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RESUMO

Introdugado: As contraturas cicatriciais podem ser bastante deformantes e
desabilitantes. Estudos recentes tém sugerido efeito inibitério dos antagonistas do
receptor de leucotrieno no processo de contragao cicatricial. Objetivo: Este estudo
objetivou avaliar a influéncia do inibidor de leucotrieno montelucaste no processo de
contracao e cicatrizacdo cutanea de ratos submetidos a modelo experimental misto
(excisional e incisional). Método: Sessenta ratos machos foram aleatoriamente
divididos em 4 grupos (MK-7d, SF-7d, MK-14d e SF-14d) conforme a medicacao
fornecida (MK: montelucaste; SF: solugao de cloreto de sédio 0,9%) e o dia de sacrificio
(7d: 7° dia pés-operatério; 14d: 14° dia pos-operatorio). A dose diaria padronizada do
montelucaste sédico (10 mg/kg/dia) foi administrado via sondagem orogastica rigida aos
animais dos grupos de estudo. Volume equivalente de solugéo de cloreto de sodio 0,9%
foi administrado aos animais dos grupos controle. Sob anestesia inalatéria com éter
etilico, foi realizada ferida excisional (2 x 2 cm) e outra incisional de 5 cm no dorso de
cada rato. As feridas excisionais foram deixadas cicatrizar espontaneamente e,
mediante fotografias digitais obtidas em diferentas tempos pds-operatorios, as areas
cruentas e taxa de contragéo foram calculadas utilizando programa especifico de
computador. As feridas incisionais foram fechadas primariamente, tendo sido
analisadas tensiometricamente nos respectivos dias de sacrificio. Ambas as feridas
foram avaliadas histologicamente pelo método de densitometria do colageno. Os
resultados foram analisados estatisticamente pelo teste “t” de Student, Aspin-Welch e
Mann-Whitney, adotando nivel de significancia estatistica de 5%. Resultados: Quanto
aos calculos de area das feridas excisionais, as taxas de contracdo foram semelhantes
entre os grupos de estudo e controle (p > 0,05). A analise tensiométrica do grupo MK-7d
evidenciou tensdo maxima (kgf/lcm?) semelhante ao grupo SF-7d (1,53 + 0,18 vs 1,98 +
0,17; p = 0,0877), assim como os grupos MK-14d e SF-14d (5,14 £ 0,52 vs 5,02 + 0,28;
p = 0,8463). Também nédo houve diferenca significativa na variavel forca maxima (kgf)
entre os grupos MK-7d e SF-7d (0,61 £ 0,07 vs 0,79 = 0,06; p = 0,09) bem como entre
os grupos MK-14d e SF-14d (2,05 £ 0,2 vs 2,01 £ 0,11; p = 0,8455). As feridas
incisionais apresentaram porcentagem semelhante de fibras colagenas maduras no
grupo MK-7d e SF-7d (59,2 £ 4,68% vs 61,5 + 7,83%; p = 0,8041) e menor no grupo
MK-14d em relagao ao SF-14d (44,8 + 6,17% vs 64,8 £ 6,9%; p = 0,0394). Na ferida
excisional, a diferenga na porcentagem média de fibras colagenas maduras foi
marginalmente significante entre o grupo MK-7d e SF-7d (40,1 £ 6,88% vs 61,2 £
8,02%; p = 0,0607) e significativamente menor no grupo MK-14d em relagdo ao SF-14d
(26 + 5,66% vs 68,3 £ 7,76%; p = 0,0001). Conclusdes: O montelucaste nao altera a
taxa de contragao cicatricial espontanea em feridas cutaneas excisionais, bem como
nao reduz de forma significativa a resisténcia ténsil de feridas cuténeas incisionais.
Entretanto, o montelucaste apresenta significativo e progressivo efeito inibitério no
processo de maturagao das fibras colagenas cicatriciais em modelos de feridas
cutaneas incisionais e, principalmente, excisionais de ratos.

Palavras-chave: Antagonistas de leucotrieno. Montelucaste. Rato. Cicatrizagcdo de
feridas. Resisténcia ténsil. Contracao de feridas. Colageno.



ABSTRACT

Background: Wound contractures can cause severe deformities and disabilities. Recent
studies have suggested inhibitory effect of leukotriene receptor antagonists on healing
contraction process. Aim: Evaluate the influence of the leukotriene inhibitor montelukast
on cutaneous wound healing and contraction, in rats submitted to associate model of
wound healing (excisional and incisional). Method: Sixty male rats were randomly
divided in 4 groups (MK-7d, SF-7d, MK-14d and SF-14d), according to the drug used
(MK: montelukast; SF: 0.9% sodium chloride solution) and the day of sacrifice (7d: 7"
postoperative day; 14d: 14™ postoperative day). Daily standard dose of montelukast (10
mg/kg/day) was given through a rigid orogastric tube to study group animals. Equivalent
volume of 0.9% sodium chloride solution was administered to control group animals.
Under inhalatory anesthesia with ethylic ether, excisional (2 x 2 cm) and incisional
wound (5 cm) were created on the dorsum of each rat. The excisional wounds were left
open to heal spontaneously and were documented by standard digital photographs in
different postoperative days. Excisional wound contraction rates were calculated in the
photos using specific software. Incisional wounds were closed primarily and used for
tensiometric analysis right after the sacrifice. Both wounds were histologically evaluated
for collagen densitometry. The results were submitted to statistical analysis using
Student “t” test, Aspin-Welch and Mann-Whitney tests, assuming the significance level of
5%. Results: Regarding to the calculi of excisional wound areas, contraction rates were
not statistically different between control and study groups in anytime (p > 0.05).
Tensiometric analysis evidenced similar maximal tension (kgf/cm?) on group MK-7d and
SF-7d (1,53 £ 0,18 vs 1,98 £ 0,17; p = 0,0877), as well as on group MK-14d and SF-14d
(5,14 £ 0,52 vs 5,02 + 0,28; p = 0,8463). There was no significant difference in the
maximal tensile strength (kgf) between groups MK-7d and SF-7d (0,61 £ 0,07 vs 0,79
0,06; p = 0,09) and between MK-14d and SF-14d (2,05+0,2vs 2,01 £0,11; p =
0,8455). Incisional wounds showed similar percentage of mature collagen on group MK-
7d and SF-7d (59,2 + 4,68% vs 61,5 + 7,83%; p = 0,8041) and lower percentage on
group MK-14d compared to SF-14d (44,8 + 6,17% vs 64,8 £ 6,9%; p = 0,0394). In
excisional wounds, difference on mature collagen percentage was marginally significant
between group MK-7d and SF-7d (40,1 £ 6,88% vs 61,2 + 8,02%; p = 0,0607). On group
MK-14d this percentage was statistically lower than on SF-14d (26 £ 5,66% vs 68,3 £
7,76%; p = 0,0001). Conclusions: Montelukast does not alter the contraction rate in
excisional wounds, and does not significantly reduce the tensile resistance in incisional
wounds. However, montelukast has significant and progressive inhibitory effect on
collagen maturation in incisional wounds and, mostly, in excisional wounds of rats.

Key words: Leukotriene antagonists. Montelukast. Rat. Wound healing. Tensile
strength. Wound contraction. Collagen.
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1 INTRODUGAO

A cicatrizacdo cutanea certamente € um dos processos fisioldgicos mais
estudados e ainda desperta grande interesse no meio cientifico. Recentemente, tém-
se experimentado grande progresso com descobertas de eventos celulares e
moleculares envolvidos na cicatrizacdo das feridas. Com maior compreensao e
controle do processo cicatricial cutdneo, melhores resultados estético-funcionais
serao obtidos e novas opgdes terapéuticas surgirao.

A reparagdo cutanea inevitavelmente resulta em cicatriz, a qual pode ser
desfigurante e pode causar disfungéo e estigmas importantes. Nao s6 feridas com
cicatrizacdo retardada desafiam cirurgides e cientistas, mas também processos
cicatriciais desregulados como cicatrizes hipertréficas, queldides, contraturas
cutaneas e contraturas capsulares de implantes mamarios ou expansores de tecido
(BRISSETT e SHERRIS, 2001; HUDSON e RENSHAW, 2006; BEHRANWALA et al.,
2006; HANDEL et al., 2006).

De forma semelhante as contraturas capsulares, as bridas ou contraturas
cutaneas constituem o resultado clinico-patolégico de um processo de contragao e
cicatrizagao exacerbados. Elas se formam principalmente quando a ferida ndo segue
a direcao das linhas de forgca da pele, ou quando grandes areas cruentas cicatrizam
espontaneamente. Os exemplos mais tipicos sao representados por feridas e
queimaduras que acometem regides articulares e areas nobres como face, pescogo,
maos e regido perineal (BRISSETT e SHERRIS, 2001; SCHNEIDER et al., 2006). As
contraturas cicatriciais podem ser bastante deformantes e desabilitantes. Apesar de
algumas medidas conservadoras como malhas compressivas, placas de silicone e
atividades fisioterapicas ajudarem na recuperagcéo do paciente, o tratamento mais
eficaz continua sendo cirurgico (HUDSON e RENSHAW, 2006; SCHWARZ, 2007).

Os antagonistas do receptor de leucotrieno (ARLT), classe relativamente nova
de drogas antiinflamatérias, tém sido bastante estudados nas ultimas décadas. Além
de terem demonstrado grande eficacia clinica no tratamento da asma e rinite alérgica
em adultos e criangas (NAYAK, 2004; CURRIE e MCLAUGHLIN, 2006), outros
efeitos clinicos benéficos tém sido observados (BIGAL et al., 2002; DANESHJOO e
TALLEY, 2002; SCHLESINGER et al., 2002; RACKAL e VENDER, 2004). O ARLT

montelucaste também tém sido experimentalmente testado no controle de outros
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processos patolégicos. Tém sido demonstrados efeitos antiinflamatoérios e protetores
contra lesdo oxidativa mediada por neutréfilos em diversos 6rgaos, como pele
(SENER et al., 2005a), pulmao (YUKSEL et al., 2003; SENER et al., 2005b), figado
(SENER et al., 2005a e 2005c), rim (SENER et al., 2005a) e sistema gastrointestinal
(KABASAKAL et al., 2005; SENER et al., 2005a, 2005b e 2005c). Outros estudos
experimentais também evidenciaram efeito protetor do montelucaste na isquemia
cerebral focal (YU et al., 2005) e lesao isquémica miocardica (CHEN et al., 2003).

O montelucaste, um dos inibidores de leucotrieno mais prescritos
clinicamente, constitui um antagonista potente e seletivo do receptor de leucotrieno
D4. Juntamente com o zafirlucaste, eles também tém sido foco de estudos clinicos e
experimentais que sugeriram efeitos inibitérios no fendmeno de contragao cicatricial
e, por conseguinte, melhora na contratura capsular de implantes e expansores
mamarios. A partir de 1998, apds relatos de pacientes evidenciando melhora no
aspecto e textura de cicatrizes e nas contraturas capsulares de implantes mamarios
com o uso de ARLT, Schlesinger et al. (2002) comegaram a prescrever
empiricamente o zafirlucaste para pacientes que evoluiam com contratura capsular e
nao desejavam tratamento cirurgico, observando melhora clinica importante.

Gryskiewicz (2003) revisou o possivel efeito inibitério do zafirlucaste e
montelucaste na contratura capsular de implantes mamarios, bem como as
complicagbes até entdo reportadas aos fabricantes e ao Food and Drug
Administration (FDA). Nesta revisdo, embora muitos cirurgides tenham notado
melhora da contratura capsular com o uso dos ARLT na pratica clinica, as indicacdes
dessas drogas foram feitas de forma empirica, com evidéncias cientificas
insuficientes e metodologicamente nao confiaveis. Além disso, 0 numero de
complicagbes relacionadas ao uso dos ARLT, principalmente o zafirlucaste, foi
elevado e muitas vezes grave.

Em estudo clinico prospectivo, Reid, Greve e Casas (2005) evidenciaram
melhora em 75% dos casos de contratura capsular em implantes mamarios de
silicone apds uso regular do zafirlucaste por 3 a 6 meses. Scuderi et al. (2006)
também observaram eficacia do zafirlucaste no tratamento da contratura capsular
apo6s mamoplastia de aumento, demonstrando melhora da complacéncia, da dor e
da deformidade mamaria com 3 e 6 meses de tratamento.

Recentemente, Bastos et al. (2005 e 2007) realizaram estudo experimental,

placebo-controlado, avaliando a influéncia do zafirlucaste na contratura capsular de
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mini-proteses de silicone, lisas e texturizadas, implantadas no subcutdneo de 20
ratas. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos implantes de silicone lisos,
porém os implantes texturizados do grupo de estudo apresentaram capsula fibrosa
mais fina, com menor densidade de fibras colagenas, menor nimero de vasos
sanguineos, mastdcitos e eosindfilos em relagado ao grupo controle.

Baseado nas propriedades antiinflamatérias e de inibicdo da contragcéo
cicatricial sugeridas aos ARLT, reascendeu-se a possibilidade de este vir a ser uma
opcao preventiva e terapéutica clinica também para as contraturas cicatriciais
cutaneas. Contudo, tendo em vista a escassez de estudos experimentais nesta linha
e antes mesmo de qualquer aplicagao clinica empirica destas drogas para este fim,
fazem-se necessarias pesquisas laboratoriais e estudos experimentais, a fim de se
avaliar os potenciais riscos, compreender os mecanismos de acao envolvidos, bem
como comprovar os beneficios sugeridos pela utilizagao empirica dessas drogas no

fendbmeno de contracdo cicatricial.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia do ARLT montelucaste no processo de contragdo e
cicatrizacdo cutanea de ratos, analisando a factibilidade do modelo experimental
misto (excisional e incisional) para este proposito. Os objetivos especificos
consistem em:

e Avaliar os efeitos do montelucaste no processo de contragao cicatricial de
feridas cutaneas excisionais.

e Determinar os efeitos do montelucaste na resisténcia ténsil de feridas
cutaneas incisionais.

e Estudar os efeitos do montelucaste no padrdao de maturagdo das fibras

colagenas cicatriciais em ambos os modelos de feridas cutaneas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROCESSO DE CICATRIZAGAO CUTANEA

Uma das principais funcdes da pele é servir como barreira mecanica ao meio
externo. A perda em grandes proporgdes da sua integridade pode levar a
importantes alteracdes da homeostase ou mesmo a morte do individuo. O principal
objetivo no tratamento das feridas cutaneas é promover rapida restauragéo da lesao,
com cicatrizes satisfatorias do ponto de vista funcional e estético. Recentes avangos
na biologia celular e molecular tém expandido sobremaneira a compreensédo do
complexo e ordenado processo de cicatrizacdo das feridas (CLARK, 1996). Nao
obstante represente um antigo desafio, a completa compreenséo e controle deste
evento, indispensavel para a sobrevivéncia humana, constitui ainda sonho de
muitos. Embora o processo de cicatrizagado cutanea seja mais bem compreendido,
ainda falta muito a ser elucidado, o que pode proporcionar novas e melhores formas
terapéuticas (SINGER e CLARK, 1999).

O processo de cicatrizacdo constitui resposta imediata e dinamica do
organismo a lesao tecidual, com o objetivo de restaurar a continuidade anatébmica e
funcional do tecido (BARDUL, 1990; THORNTON, SCHAFFER e BARBUL, 1997).
Sob o ponto de vista histologico, pode ser definido como a substituicdo do tecido
lesado por tecido conjuntivo fibroso que, no seu estado permanente, formara uma
cicatriz, restaurando a estrutura e preservando a funcdo do tecido normal
(DIEGELMANN, 1997). Consiste em processo dinamico e interativo, que envolve
células inflamatérias e do parénquima lesado, complexa cadeia de mediadores
soluveis, bem como a matriz extracelular (GILLITZER e GOEBELER, 2001; EFRON,
2001). Apesar dos eventos ocorrerem de forma dindmica e se sobreporem no tempo,
sob o ponto de vista morfolégico é possivel classifica-los sequencialmente em trés
fases: inflamatdria, proliferativa e de remodelamento (WITTE e BARDUL, 1997).
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2.1.1 Fase inflamatéria

A fase inflamatdria representa a primeira fase de qualquer processo de
cicatrizacao e caracteriza-se pela participacao ativa de inumeras células e fatores do
sistema imunologico. Pode ser didaticamente subdividida em resposta vascular e
celular. Uma vez que o sangramento ocorre imediatamente apos a lesdo tecidual, o
primeiro evento do processo de cicatrizacdo é a hemostasia, a qual se faz pela
agregacao plaquetaria, ativagdo da cascata de coagulagao e formagao da rede de
fibrina (KIRSNER e EAGLSTEIN, 1993). Além do controle do sangramento, o
coagulo sanguineo formado constitui suporte para a intensa migracao celular local.
As plaquetas sido as primeiras células a apresentarem-se no sitio da lesido e, além
da propriedade hemostatica, secretam varios mediadores envolvidos na cicatrizagao.
O fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), dentre outras fungdes, atrai
e ativa macrofagos e fibroblastos no sitio da lesdo. Inumeros mediadores vasoativos
e fatores quimiotaxicos também sao produzidos pela cascata da coagulagdo, pela
ativacdo do sistema complemento e por células do parénquima lesado, recrutando
também inumeras células inflamatérias para a ferida (CLARK, 1996; LI, CHEN e
KIRSNER, 2007).

A resposta celular na fase inflamatéria é caracterizada principalmente pelo
influxo de leucdcitos para a area da lesdo. Nas primeiras 24 horas, os neutrdfilos
constituem as células predominantes na ferida. Eles caracterizam a primeira linha de
defesa celular, eliminando particulas estranhas e destruindo microorganismos por
fagocitose e pela liberagdo de enzimas. Posteriormente, o numero de neutréfilos
diminui e o de mondcitos e macrofagos predomina (LI, CHEN e KIRSNER, 2007). Os
neutréfilos e mondcitos sdo recrutados por fatores quimiotaxicos liberados durante a
fase de hemostasia (calicreina, fibrinopeptideos derivados do fibrinogénio e produtos
de degradacgao da fibrina) e pelos mastdcitos (fator de necrose tumoral, histamina,
proteases, leucotrienos e interleucinas) (NOLI e MIOLO, 2001). Fatores de
crescimento como PDGF e fator de crescimento transformador $ (TGF-$) também
sdo potentes fatores quimiotaxicos para leucécitos. Os receptores de integrina
encontrados na superficie das células aumentam a interagdo célula-matriz
extracelular e, por conseguinte, potencializam sua fungao fagocitaria (SIMPSON e
ROSS, 1972).
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Além desses fatores quimiotaxicos, os monécitos sao atraidos para o sitio da
lesdo por substancias mondcito-especificas como a proteina quimioatrativa de
mondcitos 1 (KUNKEL et al., 1991) e a proteina inflamatéria de macrofagos 1
(SHERRY et al., 1988). Produtos de degradagéo da matriz extracelular, fibronectina
e trombina também sdo quimiotaxicas para os monécitos (POSTLETHWAITE e
KANG, 1976). Ao migrarem para a ferida, os mondcitos transformam-se em
macrofagos ativos, constituindo as células predominantes na fase inflamatéria.

Os macrofagos séo considerados as células regulatorias mais importantes do
processo cicatricial. Animais com deplecdo de macrofagos tém demonstrado
deficiéncia na reparagédo tecidual (LEIBOVICH e ROSS, 1975). Por meio dos
receptores de integrina, os macrofagos ligam-se a proteinas especificas da matriz
extracelular, o que estimula a fagocitose de microorganismos e de fragmentos da
matriz (BROWN, 1995). Eles também produzem uma série de fatores de
crescimento, incluindo PDGF, fator de crescimento fibroblastico, fator de crescimento
endotelial, TGF-B, TGF-a, e o fator de crescimento insulin-like 1 (FALANGA, 1993).
Estas substancias sdo importantes indutoras da migracao e proliferagao celular, da
angiogénese, e da formacado da matriz extracelular. Desta forma os macrofagos
parecem exercer fungao singular na transi¢ao inflamagao-reparo (SINGER e CLARK,
1999).

Inumeras substancias quimicas agonistas e antagonistas da inflamacao estao
envolvidas de forma harménica no processo de cicatrizacdo. Dentre os mediadores
derivados dos mastdcitos (histamina, serotonina, heparina e bradicinina) a histamina
representa a principal substéncia liberada pelos granulos, sendo responsavel pela
dilatacdo de arteriolas e aumento na permeabilidade das vénulas (NOLI e MIOLO,
2001).

As prostaglandinas e leucotrienos sao potentes substancias bioldgicas
derivadas do acido araquidénico. Sado produzidas a partir de fosfolipideos da
membrana celular, por praticamente todas as células envolvidas na lesdo. As
prostaglandinas D,, E; e Foq tém importante agao vasodilatadora, contribuindo para
formagédo do edema local. A prostaglandina E, também tem atividade quimiotaxica e
parece agir em sinergia com outras substancias inflamatérias como a bradicinina,
sensibilizando neuroreceptores de dor, causando estados de hiperalgesia. Quanto

aos leucotrienos (LT), o LTB4 caracteriza um potente agente quimiotaxico, induzindo
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agregacao de neutrdfilos. Ja o LTC4, LTDs e LTE4 causam vasoconstricdo e
aumentam a permeabilidade vascular (SAPIRSTEIN e BONVENTRE, 2000).

O sistema complemento, constituido por mais de 30 proteinas, representa
outra grande classe de substancias envolvidas no processo inflamatério. Inimeros
produtos resultantes da ativacdo do sistema complemento estido envolvidos na
estimulagao da fagocitose por neutréfilos e macrofagos, na aglutinagcéo e destruigéao
de toxinas e microorganismos, e na ativacado de outras células inflamatérias como
mastocitos e basofilos, liberando inumeras outras substancias vasoativas (SCHMIDT
e COLTEN, 2000).

Os fatores de crescimento também desempenham papel fundamental no
processo de reparo tecidual. O PDGF €& um importante e potente fator de
crescimento, agindo principalmente no inicio da fase inflamatéria como fator
quimiotaxico para macrofagos (HOSGOOD, 1993) neutrdfilos (DEUEL et al, 1982) e
como fator mitogénico para fibroblastos e células musculares lisas (KATZ et al.,
1991). Muitos fatores de crescimento secretados por macréfagos influenciam a
proliferacdo celular, angiogénese e sintese da matriz extracelular. O TGF-a exerce
forte influéncia na migragao de queratindcitos e reepitelizacdo. O TGF-B1, TGF-B2 e
TGF-B3 promovem forte estimulo na migragédo de fibroblastos e células endoteliais,
bem como na deposicdo da matriz extracelular pelos fibroblastos durante a formacéao
do tecido de granulagéo (LI, CHEN e KIRSNER, 2007). O QUADRO 1 resume os
principais mediadores quimicos e suas acdes envolvidos no processo de cicatrizacao

cutanea.
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Mediadores quimicos

Acao principal

Aminas vasoativas:
Histamina

Serotonina

Quimiotaxia,
vascular.
Quimiotaxia.

vasodilatacdo e aumento da permeabilidade

Proteinas plasmaticas:
Bradicinina

Sistema complemento

Vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, dor e
contragdo da ferida.

Aglutinagdo de toxinas e microorganismos, quimiotaxia,
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e estimulo
fagocitario.

Cascata da coagulagao:
Fibrinopeptideos
Heparina

Quimiotaxia e aumento da permeabilidade vascular.
Anticoagulagao e fibrindlise.

Metabdlitos do acido aracddnico:
PG
LT

Quimiotaxia, vasodilatagao, dor e febre.
Quimiotaxia, vasoconstriccdo e aumento da permeabilidade
vascular.

Citocinas e fatores de crescimento:

PDGF
TGF (a, B)
TNF
FGF

EGF e KGF
VEGF

IGF-1

IL
Endostatina e angiopoetina 2

Quimiotaxia, proliferagdo celular, angiogénese, formagao da
matriz extracelular e contragao da ferida.

Quimiotaxia, proliferagdo celular, angiogénese, formagao da
matriz extracelular, diferenciagdo dos miofibroblastos e contracao
da ferida.

Quimiotaxia.

Quimiotaxia, proliferagdo celular, angiogénese, formagdo da
matriz extracelular.

Proliferagao celular, diferenciagdo e migragao de queratindcitos.
Quimiotaxia, proliferacdo celular, angiogénese e formacédo da
matriz extracelular.

Quimiotaxia, proliferacdo celular, angiogénese e formacédo da
matriz extracelular.

Quimiotaxia.

Inibicdo da angiogénese.

Proteinas da matriz extracelular:
Fibronectina

Trombina
Laminina
Trombospondina (1, 2)

Quimiotaxia, migracdo e suporte de células inflamatérias e
fibroblastos, contragao da ferida.

Quimiotaxia e coagulagéo.

Angiogénese e suporte de novos capilares.

Inibicdo da angiogénese.

QUADRO 1 — MEDIADORES QUIMICOS ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE CICATRIZAGAO

CUTANEA

PG: prostaglandinas; LT: leucotrienos; PDGF: fator de crescimento derivado das plaquetas; TGF (a,
B): fator de crescimento transformador a e B; TNF: fator de necrose tumoral; FGF: fator de
crescimento fibroblastico; EGF: fator de crescimento epidérmico; KGF: fator de crescimento derivado
dos queratindcitos; IGF-1: fator de crescimento insulin-like; IL: interleucinas.
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2.1.1.1 Reepitelizacao

A reepitelizacdo das feridas € um fendbmeno precoce, que se inicia algumas
horas apos a lesédo (HELL e LAWRENCE, 1979). Primeiramente, os queratindcitos
respondem ao defeito epidérmico migrando das bordas integras do epitélio em
direcdo ao centro da lesdo. Para isso, intensas alteracbes fenotipicas sao
necessarias, incluindo achatamento e alongamento dos queratinécitos, retracdo de
tonofilamentos intracelulares, dissolugado da maioria dos desmossomas intracelulares
que promovem conexdes fisicas entre as células e formagao de filamentos de actina
no citoplasma periférico que permitem a movimentagdo celular (GABBIANI,
CHAPONNIER e HUTTNER, 1978; GOLIGER e PAUL, 1995; PALADINI et al.,
1996). Devido a dissolugao dos hemidesmossomas, as células epidérmicas nao mais
se aderem a membrana basal.

Além das alteragbes intrinsecas, outros elementos tém sido implicados no
processo de migragao dos queratinécitos. Matriz extracelular proviséria formada por
fibrina, fibronectina e colageno tipo V permite a migragcao e dissecgao das células
entre a crosta sobrejacente e o tecido cicatricial (CLARK et al, 1982). Os
queratindcitos interagem com a matriz proviséria rica em fibronectina através de
receptores de integrina na superficie das células, o que também direciona o
processo de migragdo. A dissociagao destas ligagbes queratindcito-matriz provisoria
por metaloproteinases e pela ativagdo da plasmina permite a migragéo progressiva
das células sobre o tecido de granulagéo (PARKS, 1999).

Um a dois dias apds a leséo inicial, as células epidérmicas adjacentes as
células ativas em migragdo comegam a se proliferar. Os estimulos para proliferagao
e migragcdo das células epidérmicas ainda ndo estdo definidos. A auséncia de
células vizinhas nas margens da ferida, a liberagéo local de fatores de crescimento —
sendo os principais o fator de crescimento epidérmico, o TGF-a e o fator de
crescimento derivado dos queratinécitos — associado ao aumento na expressao de
receptores dos fatores de crescimento poderiam estimular o processo de proliferagéo
e migracao das células epidérmicas (WERNER et al., 1994; NANNEY e KING, 1996).
Com a reepitelizagdo, proteinas da membrana basal reaparecem de forma

ordenada, da periferia para o centro da lesdo. As células epidérmicas readquirem as
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caracteristicas fenotipicas originais, aderindo-se firmemente a membrana basal e
derme neoformadas (CLARK et al., 1982).

2.1.2 Fase proliferativa

Esta fase, também conhecida como fibroplasia, caracteriza-se por intensa
migracgéo e proliferacao de fibroblastos, producédo de colageno e outras proteinas da
matriz extracelular, os quais contribuem para a formagado do tecido de granulagéo
(PHILIPS, 2000). Nesta fase, macrofagos, fibroblastos e vasos sanguineos estao
presentes no tecido de granulagdo ao mesmo tempo. Logo apos a lesdo, os
fibroblastos das margens da ferida comegcam a se proliferar, atingindo o pico de
proliferacdo no 7° dia pds-trauma. Uma vez ativados, os fibroblastos sofrem
alteragdes fenotipicas e potencializam a produgao de proteinas (WELCH, ODLAND e
CLARK, 1990). Em torno do 4° dia, migram para a matriz provisoria e iniciam a
sintese protéica, transformando-a em matriz rica em colagenos, proteoglicanos e
elastina (KURKINEN et al., 1980; WOODLEY, O'KEEFE e PRUNIERAS, 1985).
Alguns fibroblastos adquirem caracteristicas fenotipicas de miofibroblastos e
participam do processo de contragao cicatricial (WELCH, ODLAND e CLARK, 1990).

A maioria dos fatores quimiotaxicos para fibroblastos sdo derivados dos
macrofagos presentes na ferida. Fatores de crescimento, especialmente o PDGF
(HELDIN e WESTERMARK, 1996) e o TGF-$1 (ROBERTS e SPORN, 1996), em
conjunto com moléculas da matriz extracelular, estimulam os fibroblastos em torno
da ferida a se proliferarem, a expressarem receptores de integrina e a migrarem para
a area cruenta (GRAY et al., 1993; XU e CLARK, 1996; ). O fator de crescimento
epidérmico e fibroblastico, bem como a diminuigcdo do pH e da pressao parcial de
oxigénio na ferida também modulam a migragao e proliferagdo dos fibroblastos (LI,
CHEN e KIRSNER, 2007). Além desses fatores, moléculas estruturais da matriz
extracelular provisoria também contribuem sobremaneira para formagao do tecido de
granulagao nesta fase. A fibronectina, uma importante glicoproteina desta matriz,
exerce funcdo de estimulo e suporte para os fibroblastos e para o colageno
produzido, mediando também o fendbmeno de contragdo (PEARLSTEIN, 1976).

Quando abundante matriz colagena é produzida, os fibroblastos cessam a sintese
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protéica e sofrem apoptose, tornando a matriz extracelular, anteriormente rica em

fibroblastos, em uma cicatriz relativamente acelular (DESMOULIERE et al., 1995).

2.1.2.1 Angiogénese

Angiogénese refere-se ao processo de formacao de novos vasos sanguineos,
a fim de prover nutrientes e oxigénio ao tecido cicatricial, além de permitir a migracao
de células inflamatérias para a ferida. Em resposta a les&o inicial, as células
endoteliais da microcirculagdo iniciam o processo angiogénico, que consiste na
ativacdo destas células, degradagdo da sua membrana basal, proliferacao celular,
formagao da estrutura capilar tubular e reconstituicdo da membrana basal (SINGER
e CLARK, 1999).

As células endoteliais emitem pseuddpodos citoplasmaticos apdés o segundo
dia da lesdo e, estimuladas pela secrecdo de metaloproteinases na matriz
extracelular, invadem o espago perivascular (KALEBIC et al. 1983). De forma
semelhante as lingletas das células epidérmicas em regeneragao, as células
endoteliais préximo ao coto vascular seccionado migram para o interior da ferida,
sem ainda proliferarem-se de forma ativa (FOLKMAN, 1982).

Para que as alteragbes fenotipicas, migragdo e proliferagcdo das células
endoteliais ocorram, varios estimulos angiogénicos sdo necessarios. As citocinas
liberadas pelos macréfagos, a baixa concentragdo de oxigénio, o aumento da
concentracido de acido lactico e a presenca de aminas produzidas na ferida
estimulam o processo de angiogénese (DETMAR et al., 1997). Varios fatores
humorais também exercem importante papel neste processo, incluindo o fator de
crescimento fibroblastico, TGF-3, angiopoetinas e, sobretudo, o fator de crescimento
vascular endotelial (FOLKMAN e D’AMORE, 1996; RISAU, 1997). Nos primeiros trés
dias apos a lesdo, o principal fator estimulador da angiogénese é o fator de
crescimento fibroblastico, enquanto do 4° ao 7° dia, durante a formagéao do tecido de
granulagdo, o fator de crescimento vascular endotelial torna-se mais importante
(NISSEN et al., 1998).

A matriz extracelular também tem importante participacdo neste processo,

seja atuando como fator de suporte para os novos capilares, ou como reservatoério
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de inumeros fatores de crescimento. Tém-se demonstrado que as lamininas séo as
proteinas mais importantes da matriz para o processo angiogénico (LI, ZHANG e
KIRSNER, 2003). Quando o espaco da ferida & completamente preenchido por
tecido de granulacdo, a angiogénese cessa e muitos dos vasos sanguineos
formados desintegram-se por apoptose (ILAN, MAHOOTI e MADRI, 1998). Essa
morte programada provavelmente é regulada por uma variedade de moléculas da
matriz extracelular, como trombospondina 1 e 2 (GUO, et al. 1997), além de fatores

antiangiogénicos como endostatina e angiopoetina 2 (FOLKMAN, 1997).

2.1.2.2 Contracao da ferida

A contragao das feridas cuténeas inicia-se logo apds o trauma e se intensifica
na segunda semana. O grau de contragdo varia dependendo da profundidade da
lesdo. Em feridas cutaneas de espessura total, o fenbmeno de contragao é parte
importante do processo de cicatrizagao, reduzindo em até 40% a extensao da ferida.
Em lesbes de espessura parcial, a contragdo €& menor, porém diretamente
proporcional a profundidade da ferida (LI, CHEN e KIRSNER, 2007). Diferentemente
do fendmeno fisiolégico de contragéo, a contratura cicatricial representa a sequiela
clinica de um fendmeno de contracdo exacerbado. Esta comumente associada a
cicatrizes hipertréficas e forma-se a partir de forgas contrateis do tecido de
granulagao (DAVIDSON, 2001).

A contragao da ferida é um fenbmeno complexo que se faz por interacéo
ordenada de células, matriz extracelular e fatores estimulantes. Devido as
propriedades contrateis, o miofibroblasto é a principal célula envolvida na contracéo
cicatricial, tendo sido descrito como uma célula com caracteristicas intermediarias
entre o fibroblasto e a célula muscular lisa. (DESMOULIERE e GABBIANI, 1996).
Durante a formagao do tecido de granulagao alguns fibroblastos sdo gradualmente
transformados em miofibroblastos. A diferenciacédo do miofibroblasto € um processo
ordenado, regulado por citocinas especificas, dentre elas o TGF-p1, por
componentes da matriz extracelular e pela presenga de forgas mecanicas na ferida.
Estas células apresentam microfilamentos contrateis ao longo da membrana

citoplasmatica, similares aos observados em células de musculo liso e normalmente
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nao encontrados nos fibroblastos da pele normal (WELCH, ODLAND e CLARK,
1990; DESMOULIERE e GABBIANI, 1996). Observa-se aumento na expressao de
marcadores caracteristicos de fibras musculares lisas — actina, miosina e desmina —
a partir do 6° dia do trauma, atingindo o maior nivel no 15° dia, e regredindo
progressivamente nos dias subsequentes (DARBY, SKALLI e GABBIANI, 1990).

Além da diferenciagéao fenotipica dos miofibroblastos, a contracdo da ferida
também é mediada por uma série de fatores inflamatérios, incluindo TGF-B1 e B2,
PDGF, 5-hidroxitriptamina, angiotensina, vasopressina, bradicininas, epinefrina e
norepinefrina; bem como por interagdes célula-célula e célula-matriz (MONTESANO
e ORCI, 1988; CLARK et al., 1989; MUDERA et al., 2002). Os miofibroblastos
formam pseudopodos e, através dos receptores de integrina da membrana,
promovem conexao dos filamentos de actina citoplasmaticos com a fibronectina da
matriz. Estas se ligam as fibras colagenas e, com a contragdo dos microfilamentos
citoplasmaticos, causam a compactacdo do tecido conjuntivo cicatricial e
consequente retragdo da ferida (SINGER et al., 1984; SCHIRO et al., 1991). Assim,
a taxa de contracdo é diretamente proporcional ao numero de miofibroblastos da
ferida e inversamente relacionada a concentragdo de colageno na matriz (BELL et
al., 1981).

2.1.3 Fase de remodelamento

Esta é a ultima e mais longa fase do processo de cicatrizagdo. Sua duragéo
depende de variaveis como idade, estado nutricional do individuo, local da ferida,
tipo de lesdo e duragdo do processo inflamatério e proliferativo (STADELMANN,
DIGENIS e TOBIN, 1998). Consiste na substituigdo gradual do colageno imaturo
(tipo 1ll) da matriz extracelular, por colageno maduro (tipo I), bem como na redugéao
do numero de células inflamatdrias e de vasos sanguineos neoformados (WELCH,
ODLAND e CLARK, 1990).

Na derme humana normal, as fibras colagenas constituem aproximadamente
80% do peso dérmico seco e representam a principal proteina estrutural, fornecendo
suporte, resisténcia e rigidez a pele (BOOTH, POLAK e UITTO, 1980). Na derme de

individuos adultos saudaveis, as fibras tipo | constituem 80% do colageno total,
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enquanto as fibras tipo Ill representam somente 10%. Durante as primeiras semanas
do processo cicatricial em humanos, no entanto, o colageno tipo Ill € o principal tipo
de colageno produzido pelos fibroblastos. Comeca a ser produzido apds as primeiras
48 a 72 horas do trauma, atingindo o pico maximo de producéo entre 5 e 7 dias.
Assim, a quantidade total de coldgeno aumenta progressivamente, atingindo seu
maximo entre a segunda e terceira semana de cicatrizagcdo. Durante o periodo de 1
ano ou mais, a derme cicatrizada gradualmente reassume caracteristicas prévias a
lesdo, constituindo-se basicamente de colageno tipo I. Com um més, a forga ténsil
readquire 40% do estado original e pode continuar aumentando por um ano,
atingindo até 70% da resisténcia da pele normal (SINGER e CLARK, 1999; LI, CHEN
e KIRSNER, 2007).

Com o fechamento da ferida, o remodelamento gradual do colageno se faz
por degradacao das fibras tipo Ill e producéo de colageno tipo I, o qual apresenta
maior alinhamento e liga¢gdes cruzadas entre as fibrilas (EHRLICH e KRUMMEL,
1996). Isso € regido por um processo bastante controlado que envolve
metaloproteinases secretadas por macréfagos, células epidérmicas, endoteliais e
fibroblastos da matriz cicatricial (MIGNATTI et al., 1996; VISSE e NAGASE , 2003).
Estas enzimas geralmente sdo indetectaveis ou encontradas em concentragdes
minimas na pele normal, sendo entdo estimuladas durante o processo de
cicatrizacao por citocinas, fatores de crescimento e pelo contacto célula-matriz.
Inibidores teciduais também exercem importante funcdo na modulacédo da atividade
dessas enzimas, sendo o equilibrio entre ativacio e inibicdo das metaloproteinases
fundamental para o correto processo de reparo e remodelamento cicatricial
(MADLENER, PARKS e WERNER, 1998; VISSE e NAGASE , 2003).

2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE CICATRIZACAO CUTANEA

Tendo em vista a enorme variabilidade clinica, riscos e limitagbes ético-legais
encontradas nas pesquisas com seres humanos, no ultimo século os cientistas tém
utilizado animais experimentais para estudar o complexo processo de cicatrizagao,
com menor variabilidade de fatores genéticos e ambientais. Embora persistam

consideraveis variagbes biolégicas na resposta cicatricial mesmo em espécies
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geneticamente iguais, elas reduzem-se bastante, permitindo que resultados e
conclusdes confiaveis possam ser obtidos (DAVIDSON, 2001). Além disso, os
modelos animais de cicatrizacdo cutanea sao importantes para avaliar de forma
cientifica a eficacia de novas técnicas e substancias terapéuticas (GOTTRUP,
AGREN e KARLSMARK, 2000; MOGFORD e MUSTOE, 2001)

Geralmente os modelos animais procuram reproduzir problemas encontrados
no processo de cicatrizacdo humana, como deiscéncias, isquemias, ulceracoes,
infecgdes, cicatrizes hipertréficas e contraturas cicatriciais. Na selegdo do modelo
experimental, deve-se optar pelo modelo que mais se aproxima da situagdo clinica a
ser estudada (GOTTRUP, AGREN e KARLSMARK, 2000; LINDBLAD, 2000). Devido
a maior elasticidade, redundancia e mobilidade cutdnea em relacdo a pele humana,
os ratos tém sido descritos como animais de “pele frouxa” (“loose-skinned animals”)
(CROSS et al., 1995; DAVIDSON, 1998; MOGFORD e MUSTOE, 2001). A derme ¢é
a principal estrutura estudada nos modelos agudos de cicatrizagdo cutanea. No
subcutaneo, os ratos também possuem o paniculo carnoso, constituido por fibras
musculares firmemente aderidas a base da derme. Estas caracteristicas permitem
maior contragao cicatricial, tendo importante participacdo no fechamento de feridas
nos ratos, o que reduz o tempo de cicatrizagdo em relagdo aos humanos
(DAVIDSON, 1998; GOTTRUP, AGREN e KARLSMARK, 2000; MOGFORD e
MUSTOE, 2001). Tendo em vista diferengas evidentes de arquitetura tecidual,
fisiologia, resposta imune e outros fendmenos, os pesquisadores até certo ponto
consentem aproximacgcdes dos problemas experimentados nos animais com o0s
evidenciados na pratica clinica (DAVIDSON, 2001).

Apesar de algumas diferencas histologicas e fisiologicas limitarem a
comparagao com humanos, a maioria dos modelos de cicatrizagdo cuténea ainda
utiliza o rato como animal de experimentagdo (DAVIDSON, 2001). Varios fatores
praticos acabam influenciando sobremaneira a escolha do rato como modelo
experimental, incluindo maior disponibilidade, baixo custo, poucas necessidades
especificas de bioterismo, pequeno porte, tempo de vida curto, comportamento décil
e facil manuseio, bem como a possibilidade de se retirar amostras do tecido em
estudo para testes e analises laboratoriais (CROSS et al., 1995; MOGFORD e
MUSTOE, 2001). Apos varios anos de pesquisa com estes animais, outro aspecto
que favorece a escolha de rato como modelo experimental € o amplo conhecimento

sobre seu padrao genético e processo de cicatrizagdo (DORSETT-MARTIN, 2004).
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Os ratos podem ser classificados em duas linhagens genéticas basicas:
inbred e outbred. Linhagens inbred sdo desenvolvidas apos pelo menos 20
cruzamentos familiares (irmao-irma). Os ratos outbred sdo mantidos dentro da
mesma colénia de animais por pelo menos quatro geragdes e tém menos de 1% das
caracteristicas inbred a cada nova geragcao (SHARP e LAREGINA, 1998). As duas
linhagens de ratos outbred mais utilizadas em pesquisas experimentais sao
Sprague-Dawley e Wistar (KOHN e CLIFFORD, 2002). Nao parecem existir dados
que demonstrem superioridade de alguma linhagem de rato em relagdo as outras no
que se refere ao processo de cicatrizagao de feridas (DORSETT-MARTIN, 2004).

Davidson (2001), em artigo de reviséo, classificou os modelos animais de
cicatrizacdo cutanea em agudos e crénicos. Os modelos agudos reproduzem os
procedimentos cirurgicos ou feridas traumaticas em humanos. Caracterizam-se por
rapida injuria tecidual, seguida por um tempo relativamente curto de cicatrizagao. As
formas de injuria sdo bastante varidveis, sendo as mais comuns: incisional,
excisional, queimaduras e de espaco morto. A forma incisional se faz por corte
regular na pele com laminas cirurgicas afiadas, causando ruptura da integridade
tecidual e minimo dano aos tecidos circunvizinhos. As feridas incisionais podem
fechar primaria ou secundariamente. A ferida incisional fechada primariamente é
excelente para analises biomecéanicas de resisténcia ténsil, sendo menos adequadas
para estudos histologicos e bioquimicos, tendo em vista a menor quantidade de
tecido cicatricial em atividade.

Ja o modelo excisional caracteriza-se por ressecgdo de um segmento variavel
de pele e subsequente fechamento espontdneo (secundario) do defeito. Varios
métodos podem ser utilizados para criar este tipo de lesdo, como bidpsias tipo
punch, laminas, tesouras, dermatomos e /laser. Além de drogas com agao sistémica,
diferentes tipos de curativos e solucdes tépicas podem ser testados na area cruenta.
Em ratos, os modelos excisionais de espessura total sdo realizados retirando-se toda
a espessura da pele, até o nivel da fascia muscular, o que inclui epiderme, derme e
paniculo carnoso. Isso permite avaliagdes histolégicas e bioquimicas seriadas da
ferida, bem como estudos do fendbmeno de contragédo cicatricial. Parametros de
cicatrizacdo podem ser avaliados e monitorados baseando-se no volume ou na éarea
excisional preenchida por tecido de granulagcdo, na taxa de reepitelizagdo, na
organizagao histolégica, angiogénese, no conteudo bioquimico e de colageno
presentes no tecido de granulagcéo (DAVIDSON, 2001).
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A literatura mostra grande heterogeneidade de modelos experimentais no que
se refere as caracteristicas do animal utilizado, da ferida cutanea realizada, da
técnica cirurgica e anestésica empregadas, bem como dos métodos e parametros do
processo de cicatrizagdo avaliados. Dorsett-Martin (2004) realizou reviséo
bibliografica sobre os modelos experimentais de cicatrizagdo cutdnea em ratos, a
qual incluiu 55 artigos. Ratos machos foram mais utilizados que fémeas. O peso
médio dos animais foi de 250 a 300 g. Os modelos de cicatrizagdo mais
freqientemente descritos foram o incisional e o excisional (38% cada). Somente um
estudo descreveu o modelo misto, associando uma ferida incisional e outra
excisional (LIU et al., 2000). Quanto a localizagao das feridas, 78% dos estudos
continham ferida no dorso do rato e 18% na regido ventral. Houve grande variacdo
quanto a dimensao das feridas. Estudos que utilizaram feridas excisionais circulares
realizaram-na com didametros variando de 6 mm a 2 cm (NAGAPPA e CHERIYAN,
2001; PIRILA et al., 2002). As feridas incisionais variaram de 5 mm a 8 cm de
extensao (YARON et al., 1995; LIU et al., 2000).

A dimensao e profundidade das feridas sao detalhes importantes no estudo
do processo de cicatrizagdo. A forma e extensdo da area cruenta criada quase
sempre diferem do planejamento inicial, devido as propriedades elasticas e
caracteristicas intrinsecas da pele dos ratos (MONTANDON, D’ANOIRAN e
GABBIANI, 1977; CROSS et al., 1995). Montandon, D’Anoiran e Gabbiani (1977)
observaram que as feridas excisionais circulares apresentavam menor taxa de
contragao, sugerindo a realizagéo de feridas quadrangulares com pelo menos 4 cm?
de area cruenta para se estudar o fenémeno de contracao cicatricial.

Quanto aos métodos e drogas anestésicas relatadas nos estudos revisados
por Dorsett-Martin (2004), os anestésicos injetaveis, como pentobarbital ou
associacbes de quetamina e xilazina, foram mais usados que os anestésicos
inalatorios. O éter foi utilizado em 11 estudos e o halotano em 2. Somente 3 dos 55
estudos revisados utilizaram agentes analgésicos no periodo pds-operatoério.

Uma das principais vantagens dos modelos experimentais animais é a
possibilidade de retirada de amostras de tecido para analises e testes laboratoriais.
Inimeras avaliagdes tém sido realizadas nos tecidos em estudo, incluindo
observagbes macroscopicas, analises histoldgicos, dosagens bioquimicas, testes

biomecanicos, além da utilizagao de modernos marcadores celulares e outros fatores
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bioquimicos envolvidos no processo de cicatrizagdo (CROSS et al, 1995;
JORGENSEN, 1997; GOTTRUP, AGREN e KARLSMARK, 2000).

Os métodos histoldgicos de analise da cicatrizagdo, em geral, avaliam o grau
de epitelizagcéo, inflamagao, neovascularizagdo, espessura das camadas da pele,
formagdo e maturagdo do colageno. Como visto, o colageno é o principal
responsavel pelo desenvolvimento da resisténcia mecanica na ferida cirurgica.
Utilizando a coloragdo com picrosirius-red, o colageno pode ser avaliado através da
intensificagdo de sua birrefringéncia, diferenciando-o em subtipos maduro (tipo I) e
imaturo (tipo Ill) através do método de densitometria (DAVIDSON, 2001).

Com dispositivo eletromecanico de precisdo, testes biomecéanicos de
resisténcia ténsil da ferida podem ser realizados. Os paréametros geralmente
avaliados incluem a forca maxima, a forca de ruptura e a tensdo maxima do corpo de
prova (DAVIDSON, 2001). Na revisao realizada por Dorsett-Martin (2004), a maioria
dos trabalhos realizou testes de resisténcia da ferida utilizando aparelhos
tensiométricos. Kullander e Olsson (1962) demonstraram que a resisténcia mecanica
de feridas incisas na regidao dorsal de ratos diminui quanto mais caudal forem
realizadas as feridas, ressaltando a importancia de se comparar estudos contendo
feridas cirurgicas com localizagbes semelhantes.

A contracdo das feridas ¢ um fenbémeno visto predominantemente em
roedores e coelhos. A excisdao em espessura total da pele frouxa resulta em rapida e
progressiva retracdo das margens da lesdo, presumivelmente uma caracteristica
adaptativa, a fim de reduzir a dimensao do defeito. Este processo de contragao pode
ser quantificado por diferentes técnicas morfométricas nao-invasivas. Davidson
(2001) referiu o estudo de Alexis Carrel (1910) como o primeiro a introduzir o
conceito de medidas de area para avaliar o indice de contragao das feridas. Embora
originalmente desenhado para feridas em humanos, seus principios tém sido
aplicados para estudos em animais. Diferentes métodos de quantificagédo da area
cruenta tém sido descritos na literatura: tragos em papel celofane ou plasticos
transparentes, planimetria, e mais modernamente, analise digital em computador
(DAVIDSON, 2001).
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2.3 ANTAGONISTAS DO RECEPTOR DE LEUCOTRIENO

Os ARLT constituem uma nova classe de drogas para tratamento da asma,
cujo mecanismo de agdo resulta da combinagcdo do efeito antiinflamatério e
broncodilatador (LIPWORTH, 1999; DRAZEN, ISRAEL e OBYRNE, 1999). O
caminho que levou a descoberta dos antagonistas dos receptores cisteinil-
leucotrienos (cysLT) iniciou com a identificacdo da “substancia anafilatica de reagéo
lenta” e sua capacidade de desenvolver contragdo lenta e prolongada de fibras
musculares lisas, de forma distinta a histamina (BROCKLEHURST, 1960). Em 1979,
a “substancia anafilatica de reacdo lenta” foi reconhecida como pertencendo a
familia dos mediadores lipidicos, os leucotrienos. Este nome é derivado das suas
células produtoras (leucécitos) e da sua estrutura quimica conjugada (trieno: trés
ligagdes duplas conjugadas) (MURPHY, HAMMARSTROM e SAMUELSSON, 1979).
Trés tipos de leucotrienos, o LTC4, LTD4 € LTE4, coletivamente classificados como
cysLT, sdo os responsaveis pela bioatividade original da “substancia anafilatica de
reacao lenta”.

Os leucotrienos constituem produtos derivados do acido araquidbnico e
gerados pela via enzimatica da 5-lipoxigenase. Estao particularmente envolvidos em
processos inflamatdrios, aumentando a permeabilidade vascular e atuando como
potentes agentes quimiotaxicos. Os cysLT sdo produzidos principalmente por
eosinofilos, mastocitos, mondcitos e macréfagos, e exercem inumeras agdes que
reforcam sua importancia como elementos fisiopatogénicos dos processos
inflamatorios e alérgicos. Produzem também contragdo e proliferagdo da
musculatura lisa da arvore brénquica, sendo o LTC4 e LTD,4 aproximadamente 1000
vezes mais potentes que a histamina na contracdo da musculatura brénquica
(DAHLEN et al., 1980; LIPWORTH, 1999). Os CysLT tém sido associados a
fisiopatologia da asma e rinite alérgica. Na asma, seus efeitos incluem
broncoconstricdo, secrecdo de muco, aumento da permeabilidade vascular e
recrutamento de eosinodfilos (DAHLEN et al., 1980; O'BYRNE, 1997) .

Os cysLT produzem seus efeitos bioldgicos ligando-se e ativando receptores
especificos localizados na membrana celular das células-alvo. Dois subtipos de
receptores dos cysLT foram caracterizados farmacologicamente (COLEMAN et al.,

1995). Os receptores cysLT, tém sido identificados em células de animais
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experimentais € humanas, incluindo células musculares lisas e macrofagos das vias
aéreas, entre outras células inflamatodrias. Os receptores cysLT, foram encontrados
somente em células musculares lisas das vias aéreas dos humanos. Todos os
antagonistas de receptores cysLT atualmente disponiveis inibem seletivamente os
receptores de subtipo cysLT4. Estes agentes apresentam caracteristicas bastante
semelhantes in vitro e in vivo, diferindo em termos de poténcia relativa e
biodisponibilidade oral (AHARONY, 1998).

2.3.1 Montelucaste

Farmacologicamente conhecido como MK-0476, o montelucaste sodico € um
antagonista potente, seletivo e reversivel do receptor LTD,4, com afinidade
aproximadamente duas vezes maior que o ligante natural (HAY, 1997). Esta droga
tem sido objeto de varios estudos experimentais e clinicos nas ultimas décadas. O
foco das pesquisas tem sido, principalmente, sua acao inibitéria na broncoconstricao
e processos alérgico-inflamatérios. Como resultado, doengas do aparelho
respiratorio como asma e rinite alérgica tém-se beneficiado sobremaneira com sua
aplicagao clinica (JONES et al., 1995; LIPWORTH, 1999; DEMPSEY, 2000).

O montelucaste é um potente composto ativo por via oral, tendo sido utilizado
no tratamento da asma em doses unicas diarias de 10 mg/dia (0,14 mg/kg/dia). Sua
formula quimica é o sal monossddico do acido [R-(E)]-1-[[[1-[3-[2-(7-cloro-2-
quinolinil)  etenil]  fenil]-3-[2-(1-hidroxi-1-metiletil)  fenil]  propil] tio] metil]
ciclopropanoacético. Sua formula empirica é CssH3sCINNaO3sSs e seu peso
molecular é de 608,18 (SINGULAIR, 2007; MARKHAM e FAULDS, 1998). Sua

formula estrutural esta ilustrada na FIGURA 1.
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FIGURA 1 — FORMULA ESTRUTURAL DO MONTELUCASTE SODICO
FONTE: SINGULAIR (2007).

Segundo informagdes técnicas do medicamento comercial Singulair®
(SINGULAIR, 2007), o montelucaste sodico € um pd branco, higroscépico,
opticamente ativo, livremente soluvel em etanol, metanol e agua. O perfil
farmacocinético e a biodisponibilidade oral de uma dose unica de 10 mg sao
similares em jovens e idosos, sendo rapidamente e quase completamente absorvido
apoés a administracdo. A biodisponibilidade oral e concentracdo plasmatica maxima
nao sao influenciadas pela refeicdo, nem pelo horario de ingestdo dos alimentos.
Nao houve diferenca na farmacocinética entre doses administradas pela manha ou a
noite. A droga é metabolizada no figado e seus metabdlitos s&o excretados quase
que exclusivamente através da bile. A tolerabilidade do montelucaste tem sido
semelhante ao placebo em ensaios clinicos placebo-controlados, tanto em adultos
quanto em criangas, sendo a cefaléia o efeito colateral mais comum (SCHOORS et
al., 1995; SINGULAIR, 2007). Suas propriedades farmacocinéticas e

farmacodinamicas em humanos estédo representadas no QUADRO 2.

Dose utilizada nos ensaios clinicos 10 mg (adultos); 5 mg (criangas)
Via de administragcéo Oral

Frequéncia de administracéo Dose unica diaria

Pico de concentragao plasmatica 602,8 pg/L

Tempo para o pico da concentragéo plasmatica 2,7h

Biodisponibilidade oral 64%

Taxa de ligagéo as proteinas plasmaticas > 99%

Clearance 45,5 ml/min

Tempo de meia vida 2,7-55h

QUADRO 2 - PROPRIEDADES FARMACODINAMICAS E FARMACOCINETICAS DO
MONTELUCASTE EM HUMANOS
FONTE: MARKHAM e FAULDS (1998)
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O montelucaste, juntamente com o zafirlucaste, sdo os dois ARLT mais
frequentemente prescritos (DEMPSEY, 2000). Nos ultimos anos, além do uso no
tratamento da asma e rinite alérgica, outros estudos experimentais tém evidenciado
efeitos benéficos destas drogas no controle de diferentes processos patologicos. No
trato gastrointestinal, o montelucaste tem evidenciado melhora no dano a mucosa
gastrica induzido por etanol e outras substancias deletérias (SENER et al., 2005b)
bem como na mucosa coldnica em colites experimentais (HOLMA et al., 2001) e
lesdes ileais e hepaticas induzidas por sepse (SENER et al., 2005¢). O montelucaste
também mostrou reduzir a lesdo pulmonar induzida pelo tabagismo (YUKSEL et al.,
2003). No sistema nervoso central, observou-se efeito protetor da droga na isquemia
cerebral focal (YU et al., 2005) e na isquemia miocardica induzida por isoproterenol
(CHEN et al. 2003). Em estudos experimentais com queimaduras cutaneas, por
mecanismo neutrofilo-dependente, o montelucaste tem apresentado efeitos
antiinflamatérios e protetores contra lesdo oxidativa da pele e de 6rgaos a distancia
(KABASAKAL et al. 2005; SENER et al., 2005a).

Por sua acédo antiinflamatéria e, possivelmente, de inibicdo da contracao
cicatricial, os ARLT tém sido implicados também na prevencédo e tratamento de
contraturas capsulares de implantes de silicone apés mamoplastias de aumento e
reconstrugdes mamarias. A agao inibitoria destas drogas sobre os receptores cysLT,
bem como um possivel efeito supressor sobre os miofibroblastos poderiam explicar
estas evidéncias clinicas (SCHLESINGER et al., 2002; GRYSKIEWICZ, 2003; REID,
GREVE e CASAS, 2005; BASTOS et al., 2005; SCUDERI et al., 2006; BASTOS et
al., 2007).

2.3.2 Efeitos dos ARLT na contragao cicatricial

Inumeros acasos contribuiram para a descoberta dos efeitos dos ARLT no
fenbmeno de contragdo cicatricial, principalmente na contratura capsular de
implantes mamarios. Schlesinger et al. (2002) relataram que em 1996 um paciente
notou melhora significante no aspecto e coloragdo das suas cicatrizes
hiperpigmentadas apos iniciar tratamento com nova medicacao antiinflamatéria para

asma, o zafirlucaste. Com a finalidade de minimizar a hiperpigmentacao observada
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em pacientes com pele escura, Schlesinger comegou a prescrevé-la apos
rejuvenecimento facial com laser. Em 1998, uma de suas pacientes desenvolveu
contratura capsular (Baker lll), dois meses apds mamoplastia de aumento. Apds
falha do tratamento clinico com vitamina E, a paciente ndo quis se submeter a
corregao cirurgica do problema. Sem outras opgdes terapéuticas comprovadamente
eficazes, Schlesinger iniciou tratamento empirico com zafirlucaste. Apds trés meses,
a paciente apresentou melhora completa da contratura capsular (Baker |). A partir de
entdo, o autor comecou a prescrever este ARLT para pacientes que evoluiam com
contratura capsular e ndo desejavam tratamento cirurgico. Coincidentemente, o co-
autor Ellenbogen, antes de tomar conhecimento e comegar a indicar o zafirlucaste
para este mesmo proposito, recebeu relatos de grande melhora clinica da contratura
capsular mamaria (Baker 1IV) em uma paciente fazendo uso do ARLT e ja com
indicacao de tratamento cirurgico (SCHLESINGER et al., 2002).

Gryskiewicz (2003) revisou o possivel efeito inibitério do zafirlucaste
(Accolate®) e do montelucaste (Singulair®) na contratura capsular de implantes
mamarios, bem como as complicagdes até entao reportadas aos fabricantes e ao
FDA. Estas duas drogas estdo aprovadas pelo FDA para tratamento de doengas
respiratérias como asma, porém nao para prevencao e tratamento de contraturas
capsulares de implantes mamarios. Na sua revisao, Gryskiewicz (2003) ressaltou
que, embora muitos cirurgides tenham notado melhora dos sinais e sintomas clinicos
associados a contratura capsular apos tratamento empirico com estas drogas, as
evidéncias cientificas foram insuficientes e metodologicamente ndo confiaveis.

Gryskiewicz (2003) relatou as complicagbes reportadas aos fabricantes e ao
FDA desde o inicio da comercializagcado destas medicacdes. Um total de 867 efeitos
adversos relacionados ao zafirlucaste (Accolate®) foram reportados entre novembro
de 1997 e outubro de 2002. Houve 66 casos de hepatite e insuficiéncia hepatica em
pacientes que estavam recebendo doses regulares de zafirlucaste, dos quais 13 nao
estavam tomando nenhuma outra medicagédo. Dois pacientes foram submetidos a
transplante hepatico. Vinte e trés pacientes morreram, dos quais 8 ndo estavam
tomando nenhuma outra medicagdo, e 12 apresentaram insuficiéncia hepatica
prévia. Todos estes casos nao incluiram pacientes que apresentaram somente
elevacao dos niveis séricos das enzimas hepaticas. Nesta revisdo, nenhum caso de
insuficiéncia hepatica foi relatado com o uso do montelucaste. Sindrome de Churg-

Strauss (vasculite eosinofilica sistémica) foi reportada em pacientes recebendo
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zafirlucaste e montelucaste. Somente pacientes com asma sob tratamento com os
ARLT apresentaram as complicagdes relatadas (GRYSKIEWICZ, 2003).

Ao tomar conhecimento dos 8 casos de Obito por insuficiéncia hepatica
consequente ao uso isolado do zafirlucaste, Gryskiewicz (2003) interrompeu seu
estudo clinico apdés 2 meses de tratamento das contraturas capsulares com essa
droga. Dos 5 pacientes incluidos no estudo, 1 paciente havia dobrado a dose da
medicagdo sem consentimento médico, referindo melhora clinica da contratura logo
apos o aumento da dose, seguido por recidiva do endurecimento mamario antes
mesmo da interrupcdo da medicagdo. Apds o segundo més de tratamento com
zafirlucaste, a medicagéao foi trocada por montelucaste e mantida por mais 2 meses.
Um destes pacientes interrompeu a medicagdo devido a queda de cabelo e outro
devido a cefaléia e nausea recorrentes. Apesar do tratamento com ARLT, 2 dos 5
pacientes foram submetidos a capsulotomia, e somente 1 paciente apresentou
melhora clinica durante avaliagbes seriadas pelo examinador cego.

ApoOs esta publicagdo, dois casos de hepatotoxicidade relacionada ao
montelucaste foram relatados na literatura (SASS, CHOPRA e WU, 2003; ACTIS et
al., 2007). No caso mais recente, a paciente também fazia uso de suplementos
alimentares possivelmente hepatotoxicos, tendo-se sugerido efeito sinérgico entre
eles e o montelucaste (ACTIS et al, 2007). Tendo em vista as complicagcbes
relacionadas a estas drogas apds inicio da comercializagdo, foram realizadas
modificagdes e complementacdes nas informacbes técnicas dos medicamentos
pelos respectivos fabricantes (SINGULAIR, 2007; ACCOLATE, 2003). Também
reportadas ao FDA, as informag¢des adicionais referiram-se ao risco de
hepatotoxicidade e insuficiéncia hepatica, principalmente relacionados ao
zafirlucaste (Accolate®) e de condigdes eosinofilicas sistémicas, muitas das quais
condizentes com sindrome de Churg-Strauss, atribuidas a ambas as medicagdes.
Quanto as alteragdes eosinofilicas, contudo, nenhuma relagao causal direta com os
ARLT foi comprovada, tendo sido associada, na maioria dos casos, com a redugéo
na dose do corticéide em uso pelos pacientes asmaticos. Até novembro de 2007,
ambas as medicagdes encontravam-se liberadas para comercializagéo pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e pelo FDA.

Reid, Greve e Casas (2005) realizaram estudo clinico prospectivo, a fim de
avaliar a eficacia do zafirlucaste no tratamento de contraturas capsulares precoces,

em pacientes submetidas a mamoplastia de aumento com implantes salinos, lisos,
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submusculares. Quarenta e uma mamas apresentaram contratura capsular, a
maioria de grau leve a moderado (95,1%). Doses regulares de zafirlucaste (20 mg
via oral, de 12/12 h) foram prescritas por 3 a 6 meses. Melhora parcial ou completa
foi observada em 75,7% dos casos (p < 0,05), com tempo de seguimento médio de
16,5 meses.

Em estudo preliminar com 20 mulheres, Scuderi et al. (2006) evidenciaram
que o zafirlucaste foi efetivo no tratamento da contratura capsular de implantes
mamarios de silicone. Os resultados demonstraram melhora da complacéncia
mamaria com 3 e 6 meses de tratamento, bem como diminuicdo da dor e
deformidade mamaria.

Bastos et al. (2005 e 2007) realizaram estudo experimental placebo-
controlado, avaliando a influéncia do zafirlucaste na contratura capsular de
pequenas proéteses de silicone, lisas e texturizadas, implantadas no subcutaneo de
20 ratas. Duas concentracdes diferentes da droga (1,25 e 5 mg/kg/dia) foram
administradas diariamente por via intraperitoneal, por 90 dias, e comparadas com a
utilizacdo de solugdo salina isoténica. Os implantes texturizados nos grupos que
receberam a droga apresentaram menor pressao interna, capsula fibrosa mais fina,
com menor densidade de fibras colagenas, menor nimero de vasos sanguineos,
mastécitos e eosinofilos em relagdo ao grupo controle. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os grupos com implantes de silicone lisos. Por
conseguinte, o zafirlucaste reduziu a ocorréncia de fatores direta ou indiretamente

relacionados a contratura capsular de implantes de silicone texturizados.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Neste estudo experimental foram utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Roentia mammalia) adultos, machos, provenientes do biotério de criagdo do
Instituto Politécnico da Universidade Federal do Parana (UFPR). O peso médio
inicial dos animais foi 359 g (DP % 25,11), variando de 280 g a 413 g.

3.1.2 Ambiente e alimentacéo

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisa do Programa de Péds-
Graduagéao em Clinica Cirurgica da UFPR, o qual conta com ambiente apropriado
para manipulagdo dos animais e execugdo dos procedimentos cirurgicos. Durante
todo o periodo de estudo os animais foram agrupados em numero de 5, em gaiolas
coletivas de aproximadamente 0,022 m® (41,4 cm x 34,4 cm x 16 cm). As gaiolas, em
numero total de 12, foram identificadas e acomodadas sobre estantes horizontais.

Durante todo o periodo de aclimatagdao e de estudo, os animais receberam
agua e racdo balanceada ad libitum, padrao Nuvilab CR1®, produzido pela empresa
Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil (ANEXO 1).
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3.1.3 Drogas e solugdes

A droga utilizada no grupo de estudo, montelucaste sodico (Singulair®), é
produzida pela industria farmacéutica Merck Sharp & Dohme (Whitehouse Station,
NJ, EUA) e foi adquirida comercialmente (ANEXO 2). No grupo controle, para o
procedimento de gavagem, utilizou-se solugédo salina isotdnica de cloreto de sodio
0,9% (Baxter, Sao Paulo, SP, Brasil).

3.1.4 Outros materiais

Luvas de latex foram utilizadas para manipulacido diaria dos animais
(anestesia, documentacéao fotografica e procedimentos de gavagem). Para anestesia
e eutanasia dos animais foi utilizado éter etilico em campanula de vidro.

A pesagem dos animais foi feita em balanca modelo AM 500 Marte®, regulada
nos padrées do Inmetro.

A documentacdo fotografica foi realizada com camera digital Sony® modelo
Cyber-shot DSC-W1 (Sony, Tokyo, Japao), com resolu¢cdo de 5.1 megapixels. A
avaliagdo digital das areas cruentas fotografadas, correspondentes as feridas
excisionais, foi feita com auxilio do software Mirror 6.0° (Canfield Imaging Systems,
Fairfield, NJ, EUA).

O procedimento de gavagem foi feito através de sonda metalica desenhada e
desenvolvida para este fim, de acordo com o tipo e tamanho médio dos animais.
Apresentava 11,5 cm de extensao e extremidade esférica atraumatica de 1,4 mm de
didmetro. As solugbes foram dosadas em seringas de 3 ml, de acordo com o peso
dos animais.

Para realizagdo do procedimento cirurgico foi utilizado material estéril: cabo
de bisturi numero 3, tesoura de Mayo reta, tesoura de Metzembaum curva, pingca de
Adson e porta-agulha Derf, todos da marca Edlo®. Os materiais descartaveis
consistiram de laminas de bisturi nimero 15 (Solidor®), fios de nylon monofilamentar

4-0 (Shalon®) e gazes. Como medidas antissépticas, foi utilizada solucéo tépica de
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polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) e campos estéreis. Para marcacao da pele foi usada
caneta preta, de ponta fina, modelo Sharpie®.

Os espécimes ressecados para estudo histolégico foram armazenados em
solucao de formalina 10% (Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil). Os testes
tensiométricos dos corpos de prova foram realizados em equipamento
eletromecanico universal para ensaios de tracdo (DL500MF — EMIC®, Sao José dos

Pinhais, PR, Brasil), com software préprio (Tesc 2.0%), como ilustrado na FIGURA 2.

FIGURA 2 — APARELHO DE ATRACAO DL500MF — EMIC®, UTILIZADO PARA OS TESTES
TENSIOMETRICOS DE RESISTENCIA TECIDUAL DAS FERIDAS INCISIONAIS.
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3.2 METODO

3.2.1 Comisséo de Etica em Pesquisa

O projeto de pesquisa do presente estudo experimental esteve de acordo com
as normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O projeto foi apresentado, analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR, em 22 de novembro de 2006,
sob o registro CEP/SD: AN.004.SM 007-06-11 FR: animais (ANEXO 3).

3.2.2 Ambiente

Durante o experimento, os animais permaneceram em ambiente com controle
de temperatura (22 + 1°C), ruido e luminosidade (ciclos claro-escuro de 12 horas —
Cronomat®, Mallory do Brasil, S0 Paulo, SP, Brasil). As condices de higiene foram
mantidas com troca diaria das forragdes de cepilho que acumulavam dejetos.

O periodo de adaptacdo foi de 5 dias, durante o qual os ratos foram

agrupados em numero de 5 em cada gaiola e receberam agua e ragao ad libitum.
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3.2.3 Grupos

Apos o periodo de aclimatagdo, os animais foram pesados e divididos
aleatoriamente em 4 grupos de 15 ratos, conforme a medicacgéo utilizada e o dia do
sacrificio:

e Grupo MK-7d (grupo de estudo): constituido por animais que receberam
montelucaste sodico e foram sacrificados no 7° dia pds-operatoério.

e Grupo SF-7d (grupo controle): constituido por animais que receberam
solugdo salina isotonica de cloreto de sodio 0,9% e foram sacrificados no 7°
dia pos-operatorio.

e Grupo MK-14d (grupo de estudo): constituido por animais que receberam
montelucaste sédico e foram sacrificados no 14° dia pds-operatorio.

e Grupo SF-14d (grupo controle): constituido por animais que receberam
solucdo salina isotdnica de cloreto de sédio 0,9% e foram sacrificados no 14°

dia p6s-operatdrio.

3.2.4 Manipulagao

Para realizacdo da anestesia, pesagem e documentagdo fotografica, os
animais foram apreendidos pela cauda, a fim de evitar trauma e possiveis
interferéncias na cicatrizagdo das feridas cirdrgicas do dorso. Em seguida, para o
procedimento de gavagem, os ratos ainda sedados foram contidos com a mao
esquerda do pesquisador, através da regido dorsal do animal. Imobilizagdo
adequada e atraumatica foi conseguida apoiando-se o segundo e terceiro dedos do
pesquisador entre a cabeca e os membros anteriores do rato, e o primeiro e quarto

dedos entre os membros posteriores e tronco anterior.
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3.2.5 Anestesia

Para realizacdo do procedimento cirdrgico inicial, da documentagao
fotografica e do procedimento de gavagem diarios, os animais foram submetidos a
anestesia inalatéria com éter etilico. Individualmente, cada rato foi colocado em
campanula de vidro fechada, a qual continha diviséria fenestrada que isolava o
animal (superiormente) do anestésico e dejetos (inferiormente). Através da
campanula de vidro, o plano anestésico foi monitorado pelos movimentos voluntarios
e respiratérios do animal, sendo o mesmo retirado da campénula assim que
apresentasse parada dos movimentos voluntarios, preservando ainda os
movimentos ventilatorios.

Durante o procedimento cirdrgico, o plano anestésico foi mantido pela
inalacédo de algodao umedecido em éter etilico e criteriosamente monitorado pelo

cirurgiao e auxiliar.

3.2.6 Pré-operatério

Apoés ser anestesiado, o animal foi submetido a tricotomia da regido dorsal

com lamina fria.

3.2.7 Controle de peso

Os animais foram pesados antes de serem submetidos ao procedimento
cirdrgico e logo apo6s a eutanasia. O peso inicial foi usado para calcular a dose da
medicagdo em estudo. O peso final permitiu avaliar diferengas na perda de peso

entre os grupos.
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3.2.8 Marcacao da pele

Depois de anestesiado e tricotomizado, o animal foi posicionado sobre o
campo operatorio, em decubito ventral, com os quatro membros estendidos e a
cabeca alinhada ao tronco. As marcacdes da pele foram realizadas com caneta
preta e situaram-se na linha média dorsal do animal. No dorso anterior, a ferida
excisional foi demarcada utilizando-se um molde plastico de 2 cm x 2 cm (4 cm?)
mantendo a borda anterior do quadrado localizado ao nivel do &ngulo das escapulas.
No dorso posterior, com auxilio de uma régua, a ferida incisional foi marcada
longitudinalmente, medindo 5 cm de extens&o e iniciando 2 cm caudalmente a borda
posterior da ferida excisional (FIGURA 3). Em seguida, antissepsia da regiao dorsal

foi feita com PVPI topico.

FIGURA 3 — MARCAGAO CUTANEA DA FERIDA EXCISIONAL (A) E INCISIONAL (B).
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3.2.9 Procedimento cirurgico

A equipe foi composta de um unico cirurgido (o pesquisador) e um auxiliar
responsavel pelo monitoramento do plano anestésico do animal. Iniciou-se o
procedimento cirurgico pelo modelo excisional, incisando com bisturi a porgao lateral
direta do quadrado demarcado (FIGURA 4A). A disseccao do segmento de pele a
ser ressecado foi feito com tesoura de Metzembaum, em plano anatémico areolar,
em nivel suprafascial, (FIGURA 4B). As outras bordas foram seccionadas com

tesoura de Mayo reta, sempre na margem interna da marcagao (FIGURAS 4C e 4D).

FIGURA 4 — MODELO EXCISIONAL DE CICATRIZACAO CUTANEA: (A) INCISAO INICIAL COM
LAMINA DE BISTURI; (B) DISSEQQAO EM PLANO AREOLAR SUPRAFASCIAL; (C e D)
RESSECCAO DO SEGMENTO CUTANEO DEMARCADO.
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Na ferida posterior, a pele foi linearmente incisada com lamina fria (modelo
incisional) em espessura total, até o nivel da fascia muscular (FIGURAS 5A e 5B). A
sintese desta foi feita com sete pontos interrompidos de nylon 4-0, igualmente
distribuidos pela ferida (FIGURAS 5C e 5D).

FIGURA 5 — MODELO INCISIONAL DE CICATRIZAQAQ CUTANEA: (A e B) INCISAO LINEAR DA
PELE EM ESPESSURA TOTAL, ATE O PLANO DA FASCIA MUSCULAR. (C e D) SINTESE DA
FERIDA COM SETE PONTOS INTERROMPIDOS DE NYLON 4-0.
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3.2.10 Pés-operatorio

Ao fim do procedimento cirurgico, o frasco contendo anestésico inalatério foi
retirado e o rato mantido em ar ambiente até completa recuperacdo. Com o intuito de
evitar possiveis interferéncias dos outros animais ainda nado operados, como
mordeduras na area cruenta, ao término do ato operatério cada rato foi colocado em

gaiola isolada até completa recuperagao anestésica (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — ANIMAL EM GAIOLA ISOLADA NO PERIODO POS-OPERATORIO IMEDIATO.

Durante todo o periodo pés-operatério, até o dia da eutanasia, foi realizada
avaliagao clinica diaria das feridas cirurgicas, a fim de monitorar complicagdes locais

como deiscéncias, infeccbes e hematomas.
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3.2.11 Controle fotografico

Com técnica padronizada, as feridas excisionais foram fotografadas no
periodo pds-operatdrio imediato e no 1°, 3°, 5°, 7°, 10° e 14° dias pds-operatérios.
Quando anestesiados, ao apresentarem completo relaxamento muscular, os animais
foram posicionados sobre superficie plana, em decubito ventral, com os quatro
membros estendidos e a cabeca alinhada ao tronco. Nesta posicdo, a ferida
excisional foi fotografada a uma distancia padronizada, apoiando-se a camera
fotografica sobre uma régua de 15 cm (FIGURA 7). As fotos foram tiradas em
ambiente iluminado com luz fluorescente, sem flash, com dispositivo macro-

fotografico ativado.

FIGURA 7 — FOTOGRAFIA DIGITAL DA FERIDA EXCISIONAL, OBTIDA A 15 cm DA SUPERFICIE
DE APOIO. UMA REGUA GRADUADA EM MILIMETROS FOI POSICIONADA AO NIVEL DA LESAO,
CONTENDO A IDENTIFICACAO DO ANIMAL.
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3.2.12 Diluicdo da medicagao

Comprimidos de montelucaste sodico 10 mg (Singulair®) foram triturados até
atingirem a forma fisica de p6. Em seguida, a medicagao foi diluida em solugéo
salina isotbnica de cloreto de sodio 0,9% a concentracdo de 2 mg/ml. Dose
padronizada de 10 mg/kg/dia foi fornecida via sondagem orogastrica rigida aos

animais dos grupos de estudo (MK-7d e MK-14d).

3.2.13 Gavagem

A fim de administrar a solu¢do de montelucaste sédico diluido (grupos MK) e
a solucao salina isoténica de cloreto de sddio 0,9% (grupos SF), todos os animais
foram submetidos a sondagem orogastrica com sonda metalica rigida quando ainda
estavam sedados. Conforme técnica descrita, o rato foi contido com a mao esquerda
do pesquisador (FIGURA 8A), enquanto na mao direita a sonda acoplada a uma
seringa de 3 ml contendo a dose apropriada da solugéo foi introduzida até o ponto
correspondente a distancia entre a boca e o apéndice xiféide do animal (FIGURA
8B). Os volumes infundidos variaram de acordo com o peso corpéreo, de 1,4 ml a
2,06 ml, com média de 1,79 ml (DP = 0,12) e sem diferenca de volume
estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05). Apos lenta infusdo da
solugéo e retirada da sonda, a fim de diminuir o risco de regurgitagdo, o rato foi
mantido com a porgao cefalica mais elevada que a caudal até recuperar-se da

anestesia.



52

FIGURA 8 — ADMINISTRAGAO DA DROGA: (A) AAPREENSAQ DO RATO SEDADO; (B)
REALIZAGAO DE SONDAGEM OROGASTRICA COM CANULA METALICA RIGIDA.

3.2.14 Eutanasia

No 7° dia pds-operatdrio, 15 animais do grupo de estudo (MK-7d) e 15 do
grupo controle (SF-7d) foram submetidos a eutanasia por dose letal de éter etilico
inalatorio. Logo em seguida o rato foi posicionado em decubito ventral, fotografado e
devidamente marcado para resseccgao dos espécimes cirurgicos (FIGURA 9A).

Apos retirada cuidadosa dos pontos da ferida incisional, segmentos
padronizados de pele foram ressecados para o teste tensiométrico e estudo
histolégico, tendo sido desprezado 5 mm das extremidades da ferida. O corpo de
prova do teste tensiométrico consistiu de um segmento de pele de espessura total,
contendo a ferida cirurgica no centro, medindo 2 cm de largura por pelo menos 6 cm
de comprimento. Esta maior extensdo tinha por finalidade proporcionar melhor
fixagdo do tecido ao aparelho de tragédo. Para estudo histolégico, foi ressecado 2 cm

da porgéao superior da ferida incisional (pele de espessura total).
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A ferida cirargica excisional também foi totalmente ressecada. A fim de
assegurar que o tecido de granulagdo sobrejacente nao fosse alterado pela
resseccado do espécime, incluiu-se 5 mm de pele normal nas margens da leséo e
tecido muscular sob a area cruenta (FIGURAS 9B e 9C). Os dois espécimes foram
identificados e fixados em formalina 10% (FIGURA 9D).

’.’ ’
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FIGURA 9 — RESSECCAO DOS ESPECIMES APOS EUTANASIA DO ANIMAL: (A) DEMARCACAO
DOS SEGMENTOS DE PELE A SEREM RESSECADOS; (B) REGIAO DORSAL DO ANIMAL APOS
A RESSECCAO; (C) ESPECIMES CONTENDO A FERIDA EXCISIONAL (ESQUERDA), PORCAO
SUPERIOR DA FERIDA INCISIONAL PARA ESTUDO HISTOLOGICO (CENTRO) E SEGMENTO
INFERIOR DA FERIDA INCISIONAL PARA TESTE DE TRAGAO (DIREITA); (D) ESPECIMES
HISTOLOGICOS FIXADOS EM PAPEL FILTRO E ARMAZENADOS EM FORMALINA 10%.
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3.2.15 Teste tensiométrico

Para realizacdo do teste de tracdo, as extremidades de cada segmento de
pele (corpo de prova) foram fixadas na presilha superior e inferior do aparelho
tensiométrico, mantendo a cicatriz da ferida incisional entre as porg¢des fixadas
(FIGURA 10A). Todos os testes foram feitos até no maximo 2 horas apds ressecgao
dos corpos de prova. O ensaio foi comandado automaticamente pelo aparelho e a
obtengao dos resultados se fez por programa de computador especifico acoplado ao
sistema. A tragcao desenvolveu-se com velocidade de 50 mm/min, com limite de forga
de 4.500 kgf, até o colapso da linha cicatricial do corpo de prova (FIGURAS 10B e
10C). As variaveis tensdao maxima e forga maxima foram obtidas para cada corpo de
prova testado (FIGURA 10D).

5 Emic DL500MF Célla Trd 18 Extensometro: - Data 1111212005 Hos 123909

Método de Ensaio: Traglo_ Retangul|
2253353355533 Al

FIGURA 10 — TESTE TENSIOMETRICO DA FERIDA CUTANEA INCISIONAL: (A) FIXACAO DO
CORPO DE PROVA NO APARELHO; (B e C) TRACAO PROGRESSIVA, ATE RUPTURA
COMPLETA NA LINHA CICATRICIAL; (D) RESULTADOS OBTIDOS POR PROGRAMA DE
COMPUTADOR ACOPLADO AO SISTEMA.
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Tensdo maxima foi definida como a quantidade maxima de forga suportada
pelo tecido, por unidade de area de seccdo (kgf/cm?). Assim, esta variavel foi
dependente das dimensdes de tecido ressecado, as quais foram padronizadas em 2
cm para a largura e 2 mm para a espessura. Forga maxima consistiu na maior forga

suportada pelo tecido durante todo o tempo de teste (kgf).

3.2.16 Avaliacéo da contragao cicatricial

A documentacéo fotografica foi feita logo apds o procedimento cirurgico e em
diferentes tempos do pds-operatorio (p.o.): 24 h (1° p.o.), 48 h (2° p.o.), 72 h (3°
p.0.), 120 h (5° p.0.), 168 h (7°p.0.), 240 h (10° p.0.) e 336 h (14° p.0.) (FIGURA 11).
Até o 7° dia pds-operatorio, 29 animais do grupo MK e 30 do grupo SF foram
fotografados e avaliados. Apds eutanasia dos animais dos grupos MK-7d e SF-7d,
os 15 animais restantes do grupo de estudo (MK-14d) e controle (SF-14d)

continuaram sendo fotografados até o 14° dia pés-operatério.
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FIGURA 11. FERIDA EXCISIONAL CRIADA PELO ATO CIRURGICO (POI) E SUA EVOLUQAO ATE
O 14° DIA POS-OPERATORIO. OBSERVA-SE PROGRESSIVA CONTRACAO DA AREA CRUENTA
AO LONGO DE TEMPO.
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O efeito da contracdo cicatricial foi avaliado na ferida excisional através da
analise computadorizada de fotos digitais padronizadas. As fotos foram obtidas a 15
cm da superficie em que o animal sedado foi posicionado. Uma régua graduada em
milimetros foi posicionada no mesmo nivel do ferimento em estudo, sobre o dorso do
animal (transicdo cabeca-tronco) a qual continha também a identificacdo do rato
(FIGURA 12A). As imagens foram analisadas em programa computadorizado
especifico para edicdo e formatagdo de imagens (Mirror 6.0°, Canfield Imaging,
Fairfield, NJ, EUA). A fim de corrigir possiveis diferencas na distdncia camera
fotografica-ferida, bem como para padronizar uma unidade de medida universal
(mm) para as areas cruentas, cada imagem avaliada foi calibrada pelo programa
utilizando 10 mm da régua adjacente a ferida (FIGURA 12B). Em seguida, com
ferramenta especifica do software, calculou-se a area cruenta das feridas excisionais

contornando toda a transicao pele normal-tecido cicatricial (FIGURAS 12C e 12D).

700.6 mm?
99.7 mm

FIGURA 12. TECNICA DE AVALIACAO DA CONTRACAO CICATRICIAL. (A) FERIDA EXCISIONAL
CONTENDO A AREA CRUENTA A SER AVALIADA; (B) IMAGEM SENDO CALIBRADA EM
MILIMETROS, UTILIZANDO REGUA ADJACENTE A FERIDA; (C) LINHA AMARELA E AZUL
DEFININDO A TRANSICAO PELE NORMAL-TECIDO CICATRICIAL; (D) AREA CRUENTA
CALCULADA PELO SISTEMA (mm?).
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3.2.17 Analise qualitativa do colageno

Uma vez obtidos os segmentos de tecido das feridas excisionais e incisionais,
os espécimes foram mantidos em formalina 10% para posterior estudo histolégico, o
qual foi realizado no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital de Clinicas da
UFPR. O método consistiu na identificagdo e quantificacdo das fibras colagenas
maduras (tipo 1) e imaturas (tipo Ill) por técnica de microscopia éptica com luz
polarizada e andlise morfométrica computadorizada. As amostragens macroscopicas
foram padronizadas para todos os espécimes, realizando-se cortes transversais na
porcdo média da ferida incisional e excisional (FIGURA 12A). Apds desidratagao,
diafanizacao e emblocamento dos tecidos em parafina, foram realizadas microtomias
(4 ym) e subsequente coloragéo com picrosirius-red F3BA.

Analisaram-se os cortes histologicos através de microscopio optico O/ympus®
(Olympus, Tokyo, Japao) com fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas
por uma camera fotografica Sony® CCD Iris (Sony, Tokyo, Jap3o), transmitidas a
monitor colorido Triniton Sony®, congeladas e digitalizadas por meio de placas
Oculus TCX®. Finalmente, as imagens foram analisadas pelo aplicativo Image Pro-
Plus® versdo 4.5 (Midia Cibernética, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em aumento de 400
vezes, a calibragdo do sistema foi realizada pela leitura de area cicatricial
considerada normal pelo examinador. No sistema RGB (Red, Blue, Green)
considerou-se valores para as tons de vermelho e laranja (colageno maduro tipo I) e
para os tons de verde (colageno imaturo tipo Ill) (FIGURA 12B). Todas as analises
histolégicas foram realizadas no mesmo periodo, de forma aleatéria, sob as mesmas

condicdes de regulagem e calibragédo do aparelho.
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FIGURA 13. ANALISE QUALITATIVA DO COLAGENO PELA COLORAGAO DE PICROSIRIUS-RED
E TECNICA DE MICROSCOPIA COM LUZ POLARIZADA: (A) CORTES MACROSCOPICOS DOS
ESPECIMES CONTENDO A FERIDA EXCISIONAL (ESQUERDA) E INCISIONAL (DIREITA); (B)
IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS FIBRAS COLAGENAS MADURAS OU TIPO |
(VERMELHO E LARANJA) E IMATURAS OU TIPO Il (VERDE).

Na analise histolégica de cada area cicatricial, 3 campos de grande aumento
(400 vezes) foram aleatoriamente selecionados para a quantificacdo dos tipos de
colageno. A média destas 3 analises foi considerada como valor final para cada
ferida. Em cada campo analisado foi calculada a porcentagem somente das areas
ocupadas por fibras de colageno maduro (tipo 1) e imaturo (tipo Ill), desconsiderando
outras tonalidades e espacos escuros entre as fibras. Assim, a soma da

porcentagem de fibras maduras e imaturas em cada amostra totalizou 100%.

3.2.18 Analise estatistica

Todos os dados foram tabulados em planilha do programa Microsoft Office
Excef® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) (ANEXOS 4-13), obtendo-se os
valores médios (M), mediana, desvio padrdo (DP) e erro padrao (EP) para cada
variavel nos diferentes tempos estudados.

Para as variaveis quantitativas, testou-se a Gaussianidade das variaveis
comparadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para as amostras que
apresentaram distribuicdo Gaussiana com mesma variancia, utilizou-se o teste “t” de
Student. Para aquelas com distribuicdo Gaussiana com variancias diferentes, o teste
“t” aplicado foi o de Aspin-Welch. Para os dados ndao-Gaussianos, ou seja, que nao
seguiram a distribuicdo normal de probabilidade utilizou-se o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney (DAWSON e TRAPP, 2003). Em todos os testes estatisticos o

nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 PESO

O peso pré-operatério e no dia da eutanasia foi semelhante entre os grupos
de estudo e controle (p > 0,05). A perda de peso média dos animais do grupo de
estudo e controle submetidos a eutanasia no 7° dia pos-operatério foi de 16,08 g e
15,74 g, respectivamente (p = 0,588). Ja nos animais mortos no 14° dia pos-
operatorio, esses valores foram de 25,2 g para o grupo de estudo e 13,9 g para o
controle (p = 0,045) (TABELA 1).

TABELA 1 — COMPARAGAO DO PESO DOS ANIMAIS NO PRE-OPERATORIO E NO DIA
DA EUTANASIA, BEM COMO A PERDA DE PESO DURANTE ESTE PERIODO:
VALORES MEDIOS, DE ERRO PADRAO E ESTATISTICOS.

Grupos Peso pré-op. (g) Peso eutanasia (g) Perda peso (g)

M+ EP M+ EP M+ EP

MK-7d 359+5,8 340+ 6,2 18,1t4

p (MK-7d x SF-7d) 0,830* 0,942 0,588**
SF-7d 357+5,8 34154 15,7+ 1,7
MK-14d 359+7,8 334+74 252+46

p (MK-14d x SF-14d) 0,875* 0,214* 0,045**
SF-14d 360+ 6,9 346 + 6,9 13,9126

M + EP: média % erro padrao; p: comparagoes estatisticas; (*) resultado do teste estatistico ¢
de student; (**) resultado do teste estatistico de Aspin-Welch.

4.2 MORBIDADE E MORTALIDADE

Segundo avaliacdo clinica, nenhuma ferida incisional apresentou
complicacbes como deiscéncia, infeccdo ou hematoma. A maioria das feridas
excisionais mostrou-se seca e com crosta sobre a area cruenta. Por vezes, auséncia
de crosta e pequena serosidade foi observada na area cruenta.

Dos 60 animais que constituiam a universo inicial, somente um rato do grupo
de estudo (MK1a-7d) morreu. O 6bito ocorreu devido a depressao respiratoria pelo

anestésico inalatorio durante o procedimento cirurgico inicial.
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4.3 AVALIAGAO DA CONTRAGAO CICATRICIAL

A area cruenta da ferida excisional foi avaliada em diferentes tempos pos-
operatorios. A ferida criada no ato cirurgico foi bastante semelhante entre os dois
grupos (MK = 728 mm% SF = 719 mm?), ndo apresentando diferenca
significativamente estatistica entre os grupos controle e de estudo (p = 0,5314). Em
todas as avaliagbes pos-operatorias, no entanto, o grupo MK apresentou area
cruenta média maior que o grupo SF. Estas diferengcas foram estatisticamente
significativas no 5° (p = 0,032), 7° (p = 0,016) e 14° (p = 0,011) dias pds-operatorios
(GRAFICO 1).

EVOLUGAODA AREA CRUENTA NA FERIDA EXCISONAL

p=05314  p=0,0898 p = 0,0634 p =0,0323 p=0,0168 p*=0,0619 p*=0,0114
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GRAFICO 1 — EVOLUGAO DAS AREAS CRUENTAS NOS DOIS GRUPOS AO LONGO DOS DIAS
ESTUDADOS: AREA MEDIA + ERRO PADRAO (mm?®) E COMPARACOES ESTATISTICAS ENTRE
0S DOIS GRUPOS (p).

Opo: pos-operatorio imediato; 1po ao 14po: dias de pos-operatorio; p: teste estatistico t de Student; *p:
teste estatistico de Mann-Whitney.
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As taxas de contracdo cicatricial das feridas excisionais foram obtidas
subtraindo-se a area cruenta inicial (pés-operatério imediato) em cada animal, pela
area cruenta dos dias pos-operatérios subsequentes. A area contraida nos
diferentes tempos poés-operatorios em relagdo ao poés-operatério imediato foi
semelhante entre os dois grupos (GRAFICO 2). Em nenhum tempo avaliado, as
diferengas na taxa de contracdo entre o grupo de estudo e controle foram

estatisticamente significativas (p > 0,05).

AREA CONTRAIDA NA FERIDA EXCISONAL
Opo 0-1po 0-3po 0-5po 0-7po 0-10po 0-14po
0 —
75+189
100
102,9 + 15“%2,9 +13,7
200 !ﬁ 224,8 +168
191,114, H\ 306,3+17,2
300 253,915,
=
mm2 400 341,5:18 MK
500 558,9+19,7
600 5517 +27 3&121 :
0 666,4 £17,1
800 p=0,2642 | p=0,3679 | p=0,2148 | p=0,1633 | p=0,8305 | p= 0,4915

GRAFICO’ 2 — AREA CRUENTA ’CONTRAiDA’ NOS DIFERENTES TEMPOS POS-
OPERATORIOS EM RELAQ/:\Q AO POS-OPERATORIO IMEDIATO: AREA MEDIA + ERRO
PADRAO (mm?) E COMPARAGOES ESTATISTICAS ENTRE OS DOIS GRUPOS (p).

Opo: pés-operatério imediato; 0-1po ao 0-14po: periodo pds-operatério em que foi avaliada a area
contraida; p: teste estatistico t de Student.
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4.4 AVALIACAO TENSIOMETRICA

4.4.1 Tensao maxima

O valor médio e de erro padrdao da variavel “tensdo maxima” nos animais
mortos no 7° dia pds-operatorio foi de 1,53 £ 0,18 kgf/cm2 no grupo MK e 1,98 + 0,17
kgf/cm? no grupo SF, ndo apresentando diferenca significativamente estatistica (p =
0,0877). No 14° dia pds-operatério, os valores foram de 5,14 + 0,52 kgf/cm? no grupo
MK e 5,02 + 0,28 kgf/cm? no SF, também sem valor estatistico significativo (p =
0,8463). Os resultados desta avaliagdo tensiométrica estdo demonstrados no
GRAFICO 3.

a2 TENSAO MAXIMA

p*=0,8463

7po 14po

GRAFICO 3 — AVALIAGAO TENSIOMETRICA, VARIAVEL TENSAO MAXIMA, NO GRUPO DE
ESTUDO (MK) E CONTROLE (SF), NO 7° E 14° DIAS POS-OPERATORIOS: VALORES
MEDIOS + ERRO PADRAO (kgf/cm?) E VALORES ESTATISTICOS (p).

p: teste estatistico t de Student; p*: teste estatistico t de Aspin-Welch.
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4.4.2 Forgca maxima

Quanto a variavel “forga maxima”, os valores médios e de erro padrdao no 7°
dia pos-operatério foram 0,61 £ 0,07 kgf no grupo MK e 0,79 + 0,06 kgf no grupo SF,
sem diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos (p = 0,09). No 14°
dia pds-operatorio, os valores foram 2,05 + 0,2 kgf no grupo MK e 2,01 + 0,11 kgf no
SF, também sem valor estatistico significativo (p = 0,8455). O GRAFICO 4 ilustra

estes resultados obtidos.

ot FORCA MAXIMA

25

p* = 0,8455

1,5

1 p.=0,0900

0 .

7po 14po

MK

GRAFICO 4 — AVALIACAO TENSIOMETRICA, VARIAVEL FORCA MAXIMA, NO GRUPO DE
ESTUDO (MK) E CONTROLE (SF), NO 7° E 14° DIAS POS-OPERATORIOS: VALORES
MEDIOS + ERRO PADRAO (kgf) E VALORES ESTATISTICOS (p).

p: teste estatistico t de Student; p*: teste estatistico t de Aspin-Welch.
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4.5 ANALISE QUALITATIVA DO COLAGENO

4.5.1 Ferida incisional

A densitometria das fibras colagenas na ferida incisional foi realizada em dois
tempos pos-operatédrios. No 7° dia, o grupo MK apresentou média de 40,8 + 4,68%
de fibras colagenas imaturas e 59,2 + 4,68% de fibras maduras, enquanto no grupo
SF estes valores foram de 38,5 + 7,83% e 61,5 £ 7,83%, respectivamente. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos (p = 0,8041)
(GRAFICO 5).

DENSTOMETRIA DO COLAGENO
(Feridalndsional - 7po)

| | | | |
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GRAFIQO 5 — DENSITOMETRIA DAS FIBRAS COLAGENAS NA FERIDA INCISIONAL, NO 7°
DIA POS-OPERATORIO: VALORES MEDIOS + ERRO PADRAO (%) E VALOR ESTATISTICO

(p)-

p: teste estatistico t de Student.
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No 14° dia pdés-operatorio, a avaliagdo da densidade das fibras colagenas no
grupo MK evidenciou média de 55,2 + 6,17% de fibras imaturas e 44,8 + 6,17% de
fibras maduras, enquanto no grupo SF estes valores foram de 35,2 + 6,9% e 64,8
6,9%, respectivamente. A diferenga entre os dois grupos na maturagdo das fibras
colagenas foi estatisticamente significativa (p = 0,0394) (GRAFICO 6).

DENSITOMETRIA DO COLAGENO
(FeridalIncisional - 14po)
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GRAFICO 6 — DENSITOMETRIA DAS FIBRAS COLAGENAS NA FERIDA INCISIONAL, NO 14°
DIA POS-OPERATORIO: VALORES MEDIOS + ERRO PADRAO (%) E VALOR ESTATISTICO

(p)-

p: teste estatistico t de Student.
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4.5.2 Ferida excisional

A densitometria das fibras colagenas na area cruenta também foi realizada
em dois tempos pds-operatdrios. No 7° dia, o grupo MK apresentou média de 59,9 +
6,88% de fibras imaturas e 40,1 £+ 6,88% de fibras maduras, enquanto no grupo SF
estes valores foram de 38,8 £ 8,02% e 61,2 + 8,02%, respectivamente. O valor
estatistico foi marginalmente significante para as diferencas de maturagcéo entre os
dois grupos (p = 0,0607) (GRAFICO 7).

DENSTOMETRIA DO COLAGENO
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GRAFICO 7 — DENSITOMETRIA DAS FIBRAS COLAGENAS NA FERIDA EXCISIONAL, NO 7°
DIA POS-OPERATORIO: VALORES MEDIOS + ERRO PADRAO (%) E VALOR ESTATISTICO
().

p: teste estatistico t de Student.
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No 14° dia pdés-operatorio, a avaliagdo da densidade das fibras colagenas no

grupo MK evidenciou média de 74 + 5,66% de fibras imaturas e 26 + 5,66% de fibras

maduras, enquanto no grupo SF estes valores foram de 31,7 £ 7,76% e 68,3 +

7,76%, respectivamente. A diferenga entre os dois grupos na maturacao das fibras

colagenas foi estatisticamente significativa (p = 0,0001) (GRAFICO 8).

MK
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GRAFICO 8 — DENSITOMETRIA DAS FIBRAS COLAGENAS NA FERIDA EXCISIONAL, NO 14°
DIA POS-OPERATORIO: VALORES MEDIOS + ERRO PADRAO (%) E VALOR ESTATISTICO

(p)-

p: teste estatistico t de Student.
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5 DISCUSSAO

As bridas ou contraturas cutidneas tém representado grande desafio para
cirurgides e pacientes. Algumas medidas preventivas como fisioterapia e
compressao mecanica ajudam, embora de forma discreta, na prevencao e melhora
das contraturas cutaneas. O tratamento cirurgico, no entanto, através de enxertos e
retalhos cutaneos, permanece ainda como a melhor opgcao para esta deformidade
(SCHWARZ, 2007). Tendo em vista as propriedades antiinflamatérias e de inibigao
do fendmeno de contracdo recentemente evidenciados com o uso dos ARLT, a
possibilidade de prevengdo e tratamento clinico também para as bridas ou
contraturas cutaneas surge como uma hipotese a ser pesquisada.

No presente estudo, investigou-se a interferéncia do ARLT montelucaste no
processo de contracdao e cicatrizagdo cutdnea em ratos. Tendo em vista a
comprovada eficacia e biodisponibilidade desta droga quando utilizada em dose
unica diaria por via oral (JONES et al, 1995; MARKHAM e FAULDS, 1998;
SINGULAIR, 2007), realizou-se diluicao da apresentagao comercialmente disponivel
(Singulair®, comprimidos de 10 mg) e administracdo Unica diaria através de
sondagem orogastrica, sob sedacgdo inalatoria. Este método garantiu completa
administracédo da dose diaria calculada para cada animal. Revisando a literatura,
observou-se grande variagdo posologica da droga em diferentes estudos
experimentais, tanto em relagéo a via de administragdo, quanto a dosagem utilizada.
No presente estudo, utilizou-se uma das posologias mais frequentemente
encontradas nas publicacées (SENER et al., 2005b; SENER et al., 2005¢c; ROCHA et
al., 2004; CHEN et al., 2003; HOLMA et al., 2001), incluindo a utilizada em modelos
de intervengao cutanea (KABASAKAL et al., 2005; SENER et al., 2005a).

Embora os modelos experimentais de cicatrizagdo cutdnea mais
freqientemente utilizados sejam o incisional e o excisional isolados (DOSETT-
MARTIN, 2004) optou-se pelo modelo misto, a fim de melhor avaliar, em um unico
animal, os efeitos da droga no fenbmeno de contragdo (ferida excisional) e
resisténcia cicatricial (ferida incisional). O modelo excisional esteve de acordo com a
maioria dos estudos reportados na literatura. A ferida de espessura total permitiu
avaliar o fendbmeno de contragdo com maior intensidade, visto que em modelos de

espessura parcial a reepitelizagdo assume maior importancia que a contragédo no
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fechamento da ferida (DAVIDSON, 1998; MOGFORD e MUSTOE, 2001; DOSETT-
MARTIN, 2004). Montandon, D’Anociran e Gabbiani (1977) recomendaram que os
modelos excisionais tivessem forma quadrada, de pelo menos 2 cm x 2 cm, visto
que, segundo o autor, modelos excisionais circulares apresentavam menor taxa de
contragdo. No presente estudo, a ferida excisional com estas dimensdes criou area
cruenta média de 728 + 11,67 mm? no grupo MK e 719 + 9,87 mm? no grupo SF,
sem valor estatisticamente significativo para esta diferenga. Com este modelo,
observou-se nitida e progressiva taxa de contragdo da ferida excisional em todos os
tempos avaliados, sem apresentar fechamento completo da area cruenta ao final do
estudo (14° dia pos-operatério). Assim, tendo em vista algumas propriedades
peculiares da pele dos ratos que, supostamente aumentariam a taxa de contragao —
animais de “pele frouxa” — (MOGFORD e MUSTOE, 2001) associado as
caracteristicas do desenho excisional realizado neste estudo, potencializou-se o
fendbmeno de contracdo cicatricial, aumentando a sensibilidade a possiveis
diferengas na taxa de contragao entre os grupos.

Apesar de adequado para analise do processo de contragao cicatricial, o
modelo excisional ndo é ideal para avaliagdo do ganho de resisténcia mecanica pela
ferida, principalmente em modelos experimentais agudos (DAVIDSON, 2001). Em
vista disso, associou-se também uma ferida incisional na porcdo mais caudal do
dorso do rato, descontinua com a area cruenta anterior, a qual foi fechada
primariamente. Este modelo misto de cicatrizagdo cutanea (excisional e incisional),
apesar de pouco utilizado na literatura (DORSETT-MARTIN, 2004), mostrou-se
bastante versatii e eficaz para avaliar os diferentes pardmetros cicatriciais
estudados. Ele permitiu utilizar o modelo mais adequado para cada parametro
analisado. O modelo excisional foi utilizado para avaliar o fenbmeno de contragéo
cicatricial, o modelo incisional permitiu a analise tensiométrica e ambos os modelos
puderam ser usados no estudo histolégico do colageno. Se comparado aos modelos
de feridas cutaneas isoladas, a escolha do modelo misto também permitiu diminuir o
numero de animais utilizados no experimento, sem, contudo, reduzir ou limitar o
numero de parametros cicatriciais estudados.

Quanto aos testes utilizados neste estudo para se calcular a taxa de
contracao das feridas, determinar a resisténcia ténsil da cicatriz e quantificar a
maturacdo do colageno, procurou-se utilizar métodos precisos, objetivos e

quantitativos de avaliagdo, limitando ao maximo o julgamento subjetivo do
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pesquisador ou examinador. Para quantificacdo da area cruenta da ferida excisional
e, por conseguinte, do fenbmeno de contragao cicatricial, ao invés da transferéncia
manual em papéis semi-transparentes e calculo da area por meio de tabelas
planimétricas (DAVIDSON, 2001), utilizou-se método fotografico-computadorizado.
As fotos digitais das feridas foram realizadas a distancia-padrdo em todos os
animais, nos diversos dias avaliados. Ainda, a fim de corrigir pequenas diferencas de
distancia camera-objeto, todas as imagens continham uma régua graduada em
milimetros ao nivel da ferida. As areas cruentas foram entdo medidas em
computador, através de programa especifico para este fim, com alto grau de
precisao.

O resultado encontrado na primeira semana evidenciou area cruenta média
progressivamente maior no grupo MK em relacdo ao SF, com diferencga
estatisticamente significativa no 5° e 7° dias pds-operatérios. Na segunda semana,
esta diferenga entre os grupos diminuiu, porém ainda se manteve maior no grupo
MK, apresentando diferenca estatisticamente significativa no 14° dia pés-operatério.
A taxa de contragdo das feridas, entretanto, nao apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos quando se comparou a redugao da
area cruenta nos diversos dias pdés-operatérios com a area cruenta inicial. Com isso,
apesar da area cruenta média mostrar-se estatisticamente maior no grupo MK em
relacdo ao SF em varios tempos pés-operatérios, ndo foi encontrada diferenga na
taxa de contragéo das feridas entre os dois grupos.

A acgdo dos ARLT no fenébmeno de contragéo cicatricial foi sugerida apés
observacgoes clinicas de melhora na contratura capsular de implantes mamarios de
silicone (SCHLESINGER et al., 2002; GRYSKIEWICZ, 2003; REID, GREVE e
CASAS, 2005; SCUDERI et al., 2006). Corroborando com estes relatos clincos,
Bastos et al. (2005 e 2007) realizaram estudo experimental avaliando a agao do
ARLT zafirlucaste na contragcéo capsular de mini-préteses de silicone implantadas no
subcutaneo de ratas. Noventa dias apds a implantagdo, evidenciou-se redugao
significativa na pressao interna das proteses texturizadas no grupo que recebeu o
ARLT, sugerindo efeito inibitério desta droga na contratura capsular deste tipo de
implante. Assim, confrontando os resultados do presente trabalho com os achados
clinicos e o estudo experimental que evidenciaram diminuicdo da contratura capsular
com o uso de ARLT, observa-se que o efeito inibitério destas drogas no fenbmeno

de contragdo provavelmente seja influenciado pela presenga do corpo estranho, o
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implante de silicone. De forma semelhante, a eficacia dos ARLT no controle de
processos alérgico-inflamatoérios nas vias aéreas, como asma e rinite alérgica, esta
relacionada a inibicdo do processo inflamatério gerada em resposta aos fatores
estimulantes ou alergénicos utilizados (LEICK-MALDONADO, 2004; SAITO, 2004).
No presente experimento, o processo de contracao cicatricial nas feridas excisionais
se fez de forma esponténea, ou seja, nenhum estimulo externo como substancias
alergénicas foi aplicado nas areas cruentas, bem como nenhum material aloplastico
foi implantado nas feridas estudadas. Estas evidéncias reforcam a hipétese de que o
mecanismo de agdo dos ARLT na inibicdo do fendmeno de contragdo seja
intermediado por fatores estimulantes da resposta inflamatéria, ndo mostrando
atividade inibitéria no processo de contragao cicatricial espontanea.

Quanto ao tipo de teste realizado para avaliar a resisténcia mecanica das
cicatrizes, o método tensiométrico, freqientemente descrito na literatura (GOTTRUP,
AGREN e KARLSMARK, 2000; DOSETT-MARTIN, 2004) foi utilizado no 7° e 14°
dias pos-operatérios. Apesar da menor quantidade de fibras colagenas maduras
presentes nas feridas incisionais dos grupos de estudo, nenhuma variavel do teste
de resisténcia a tracdo mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos de estudo e controle.

A analise qualitativa do colageno pela coloragao de picrosirius-red e método
de densitometria sob luz polarizada, devido as caracteristicas proprias da técnica,
também minimizou a interferéncia do examinador na avaliacdo das |aminas
histologicas. O patologista identificou, de forma padronizada, o campo histolégico a
ser analisado. Em seguida, com auxilio de programa especifico de computador, a
maturacdo do colageno cicatricial foi quantificada quanto a porcentagem de fibras
maduras (tipo |) e imaturas (tipo Ill). A avaliagdo das feridas incisional e excisional
nado evidenciou diferenga significativamente estatistica quanto ao grau de
diferenciagdo colagena no 7° dia pds-operatério. No 14° dia, contudo, o grau de
maturagcdo das fibras colagenas foi significativamente menor no grupo MK em
relacdo ao SF, em ambos os modelos de ferida cutanea. Isto sugere que as
propriedades antiinflamatérias do ARLT montelucaste exercem significativo efeito
inibitério no processo de maturacdo colagena. Estes efeitos parecem ser
progressivos, haja vista a maior diferenga encontrada no grupo submetido a
eutanasia mais tardiamente. Além disso, as diferencas na maturagdo colagena

encontrada no 7° e 14° dias pds-operatérios foram maiores na ferida excisional,
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provavelmente devido ao processo cicatricial mais intenso nas areas cruentas sob
cicatrizacao espontanea, em relagdo as feridas incisas fechadas primariamente.
Bastos et al. (2007), dentre outros parametros analisados no seu estudo com mini-
implantes de silicone em ratas, realizaram avaliacdo histologica das capsulas
fibrosas das proteses implantadas. Utilizando coloragdo de hematoxilina-eosina e
picrosirius-red, os autores evidenciaram capsulas fibrosas mais finas e com menor
densidade colagena em torno das proteses texturizadas implantadas nos grupos que
receberam o ARLT.

Por conseguinte, os efeitos dos ARLT no processo de contracédo e
cicatrizacdo, de forma geral, permanecem indefinidos, porém encorajadores e
estimuladores para novas pesquisas. Os dados do presente estudo sugerem efeito
inibitério do montelucaste no processo de maturagédo colagena em feridas cutaneas
de ratos. Embora valores pouco significativos tenham sido encontrados na reducgéao
da resisténcia ténsil e no processo de contragdo cicatricial, outros estudos nesta
linha devem ser desenvolvidos, a fim de se comprovar os reais efeitos desta nova
classe de drogas antiinflamatoérias na cicatrizacao cutanea. Perspectivas futuras
apontam para possivel aplicagao clinica dos ARLT na prevencéo e tratamento de
processos cicatriciais exacerbados ou desregulados, como as contraturas cicatriciais
cutaneas, contribuindo ou mesmo substituindo outras formas terapéuticas

atualmente disponiveis, muitas das quais pouco eficazes, dolorosas e de maior risco.
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6 CONCLUSOES

O modelo experimental misto de cicatrizagdo cutanea em ratos é bastante
factivel e permite adequada avaliagdo de diferentes parametros cicatriciais em uma
Unica amostra de animais.

O presente estudo evidenciou que o ARLT montelucaste nao altera a taxa de
contracdo cicatricial espontanea em feridas cutaneas excisionais de ratos.

O montelucaste também n&o reduz de forma significativa a resisténcia ténsil
de feridas cuténeas incisionais nos ratos.

Todavia, o montelucaste apresenta significativo e progressivo efeito inibitorio
no processo de maturagdo das fibras colagenas cicatriciais em modelos de ferida

cutanea incisional e, principalmente, excisional de ratos.
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ANEXOS

ANEXO 1 — COMPOSICAO BASICA DA RACAO BALANCEADA FORNECIDA AOS RATOS
(NUVILAB CR1®)

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, cloreto de
sodio, premix mineral vitaminico, aminoacidos (DL-metionina e lisina).

Umidade (maximo): 12,5%

Proteina bruta (minimo): 22%

Calcio (maximo): 1,4%

Fosforo (minimo): 0,8%

Estrato etéreo (minimo): 4%

Material mineral (maximo): 10%

Matéria fibrosa (maximo): 8%

Vitaminas: A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido félico, biotina, colina.
Microelementos: ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio, cobalto.

FONTE: Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil

ANEXO 2 — COMPONENTES ATIVOS E INATIVOS DO MEDICAMENTO COMERCIAL SINGULAIR®

INGREDIENTES ATIVOS:
Montelucaste sodico 10,4 mg (equivalente molar a 10,0 mg do acido livre)
INGREDIENTES INATIVOS:
Celulose microcristalina
Lactose monoidratada
Croscarmelose sédica
Hidroxipropilcelulose
Estearato de magnésio
Revestimento:
Hidroxipropilmetilcelulose
Hiroxipropilcelulose

Dioxido de titanio

Oxido vermelho de ferro
Oxido amarelo de ferro

Cera de carnalba

FONTE: SINGULAIR (2007)




ANEXO 3 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO SETOR DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UFPR.

Ministério da Educagéao
Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias da Satde

TNVERSIGADE FEDERALDOPARANA (% o i48 e Etlca em PequIsa

Curitiba, 23 de novembro de 2007.

llmo (a) Sr. (a)
André Ricardo Dall’Oglio Tolazzi
Nesta

Prezado(a) Senhor(a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito do inibidor
de leucotrieno montelucaste na cicatrizagdo cutanea em ratos: avaliagdo
tensiométrica, da contragio cicatricial e da deposigado de colageno” obedece os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, estabelecidos e aprovados em
documento orientados, expedido pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal
(COBEA) e a Resolugdo CNS 196/96, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR em reunido realizada no dia 01
de novembro de 2006 e apresentou pendéncias. Documentos analisados, depois de
atendidas as pendéncias, e projeto aprovado em 22 de novembro de 2006.

Registro CEP/SD: AN.004.SM 007-06-11 FR: animais

Prof®. Dr". Liliana Maria Labronici
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquusa do Setor de ClenCIas da Saude

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gloria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO 4 — DADOS DOS ANIMAIS DOS GRUPOS DE ESTUDO (MK-7d e MK-14d).

RATO Peso pré-op.(g) Volume MK (ml) Peso pos-op.(g) Perda de peso (g)

MK1a-7d oObito Obito Obito Obito
MK1b-7d 330 1,65 305 -25
MK1c-7d 358 1,79 354 -4
MK1d-7d 370 1,85 377 7
MK1e-7d 328 1,64 318 -10
MK3a-7d 342 1,71 338 -4
MK3b-7d 342 1,71 322 -20
MK3c-7d 390 1,95 377 -13
MK3d-7d 338 1,69 328 -10
MK3e-7d 389 1,94 364 -25
MK5a-7d 346 1,73 327 -19
MK5b-7d 363 1,81 345 -18
MK5c-7d 372 1,86 316 -56
MK5d-7d 368 1,84 336 -32
MK5e-7d 390 1,95 365 -25
MK2a-14d 329 1,64 325 -4
MK2b-14d 413 2,06 394 -19
MK2c-14d 362 1,81 328 -34
MK2d-14d 280 1,4 275 -5
MK2e-14d 351 1,75 346 -5
MK4a-14d 361 1,8 352 -9
MK4b-14d 350 1,75 337 -13
MK4c-14d 348 1,74 330 -18
MK4d-14d 375 1,87 361 -14
MK4e-14d 394 1,97 370 -24
MK6a-14d 373 1,86 323 -50
MK6b-14d 362 1,81 311 -51
MK6c-14d 384 1,92 333 -51
MK6d-14d 360 1,8 325 -35
MK6e-14d 345 1,72 299 -46

Volume MK: volume da solugdo da droga em estudo (montelucaste sédico 2 mg/ml) administrada na
concentragao de 10 mg/kg/dia via orogastrica.
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ANEXO 5 — DADOS DOS ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE (SF-7d e SF-14d).

RATO Peso pré-op.(g) Volume SF (ml) Peso poés-op.(g) Perda de peso (g)

SF7a-7d 373 1,86 355 -18
SF7b-7d 385 1,92 378 -7
SF7c-7d 323 1,61 315 -8
SF7d-7d 346 1,73 342 -4
SF7e-7d 341 1,7 330 -11
SF9a-7d 370 1,85 355 -15
SF9b-7d 379 1,89 352 -27
SF9c-7d 325 1,62 310 -15
SF9d-7d 386 1,93 365 -21
SF9e-7d 347 1,73 333 -14
SF11a-7d 321 1,6 302 -19
SF11b-7d 380 1,9 356 -24
SF11c-7d 359 1,79 346 -13
SF11d-7d 352 1,76 334 -18
SF11e-7d 371 1,85 349 -22
SF8a-14d 362 1,81 359 -3
SF8b-14d 389 1,94 357 -32
SF8c-14d 385 1,92 367 -18
SF8d-14d 333 1,66 321 -12
SF8e-14d 394 1,97 397 3
SF10a-14d 345 1,72 338 -7
SF10b-14d 370 1,85 345 -25
SF10c-14d 381 1,9 351 -30
SF10d-14d 325 1,62 315 -10
SF10e-14d 371 1,85 352 -19
SF12a-14d 360 1,8 353 -7
SF12b-14d 355 1,77 344 -11
SF12c-14d 350 1,75 329 -21
SF12d-14d 300 1,5 290 -10
SF12e-14d 392 1,96 385 -7

Volume SF: volume correspondente da solugdo placebo (cloreto de sédio 0,9%) administrada via
orogastrica.
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ANEXO 6 — AREA CRUENTA MEDIA (mm?) DA FERIDA EXCISIONAL DE CADA ANIMAL DO
GRUPO DE ESTUDO, NOS DIFERENTES TEMPOS POS-OPERATORIOS.

Area Area Area Area Area Area Area
RATO po-0 po-1 po-3 po-5 po-7 po-10 po-14
(mmz) (mmz) (mmz) (mmz) (mmz) (mmz) (mmz)
MK1a-7d Obito Obito Obito Obito Obito Obito Obito
MK1b-7d 728,6 71,7 596,5 519,4 432,4 -- -
MK1c-7d 695,4 614,2 599,5 533 446,5 -- --
MK1d-7d 626,6 677 586,3 576,7 465,1 -- --
MK1e-7d 693 562,1 568,5 521,5 372,3 -- --
MK2a-14d 703,9 535,1 4721 442,3 403,6 216,7 98,9
MK2b-14d 844,5 694,7 611,6 567,4 405,7 200,5 67,4
MK2c-14d 711,3 644,9 527,8 455,5 360,5 141,1 56,7
MK2d-14d 750,5 535,3 501,3 421,1 347,8 113,9 41
MK2e-14d 697,3 601,4 591,4 527,4 459,5 227,2 99,3
MK3a-7d 722,8 607,7 4941 410,7 365,2 -- --
MK3b-7d 689,7 633,1 556,7 498,4 482,4 -- -
MK3c-7d 622,4 668,8 553,1 461,2 4177 -- --
MK3d-7d 821,2 632,7 557,5 439,2 373,8 -- -
MK3e-7d 773 584,1 517,6 382,4 361,2 -- --
MK4a-14d 827,8 626,6 534,4 501,5 423,3 157,1 73,6
MK4b-14d 777,3 761 527,5 519,2 375,7 146 56,2
MK4c-14d 666,5 758,2 594,3 568 467,2 239,5 75,5
MK4d-14d 718,6 729 541,5 503,2 377,5 140,9 53,5
MK4e-14d 818,8 705,5 578,5 510,4 505,5 194,6 57,1

MK5a-7d 808,6 749,1 602,2 580,7 426,6 -- --
MK5b-7d 748,4 535,2 524,3 427,3 336,1 -- -

MK5c-7d 780,1 727 582,8 613,9 474 -- -
MK5&d-7d 640,6 552,5 502,9 433,2 357 -- --
MK5e-7d 662,4 740,3 563,9 595,9 582,6 -- -
MK6a-14d 798,1 662,9 596,7 509,4 451,2 182 96,8
MK6b-14d 678 595,4 504,6 474,9 406 189,8 87,2
MK6c-14d 749,6 649,4 587,7 576,7 529,5 250,7 112,1
MK6d-14d 658,5 524,1 430,4 380,8 303,8 118,1 47,5
MK6e-14d 719,2 937,5 712,6 661 539,4 217 99,8

po-0: pos-operatorio imediato; po-1 ao po-14: 1° ao 14° dia pds-operatorio.
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ANEXO 7 — AREA CRUENTA MEDIA (mm?) DA FERIDA EXCISIONAL DE CADA ANIMAL DO

GRUPO CONTROLE, NOS DIFERENTES TEMPOS POS-OPERATORIOS.

Area Area Area Area Area Area Area
RATO po-0 po-1 po-3 po-5 po-7 po-10 po-14
(mmz) (mmz) (mmz) (mmz) (mmz) (mmz) (mmz)
SF7a-7d | 771,7 590,4 527,1 476,8 330,9 -- --
SF7b-7d 798 624,5 480,8 392,4 284,6 - --
SF7c-7d 720,3 543 515,4 513,8 371,5 - -
SF7d-7d 695,6 589,2 471,3 417,7 302,3 - --
SF7e-7d 849,3 684 549,1 498,2 4071 -- --
SF8a-14d 763,5 687,8 520,9 373,1 340,1 123,5 32,4
SF8b-14d 692,6 719,8 594,6 476,9 378,9 148,9 441
SF8c-14d 718 664,1 560,3 435,2 340 121,7 20,2
SF8d-14d 774 632,9 4551 437,3 275,6 117,7 25,1
SF8e-14d 686,8 632,5 543,7 442,6 349,8 93,5 29,4
SF9a-7d 7141 594,7 576,4 519,1 482,9 -- --
SF9b-7d 670,3 779,9 605,6 548,7 525,4 - --
SF9c-7d 661,4 590,7 549,7 479,2 4597 -- --
SF9d-7d 711,5 702,3 584,3 489,3 463,2 -- --
SF9e-7d 733,2 573,2 556,2 477,5 408,7 -- --
SF10a-14d 687,5 517,1 425,1 461,1 348,9 1247 40,5
SF10b-14d 705,1 681,7 597,1 593,2 491,9 409,3 211
SF10c-14d 814,6 650,5 592,7 532,5 464,9 424.8 328,2
SF10d-14d 641 548,5 509,1 489,4 390,6 160 44,6
SF10e-14d 777,4 561 480,7 465,1 333,7 163,7 59,2
SF11a-7d 649 525,2 453,5 349,5 271,4 -- --
SF11b-7d 658,9 614,6 537,3 455,6 342,9 -- --
SF11c-7d 711,6 657 540,2 427.,5 404 -- --
SF11d-7d 686,8 625 588,3 539,9 429 -- --
SF11e-7d 769,4 670,8 577,7 448,8 399,9 -- --
SF12a-14d 668,7 617,2 517,3 473,7 368,9 123,4 39,1
SF12b-14d 712,7 577,1 499,2 450,4 388 153,8 66,3
SF12c-14d 780,9 590,6 536,3 470,3 299,3 100,6 30,5
SF12d-14d 715,6 379,3 341,3 270,8 222,8 66,3 22
SF12e-14d 633,8 661,1 553,7 549,1 4511 164,5 69,2

po-0: pés-operatério imediato; po-1 ao po-14: 1° ao 14° dia pos-operatorio.
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ANEXO 8 — DADOS DA ANALISE TENSIOMETRICA REALIZADA NOS ANIMAIS DOS GRUPOS DE
ESTUDO (MK-7d e MK-14d).

RATO TENSAO MAXIMA (kgficm?)  FORGA MAXIMA (kgf)

MK1a-7d Obito oObito
MK1b-7d 1,9978 0,8

MK1c-7d 1,4335 0,57
MK1d-7d 0,7887 0,32
MK1e-7d 1,4661 0,59
MK3a-7d 1,9278 0,77
MK3b-7d 1,2097 0,48
MK3c-7d 2,4226 0,97
MK3d-7d 1,7692 0,71
MK3e-7d 2,9685 1,19
MKb5a-7d 0,7338 0,29
MK5b-7d 1,0033 0,4

MK5c-7d 1,4938 0,6

MK5d-7d 1,8387 0,74
MK5e-7d 0,497 0,2

MK2a-14d 6,1071 2,44
MK2b-14d 11,2924 4,52
MK2c-14d 3,8642 1,55
MK2d-14d 4,5253 1,81
MK2e-14d 4,521 1,81
MK4a-14d 4,5764 1,83
MK4b-14d 3,6426 1,46
MK4c-14d 4,7388 1,9

MK4d-14d 7,4569 2,98
MK4e-14d 5,9273 2,37
MK6a-14d 4,4742 1,79
MK6b-14d 4,8539 1,94
MK6c-14d 4,0859 1,63
MK6d-14d 3,8843 1,55

MK6e-14d 3,1483 1,26
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ANEXO 9 — DADOS DA ANALISE TENSIOMETRICA REALIZADA NOS ANIMAIS DOS GRUPOS
CONTROLE (SF-7d e SF-14d).

RATO TENSAO MAXIMA (kgficm?)  FORGA MAXIMA (kgf)

SF7a-7d 0,9957 0.4
SF7b-7d 1,6937 0,68
SF7c-7d 1,9278 0,77
SF7d-7d 1,9593 0,78
SF7e-7d 2,0869 0,83
SF9a-7d 2,9066 1,16
SF9b-7d 3,5937 1,44
SF9c-7d 2,3536 0,94
SF9d-7d 1,7746 0,71
SF9e-7d 1,2863 0,51
SF11a-7d 1,7464 0,7
SF11b-7d 1,1619 0,46
SF11c-7d 2,6182 1,05
SF11d-7d 1,8143 0,73
SF11e-7d 1,8642 0,75
SF8a-14d 6,1913 2,48
SF8b-14d 3,3053 1,32
SF8c-14d 4,6861 1,87
SF8d-14d 6,7741 2,71
SF8e-14d 6,3238 2,53
SF10a-14d 5,7578 2,3
SF10b-14d 3,8675 1,55
SF10c-14d 4,4895 1,8
SF10d-14d 3,9213 1,57
SF10e-14d 6,0848 2,43
SF12a-14d 5,4303 217
SF12b-14d 4,817 1,93
SF12c-14d 5,4123 2,16
SF12d-14d 3,471 1,39

SF12e-14d 4,8257 1,93
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ANEXO 10 — DADOS DA ANALISE QUALITATIVA DO COLAGENO NA FERIDA INCISIONAL DOS
ANIMAIS DOS GRUPOS DE ESTUDO (MK-7d e MK-14d).

RATO COLAGENO IMATURO (%) COLAGENO MADURO (%)

MK1a-7d obito obito
MK1b-7d 44,2 55,79
MK1c-7d 21,4 78,59
MK1d-7d 33,83 66,16
MK1e-7d 0 100

MK3a-7d 36,82 63,17
MK3b-7d 60 40

MK3c-7d 35,67 64,32
MK3d-7d 40,14 59,85
MK3e-7d 56,27 43,72
MK5a-7d 53,38 46,61
MK5b-7d 28,68 71,31
MK5c-7d 60,11 39,88
MK5d-7d 36,09 63,9
MK5e-7d 64,24 35,75
MK2a-14d 76,86 23,13
MK2b-14d 46,11 53,88
MK2c-14d 42,87 57,12
MK2d-14d 12,53 87,46
MK2e-14d 54,92 45,07
MK4a-14d 90,82 9,17
MK4b-14d 71,21 28,78
MK4c-14d 86,35 13,64
MK4d-14d 27,96 72,03
MK4e-14d 54,27 45,72
MK6a-14d 54,82 45,17
MK6b-14d 21,55 78,44
MK6c-14d 66,4 33,59
MK6d-14d 38,72 61,27

MK6e-14d 82,04 17,95
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ANEXO 11 — DADOS DA ANALISE QUALITATIVA DO COLAGENO NA FERIDA INCISIONAL DOS
ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE (SF-7d e SF-14d).

RATO COLAGENO IMATURO (%) COLAGENO MADURO (%)

SF7a-7d 36,03 63,96
SF7b-7d 91,29 8,7
SF7c-7d 47,51 52,48
SF7d-7d 8,63 91,36
SF7e-7d 5,35 94,64
SF9a-7d 11,49 88,5
SF9b-7d 44 56
SF9c-7d 12,16 87,83
SF9d-7d 11,77 88,22
SF9e-7d 4,84 95,15
SF11a-7d 96,56 3,43
SF11b-7d 37,79 62,2
SF11c-7d 70,77 29,22
SF11d-7d 55,48 44,51
SF11e-7d 43,01 56,98
SF8a-14d 2 97,99
SF8b-14d 48,66 51,33
SF8c-14d 12,96 87,03
SF8d-14d 5,21 94,78
SF8e-14d 49,73 50,26
SF10a-14d 15,94 84,05
SF10b-14d 59,88 40,11
SF10c-14d 7,27 92,72
SF10d-14d 26,49 73,5
SF10e-14d 17,9 82,09
SF12a-14d 75,65 24,34
SF12b-14d 72,25 27,74
SF12c-14d 50,69 49,3
SF12d-14d 12,5 87,49

SF12e-14d 70,09 29,9
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ANEXO 12 — DADOS DA ANALISE QUALITATIVA DO COLAGENO NA FERIDA EXCISIONAL DOS
ANIMAIS DOS GRUPOS DE ESTUDO (MK-7d e MK-14d).

RATO COLAGENO IMATURO (%) COLAGENO MADURO (%)

MK1a-7d Obito Obito
MK1b-7d 86,73 13,26
MK1c-7d 63,48 36,51
MK1d-7d 19,42 80,57
MK1e-7d 41,33 58,66
MK3a-7d 88,4 11,59
MK3b-7d 36,96 63,03
MK3c-7d 80,93 19,07
MK3d-7d 38,72 61,27
MK3e-7d 85,3 14,69
MK5a-7d 33,1 66,89
MK5b-7d 62,92 37,07
MK5c-7d 91,16 8,83
MK5d-7d 50,25 49,74
MK5e-7d 86,73 13,26
MK2a-14d 31,05 68,94
MK2b-14d 100 0

MK2c-14d 76,78 23,21
MK2d-14d 98,62 1,37
MK2e-14d 83,74 16,25
MK4a-14d 81,69 18,3
MK4b-14d 66,13 33,86
MK4c-14d 77,18 22,85
MK4d-14d 75,68 24,31
MK4e-14d 48,62 51,37
MK6a-14d 98,23 1,76
MK6b-14d 59,06 40,96
MK6c-14d 74,77 25,22
MK6d-14d 100 0

MK6e-14d 38,72 61,27
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ANEXO 13 — DADOS DA ANALISE QUALITATIVA DO COLAGENO NA FERIDA EXCISIONAL DOS
ANIMAIS DOS GRUPOS CONTROLE (SF-7d e SF-14d).

RATO COLAGENO IMATURO (%) COLAGENO MADURO (%)

SF7a-7d 1 99
SF7b-7d 80,18 19,81
SF7c¢-7d 46,19 53,8
SF7d-7d 97,65 2,34
SF7e-7d 19,86 80,13
SF9a-7d 7,06 92,93
SF9b-7d 69,51 30,48
SF9c-7d 17,69 82,31
SF9d-7d 0 100
SF9e-7d 8,42 91,57
SF11a-7d 72,08 27,91
SF11b-7d 50,32 49,67
SF11c-7d 48,55 51,44
SF11d-7d 21,02 78,97
SF11e-7d 43,01 56,98
SF8a-14d 31,66 68,33
SF8b-14d 10,12 89,87
SF8c-14d 64,89 35,1
SF8d-14d 31,29 68,7
SF8e-14d 19 80
SF10a-14d 10,89 89,1
SF10b-14d 0 100
SF10c-14d 49,84 50,15
SF10d-14d 6,47 93,52
SF10e-14d 77,61 22,38
SF12a-14d 48,63 51,36
SF12b-14d 0,67 99,32
SF12c-14d 96,35 3,64
SF12d-14d 0 100

SF12e-14d 27,12 72,87




