacionam: de hemostasia e inflamacao,
proliferativa e de maturagado ou remodelagdo. A falha ou prolongamento de
uma dessas fases pode resultar em retardo da cicatrizagdo ou mesmo o nao

fechamento da ferida cirurgica (Witte et al, 1997; Diegelmann et al, 2004).



Esta divisdo do processo cicatricial em fases, contudo tem apenas um
carater didatico visto que este a cicatrizagdo caracteriza-se por sua
continuidade e interelagao.

A hemostasia precede a inflamacéao; segue a ruptura de vasos com
exposig¢ao do colageno subendotelial as plaquetas, agregacao plaquetaria e
posteriormente a ativagdo da via intrinseca da cascata da coagulagdo. O
contato entre o colageno e as plaquetas, assim como a presenga da
trombina, fibronectina, e seus fragmentos resulta na liberagéo de citocinas e
fatores de crescimento provenientes dos granulos a das plaquetas como:
fator de crescimento plaquetéario (FCP), fator de crescimento transformador
B (FCT- B), fator ativador plaquetario (FAP), fibronectina e serotonina
(Diegelmann et al, 2004). O coagulo de fibrina local serve como assoalho
para as células migratérias, que sao: os neutréfilos, os mondcitos, os
fibroblastos e as células endoteliais (Musbek et al, 1996). A formagéao
inadequada do coagulo, como é observada na deficiéncia congénita do fator
Xl da coagulagdo sanguinea (FIG.1), estd associada com cicatrizagao
deficiente, secundaria a diminuicdo da adesdo das células a area do
processo inflamatdério ou por diminuicdo da quimiotaxia (Beck et al, 1961;
Duckert et al, 1972; Grinnell et al, 1981; Board et al, 1993; Eggbring et al,
1996; Corbett et al, 1997; Meili et al, 2002).

A fase inflamatéria € uma fase essencial do processo cicatricial,
caracterizada por permeabilidade vascular aumentada, quimiotaxia de
células da circulagdo para a ferida, liberagcdo de citocinas, fatores de

crescimento e ativagédo de células migratorias (Witte et al, 1997).
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FIGURA 1 — Estrutura do Fator Xlll da coagulagdo sanguinea
Fonte: Muszbek et al, 1999.

Os neutrdfilos sao as primeiras células que migram para a ferida
cirargica. O aumento da permeabilidade devido a inflamacéo e liberagao de
prostaglandinas, junto com o gradiente de concentragcdo de substancias
quimiotaticas como os fatores de complemento, interleucinas, fator de
necrose tumoral a (FNT-a), FCT- B , fator plaquetario 4 e produtos
elaborados por bactérias estimulariam a migragcao de neutréfilos (Kleiman et
al, 1995; Witte et al, 1997).

Os dois mais importantes sinais para estimular a migracdo celular
sdo decorrentes do fator derivado de plaquetas (FDP), que estaria
relacionado a iniciacdo da quimiotaxia para os neutrofilos, macréfagos,
células musculares lisas e fibroblastos, além de estimular a mitogénese dos
fibroblastos e células musculares lisas; e do FCT- B, que atuaria atraindo e
estimulando os macréfagos a secretar outras citocinas incluindo FCF (Fator
de Crescimento de Fibroblastos), FCP, FNT-a e interleucina-1(IL-1), além
de aumentar a quimiotaxia para os fibroblastos e as células musculares
lisas, modular a expressao do colageno e da colagenase (Diegelmann et al,

2004).



Os neutrdfilos, os monécitos e os macréfagos sdo as células mais
importantes na fase inflamatdria, sendo que os neutréfilos apresentam vida
muito curta, deixando de ser as células predominantes na ferida em torno
do quinto dia da cicatrizacao, passando a ser substituidas preferencialmente
pelos macréfagos. A tarefa primordial dos neutréfilos € a fagocitose,
determinando a destruicdo das bactérias contaminantes, das células nao
funcionantes e dos tecidos danificados da matriz extracelular presentes na
ferida (Lingen, 2001). Ja os macréfagos atuam auxiliando o debridamento e
a fagocitose bacteriana, agindo posteriormente na coordenagdo do
processo cicatricial através da liberacdo de proteases e peptideos
vasoativos, assim como de fatores quimiotaticos e de crescimento para
fibroblastos e células endoteliais. A presenga dos macréfagos na ferida é
um marcador que a fase inflamatdria esta em seu final e esta se iniciando a
fase proliferativa (Deodhar et al, 1997; Witte et al, 1997; Singer et al, 1997;
Diegelmann et al, 2004).

O aumento da proliferacdo das células epiteliais provenientes das
bordas da ferida, do epitélio dos foliculos pilosos e de outros anexos da pele
atinge o maximo em torno de 48 a 72 horas apos o inicio da cicatrizagao.
Os queratindcitos auxiliam o processo de reepitelizagdo produzindo a
fibronectina, as colagenases, os ativadores de plasminogénio, as proteases
neutras e o colageno tipo V. A fibronectina é um importante componente da
matriz extracelular que promove adesio dos queratindcitos e auxilia em sua
disposicdo ao longo da ferida. As colagenases e outras proteases sao
importantes no debridamento dos tecidos desvitalizados. A fibronectina tem

papel importante na cicatrizagcéo, correspondendo a: formagao de ligagao



cruzada com a fibrina propiciando a adeséo e a migracao celular; funciona
como componente inicial da matriz extracelular; se liga ao colageno e
interage com glicosaminoglicanas da matriz; atua como fator quimiotatico
para macrofagos, fibroblastos e células epidermais e endoteliais; promove a
opsonizacdo e a fagocitose; participa da formacao do fibronexus e do
arcaboucgo para a deposi¢cao do colageno (Deodhar et al, 1997; Witte et al,
1997; Singer et al, 1999).

Durante a coagulacdo do plasma, a fibronectina se associa ao
coagulo, através de ligagdo cruzada com a fibrina sob agado do Fator Xllla
da coagulagao (fator estabilizador de fibrina) (Brown et al, 1988; Rapaport,
1990; Board et al, 1993; Musbek et al, 1996; Eggbring et al, 1996). A
adesao do fibroblasto a fibrina requer a presenca da fibronectina, sendo
maior se a fibronectina estiver conectada a fibrina por ligagées cruzadas
(Bruhn et al, 1981; Brown et al, 1993; Corbett et al, 1997; Musbek et al,
1999). O fibroblasto nao prolifera em coagulos preparados com fibrina em
plasma deficiente em Fator Xllla da coagulagdo, determinando entdo uma
cicatrizagcao deficiente (Beck et al, 1961; Duckert et al, 1972; Duckert et al,
1978; Hofbauer et al, 1979; Thavaraj et al, 1991; Meili et al, 2002; Inbal et al,
2005). A fibronectina também promove fagocitose de particulas, nao
apenas pelos macréfagos, mas também pelos fibroblastos. Finalmente, a
deposig¢ao de colageno pelo fibroblasto ocorre paralelamente a deposigao
da fibronectina. A fibronectina apresenta entdo profundos efeitos sobre a
cicatrizagao, incluindo a formagao do substrato préprio para a migragéo e o
crescimento das células durante o desenvolvimento e a organizagdao do

tecido de granulagao, assim como durante a remodelagao e a ressintese do



tecido conectivo da matriz (Grinnell et al, 1981; Powanda et al, 1981; Board
et al, 1993; Deodhar et al, 1997; Corbett et al, 1997).

O tecido de granulagao consiste em células inflamatérias, fibroblastos
e uma matriz glicoproteica apresentando vasos em formacgao, colageno e
glicosaminoglicanas. Sua formagao se inicia por volta de trés a cinco dias,
precedida pela fase inflamatodria. O fibroblasto, que é a estrutura celular
predominante na fase proliferativa, € a célula critica na formagao do tecido
de granulagdo, ndo apenas produzindo colageno como também formando
elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases como as
colagenases que sao importantes na remodelagao da ferida (Deodhar et al,
1997; Witte et al, 1997; Prathiba et al, 2000). Durante a fase inicial
(primeiros quatro dias) da formacédo do tecido de granulagdo o acido
hialurbnico € o componente proeminente da matriz. Nos estagios finais da
formagao do tecido de granulagéo o acido hialurénico € substituido por uma
variedade de proteoglicanas como sulfato de condroitina, sulfato de
dermatan, sulfato de heparan e outros, contribuindo para a resisténcia
tecidual e apresentando importante papel na regulagao sintese de colageno
(Grinell et al, 1981; Singer et al, 1999; Kumar et al, 2004).

A molécula de colageno € secretada pelo fibroblasto, apdés a
hidroxilagao, sendo referida como procolageno. Apds os peptideos terminais
amino e carboxil serem removidos, a molécula passa a se chamar colageno.
As moléculas de colageno formam ligagdes cruzadas entre si, determinando
a formacao de fibrilas e fibras, promovendo o aumento da resisténcia ténsil
da ferida (Forrest, 1983; Deodhar et al, 1997; Witte et al, 1997).

Paralelamente a deposicdo do colageno na ferida a fibronectina é



substituida gradualmente. As glicosaminaglicanas nao sulfatadas e o acido
hialurénico s&o substituidos por proteoglicanas mais elasticas como o
sulfato 4 de condroitina. Ocorrendo paralelamente diminuicdo da quantidade
de agua da ferida, permitindo que as fibras de colageno e de outros
componentes da matriz se aproximem, proporcionando pela formacgao
destas ligagdes cruzadas mediadas pela lisil oxidase o aumento na
resisténcia de ruptura da ferida. As fibras de colageno gradualmente sao
reorientadas passando de uma disposi¢cao anarquica para uma forma de
disposicédo paralela ao longo da ferida. Havendo substituicdo progressiva
das fibras de colageno tipo | pelas fibras de colageno do tipo Ill, que
estavam presentes em maior concentragao na ferida no inicio do processo
cicatricial (Grinell et al, 1981; Witte et al, 1997; Singer et al, 1999;
Diegelmann et al, 2004).

Varios fatores tanto locais como sistémicos podem determinar
alteracdo no desenvolvimento do processo normal de cicatrizacéo, levando
a retardo ou mesmo prolongamento do processo cicatricial. Os fatores
locais mais importantes que determinam alteracdo no processo cicatricial
sdo: a infecgdo, a técnica cirurgica, os hematomas na ferida, presenga de
corpos estranhos, a isquemia tecidual e os curativos. Tém sido relatados
fatores sistémicos que alteram a cicatrizagcdo como: a desnutricdo, a
obesidade, a diabetes, a sépsis, a deficiéncia de oligoelementos, a
deficiéncia de vitaminas entre outros (Barbul et al, 1994; Makela et al, 1995;
Deodhar et al, 1997; Schaffer et al, 1998; Mandai et al, 2001).

Varias doencas estdo associadas com alteracdo do processo

cicatricial, dentre elas convém destacar a sindrome de Ehlers-Danlos, a



hemofilia, a doenca de Von Willebrand, a deficiéncia de Fator XlII da
coagulagao, a hipofibrinogenemia de Werner, a insuficiéncia cardiaca
congestiva, a aterosclerose, o diabetes melito, a sindrome de Cushing, as
doengas hematolégicas associadas com trombocitopenia, a insuficiéncia
hepatica e a sindrome de deficiéncia imunolégica (Ragaz et al, 1976;
Deodhar et al, 1997; Fujita et al, 2005 ).

A utilizagao de alguns medicamentos pode promover alteragédo no
processo cicatricial. Os medicamentos frequentemente relacionados com
disturbios da cicatrizagdo sao: glicocorticéides, os antiinflamatérios nao
esteroidais, a colchicina, a ciclosporina e a penicilamina. Estas drogas
atuam primordialmente determinando alteragcdo no processo inflamatorio e
na atividade imune, revelando a interagcdao entre o sistema imune e o
sistema de cicatrizagao (Barbul et al, 1995; Deodhar et al, 1997; Witte et al,
1997). Dentre os medicamentos citados, convém ressaltar a redugdo da
inflamacéao induzida pelos esteréides que promove alteragdo da migragao,
da proliferacdo e da angiogénese celular; podendo sua agao deletéria ser
revertida parcialmente pela administragcdo concomitante de vitamina A (Lee
et al, 1970; Leibovich et al, 1975; Hunt et al, 1986).

Os antiinflamatérios nao-esteroidais (AINE) sdo drogas utilizadas
rotineiramente na pratica clinica, frequentemente usadas no tratamento pés-
operatorio imediato dos mais variados procedimentos cirurgicos, apos
traumatismos diversos e no tratamento de doencas inflamatérias crénicas
em vista de seu efeito analgésico (Lee et al, 1970; Ku et al, 1974; Menassé

et al, 1978).



Embora os AINE sejam estruturalmente diferentes, apresentam
mecanismo de acdo semelhante que é atribuido, principalmente, ao
bloqueio da biossintese das prostaglandinas através da inibicdo da enzima
ciclo-oxigenase e/ou da lipoxigenase (Ku et al, 1978; Menassé et al, 1978;
Brogden et al, 1980; Higgs et al, 1980; Penhos et al, 1983; Todd et al,
1988). Ocorrem também efeitos sobre a funcdo dos macrofagos,
condrdcitos e linfécitos acarretando alteracdo no processo inflamatério da
cicatrizagao (Higgs et al, 1980; Prandi Filho et al, 1988).

As prostaglandinas (PGs) sédo metabdlitos do acido araquidonico,
sintetizado a partir de acidos graxos, cuja principal fonte sdo os
fosfolipideos encontrados nas membranas celulares e, portanto, presentes
em todos os tecidos. Ao contrario dos demais mediadores da inflamacgao, as
PGs nao se encontram armazenadas em compartimentos subcelulares,
sendo produzidas de acordo com a demanda fisiolégica (Jaffe et al, 1971;
Itakura et al 1989). Esta condigdo, aliada a sua elevada instabilidade,
provavelmente limitam sua ag¢do no tecido lesado. Embora sejam
produzidas relativamente cedo no processo inflamatério (principalmente as
do tipo E), elas sao formadas, em geral, subsequentemente a liberagédo de
histamina e bradicinina, decorrente da necrose e do dano celular
concomitante. Apresentam como acdo primordial a mediacdo e a
modulagao do processo inflamatoério (Menassé et al, 1978; Lee et al, 1970;
Ku et al, 1974; Brogden et al, 1980; Higgs et al, 1980; Todd et al, 1988).

Em alguns estudos onde foi administrado o analogo da
prostaglandina E1 (misoprostol) foi observado cicatrizagdo mais rapida e

mais completa de Ulceras duodenais e gastricas (Agrawal et al, 1985;
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Bright-Asare et al, 1986; Hui et al, 1986; Watkinson et al, 1987) assim como
da cicatrizacdo de anastomoses colénicas em ratos (Oliveira et al, 1994),
demonstrando a importancia das PGs no processo cicatricial.

O diclofenaco sodico é um antiinflamatério ndo hormonal utilizado
para tratamento da dor e da inflamacéo de varias doencas. E bem tolerado,
assim como outros antiinflamatérios ndo hormonais, raramente promove
ulceragao gastrointestinal ou outros tipos de efeitos colaterais quando
utilizados no pés-operatério. E mais potente do que a aspirina, ibuprofeno,
naproxeno e fenilbutazona, menos potente do que o piroxicam e de
poténcia semelhante a indometacina (Ku et al, 1974; Menassé et al, 1978;
Brogden et al, 1980; Todd et al, 1988). Apresenta potente inibicdo da ciclo-
oxigenase in vitro e in vivo, levando a diminuicdo da sintese de
prostaglandinas, prostaciclinas e produtos da tromboxana (Bjarnason et al,
1986). Apresenta agao de inibigao reversivel da segunda fase da agregacgao
plaquetaria que ndo é atingida em doses usualmente utilizadas na pratica
clinica. Afeta a fungao dos polimorfonucleares, determinando diminuicdo da
quimiotaxia e da produgdo de superoxidos e de proteases (Higgs et al,
1980; Todd et al, 1988). Em doses elevadas, também diminui a produgao
dos leucotrienos e esta agcdo nao parece ser devida a inibicdo direta da
enzima lipo-oxigenase (Lee, 1970; Ku, 1974; Menassé et al, 1978; Brogden
et al, 1980; Higgs et al, 1980; Todd et al, 1988; Paulus et al, 1991).

Varios autores tém descrito retardo no processo de reparagao
tecidual, em animais de experimentagcdo, com utilizacdo de diversos

agentes AINE (Gadacz et al, 1967; Lee et al, 1974; Diwan et al, 1986;

Minossi et al, 1996).
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Prandi Filho et al. (1988) em estudo experimental em ratos sobre o
efeito do diclofenaco sodico na diminuicdo da reacdo inflamatéria
proporcionada por corpo estranho no subcutaneo, demonstraram atenuagao
do processo inflamatério, diminuicdo na propor¢cao de leucdcitos e de
fibroblastos no segundo e no sétimo dia de pds-operatério. Contudo nao
observaram diferenca significativa na proporcao das fibras colagenas entre
os dois grupos.

Tsurumi et al. (1973) em estudo experimental de cicatrizagdo em
ratos submetidos a administracido de diclofenaco sddico, observaram no
primeiro dia de pds-operatorio redugao significativa na forga necessaria para
romper a ferida operatéria. O efeito do diclofenaco sédico foi comparavel a
indometacina e maior do que o do acido flufenamico.

Tognini et al. (1998) demonstraram em estudo experimental de
cicatrizacdo na parede abdominal em ratos em que foi administrado
diclofenaco sdédico retardo no processo de reparacao tecidual da ferida
cirurgica.

Varios autores relatam que os AINE apresentam efeitos deletérios
também sobre a cicatrizagao intestinal, por estarem associados ao aumento
da taxa de deiscéncia intestinal e de infeccdo, consequentemente,
favorecendo uma maior taxa de mortalidade (Mastboom et al, 1991;
Calache Neto et al, 1991; Sousa et al, 1991; Sousa et al, 1994) O
diclofenaco sdédico € um exemplo de AINE que proporciona importantes
alteracbes na cicatrizacdo de anastomoses intestinais, determinando

diminuicao e retardo na sintese de colageno, formando cicatrizes menos
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resistente (Brennan et al, 1984; Calache Neto et al, 1992; Verderese, 1995;
Minossi et al, 1996).

Algumas drogas tém sido utilizadas na tentativa de bloquear os
efeitos deletérios sobre a cicatrizacdo provocados por utilizacdo de
antiinflamatorios hormonais e ndo hormonais.

O efeito benéfico da suplementacdo de vitamina A sobre a
cicatrizacdo em individuos com niveis séricos normais de vitamina A foi
demonstrado. A suplementacdo com vitamina A poderia reverter
parcialmente o efeito inibitério dos corticosterdides sobre a cicatrizacao.
(Ehrlich et al, 1968; Hunt et al, 1986; Barbul et al, 1994) O efeito inibitorio
sobre a cicatrizacdo proporcionado pela utilizacdo por via oral de
antiinflamatoérios hormonais e ndo hormonais foi revertido pela aplicagao
tépica do acido retindico (Lee et al, 1970).

Medeiros et al. (2002) em estudo experimental avaliaram o efeito do
Fator Xlll da coagulagao na cicatrizagao de feridas incisas na pele de ratos
tratados com corticosteréide. Demonstraram que o corticoide
(metilprednisolona) dificultou a cicatrizagdo e diminuiu a resisténcia a
ruptura da ferida, acdo que foi revertida pela utilizacdo do Fator Xlll da
coagulagao sanguinea.

O Fator XIIl é um zimégeno que requer a trombina e o calcio para a
sua ativacido. No plasma, o Fator XlIl apresenta-se em duas subunidades, a
subunidade a, que é a forma ativa da enzima, e a subunidade b que é uma
proteina carreadora (Takahashi et al, 1986; Adany et al, 1988; Juprelle-
Soret et al, 1988; Adany et al, 1996). O Fator Xlll ativado modifica a

estrutura do coagulo pela formacao de ligagbes cruzadas entre a fibrina
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através de uma ligacao ¢ (y-glutamil) lisina (Rapaport, 1990). Ela também se
liga a outras proteinas, incluindo a fibronectina e o inibidor a-2-plasmina (a-
2PIl), dentro do coagulo através do mesmo tipo de ligacdo (Sakata et al,
1980; Upchurch et al, 1990). O coagulo modificado pelo Fator Xlll é
fisicamente mais forte e relativamente mais resistente a fibrindlise e poderia
ser um meio mais favoravel para o crescimento dos fibroblastos (Board et
al, 1993; Aeschlimann et al, 1994; Toida et al, 1995).

Varios estudos comprovaram a importdncia do Fator XllI da
coagulagao sanguinea na cicatrizacdo das feridas (Hofbauer et al, 1979;
Staindl et al, 1979; Baer et al, 1980; Mishima et al, 1984; Gerngross et al,
1987; Jorgesen et al, 1987; Aeschlimann et al, 1996; Brockmeier et al, 1998;
Cario et al, 1999; Ohwada et al, 2000; Becker et al, 2001; Hasegawa et al,
2004; Inbal et al, 2005; Kilian et al, 2005).

Foi observada a sua acdo na estabilizacdo da fibrina, estimulagao
dos fibroblastos e a sua adesao aos filamentos de fibrina além de promover
a migragao dessas células, no coagulo de fibrina (Rasche et al, 1975; Pohl
et al, 1979; Schwering et al, 1981; Murtaugh et al, 1983; Achyuthan et al,
1988; Francis et al, 1988). O Fator Xlll ativado (Fator Xllla) cataliza a
ligacao cruzada e incorpora a fibronectina na matriz extracelular em cultura
de fibroblastos. Quando o Fator Xllla é incluido no meio, a acumulagéo de
fibronectina na forma insoluvel com ligagdo cruzada em agregados com alto
peso € aumentada na matriz extracelular (Mosher et al, 1975; Mosher et al,
1979; Cohen et al, 1980; Mosher et al, 1984; Barry et al, 1988a; Barry et al,
1988b; Barry et al, 1990; Mosher et al, 1991), promovendo a formacao de

uma superficie para adesdo de células envolvidas na cicatrizacao,
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facilitando a proliferacao dos fibroblastos e a sintese de colageno (Brown et
al, 1993; Board et al, 1993; Keski-oja et al, 1996; Gentile et al, 1992;
Wozniak et al, 2002; Marx et al, 2002). A proliferacdo normal dos
fibroblastos pode ser restaurada através da adigao do Fator Xlll purificado
(Marktl et al, 1974; Ueyama et al, 1978; Bruhn et al, 1981; Karges et al,
1988; Paye et al, 1989; Isogai et al, 1990; Barry et al, 1990; Brown et al,
1993). O Fator Xlll promove elevagao dos niveis de Fator de Crescimento
para Células Epidermais e FCT-B durante a cicatrizagao (Fujita et al, 2006).
Baseada na atividade de transglutaminase do Fator XllI ha um
aumento da estabilidade do coagulo de fibrina devido a formagédo de
ligagbes covalentes entre os polimeros de fibrina. Além de determinar
estabilizacdo do tecido de cicatrizagdo devido a formagao de ligagdes
cruzadas entre as moléculas de fibrina favorecendo o aumento da migragao
de fibroblastos, possui alguma fungéo quimiotatica (Baer et al, 1980; Folk,
1980; Bruhn et al, 1981). A formacdo de ligagbes cruzadas com as
proteinas adesivas como a fibronectina, vitronectina, actina, miosina e o
colageno pode também contribuir para a formagao do tecido de granulagao.
Ocorre prolongamento da estabilidade da formagéo das ligagcbes cruzadas
decorrente do aumento da resisténcia a fibrindlise (Barry et al, 1988a; Barry
et al, 1988b). Talvez, a ligagao da fibrina com a antiplasmina, especialmente
através do Fator Xlll apenas com duas cadeias A, comparada com a ligagao
do Fator Plasmatico XlIl com duas cadeias A e duas Cadeias B, leve a um
aumento da resisténcia a fibrindlise local (Francis et al, 1988; Ichinose et al,

1990; Wozniak et al, 1996).
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Varios estudos demonstraram a acdo do Fator Xlll da coagulagao
sanguinea sobre a cicatrizagao quando administrado concomitantemente no
pré-operatorio e pos-operatorio, determinando aumento na proliferacdo dos
fibroblastos e da deposicdo de colageno na ferida operatoria (Hellere et al,
1980; Mishima et al, 1984; Claes et al, 1985; El-Hakim et al, 1999; Wang et
al, 1992; Ogawa et al, 1995; Wozniak et al, 1996; Benfer et al, 1997Corbett
et al, 1997; Brockmeier et al, 1998; Hasegawa et al, 2004; Inbal et al, 2005).

O Fator Xlll da coagulagdo sanguinea vem sendo utilizado também
como marcador do grau de inflamagdo e da atividade das doencgas
inflamatadrias intestinais (retocolite ulcerativa e doenga de Crohn), tendo sua
atividade sérica relacdo inversa com o nivel de atividade da doenca
(D’Argenio et al, 1990; Stadnicki et al, 1991; D’Argenio et al, 1994
D’Argenio et al, 1995; Seitz et al, 1994; Chamouard et al, 1998).

Lorenz et al. (1994) através de estudo piloto em seres humanos
demonstraram que a administragdo intravenosa de Fator Xllla (1250 U,
Fibrogammin® HS, Behringwerke, Germany) como terapia suplementar em
pacientes com retocolite ulcerativa refrataria ao tratamento com acido 5-
aminosalicilico e corticosteréide, determinou a diminuicdo das queixas e da
frequéncia das evacuagdes, melhora do indice de atividade clinica e da
avaliacado endoscopica. Foi observado inicialmente também nivel baixo do
indice de atividade do Fator XIlI, que apds a terapia de reposigcao aumentou
siginificativamente.

D’Argenio et al. (2000) em estudo experimental de colite inflamatéria
induzida em ratos, observaram que a administracdo exégena de Fator Xl

recombinante proporcionou a diminuicdo do nivel da atividade da doenca
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com reducdo da extensdo e da gravidade das lesdes inflamatorias
intestinais ja estabelecidas e em desenvolvimento, determinando melhora
na cicatrizacdo persistente apos pelo menos 18 dias do término do
tratamento suplementar com o Fator XIll recombinante.

Observando os efeitos deletérios promovidos pelo diclofenaco sédico
quando utilizados no periodo perioperatério como anteriormente
demonstrado em varios estudos experimentais e os possiveis efeitos
positivos promovidos pelo Fator Xlll da coagulagdo sanguinea quando
utilizado durante o processo cicatricial, aventamos a possibilidade da
reversao destes efeitos promovidos pelo diclofenaco sédico com a utilizacao

concomitante do Fator Xlll da coagulagao sanguinea.
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2. OBJETIVOS
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Observar se os efeitos deletérios da administragdo do diclofenaco sddico
sobre a cicatrizagdo poderiam ser revertidos com administracdo concomitante do

Fator Xl da coagulagédo sanguinea.



3. MATERIAL E METODO
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3.1 Consideragoes Gerais

Este estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental da Area de
Clinica Cirurgica da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia-UnB e no
laboratério de Patologia LIB-BIOPSIA de Brasilia.

Foram utilizados 96 ratos, Rattus novergicus, linhagem Wistar, machos,
aparentemente sadios, com peso corporal inicial entre 280 e 340 gramas e com 90
dias de vida no inicio do experimento. Os animais foram fornecidos pela Bioagri
Ltda., alimentados com dieta padrédo de laboratério (Labina®, ragdo para Ratos,
Camundongos e Hamsters-Ralston Purina do Brasil Ltda. — Campinas-SP) e agua
ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 16 gaiolas com seis animais
cada, permanecendo no Alojamento de Animais do Laboratério de Cirurgia
Experimental da Area de Clinica Cirirgica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia durante uma semana antes do inicio da administracdo dos

medicamentos no pré-operatorio para a correta ambientagao.

3.2 Sorteio e nomeacgao dos grupos e subgrupos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos nomeados
DS, DSF, SF e F; com 24 animais cada, sendo redistribuidos posteriormente em trés
grupos de oito animais cada, conforme o dia da eutanasia programada: terceiro dia,
sétimo dia e décimo - quarto dia de pds-operatério (Campana et al, 2001; Callegari-
Jacques et al, 2004). Os animais entdo ficaram entdo alocados em subgrupos
nomeados como: DS 3, DS 7, DS 14, DSF 3, DSF 7, DSF 14, SF 3, SF 7, SF 14, F
3,F7eF14.

3.3 Administracao das drogas em estudo

Os 48 animais pertencentes aos grupos DS 3, DS 7, DS 14, DSF 3, DSF 7 e
DSF 14 foram submetidos a administrac&o diaria de diclofenaco sodico (Novartis) na
dose de 5mg/kg de peso por via intramuscular na face medial da coxa das patas

traseiras durante cinco consecutivos no pré-operatorio, alternando os membros
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inferiores, sendo o ultimo dia de administracdo o dia em que foi realizado o
procedimento cirurgico.

Aos 48 animais pertencentes aos grupos SF 3, SF 7, SF 14, F 3, F7e F 14
foram administradas dose volume equivalente de solugao de NaCl a 0,9% (solugéo
fisiolégica de cloreto de sédio a 0,9%, BAXTER HOSPITALAR LTDA — Sao Paulo-
Sao Paulo) por via intramuscular na face medial da coxa das patas traseiras durante
cinco dias consecutivos no periodo pré-operatério, alternando os membros
inferiores, sendo o ultimo dia de administracdo no pds-operatério imediato.

Os 16 animais pertencentes aos grupos DS 3 e SF 3 foram submetidos a
administracado de solugédo de NaCl a 0,9% por via intravenosa, em dose volume
equivalente ao que seria administrado de Fator Xlll da coagulagdo sanguinea
(Fibrogammim®) no pos-operatorio imediato.

Os 16 animais pertencentes aos grupos DSF 3 e F 3 foram submetidos a
administracdo de Fator Xlll da coagulacdo sanguinea, 50Ul/kg de peso, por via
intravenosa, no pos-operatorio imediato.

Os 32 animais pertencentes aos grupos DS 7, DS 14, SF 7 e SF 14 foram
submetidos a administracdo de solugdo de NaCl a 0,9% por via intravenosa, em
dose volume equivalente ao que seria administrado de Fator Xlll da coagulagao
sanguinea no terceiro dia de pds-operatorio.

Os 32 animais pertencentes aos grupos DSF 7, DS 14, F 7 e F 14 foram
submetidos a administracdo de Fator Xlll da coagulagdo sanguinea, 50Ul/kg de

peso, por via intravenosa, no terceiro dia pos-operatério imediato.

3.4 Anestesia e técnica operatoria

Apods 12 horas de jejum, com agua ad libitum, os animais foram submetidos a
anestesia geral com utilizagéo de cloridrato de ketamina (Dopalen®, Sespo Industria
e Comércio Ltda, Jacarei-SP) na dose de 1ml/Kg de peso intramuscular e xilasina
(Rompum, Bayer S.A., Sdo Paulo-SP) na dose de 1 ml/Kg de peso intramuscular,
foram fixados pelos membros sobre prancha em decubito ventral, submetidos a
depilagdo do dorso a esquerda, antissepsia da regido dorsal com alcool iodado a
70% sendo encaminhados para a sala de procedimento cirurgico sem o

conhecimento pelo cirurgido sobre a que grupo pertencia cada animal.
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Durante a realizacao do procedimento anestésico foi observado um éxito letal
durante a indugao anestésica de um animal proveniente do grupo SF 14. O animal
nao foi substituido. Nao ocorreram outras intercorréncias anestésicas relevantes.

O procedimento cirurgico realizado apés anestesia constou da confeccao de
uma incisao dorsal de 04 cm de comprimento longitudinal, localizada entre a coluna
dorsal superiormente e a regiao lateral do abdémen inferiormente atingindo a pele e
o tecido celular subcutaneo, realizagdo de sutura com fio de nylon 4.0 (sete pontos
simples com distancia igual entre si) englobando pele e tecido celular subcuténeo
(Kharmandayan et al, 1995; Sahin et al, 2001). Todos os procedimentos cirurgicos
assim como a administracdo das drogas em estudo foram realizados pelo mesmo
cirurgiao.

Apods o término do procedimento cirurgico era informado ao cirurgido a que
grupo pertencia o animal. Sendo entdo administrado a solugao de cloreto de sédio a
0,9% ou Fator Xlll da coagulagdo sanguinea por via intravenosa.

Apods o procedimento cirdrgico os animais foram observados em gaiolas com

seis animais cada, onde havia agua e alimento ad libitum.

3.5 Pés-operatorio e reoperagao em estudo

Os animais foram acompanhados no poés-operatério diariamente, para a
identificacdo de infecgao e deiscéncia da ferida operatéria.

No dia da eutanasia os animais foram novamente pesados.

Os animais pertencentes aos grupos DS3, DSF 3, SF 3 e F3 foram submetidos
a eutanasia no terceiro dia de pds-operatorio. Os animais pertencentes aos grupos
DS7, DSF 7, SF 7 e F 7 foram submetidos a eutanasia no sétimo dia de pds-
operatorio. Os animais pertencentes aos grupos DS 14, DSF 14, SF 14 e F 14 foram

submetidos a eutanasia no décimo - quarto dia de pos-operatorio.
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Foi ressecado um retangulo com dimensodes de 3 x 5 cm do dorso a esquerda
de cada animal incluindo a pele e o tecido celular subcutdneo com a ferida
operatoria disposta centralmente. Posteriormente este fragmento foi submetido a
quatro divisdes transversais, sendo a cicatriz dividida em quatro fragmentos de igual
comprimento e largura (1,0cm). Foi desprezado posteriormente 0,5cm de cada
extremidade do fragmento ressecado, passando o fragmento a ter trés centimetros
de comprimento por um centimetro de largura.

Foram utilizados dois fragmentos de cada animal, sendo um fragmento para a
avaliagao da resisténcia ténsil e um fragmento utilizado para estudo histopatolégico
preservado em formol a 10%. Sendo que os fragmentos utilizados para estudo
sempre foram dois fragmentos centrais.

Apoés a realizagdo do procedimento cirurgico para a resseccao da ferida, os
animais foram submetidos a eutanasia através de exsanguinagdo por

toracolaparotomia e se¢éo dos vasos da base.

3.6 Estudo da resisténcia ténsil

O fragmento central da ferida de cada animal foi utilizado apés a retirada dos
pontos de nylon 4.0 para a avaliagdo da resisténcia ténsil pelo Versa-Test. Foram
retirados os pontos que fixavam a ferida operatdria antes da realizagao do teste de
resisténcia ténsil.

A avaliagao da forca de ruptura da ferida operatdria foi realizada através da
utilizacdo de analise computadorizada dos dados obtidos em tensidmetro de forca

constante, com capacidade de tracédo de 2500N (maquina de ensaio vertical Versa
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Test Mecmesin), acoplada a dinamdmetro digital (AGF Panambro Industria Técnica

S.A. — SP). A velocidade do teste de ruptura foi de 75 mm/min.

3.7 Estudo histopatolégico

A avaliacdo histopatolégica foi realizada no laboratério de Patologia LIB-
BIOPSIA de Brasilia.

O segundo fragmento foi fixado em formol a 10% e levado para realizacdo de
exame histopatolégico através das coloracbes de Hematoxilina-Eosina e
Picrosyrius.

As laminas foram examinadas em relagdao a quantificacdo dos elementos da
reacao inflamatdria e a evolugcédo processo de cicatrizagao tecidual. O processo de
cicatrizagdo foi analisado em virtude da presenca dos seguintes indicadores:
congestao, edema, hemorragia, ulceracéo, necrose, presenca de
polimorfonucleares, presenga de mononucleares, vasos neoformados, granulagéo e
fibrose. Cada lamina apresentava os fragmentos dos animais de cada subgrupo.

Avaliacdo histopatolégica por microscopia de luz foi realizada por um
patologista experiente que desconhecia a que grupo e subgrupo pertencia cada
ldmina avaliada. Os indicadores acima supracitados foram classificados
quantitativamente em cruzes: (0) ausente; (+) leve; (++) moderado, (+++) marcante

e (++++) intenso.
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3.8 Analise estatistica

Os resultados foram analisados sob ponto de vista estatistico. Foram
avaliados 0s pesos iniciais no inicio do experimento, no dia da operagao, no terceiro
dia de pos-operatorio e no dia da eutanasia, sendo utilizado entdo o Mann-Whitney
Rank Sum Test e o t-test de student. A avaliagcédo histopatolégica e da resisténcia
ténsil foram realizadas no terceiro, sétimo e décimo-quarto dia de pds-operatorio
utilizando-se para isso o Mann-Whitney Rank Sum Test e o t-test (Tognini et al,
2000, Carney et al, 2005). O nivel de significaAncia em todos os testes realizados foi

de 5% (p< 0,05).
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4.1 Avaliacao Ponderal

Os animais tiveram seus pesos mensurados no inicio do estudo e no dia da
eutanasia. Nao foi observada diferenga estatistica significativa entre os grupos no
inicio do experimento e no dia da eutanasia (p>0,05). Todos os grupos de animais
apresentaram ganho ponderal durante a realizacdo do experimento. Os animais
apresentaram perda de peso apés a realizagdo do procedimento cirurgico quando
reavaliados no terceiro dia de pés-operatério, sem que apresentassem, entretanto,

diferenca estatistica significante em relagdo ao peso inicial.

4.2 Evolugao Clinica dos Animais

Os animais se alimentaram de maneira adequada com preservagao das
funcdes fisiologicas. Nao ocorreu o6bito apds a realizagdo dos procedimentos
cirurgicos. A ferida operatoria dos animais dos grupos em que foi administrado o
diclofenaco sédico isoladamente e quando associado ao Fator Xlll da coagulagéo
apresentavam-se mais espessas e umidas do que o grupo controle e do que o grupo
em uso de Fator Xlll da coagulacéo isoladamente. Nao observamos a presenca de
drenagem de secregao purulenta na ferida operatoria, contudo foi observada
deiscéncia parcial da ferida operatéria nas extremidades das feridas em doze
animais, sendo cinco animais do grupo DS, dois animais do grupo DSF, quatro
animais do grupo SF e um animal do grupo F. Nao foi encontrada diferenca
estatistica significante quanto a taxa de deiscéncia entre os grupos avaliados
(p>0,05).

4.3 Analise da Resisténcia Ténsil
Foi observado diferenca estatisticamente significante no terceiro dia de pds-

operatorio entre o grupo em uso de diclofenaco sédico (DS 3) e o grupo em uso de
Fator Xl da coagulacéao (F 3) (p=0,024), (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 - Mediana e valores imtervalares tipicos da
resisténcia ténsil da ferida operatiria 3 ruptura
por tracdo nos diversos subgrupos no terceirn
dia de pis-operatirio (p<0,05)
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Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos no sétimo

(GRAF. 2) e décimo - quarto dia de pds-operatério (GRAF.3), (p >0,05).
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GRAFICO 2 - Mediana e valores imtervalares tipicos da
resisténcia ténsil da ferida operatiria 3 ruptura por
traciio nos diversos subgrupos no sétimo dia de
pis-operatirio {p>0,05).
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GRAFICO 3 - Mediana e valores imtervalares tipicos da
resisténcia ténsil da ferida operatiria 3 ruptura
por traciin no décimo-quartn dia de
pis-operatirio nos diversos subgrupos {p>005)

4.4 Analise Histopatologica

Foi observada diferenga estatisticamente significante entre o grupo SF 3 e o

grupo F 3 quanto a presenca de edema no terceiro dia de pds-operatério (P=0,015),
(GRAF. 4).
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Grafico & - Avaliacio da frequéncia da variivel edema no subgrupn de
estudn diclofenaco sddico no terceirn dia de pas-operatirio
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GRAFICO 5 - Avaliacin da frequéncia da varidvel edema no subgrupa de estudo
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Grafico 6 - Avaliacin da frequéncia da varfdvel edema no
subgrupn comtrale (cloretn de sdadio 0.9%) no terceirn
dia de pds-operatirio
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GRAFICO 7 - Avaliacsin da frequéncia da varidvel edema no subgrupo
Fator X1 no terceirn dia de pds-operatirio
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Foi observada diferenca estatisticamente significante entre o grupo DS 7 e os
demais grupos (DSF 7, SF 7 e F 7) quanto a presenga de polimorfonucleares no
sétimo dia de pos-operatorio (GRAF. 8, 9, 10 e 11). A diferenca entre a média dos
valores foi significativa entre os seguintes grupos avaliados: DS7 e DSF 7 ( p=0,04),
DS 7 e SF 7 (p=0,01), DS 7 e F 7 (p=0,04).

5_
=K
-:5 3
2 q
“ , , _ [
Auserte leve Moderadn Marcante Intensa
(0) {+ (+) () (1)

GRAHCO § - Avaliacio da frequéncia da varidvel presenca de células
polimodfanucleares na ferida operatiria no subgrupo
diclofenaco sidico no séimn dia de pas-operatirio
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GRAFICD 9 - Avaliacin da frequéncia da varidvel presenca de células
polimorfanuclerares na ferida operatiria no subgrupao
diclofenaco sddico + Fator £l no sétima dia de pds-operatirio
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GRAFICO 10 - Avaliacio da frequéncia da varidvel presenca de células
palimorfonucleares na ferida operatiria no subgrupa
comtrale{cloretn de sddio 0.9%) no sétimo dia de
pis-nperatirio
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GRAFICO 11 - Avaliacin da frequéncia da varidvel presenca de células
palimarfonucleares na ferida aperatiria no subgrupao Fatar X1 no
sétima dia de pds-operatirio
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Foi observada diferenca estatisticamente significante entre o grupo DS 14 e
os demais grupos (DSF 14, SF 14 e F 14) quanto a presenga de mononucleares no
décimo - quarto dia de pos-operatorio (GRAF. 12, 13, 14 e 15). A diferencga entre a
média dos valores foi significativa entre os seguintes grupos avaliados: DS 14 e DSF
14 (p=0,021), DS 14 e SF 14 (p=0,021) e DS 14 e F 14 (p=0,021).
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GRAFICO 12 - Avaliacin da frequéncia da varidvel presenca de células
maononucleres na ferida operatiria no subgrupa diclofenaco
sidico no décimo-quartn dia de pds-operatirio
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GRAFICO 13 - Avaliacio da frequéncia da varidvel presenca de células
mononucleres na ferida operatiria no subgrupa diclofenaco
sidico + Fator £lll no décimn quartn dia de pis-operatirio
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GRAFICO 15 - Avaliacino da frequéncia da varidvel presenca de células

mononuclerares na ferida operatirda no subgrupn contrale
{cloretn de sdadio 0,9%) no décimo quartn dia de pds-operatdrio
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GRAFICO 15 - Avaliacio da frequéncia da varidvel presenca de células

mononucleares na ferdda operatirda no subgrupa Fator X1 no
décimn quartn dia de pis-operatirio
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Foi observada diferenga estatisticamente significante entre o grupo DS 14 e

os demais grupos (DSF 14, SF 14 e F 14) quanto a presenca de vasos neoformados

no décimo - quarto dia de pos-operatorio (GRAF. 16, 17, 18 e 19). A diferenga entre

a média dos valores foi significativa entre os seguintes grupos avaliados: DS 14e
DSF 14(p=0,038), DS 14 e SF 14 (p=<0,001) e DS 14 e F 14 (p=0,021).
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GRAFICO 16 - Avaliagsia da frequéncia da varidvel presenca de

nenformacin vascular na ferida operatdria no subgrupn
diclofenaco sddica no décimn quartn dia de pis-operatirio
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GRAFICO 17 - Avaliagsin da frequéncia da varidvel presenca de
nenformacin vascular na ferida operatiria no subgrupa
diclofenaco sadico + Fator X1 no décimo-quarta dia de
pis-operatirio
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GRAFICO 18 - Avaliaciio da frequéncia da varidvel presenca de
neoformacin vascular na ferida operatiria no subgrupo
comirole (cloretn de sidin 0.9%) no décimo-quartn dia de
pis-operatdrio
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GRAFICO 19 - Avaliacin da frequéncia da varidvel presenca de neoformaciio
vascular na ferdda operatdria no subgrupo Fator X1 no décimn
quartn dia de pds-operatirio

Foi observada diferenga estatisticamente significante entre o grupo DS 14 e
os demais grupos (DSF 14, SF 14 e F 14) quanto a presenca de tecido de
granulacao no décimo - quarto dia de pos-operatorio (GRAF. 8). A diferenca entre a
média dos valores foi significativa entre os seguintes grupos avaliados: DS 14 e DSF
14(p=0,003), DS 14 e SF 14 (p=0,001) e DS 14 e F 14 (p=0,003).
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GRAFICO 20 - Avaliagsio da frequéncia da varidvel presenca de tecido de
granulaciin na ferida aperatiria no subgrupn diclofenaco
sidico no décimo-quartn dia de pds-operatirio
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GRAFICO 21 - Avaliacin da frequéncia da varidvel presenca de tecida de
granulacin na ferida operatiria no subgrupa diclofenaco
sidico + Fator X no décimo-quartn dia de pis-operatirio
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GRAFICO 22 - Avaliacin da frequéncia da varidvel presenca de tecido de
granulacio na ferida operatirda no subgrupo contrale{cloretn
de sadin 0,9%) no décimo-quartn dia de pis-operatirio
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GRAFICO 23 - Avaliagin da frequincia da varidvel presenca de tecido de
granulacin na ferida operatiria no subgrupo Fator X1l no
décimo-quartn dia de pis-operatirio
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Os demais parametros avaliados nado apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os subgrupos avaliados nos trés diferentes

periodos mensurados: congestdo, hemorragia, ulceragdo, necrose e fibrose
(p>0,05).
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Figura 2 - Avaliagao da presenca de leucoécitos polimorfonucleares no sétimo
dia pdés-operatoério, coloragdo hematoxilina-eosina, aumento de
40x (Grupo DS 7 / Animais em uso de diclofenaco sé6dico).
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Figura 3 - Avaliagdo da presencga de leucécitos polimorfonucleares no sétimo
dia de poés-operatoério, coloragao hematoxilina-eosina , aumento de
40x (Grupo SF 7 / Animais em uso de soro fisiologico; foto A e B).
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Figura 4 - Avaliagdo da presencga de células mononuclerares no décimo - quarto
dia de pés-operatoério, coloracio hematoxilina-eosina, aumento de 40x
(Grupo DS 14 - foto A; Grupo DSF 14 - foto B).

Figura 5 - Avaliagdo da presenca de vasos neoformados no décimo - quarto dia
de pos-operatério, coloragciao hematoxilina-eosina, aumento de 40x
(Grupo DS 14 - foto A; Grupo DSF 14 - foto B).

Figura 6 - Avaliagao da presenca de tecido de granulagao no décimo - quarto
dia de pés-operatério, coloragao hematoxilina-eosina, aumento de
40x (Grupo DS 14 - foto A; Grupo DSF 14 - foto B).
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A cicatrizagao constitui um fenébmeno quimico, fisico e biolégico que
ocorre apos lesdo de qualquer natureza, composta por varias fases que se
superpéem e se relacionam reciprocamente, constituindo um processo
harménico, unico e continuo (Hunt et al, 1993).

O processo cicatricial caracteriza-se por apresentar-se de forma
progressiva e simultédnea. Inicialmente a lesdo tissular leva a desgranulagao
das plaquetas e ativagao do Fator de Hageman, dando inicio a ativagao de
um sistema de amplificagdo bioldgico, incluindo o complemento, cininas,
fatores da coagulagdo e cascata de derivados da plasmina. Essa alga
bioldégica serve para amplificar o sinal de injuria original e determinar nao
apenas a formacao do coagulo, que une a parede da ferida, mas também a
acumulagao de mitdgenos e fatores quimiotaticos na ferida. As cininas e as
prostaglandinas promovem vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
vascular, determinando a formacao de edema caracterizando a fase
inflamatdria. Caso nao ocorra infecgcdo ou contaminacgao, a fase inflamatéria
€ curta sendo seguida entéo pela fase proliferativa em torno do terceiro dia
apos a injuria, caracterizada pela formagao do tecido de granulagéo, que
consiste de fibroblastos, células inflamatérias e vasos neoformados
dispostos em uma matriz extracelular rica em colageno, fibronectina e acido
hialurénico (Barbul et al, 1995).

O processo cicatricial caracteriza-se por ser uma resposta
inespecifica as mais diversas agressdées ou fatores irritantes,
desencadeiando-se nos tecidos uma reacao inflamatéria. Esta reacao
compreende uma sequéncia ordenada de fendbmenos que, possibilitam a

restauragcao da area lesada, caso haja cessacao do fator desencadeante,
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ou cronificagdo do processo, caso permaneca o fator irritante. A inflamacéo,
portanto, € todo um processo e nédo apenas uma fase na reparagdo do
tecido. Drogas que interfiram na resposta inflamatéria devem modificar o
processo de reparacgao tecidual (Prandi Filho et al, 1988).

Carrel (citado por Prandi Filho et al, 1988) em 1921 mostrou que
alguma inflamagao é necessaria para que ocorra a cicatrizagao normal. Por
outro lado, reagao inflamatdria exagerada, como foi observada em feridas
infectadas, retardam a cicatrizagdo. Deve haver entdo algum grau de
inflamagao o6timo para o processo de cicatrizagdo e tem sido aceito que
existe um processo de reacgao inflamatéria em feridas limpas até com pouco
grau de dano tecidual (Brunius et al, 1965).

Varios experimentos foram realizados nos ultimos anos na tentativa
de aperfeicoar o mecanismo da cicatrizagcdo procurando aumentar a rapidez
OU mesmo corrigir 0 processo cicatricial, quando este se desenvolve de
maneira insatisfatoéria.

No presente estudo foi avaliado os possiveis efeitos do Fator Xlll da
coagulagdo sanguinea na cicatrizacdo da pele de ratos tratados com
diclofenaco sédico. Os parametros avaliados foram aspectos microscoépicos
€ macroscopicos do processo de cicatrizagao e a resisténcia ténsil.

O rato foi o animal utilizado para a realizacdo do experimento
considerando sua padronizagao, baixo dispéndio financeiro, facilidade de
acomodacido no laboratério e sua capacidade de resistir as infeccdes
(Gadacz et al, 1967; Tsurumi et al, 1973; Lee et al, 1974; Prandi Filho et al,

1988; Calache Neto et al, 1992; Minossi et al, 1996; Tognini et al, 1998).
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A avaliacdo ponderal nao mostrou alteragao estatistica significativa
entre os grupos no inicio da administracédo das drogas em estudo. Apods o
procedimento cirurgico ocorreu nos trés primeiros dias de experimento
perda de peso inferior a 5% do valor mensurado inicialmente semelhante ao
encontrado em outros estudos publicados (Fatureto et al, 1991). O
procedimento cirurgico em si constava de uma incisdo no dorso do rato, nao
alterando, portanto ou mesmo impedindo o funcionamento do trato
gastrintestinal. Durante a realizagdo da eutanasia no terceiro, sétimo e
décimo quarto dia de pods-operatério ndo foi observado a presenca de
perfuragdes no trato gastrintestinal ou ulceragdes no estdbmago nem
observados efeitos quanto ao desenvolvimento de ulceragdes no trato
gastrintestinal ou diarréia como relatado em outros estudos (Tsurumi et al,
1973; Prandi et al, 1988; Robinson et al, 1988; Calache Neto et al, 1992;
Minossi et al, 1996; Tognini et al, 1998).

Varios estudos foram realizados no intuito de comprovar se haveria
também alteracao na cicatrizagado com a utilizagado dos antiinflamatérios néo
esteroidais e esteroidais (Gadacz et al, 1967; Lee et al, 1970; Tsurumi et al,
1973; Prandi Filho et al, 1988; Calache Neto et al, 1992; Sousa et al, 1994;
Verderese et al, 1995; Minossi et al, 1996; Quirinia et al, 1996; Tognini et al,
1998). Os AINES apresentam mecanismo de acdo semelhante através
principalmente do bloqueio da biossintese das prostaglandinas, por inibicao
da enzima ciclo-oxigenase e/ou da lipoxigenase (Ku et al, 1974; Menassé et
al, 1978; Higgs et al, 1980; Penhos et al, 1983; Todd et al, 1988; Rang et al,
1993). O diclofenaco sddico determina alteragdo na fungdo dos macrofagos,

condrdcitos e linfocitos, proporcionando diminuicdo da quimiotaxia e da
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producdo de superoxidos e de proteases, acarretando alteragdo no
processo inflamatério da cicatrizacado (Prandi Filho et al, 1988). Afeta ainda
a funcao dos polimorfonucleares determinando diminuicao da quimiotaxia e
da produgao de superoéxidos e de proteases (Todd, 1988).

Foi observado no presente experimento, no sétimo dia de pos-
operatorio, maior numero de polimorfonucleares no subgrupo que recebeu
diclofenaco sédico (DS 7) isoladamente (GRAF. 8, GRAF. 9, GRAF. 10 e
GRAF. 11) em relacéo aos outros trés grupos estudados (DSF 7, SF 7 e F
7). Este efeito ocorreu provavelmente em decorréncia da acdo do
diclofenaco sédico na inibicdo da atividade da ciclo-oxigenase,
determinando diminuicdo da geracdo de agentes quimiotaticos que
proporcionariam a migracdo dos leucdcitos, que posteriormente
estabeleceriam a produgao de substancias que atrairiam os mononucleares
(GRAF. 12, GRAF 13, GRAF. 14 e GRAF. 15). Por outro lado o Fator Xlll da
coagulagdo sanguinea reverteu o atraso na migracdo dos leucdcitos
proporcionado pelo diclofenaco soédico. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os outros trés grupos avaliados (DSF 7,
SF 7 e F 7) quanto a presenca de polimorfonucleares. Caso o dia de
avaliacao tivesse sido mais precoce em torno do 5°. dia de pds-operatério é
provavel que o grupo do diclofenaco sédico apresentasse menor numero de
polimorfonucleres do que os demais grupos estudados em decorréncia do
atraso da quimiotaxia decorrente da utilizacdo do diclofenaco sédico.

Este processo de atraso na quimiotaxia dos polimorfonucleares e
mononucleares se correlacionaria com o atraso no processo cicatricial

proporcionado pelo diclofenaco sddico em relagdo aos demais grupos
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avaliados. Isso foi comprovado pela presenca de maior neoformacgao
vascular (GRAF. 16) e de tecido de granulagcao (GRAF. 20) no subgrupo do
diclofenaco sédico em relagdo aos outros trés grupos estudados no décimo
- quarto dia de pds-operatorio. Foi observado que nos grupos DSF 14, SF
14 e F 14 o processo cicatricial de remodelagdo encontrava-se mais
adiantado com rearranjo vascular em regressao (GRAF. 17, GRAF. 18 e
GRAF. 19) e diminuicao do tecido de granulagao (GRAF. 21, GRAF. 22 e
GRAF. 23), caracterizando uma fase de remodelagdo mais adiantada.

A avaliacao da forca ténsil foi realizada no terceiro, sétimo e décimo -
quarto dias de pods-operatério, sendo observada diferenga estatistica
significante entre o grupo do Fator XIIl e o grupo do diclofenaco sédico no
terceiro dia de poés-operatorio (GRAF. 1). Foi observado efeito positivo do
Fator XlIl da coagulagdo sanguinea sobre a resisténcia ténsil decorrente
provavelmente da formacdo de ligagdes cruzadas entre a fibrina, a
fibronectina e o colageno, proporcionando a formagdo de um coagulo mais
resistente a fibrindlise e favorecendo a migragdo celular na matriz
extracelular. O efeito negativo do diclofenaco sédico sobre a resisténcia
ténsil da ferida foi parcialmente combatido pelo uso do Fator Xlll da
coagulagao, ndo chegando a reverté-lo na dose em que foi utilizada. Nao
podemos estabelecer que esta diferenca na resisténcia ténsil fosse
decorrente da maior deposicao de colageno, visto que nesta fase da
cicatrizacdo a deposicéo de colageno ainda é incipiente. Nao encontramos
diferencas estatisticas significantes em relagdo ao sétimo e décimo - quarto
dia de pds-operatério entre os grupos avaliados (GRAF. 2 e GRAF. 3). Com

isso podemos inferir que na dose utilizada de diclofenaco sédico e de Fator
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Xl da coagulagdo sanguinea ndo encontramos variagao na deposicao e
disposicdo do colageno entre os grupos avaliados, revelado indiretamente
pelo teste de resisténcia ténsil.

Varios estudos experimentais realizados em ratos demonstraram
diminuicao na resisténcia ténsil e aumento na taxa de deiscéncia de ferida
operatoria com doses sempre maiores do que 5 mg/Kg/dia de diclofenaco
sédico. O uso de diclofenaco sédico em dose maior do que 7 mg/Kg/dia
acarretou efeitos colaterais expressivos com perfuragdes intestinais
frequentes ( Lee et al, 1970; Tsurumi et al, 1973; Prandi Filho et al, 1988;
Bjarnason et al, 1990; Whitan et al, 1991; Calache Neto et al, 1992;
Verderese et al, 1995; Minossi et al, 1996; Quirinia et al, 1996; Hirschowitz,
1996; Tognini et al, 1998). No presente estudo foi utilizado a dose de 5
mg/Kg/dia. Provavelmente com a utilizagdo de dose maior do que 10
mg/Kg/dia os efeitos sobre a deposi¢cédo de colageno e consequentemente
sobre a resisténcia da ferida operatéria fossem mais evidentes como
anteriormente relatado na literatura (Prandi Filho et al, 1988; Calache Neto
et al, 1992).

O Fator XllI plasmatico esta relacionado com a inflamacao e a
cicatrizacdo, sendo necessario para a estabilizacido da fibrina e a interagao
com o tecido conectivo e as proteinas adesivas e células (Rasche, 1975;
Duckert et al, 1978; Takahashi et al, 1986; Rapaport, 1990; Seitz et al, 1994;
D’Argenio et al, 2001; Wozniak et al, 2002; Meili, 2002). O efeito do Fator
XIll da coagulagao sanguinea na integridade do coagulo é muito intenso. As

ligacbes cruzadas entre a fibrina-fibronectina-colageno poderia ser vista
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como uma firme ancoragem do coagulo na ferida. O coagulo por si é
fortificado pelas ligagcdes cruzadas entre a fibrina (Board et al, 1993).

D’Argenio et al (1994) em modelo animal, demonstraram que a
transglutaminase col6nica (FXIllla), aumentada com o tratamento com
butirato de sédio, migra para a matriz extracelular e promove a formagao de
uma rede de fibronectina com ligagao cruzada, a qual é importante para a
reepitelizagcdo e aumento da resisténcia ténsil do tecido afetado. Além disso,
a subunidade “a” do Fator Xlll do plasma a fibronectina poderia se associar
com a matriz extracelular, contribuindo para o processo de cicatrizagao.

Foi observada a reducdo do edema no terceiro dia de pds-operatorio
no grupo do Fator Xlll da coagulagao sanguinea (F 3) em relagdo ao grupo
que fez uso de solugéo de cloreto de sédio a 0,9% (SF 3) demonstrando o
efeito na diminuicdo da permeabilidade proporcionado pelo Fator Xllla. Nao
houve diferenca estatistica significante entre os trés primeiros grupos
(diclofenaco sddico, diclofenaco sédico-Fator Xllla e solugédo de cloreto de
sédio), nao sendo observado assim efeito cumulativo entre o uso do Fator
XIII da coagulagao e o diclofenaco sédico na diminuicdo do edema (GRAF.
4, GRAF. 5, GRAF 6 e GRAF 7). Essa acado na diminuicdo da
permeabilidade vascular ja foi anteriormente demonstrada por outros
estudos em que o Fato Xlll teve acdo antiinflamatéria inibindo a oxidagao
nos macréfagos e neutrofilos através da estabilizagao da fibrina (D’Argenio
et al, 2000). Em estudos sobre cicatrizagao de feridas crbnicas em membros
inferiores com insuficiéncia venosa crénica, o Fator Xlll da coagulagao
sanguinea contribuiu como uma proteina antiinflamatéria tdpica,

determinando reducdo da permeabilidade endotelial imunolégica e
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promoveu a diminuicdo da producdo local de secrecdo, favorecendo,
atravées da redugdo da permeabilidade vascular, redugdo do
extravasamento de macromoléculas como o fibrinogénio, assim como a
possivel reducédo da reabsorcdo de macromoléculas téxicas, que poderiam
favorecer ao aumento da permeabilidade capilar (Vanscheidt et al, 1991;
Wozniak et al, 1996; Peschen et al, 1998; Herouy et al, 2000).

No presente estudo foi possivel demonstrar o efeito positivo do Fator
XIlll da coagulagdo sanguinea sobre a cicatrizagdo, bloqueando
parcialmente os efeitos deletérios proporcionado pelo uso do diclofenaco
sédico sobre a migracdo dos polimorfonucleares e mononucleares,
neoformacédo vascular e formagdo de tecido de granulagdo. Além de

proporcionar aumento da resisténcia ténsil no inicio da cicatrizacao.
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6. CONCLUSAO
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49

Nas condicdes em que foi realizado o presente estudo a administragcdo do
Fator Xlll da coagulagdo sanguinea reverteu parcialmente os efeitos deletérios do

diclofenaco sodico sobre a cicatrizagao da pele de ratos.
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8. APENDICE
Apéndice A — Tabela 1: Avaliagao Histopatologica do Grupo DS 3 (terceiro dia

de pés-operatoério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao ++++ 4 ++ ++ +++ ++ ++ ++
Edema +++  ++ ++ + ++ ++ ++ ++
Hemorragia + 0 + 0 0 ++ + 0
Ulceragao 0 + + 0 0 0 0 0
Necrose 0 ++ + 0 0 0 0 +



Polimorfonuclear

Mononuclear

Vasos neoformados

Granulagao
Fibrose

0
0
0

0
0

0
0
0

O OO + +

O OO + +

+

o OO

+

o OO

NOTA: DS (Diclofenaco Sédico)
Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice B — Tabela 2: Avaliagao Histopatologica do Grupo DSF 3 (terceiro

dia de pés-operatério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao + + +++ o+ + ++ ++
Edema ++  ++ + + ++ ++ +
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 ++ + 0 0
Necrose 0 0 0 ++ ++ 0 0
Polimorfonuclear ++ 4+ + +++ +++ + +
Mononuclear ++ 4+ +4++ 0 + ++ T+
Vasos neoformados 0 0 0 0 0 0 0
Granulacao 0 0 0 0 0 0 0
Fibrose 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: DSF (Diclofenaco Sédico + Fator Xlll da Coagulagao Sanguinea)

Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice C — Tabela 3: Avaliagao Histopatologica do Grupo SF 3 (terceiro dia

de pos-operatorio).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao ++  ++ ++ + +++ ++ ++ +
Edema ++  ++ ++ +++  ++ ++ +++  ++
Hemorragia 0 0 ++ 0 0 0 0 +
Ulceragao 0 0 0 0 ++ 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 +++ 0 0 0
Polimorfonuclear + ++ + + +++ + + +
Mononuclear + ++ +++ o+ + ++ FH+ A+
Vasos neoformados 0 0 0 0 0 0 0 0
Granulagéo 0 0 0 0 0 0 0 0
Fibrose 0 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: SF (Solugao de Cloreto de Sédio a 0,9%)
Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice D — Tabela 4: Avaliagao Histopatoloégica do Grupo F 3 (terceiro dia

de pos-operatorio).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao ++ +++ + + + +++ + +++
Edema ++ ++ + + + + + ++
Hemorragia 0 0 0 0 0 + 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 + 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 ++ 0 0 0
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Polimorfonuclear + + + + +++ + + +
Mononuclear + ++ ++ ++ + ++ ++ ++
Vasos neoformados 0 0 0 0 0 0 0 0
Granulagao 0 0 0 0 0 0 0 0
Fibrose 0 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: F 3 (Grupo do Fator Xlll da Coagulagdao Sanguinea no terceiro dia de pés-
operatorio)
Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice E — Tabela 5: Avaliagao Histopatolégica do Grupo DS 7 (sétimo dia

de pés-operatoério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao 0 ++ 0 + 0 + ++ +
Edema 0 ++ 0 + 0 + + 0
Hemorragia 0 + + 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 ++ 0 + 0 0 0
Necrose 0 0 ++ 0 ++ 0 0 0
Polimorfonuclear 0 0 +++ 0 + + + +
Mononuclear ++  ++ ++ ++ + ++ ++ +
Vasos neoformados 0 + ++ + + ++ ++ ++
Granulagao 0 0 + + 0 ++ ++ ++
Fibrose 0 0 + 0 0 + + 0

NOTA: DSF 7 (Grupo do Diclofenaco Sédico + Fator Xlll da Coagulagao Sanguinea
sétimo dia de pés-operatoério)

Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)
Apéndice F — Tabela 6: Avaliagao Histopatolégica do Grupo DSF 7 (sétimo dia

de pés-operatoério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao + ++ ++ + + + +
Edema 0 0 0 + + 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0
Polimorfonuclear 0 0 + 0 0 0 0
Mononuclear ++ o+ +++ 4 ++ + ++
Vasos neoformados + + ++ + + + +
Granulagéo + + ++ + + + +
Fibrose 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: DSF (Grupo da Solugido de Cloreto de Sédio a 0,9% sétimo dia de poés-
operatorio)

Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)
Apéndice G — Tabela 7: Avaliagao Histopatolégica do Grupo SF 7 (sétimo dia

de pos-operatorio).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao 0 0 + + 0 0 0 ++
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 0 0 + 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0
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Polimorfonuclear 0 0 0 0 0 0 0 0
Mononuclear + + +++ o+ + + +H+ o+
Vasos neoformados ++ o+ + + ++ + + +
Granulacao ++ o+ + ++ ++ + + ++
Fibrose + 0 0 0 0 0 + 0

NOTA: SF 7(Grupo da Solugado de Cloreto de Sédio a 0,9% sétimo dia de pods-
operatorio)
Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice H — Tabela 8: Avaliagao Histopatolégica do Grupo F 7 (sétimo dia

de pés-operatério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestéo + + + + + + i
Edema 0 0 + 0 + 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 +
Necrose 0 0 0 0 0 0 +
Polimorfonuclear 0 0 0 + 0 0 +
Mononuclear + + + +++ + + +
Vasos neoformados + ++ + ++ + + ++
Granulagéo + ++ + ++ + + ++
Fibrose 0 + 0 + 0 0 +

NOTA: F 7 (Grupo do Fator Xlll da Coagulag¢ao no sétimo dia de pés-operatoério)
Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice | — Tabela 9: Avaliagado Histopatolégica do Grupo DS 14 (décimo - quarto

dia de pés-operatério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao + + 0 + ++ 0 0 0
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0
Polimorfonuclear + 0 0 0 0 0 0 0
Mononuclear ++ o+ + ++ ++ + + +
Vasos neoformados ++  ++ + +++ +++ + ++ +
Granulagao ++ ++ + o ++ ++ +
Fibrose + + 0 ++ ++ + + +

NOTA: DS 14 (Grupo do Diclofenaco Sédico no décimo-quarto dia de pés-
operatorio)

Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)
Apéndice J — Tabela 10: Avaliagao Histopatolégica do Grupo DSF 14 (décimo-

quarto dia de pés-operatoério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao + + 0 0 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0
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Polimorfonuclear 0 0 0 0 0 0 0 0
Mononuclear + + + + 0 0 0 0
Vasos neoformados ++  ++ + + 0 0 0 0
Granulagao ++ o+ + + 0 0 0 0
Fibrose ++ o+ + + 0 0 0 0

NOTA: DSF (Grupo do Diclofenaco Sédico + Fator Xlll da Coagulagdo Sanguinea
décimo-quarto dia de pés-operatoério)

Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)
Apéndice K- Tabela 11: Avaliagao Histopatolégica do Grupo SF 14 (décimo-

quarto dia de pés-operatoério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao 0 0 0 0 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0
Polimorfonuclear 0 0 0 0 0 0 0 0
Mononuclear + 0 + + + 0 0 0
Vasos neoformados + 0 + + 0 0 0 0
Granulagao ++ 0 + + 0 0 0 0
Fibrose ++ 0 + ++ + 0 0 0

NOTA: SF 14(Grupo da Solucao de Cloreto de Soédio a 0,9% décimo-quarto dia de
pos-operatorio)

Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)
Apéndice L — Tabela 12: Avaliagao Histopatolégica do Grupo F 14 (décimo-

quarto dia de pés-operatoério).

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Congestao 0 ++ 0 0 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0
Polimorfonuclear 0 0 0 0 0 0 0 0
Mononuclear + + 0 0 + + 0 0
Vasos neoformados 0 ++ 0 0 + ++ 0 0
Granulagao + + 0 0 + ++ 0 0
Fibrose 0 ++ 0 0 ++ ++ 0 0

NOTA: F 14 (Grupo do Fator XIll da Coagulagao Sanguinea no décimo-quarto dia de
pos-operatério)
Ausente (0) Leve(+) Moderada(++) Marcante(+++) Intensa(++++)

Apéndice M — Tabela 13: Avaliagdo Ponderal dos Grupos em Estudo.

GRUPOS inicio do | cirurgia 3% dpo 14° dpo
experimento

1 (DS) 309,625 320,165 312,545 323,98

Il (DSF) 305,955 313,7875 306,27 308,9125

Il (SF) 304,52 319,1475 308,73 307,8




83

IV (F) 299,8275 310,5825 289,2075 307,275

NOTA: média do peso em gramas dos grupos avaliados.

Apéndice N — Grafico 24: Média do Peso dos Grupos em Estudo.

Média da Avaliagcao Ponderal

330
320
E 310 —e— Série1
—m— Série2
300 .
£ Série3
§ 290 —c— Séried
o 280
270

1 2 3 4

Dia de Avaliacao
(DS-Série 1, DSF-Série 2, SF-
Série 3 e F- Série 4)

Apéndice O — Figura 7: Algoritmo do experimento

96 ANIMAIS




Apéndice P — Figura 8: Foto do rato em decubito ventral apés procedimento anestésico
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Apéndice Q - Figura 9: Foto do rato em dectubito ventral apés tricotomia no dorso

Apéndice R — Figura 10: Foto do rato apés incisdao no dorso de 04 cm de comprimento
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Apéndice S — Figura 11: Foto do rato apoés sintese do dorso com pontos simples

separados eqiiidistantes com nylon 4.0
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