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1 - INTRODUCAQ

A inflamacac & um processc homeostitico de defesa do
organismo, sendo seu mecanismo bastante complexo. Aresposta in
flamatoria a um agente agregsor, independente de sua natureza,
& iniciada pela liberagadc local de substdncias farmacologica
mente ativas que, entre outras agoes, aumentam a permeabilida
de dos vasos, permitindo a passagem para o0 espago intersticial
de liguidos e células provenientes do sangue. Esta  exsudagao
objetiva criar condigdes favoraveis & destruigao ou neutraliza
cao do agressor, ou ainda, & reparacao dos danos conseguentes
4 agressao. Esta fase de reparacgao inicia-se com a  prolifera
gdo de fibroblastos, e a multiplicagao de peguenos vasos san
guineos, através de mitoses de células endoteliais. A prolife
ragac celular penetra no exsudato que & reabsorvido, produzin
do uma massa avermelhada altamente vascularizada, denominada

tecido de granulacado. A formagao deste tecide, dentro do meca

nismo de reparacao de uma lesao &, sem dlvida, o evento mais
importante.

Segundo MONTENEGRO & FRANCO (1878), os agentes capa
zes de produzirem reagOes granulomatosas sao de dois tipos prin

cipais:
1- Agentes particulados, inertes, que sendo insolaveis,
nfo podem ser destruidos pelas enzimas das células  inflamatd

rias. Estes granulomas sac conhecidos como granulomas de corpo
estranho; neles os macrdfagos que participam da reagao permane
cem por longe tempo, € sdo por isso considerados como granulo
mas de "turnover baixo". Como exenplo deste tipo de granulomas,
pode-se citar os granulomas provocados por fio de sutura nao
absorvivel, talco, gravetos, fragmentos de metal e outros cor

pos estranhos.

2- 0 outro tipo de reagdc granulomatosa & causada por
substiincias ou agentes de pequeno poder agressivo, pouce soll
veis e de dificil destruicdo ou remogdo. Neste caso, a lesdo &
dinAmica, os macrdfagos chegam, transformam-se em células epi

+elidides e acabam morrendo, sendc necessidria uma continua che
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gada de novos macrdfagos para gue a lesac se mantenha; s3o os
chamados granulomas de "turnover alto”.

A maioria dos granulomas de "turnover alte" & causada
por agentes gue tém capacidade antigénica e, assim sendo, de
les, além dos macrofagos, participam eocsindfilcs, linfdcitos e
plasmbcitos. Como exemplo deste tipo de granulomas,tem-se aque
les causados pelo bacile de Koch, pelos fungos e pelo trepone
ma da sifilis.

0 tecido de granulagao, induzido artificialmente en
animais de laboratdério, tem sido usade com bons resultados na
pesquisa dos mais diversos aspectos ligados d génese e evolu
cao dos processos de cura do organismo animal. A sintese de co
l&geno e seu posterior desenvolvimento foram bastante estudados
em tecido de granulagdo, tanto aqueles obtidos por meio da im
plantagdo de corpos estranhos, guanto os obtidos por meio de in
jirias produzidas com a finalidade de se obter subsidios para
a melhor compreensdo dos mecanismos de reparagao.

Consequentemente, $a0 inlmeras as pesquisas realizadas
obijetivando o estudo da morfologia do coldgeno, sua cronologia
de sintese e maturagao, bem como aspectos bioguimicos e fisio
logicos dos componentes estruturais gue, direta ou indiretamen
te, participam da formagao do tecido de granulacido (MADEEN &
PEACOCK Jr., 1968; ROSS, 1968; Mc MINN & PRITCHARD, 1969; Vi
ZI0OLY, BOZZO & VALDRIGHI, 1972; VIZIOLI, 1973; BAZIN,PELLETIER
& DELAUNAY, 1973; COHEN, LEWIS & RESNIK, 1975; VIZIOLI, 1975;
DELAUNAY & BAZIN, 1975; ENGLER & JAYLE, 1976; BAZIN, LE LOUS &
DELAUNAY, 1976; VIZIOQOLI, BLUMEN & EL GUINDY, 1976; IM, FRESHWA
TER & HOOPES, 1976}.

Um dos principais aspectos estudados, e que interessa
bastante a esta pesqguisa, fol aquele relativo ac tempo durante
o gqual a sintese de coligeno inicia-se e evolui. A opiniao ge
ral dos autores citados, com pequenas variacoes decorrentes de
taécnicas de trabalho, & gue a sintese de fibras no processo de
reparagdo comega por volta do 49 dia pds-injiiria, atingindo o
ponto mixime de desenvolvimento entre 15 a 20 dias, decaindo
progressivamente apds este tempo.

Como & sabido, os passos iniciais na formagao de cold
geno ocorrem, intracelularmente, nos ribossomos do reticulo en
doplasmiatico rugoso dos fibroblastos secretores. O material al
produzido & entdo transferido para as vesiculas do aparelho de
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Golgi, ou entdo diretamente para o espago extracelular. Molécu
las de protocollgeno (precursores do colageno) sao langadas pe
las células para o exterior, onde se tornam visiveis pela polg
merizacac que ocorre, ao que tudo indica, do lado externo da
membrana celular, mas bem junto a ela. As moleculas de protoco
lageno extracelulares tornam-se entac agregadas tanto lateral
gquanto longitudinalmente, e formam fibrilas de coligeno, que
por sua vez, unem-se em fibras, que pedem ser visualizadas ao
microscopio Sptico.

Quanto 4 substancia fundamental, formada principalmeﬂ
te por um mucopolissacarideo acido {ou glicosaminoglicana), o
dcido hialurdnico, ela & indispensavel & agregacgaoc do coligeno
para formar fibras e feixes, agindo como uma substincia "cimen
tante" gue une as fibrilas entre si. Por esta razao, & 10gico
gque de nada adiantaria a formagao de fibras coliBgenas se nao
houvesse 0 "cimento” que as agregam.

Os M.P.A. {(mucopolissacarideos &cidos) estao presen
tes no tecido de granulagdo desde as primeiras horas e, aumen
tam bastante durante a fase de proliferacap dos fibroblastos
que o8 produzem. De acordo com BENTLEY (1967) e plenamente con
firmado por VIZIOLI (1975), o conteddo de M.P.A. livre no teci
do, ou seja, mucopolissacarideos acidos nao ligados ao calégg
no, & bastante grande até os 15 dias apds © inicio do processo,
depois do que esta quantidade comega a decrescer. Isso signifi
ca gue a sintese dessa substincia & bastante ativa durante 15
dias, apbs o que, decresce e os M.P.A, disponiveis ne tecido
se¢ ligam totalmente ds fibras, agregando os feixes de colageno
e produzindo a maturagdao final do tecido.

Paralelamente a esses estudos morfoldgicos relaciona
dos com a fase proliferativa do processo inflamatdrio, encon
trou-se na literatura, trabalhos onde a preocupagac maior dos
autores foi estudar e analisar a influencia de certos fatores,
intrinsecos ou extrinsecos, scbre a velocidade de sintese de
coligeno durante o mecanismo de formagao do tecido de granula
cdc. Desta forma, McMINN & PRITCHARD (1969) descreveram como
fatores que interferem no processo de reparagac animal, a ida
de e o estado nutriciocnal do organismo, as variagoes de tempe
ratura, © maior ou mencr suprimento sanguineo da regizo afeta
da, HEUGHAM & HUNT (1975); COHEN, LEWIS & RESNIXK (1975), assim
como SCHILLING (1976), concordaram em afirmar que substancias
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como a Vitamina A, Vitamina C e o Zinco propiciam uma reparagao
tecidual mais rapida. HEUGHAM & HUNT (1975)relataram que a ten
sac do oxigénic tissular, o estado hemodindmico do organismo e
a a¢ao de toxinas cumprem um papel relevante na biossintese do
tecido de granulacdo, ora acelerando-a, ora retardando-a. Esti
comprovado também que a infiltragao local de anest&sicos retar
da a cura, sendo a reparacao ainda mais inibida se os agentes
anestésicos contiverem vaso-constritores (BODVALL & RAIS,1962),
Mais recentemente, DURIGHETTC Jr., MATHEUS & MARTINELLI (1978),
trabalhando com ratos, concluiram que a aplicagiao de corrente
elétrica de baixa intensidade interfere na reparagdo cicatri
cial, provocando aumento do edema, do infiltradeo inflamatorio
e da quantidade de fibroblastos, na fase inicial, e antécipa
gdo na maturagao do tecido de granulac¢do, na fase final do pro
cessd de reparo.

Para completar gsta gama de fatores que interveem,
através de mecanismos diversos, na cronologia de sintese e ma
turagdo do colageno, & necessadrio falar~se sobre a agao eo efei
to de drogas com propriedades antinflamatdrias, um dos objeti
vog primordiais do presente trabalho.

A maioria dos autores enguadra as drogas antinflamatd

rias em trés grupos:

a) Esterdides, rcorrespondendo aos hormonios corticais
da supra renal (corticosterdides), ac ACTH (hormdnio adenocor

ticotrdfico) e aos varios produtos sintéticos andlogos.

b) Enzimas, como a hialuronidase, a tripsina, a guimo
tripsina, a estreptoquinase-estreptodornase, a bromelina, a es

¢ina, a alfa-amilase, etc.

¢} Nio esterdides e ndo enzimaticas, como os salicila
tos, a indometacina, o acido flufenamico, a fenilbutazona, a

benzidamina e os anti-histaminicos.

Existem infimeros trabalhos gue visam ac estudo da in
fiuéncia destes agentes no processo de reparagac do tecido con
juntivo; sem divida, os corticosterdides, especialmente os glu
cocorticbides, foram os maisg pesquisados.

X guisa de esclarecimentos, eis algumas opinioes 50
bre o efeito dessas drogas na biossintese de colidgeno.

"Os glucocorticbides exercem um efeito profundamente
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negativo na cura de feridas. O mecanisme basico envolvido in
clue uma diminuigao da formagao de coldgeno, cansequenteménté:
da fibroplasia” (BAXTER & FORSHAM, 1972).

"0s corticoesterdides inibem a resposta inflamatdria,
sendo sua a¢ao mais marcante sobre a fase tardia {(proliferati
va), e, em clinica, sd3c eficazes sobre os processos eronicos
como a artrite reumatdide™ (LECHAT, 1975).

Outros autores, 13 anteriormente citados, como McMINN
& PRITCHARD (1969), COHEN et alii (1975), HEUGHAM & HUNT (1975),
SCHILLING (1976}, assim como HOOPS (19686}, GOODMAN & GILMAN
(1973} e SCEERRER & WHITEHOUSE (1974}, s30c undnimes em afirmar que
os antiinflamatdrios esterdides tém a propriedade de inibir oum
retardar o processo de reparagao do tecido conjuntivo, procuran
do, de alguma maneira, explicar os mecanismos pelos quais tal
fenfmeno ocorre. HOOPS (1966), relata em seu trabalho que os
corticosterdides podem agir inibindo a sintese de mucopolissa
carideos Acidos constituintes da substancia ‘fundamental do te
cido conijuntivo §0r uma estabilizagac das membranas dos lisos
somas, diminuindo portanto a atividade das enzimas contidasnes
sag organelas citoplasméticas e, consequentemente, diminuindo
o "pool” de aminodcidos necessarios paraa subsequente .  repara
gEO, LECHAT (1875), HEUGHAM & HUNT (1975} e GRELLET & SQUSSALI
NE (1975), concordam plenamente com este mecanismo.

Por outro lado, também foram realizados estudos dos
efeitos de drogas antiinflamatdrias nao esterfides e nac enzi
midticas sobre a reparagac tecidual.

VELASCO & GUAITERC (1973), fizeram um estudo compara
tivo dos efeitos da dexametasona {(corticosterdide sintético) e
da fenilbutazona {nic esterdide e nao enzimitico), utilizando-
se das doses de 1 mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente, e conclui
ram que a fenilbutazona fol a droga mais potente em diminuir a
registéncia ténsil da ferida {36 a 39% de inibigao), enguanto
que a dexametasona inibiu de 26 a 28%.

Dois anos apbs, ou seja, em 1975, NAKAMURA & SHIMIZU
estudaram comparativamente os efeitos de diversos agentes anti
inflamatdrics na formagdo usual de tecido de granulagao (uma
inica implantacdoc de corpo estranho) e na formagaeo  acelerada
deste mesmo tecido (induzido através de uma dupla implantagao
de corpos estranhos), e obtiveram os seguintes resultados em

relagdo 3 fenilbutazona e d dexametasona: ambas as drogas de
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mostraram uma atividade inibitdria (20% de inibigdo) do  teci
do de granulagdc (formagao usual), nas seguintes doses: fenil
butazona {20 mg/kg/dia) e dexametasona (0,03 mg/kg/dia} . Entre
tanto, a fenilbutazona (30 e 100 mg/kg/dia), nio demmnstrouum;
significante atividade inibitbria na formagéo'acelerada do te
cido de granulagdo (uma dupla implantacdo de corpo estranho),
sendc esta inibigac menor que 20%. JA a dexametasona{0,01;0,03
2 0,1 mg/kg/dia) demonstrou uma potente atividade inibitdria
na formagao acelerada deste mesmo tecido. Baseados nesses re
sultados, 0s autores sugeriram que O mecanismo de agac inibitd
ria do tecido de granulagao dos agentes antiinflamatdrios eg
terdides pode ser diferente dagquele apresentado pelos agentes
antiinflamatbrios ndo esterdides e ndo enzimdticos, sem contu
do explicar tais fenoOmenos.

Encontrou-ge nas publicagOes de SCHERRER & WHITEHOUSE
{1974) e GOODMAN & GILMAN (1976), uma explicagao plausivel pa
ra a atividade anti-granuloma da fenilbutazona, que interessa
sobremaneira a esta pesquisa. Esta droga, segundo esses auto
res, inibe enzimas do Ciclo de Krebs. A consequente diminuigao
da produgdo de energia poderia ter profundos efeitos sobre a
bicssintese de muitas substancias celulares. Assim como os sa
licilatos (Aspirina), a fenilbutazona & tambem capaz de desdo
brar a fosforilagaoc oxidativa e inibir a sintese de mucopolis
sacaridecos &cidos {(glicosaminoglicanas), pois esta sintese de
pende do ATP.

E os antiinflamatOrios enzimiticos ?

A histdria das enzimas proteoliticas remonta ao ini
cio deste século. Somente apds os estudos experimentais de va
rios autores sobre a tripsina, destacando-se INNERFIELD,ANGRIST
& SCHWARZ (1953): MARTIN (1955) e SELIGMAN (1955), & que real
mente surgiram resultados positivos, procurande evidenciar suas
implicagoes clinicas.

A tripsina & uma enzima proteolitica e existe no suco
pancreadtico sob forma inativa (tripsinogenio), sb se transfor
mando em tripsina apds a agao da enteroguinase do intestino del
gado. Seu mecanismo de ag&o, ainda um pouco polémico, parece
ajustar-se ao conceito de alguns autores {(INNERFIELD et alii ,
1953; MARTIN, 1955; SPERLI & SAWADA, 1968 eBREYTENBACH, 1971},
gue concluem: o mecanismo de agao da tripsina se fundamenta na

ativagao do sistema fibrinolitico do plasma (plasminogénese) e
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no restabelecimento do equilibrio do complexo vascular 1linfdti
co intersticial através da lise dos depdsitos de fibrina nog
tecidos inflamados & edemaciados. SPERLI, SAWADA & CHVINDELMAN
(1967} relatam ainda que a tripsina & indqua, devido ao. fato
de existir um equilibric fisico~bioguimico éntxe:osfatores PO
teoliticos e antiproteoliticos circulantes no organismo. Por
tanto, nao atacam os elementos celulares vivos, devidos a rece
berem a agao antagdnica dos fatores anti-proteoliticos endoce
lulares.

O uso clinico da tripsina tem sido indicado em guatro
areas distintas, como para as desordens gastrintestinais, para
a lise de colegles proteicas, como coadjuvante na teraputica
de doencas tromboembdlicas e como antiinflamatdrio.

Sao carentes, pordm, estudos especificos dos efeitog
da tripsina sobre a cronologia de biossintese e maturacgao do
colageno. Deparou-se apenas com citacdes e sugestdes de alguns
pesquisadores conferindo propriedades deste agente medicamento
so em favor da cicatrizagao. Por exemplo, oucgamos DAHER,HERCOS
F2 & CUNHA PRATA {1968): " O uso das enzimas proteoliticas em
Cirurgia Geral com a finalidade de facilitar a drenagem tissu
lar para reduzir tanto o edema como a dor de caridter inflamatd
ric, condicionando desta forma uma melhor e mais ripida cica
trizagao, vem se repetindo cada vez mais e justificando a indi
cacao clinica da tripsina na inflamagao, qualquer gue seja a
causa desencadeante™,

De fato, dez anos antes, ou seja, em 1958, SPIEGEL es
tudou 86 casos de alveolite na espécie humana, evidenciando a
efetividade da tripsina na redugldc do tempo de cura dessa in
fecgio pds-extragido dentdria. O autor utilizou-se de duas do
ses de 5 mg, adminigtrada intramuscularmente. Obteve também re
sultados favoraveis com esta droga no tratamento de periocoro
narites, celulites, abcessos alveclares e sinusites maxilares
em conjunto com a reparagac de fistulas sinusais. Admitiu para
lelamente que o tratamentc com enzimas proteoliticos nac pos
sue contra-indicagaes; nao foraﬁ observados efeitos colaterais
ou secund3rios, e ndoc houve interferéncia no mecanismo da coa
gulagdo sanguinea. Concluiu finalmente gue as enzimas proteoll
ticas sac valiosas guando usadas em Cirurgia Oral, encorajando

estudeos futuros.
Em 1967, no Congresso Internacional de Cirurgia Plas
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tica, realizado em Roma, Italia, SPERLI & SAWADA apresentaram
um trabalho experimental em ratos sobre retalhos tegumentares
em Cirurgia Plastica, e provaram gque a associagao de uma enzi
ma proteolitica (tripsina - 0,1 mg/kg/12 hs.) com um vasodila
tador (butil-nor-simpatol), abreviou o tempo de reagao histold
gica de reparagdo, o gque & de grande utilidade para o prognos
tico dos retalhos e, analogamente, para a cura d4do organismo

animal.



2 - PROPOSICAQ

No intuito de confirmar-se algumas das assertivas an

teriormente descritas, bem como esclarecer certos aspectos ain

da ndo bem elucidados, propde-se neste trabalho:

A - Acompanhar a génese e a prolifera¢do de coligeno

no tecido de granulagdo, desde uma fase  precoce

at® sua maturacao;

Estudar comparativamente os efeitos de agentes an
tinflamatdrios com principios ativos diversos: um
esterdide (dexametasona 21-fosfato), um enzimdti
co (tripsina) e um esterdide e nao enzimdtico (fe
nilbutazona), na biossintese e maturagdo de cola

geno, neste mesmo tecido,

Confrontar os resultados obtidos nos itens A e B.
Com base nesse confronto, procurar estabelecer as
correlagaes existentes entre o ritmo normal desin
tese e maturagao do coldgeno e as possiveis alte
ragoes deste ritmo guando submetido aos  efeitos

de drogas antinflamatdrias.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - SELEGCACQ DE ANIMAIS

Foram utilizados para esta pesqguisa 48 ratos
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{Rattus
norvergicus, Albinus, Wistar), adultos jovens (120 dias},

ma

chos, pesando entre 160 e 185 g. Os animais foram escolhidos e,

apds desmamados, alimentados com ragao balanceada padraoce dgua

"ad libitum”. A limpeza das gaioclas, assim como a troca da ali

mentagao, foram realizadas diariamente. Atingida a idade

jada, o8 ratos foram submetidos aos procedimentos de

cao das esponjas.

3.2 -

3.3 -

do 0,7 ¥ 0,7 % 0,7 cm., esterilizadas em auvtoclave, foram

MATERIAL USADO

campanula de vidro

mesa ciriirgica para ratos
tegsouras de ponta fina e ponta romba
pingas diversas

placas de Petri

porta-agulhas

agulhas de sutura

seringas centesimais de 1,0 ml
agulhas hipodérmicas descartaveis
esponjas de policlorovinil (PVC)
fios de algodac para sutura

algodao hidrdfilo e gaze esterilizada

solugdo antisséptica (Germ-Hand, Darrow

rios S/A)

ster sulfiirico {Indafarma, Ind. e Com. Prod.

cos)

IMPLANTACAQ DAS ESPONJAS

dese

implanta

Laboratd

Quimi

Fragmentos de esponjas de policlorovinil (PVC) medin

im

plantados subcutaneamente nos animais, da seguinte maneira:

Apds anestesia com &ter sulfirico, depilou-se mregido
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dorsal mediana traseira dos animais, e praticou-se uma incisac
de aproximadamente 1,35 cm, paralelamente ao longo eixo da colu
na vertebral. Com o auxilio de uma tesoura de ponta romba, pPro
cedeu-se & divulsd@oc dos tecidos, para facilitar a introdugdo da
esponja. A esponja foi introduzida com um pinga apropriada, tao
longe quanto possivel do local da incisio, com o objetive de
evitar que a formagac do tecido de granulacdo fosse prejudica
da pelo processo de cicatrizacao da incis8o. Uma vez implantada
a esponja, a incisao foi suturada com 2 pontos separados.Todos
esses procedimentos descritos foram conduzidos sob rigorosas
condicbes de assepsia.

0 momento no gual fol realizada a implantagao do frag
mento de esponija, passoun a ser denominade em nosso experimento,

de Tempo Zero.

3.4 - DISTRIBUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em 04 grupos, cada um
contende 10 ratos, sendo 02 para reserva. Bsse cuidado tornou-
se necessario, devido & possibilidade de ocorrer um  processo
infeccioso ou mesmo a morte de algum animal,

Apbs marcados, para facilitar a identificagdo, os ani

mais foram submetidos aos sequintes procedimentos:

GRUPO A - Os animais deste grupo, a partir do Tempo
Zero, foram injetados com tripsina, via intraperitoneal, na do
sagem de 0,1 mg/kg/dia.

GRUPO B - 0Os animais deste grupo, a partir do Tempo
Zerp, foram injetados com fenilbutazona, via intraperitoneal ,
na dosagem de 20 mg/kg/dia.

GRUPC C - 0s animailg deste grupec, a partir do Tempo
Zerc, foram injetados com solugac salina (0,9%), via intraperi
toneal, diariamente. Diante disso, foi denominado de Grupo Con

trole,

GRUPO D - Os animais deste grupo, a partir do Tempo

Zero, foram injetados com dexametagona 2l~fosfato,: via intrape-— -

ritoneal, na dosagem de 0,1 mg/kg/dia.

As drogas utilizadas foram:
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tripsina - PARENZYME AQUOSO, Richardson Merrell - Mou
ra Brasil S/A. B
fenilbutazona - BUTAZOLIDINA, Ciba-Geigy Quimica S/A
dexametasona 21l-fosfato - DECADRON, Merck Sharp e Doh

me, Ind. Quimica e Farmacéutica Ltda, '

E necessario frisar-se que os animais foram pesados
diariamente e, o8 volumes injetados calculados a partir dessas
pesagens. Procurou-se deste modo, evitar a administracao de do
sagens menores ou maiores gue as previstas e estabelecidas an
tericormente. Os volumes injetados foram padronizados de acordo
com ¢ peso dos animais, independente do grupo, descartando -se
asgim a possibilidade deste fator interferir em algum resulta
do., Os intervalos de administracac das drogas (24 hs.), foram
rigorosamente cbedecidos.

3.5 - BACRIFICIO DOS ANIMAIS

Todos 0s animais foram novamente anestesiados com éter
sulfarico e, apds tal procedimento, foram removidos os tecidos
para estudo. Feitas as remogtes, os animais foram sacrificados
com golpe occipital. Os tempos de sacrificio, em relagao ao mo
mento das implantacoes das esponjas (Tempo Zero), foram: 07,
14, 21 e 28 dias. Para cada tempo foram sacrificados 02 elemen
tos de cada grupo. Escolheu-se o inicio da avaliagao a partir
do do 79 dia, peois, neste tempo a fase proliferativa da respos
ta inflamatOria estd bem estabelecida,

3.6 - COLORACAC COM HEMATOXILINA-EOSINA

Um lote de 32 ratos, sende 08 por grupe e 02 para ca
da dia de sacrificio forneceram material para os estudos compa
rativos de morfologia e evolugdc gquantitativa do tecido de gra
nulagao. _
Sacrificados os animais e retirados os tecidos de gra
nulacdo, estes foram rapidamente lavados em solugae fisioldgi
ca e fixados em formol cdlcic a 10%, durante 24 hs, & tempera
tura ambiente. Apds a fixagdo, os tecidos foram incluidos  se

gundo a teécnica de rotina e corados com hematoxilina-eosina.
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3.7 - TECNICA HISTOFOTOMETRICA PARA ESTUDOS DA SINTESE DE
MUCOPOLISSACARTIDECS ACIDOS {(GLICOSAMINOGLICANAS)

Utilizando-se dosg tecidos fixados e incluidos, de
acordo com a descricao do Item anterior, as pecas histolbgicas
foram cortadas novamente ne espessura de 07 micra. Para a evi
denciagao histoguimica dos mucopolissacaridecs dcidos, foi em
pregada a técnica metacromdtica do azul de toluidina, pH 4, se
gundo indicado por LISON (1960} .

Uma vez prontas, as laminas foram montadas en melo sin
tético (Balsamo do Canadd, CAEDAX, E. Merck. Darmstad) e, leva
das ac histofotdmetro (MICROSCOPE-PHOTOMETER ZEISS 01}, utili
zando-se a objetiva de 40 aumentos e luz monocromatica na fai
xa de 540 milimicrons, como indicade por PEARSE {(1968). Todos os
pontos do tecido de granulagao foram colocados sob medida, rea
lizando-se um total de 30 medidas para cada lamina examinada,
02 laminas de cada grupo para cada dia de evolugao do tecido de
granulagdo, sendo cada lamina de um animal diferente.

Os valores medios dessa medidas, por rato € por grupo,
em cada tempo de estudo, foram entao submetidos a uma analise

de variincia e ao teste t de Tukey.
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4 - RESULTADQS

4.1 - COLORACAQ COM HEMATOXILINA-EOSINA

0 tecido envolvido na area inflamada respondeu § agres
sac do corpo estranho, no caso a esponja de PVC, com fendmenos
proliferativos. Estes sao caracterizados por uma proliferagido
de vasos e de fibroblastos que se dispdem & volta da Area inju
riada. Os fibroblastos iniciam a deposigdo de coligenc, e ao
fim de alguns dias forma-se ao redor da esponja uma capsula fi
brosa, que identifica uma reagac inflamatdria de corpo  estra
nho. £ a partir dessa clpsula fibrosa que os elementos celul;
res migram para o interior da esponja, através de seus porosj
e comega a proliferar.

A sequéncia de proliferagao dos tecidos de granulagdo,
nos dias de desenvolvimento estudados, dentro dos diferentes

grupoes, foi a seguinte:

7 DIAS-: Conforme a Figura 1, tomando por padrioc a fo
to €, correspondente ac tecido gue nao sofreu a interferéncia
de agentes medicamentosos (Grupo Controle), notou-se primeira
mente a cipsula fibrosa envolvente ja& perfeitamente dJdelineada.
A partir desta capsula, o tecido de granulagao ainda incipien
te  comegou a proliferar. Esta proliferacao & melhor caracteri
zada na Figura 2 (C), onde observou-se a presenga de fibroblas
tos, vélulas mesenquimais e n2o-formagao de vasos capilares san
guineos. Analisando-se comparativamente os demais tecidos, ob
tides de animals que receberam tratamento com agentes antinfla
matdrios, com o tecido descrito, pode-se notar que os tecidos
mostrados nas fotos B (Figura 1 e Figura 2), correspondentes
a0 grupo de animais tratados com fenilbutazona, demonstrou uma
menor proliferacgao, conseguentemente, uma menor guantidade de
fibroblastos e capilares néo-formados. Mais-inibido ainda. .. .se
mostrou o tecidc obtido dos ahimais injetados com dexametasona
21~fosfato. As Figuras 1 e 2 {fotos D}, constituem-se em docu
mentos preciosos para mostrar um tecido incipiente, com poucas
célulasg e vasos. Por outro lado, os tecidos obtidos de animais
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tratados com tripsina mostraram-ge, a partir da cipsula, alta
mente proliferativos, com um grande nimero de capilares neo-for
mados, repletos de sangue circulante e fibroblastos com ni
cleovs grandes e ciltoplasma irregular. A vista geral deste teci
do pode ser observada na Figura 1 {A) e, os detalhes em maior

aumento na Figura 2 (A).
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FIGURA 1 - Tecidos de granulagao dos diferentes gru
pos, aos 7 dias de desenvolvimento. Obser
ve-se na foto C, a capsula fibrosa envol
vente (seta) Aumento original - 12X '



FIGURA 2
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Tecidos de Granulagao, aos 7 dias. Note-se
a intensa proliferacao de capilares sangui
neos nos tecidos obtidos de animais trata

dos com a tripsina (seta) Aumento originaT
63X
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14 DIAS-: A vista geral em pequeno aumento, proporcio
nada pela Figura 3, mostrou que, com excegao do Grupo D (Foto D)
a proliferagao do tecido atingiu toda a periferia da céapsula
fibrosa envolvente. O fibrosamento do tecido & maior e ocupou
quase todos os espagos da esponja, que, a esta altura, comegou
a ser comprimida. Notou-se que os feixes de coldgeno dos teci
dos do Grupo A (Foto A) estao mais compactos e melhor direcio
nados que os dos Grupos C (Controle) e, em maior proporg¢ao, aos
do Grupo B (fenilbutazona). A Figura 4, em maior aumento, con
firmou tais observagdes. Além disso, mostrou uma proliferacgio
de vasos com sangue circulante, principalmente observados na
Foto A. Notou-se também a presenga de células gigantes fagoci
tarias. O aspecto do tecido mostrado na Foto D (dexametasona
21-fosfato) & de uma quase total ipibigao proliferativa, carac
terizada pela auséncia de feixes de fibras colagenas e vasos

sangulneos capilares néo-formados.
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FIGURA 3 - 14 dias de evolugao dos tecidos. Os feixes
de colageno do tecido do Grupo A, tratado
com tripsina (foto A), est3ao melhor dire
cionados que os dos demais grupos (seta).
Aumento original 12X



FIGURA 4 -
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Mesmo tempo de estudo (14 dias), confirman
do as observagoes anteriores. Note-se tam
bem a presenga de células gigantes fagoci
tarias, contendo fragmentos da esponja em
seu interior (seta) Aumento original 63X
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21 DIAS-: ApOs trés semanas de evolugao, as diferengas
entre os quatro grupos, quanto ao grau de maturagao dos teci
dos, foram proporcionais aquelas descritas nos tempos de 7 e 14
dias. A Figura 5 mostra, em pequeno aumento, uma vista geral
dos tecidos de cada grupo. Notou-se que o fibrosamento conti
nuou aumentando, diminuindo consideravelmente os espacgos dos
poros da esponja. Foi visivel a inibigao da sintese e matura
¢ao do colageno do tecido, pertencente ao Grupo D (Foto D) ,tra
tado com dexamatasona 21-fosfato. Esta inibigao ficou ainda
mais caracterizada na Figura 6 (Foto D), onde notou-se a ausen
cia de feixes direcionados de colageno, destacando espagos va
zios (seta). Por outro lado, na mesma Figura 6, Foto A, corres
pondente ao tecido tratado com tripsina, apresentou um grande
fibrosamento (seta), com diminuigao da populagdo fibroblastica,
que indicou a maturagao do tecido de granulagdo. Pode-se suge
rir que, comparativamente, este tecido estda melhor organizado
que o do Grupo Controle (Foto C) e que este, por sua vez, & su
perior qualitativa e quantitativamente ao do Grupo B (Foto B),
tratado com fenilbutazona.
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FIGURA 5 - Tecidos de Granulagao, 21 dias pos implan
tagao. 0 fibrosamento continuou aumentando,
com excecao do tecido tratado com dexameta
sona 21-fosfato, que permanece cronologica
mente inibido, (foto D) Aumento 12X -
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FIGURA 6 - 21 dias de evolugao dos tecidos.Note-se na
foto D, os espagos vazios (seta) deixados
pelo tecido incipiente, constratando-se ni
tidamente com o grande fibrosamento apre
sentado pelo tecido tratado com tripsina.
(seta). Aumento 63X
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28 DIAS-: Os tecidos dos Grupos A (tripsina) e C (Con
trole), neste tempo, apresentaram-se completamente maduros. Es
pessos feixes de fibras colagenas tomaram todos os espagos da
esponja. A celularidade diminuiu bruscamente, assim como a neo
formagao de capilares sanguineos. A Foto B da Figura 8 mostrou
que o tecido relativo ao Grupo tratado com fenilbutazona ainda
apresentava um discreto infiltrado inflamatdrio, que demonstra
sua menor maturidade em relagao aos tecidos dos Grupos A e C.
Paralelamente, o tecido obtido do animal tratado com dexameta
sona 21-fosfato continuou cronologicamente retardado, conforme
se pode observar nas Figuras 7 e 8, Fotos D.



FIGURA 7
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28 dias de desenvolvimento dos tecidos. Os
relativos aos grupos A, B e C (fotos A, B
e C) mostram-se bastante evoluidos. 0 rela
tivo ao grupo D (foto D) continua imaturo.
Aumento 12X



FIGURA 8 -
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Tecidos de Granulagao, aos 28 dias de estu
do. Observe-se que a celularidade e a neo-
formagao de capilares diminuiram bruscamen
te. 0 tecido obtido do grupo B, injetado
com fenilbutazona, apresenta um discreto
infiltrado inflamatorio (seta) Aumento 63X
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4.2 - TECNICA HISTOFOTOMETRICA PARA ESTUDOS DA SINTE
SE DE MUCOPOLISSACARIDEOS ACIDOS (GLICOSAMINOGLI
CANAS)

As medidas obtidas por meio das observagGes histofoto
métricas das lBminas de tecido de granulacfo nos diferentes
dias de evolugao estudados, encontram-se no Apéndice. Estes da
dos foram entac submetidos a anflise de varidncia e ao teste ¢
de Tukey.

0s valores medios dessas medidas, por rato e por gru
po, em cada tempo de estudo, estao apresentados nas Tabelas 1,
3, 5 e 7.

7 DIAS

TABELA 1 - Valores médios das medidas histofotométricas,expres
sas em porcentagem de transmitdncia de luz e as res
pectivas médias, relativas a l3minas histoldgicas
dos ratos de diferentes grupos, aos 7 DIAS de desen
volvimento do tecido,

aamo  GRUPO | 2 B € b
1 78,2 84,6 80,2 89,0
9 79,0 85,72 80,1 90,2
MEDIA 78,6 84,9 80,1 89,6

0Os dados apresentados na Tabela 1 foram submetidos a
uma analise de varilncia com um critério de classificagao, con

forme mostra a Tabela 2.

-

TABELA 2 -~ Andlise de variancia relativa aos dados da Tabela 1.

CAUSAS DE VARIACED G. L. 8.0. Q.M. F

"~ Grupo 3 148,52 49,5067 161,00
RESIDUO 4 1,23 0,3075

TOTAL 7 149,75




-

0O valor de ¥, apresentado na Tabela 2, & significante
ao nivel de 5%. Para comparar as médias de grupos, duas a duas,
fol feito o teste t de Tukey. 0 valor da diferenga minima sig
nificante, ac nivel de 5%, obtida através deste teste, & 2,26.
Com hase nesse resultado, pode~se afirmar que, em média, as me
didas histofotométricas obtidas no Grupo D s3oc maiores do gue
as medidas obtidas nos Grupos A, B e C. Também se pode afirmar
que, em média, as medidas obtidas no Grupo B sio maiores do que
as obtidas para os Grupos A e C.

G.L.= Grau de Liberdade

5.0.= Soma dos Quadrados

Q.M.= Quadrado Médio

it

14 DIAS

TABELA 3 - Valores médios de medidas histofotométricas, expres
sas em porcentagem de transmit@ncia de luz e as res
pectivas médias, relativas a l3minas  histclBgicas
dos ratos de diferentes grupos, aos 14 DIAS de de
senvolvimento do tecido.

RATO GRUPO a B C . D
i 72,6 81,7 76,7 90,9
2 } 72,7 81,4 74,3 89,2
MEDIA 72,6 81,5 75,5 90,0

05 dados apresentados na Tabela 3 foram submetidos a
uma andlise de varidncia com um crit@rio de classificagio, com

forme mostra a Tabela 4.

TABELA 4 - Andlise de variincia relativa aos dados da Tabela 3.

CAUSA DE VARIACAO G.L. 5.0. Q.M. F
GRUPO 3 i55,32 118,4400 108,16
RESIDUO 4 4,38 1,0950
TOTAL 7 359,7

0 valor de F, apresentado na Tabela 4, & significante
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ao nivel de 5%. Para comparar as médias de grupos, duas a duas,
foi feito o teste t de TuKey. O valor da diferenga minima sig
nificante, ao nivel de 5%, obtida atravBs deste teste, & 4,26.
Com base nesse resultado, pode-se afirmar que, em média, as me
didas histofotométricas obtidas no Grupo D s3o maiores do que
as medidas obtidas nos Grupos A, B e C. Tamb&m se pode afirmar
que, em média, as medidas obtidas no Grupo B sdo maiores do que
as obtidas para os Grupos A e C.

21 DIAS

TABELA 5 - Valores médios de medidas histofotométricas, expres
sas em porcentagem de transmitancia de luz e as res
pectivas médias, relativas a laminas histoldgicas
dos ratos de diferentes grupos, aos 21 DIAS de de

senvolvimento do tecido.

RATO GRUPO A B C D
1 70,3 78,7 72,0 89,5
2 69,7 79,0 72,3 89,9
MEDIA 76,0 78,9 72,1 89,7

Os dados apresentados na Tabela 5 foram submetidos a
uma anilise de varifincia com um critério de classificagl@o, con

forme mostra a Tabela 6.

TABELA 6 ~ And&lise de varifincia relativa aos dados da Tabela 5

CAUSAS DE VARIACAOD G.L. 5.Q. o.M, F
GRUPO 3 470,83 156,9433 1793,64
RESIDUC 4 G,35 0,0875
TOTAL 7 471,18

0 valor de F, apresentado na Tabela 6, & significante
ao nivel de 5%. Para comparar as médias de grupos, duas a duas,
foi feito o teste t de Tukey. O valor da diferenga minima sig
nificante, ac nivel de 5%, obtida através deste teste, & 1,20.

Com hase nesse resultado, pode-se afirmar que, em média, as nme
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didas histofotométricas obtidas no Grupo D sdo maiores do que
as medidas obtidas nos Grupos A, B e C. Também se pode afirmar
gque, em média, as medidas obtidas no Grupo B sao maiores do gque
as obtidas para 08 Grupes A e C. Finalmente, a basear-ze nes
ses resultados, pode~se afirmar gue, em média, as medidas Obt;
das no Grupo C sao maiores do gue as obtidas para o Grupo A.

28 DIAS

TABELA 7 - Valores médios de medidas histofotométricas, expresg
sas em porcentagem de transmitidncia de 1uz e ag res
pectivas médias, relativas a laminas  histoldgicas
dog ratos de diferentes grupos, aos 28 DIAS de de
senvolvimento do tecido.

RATO GRUPO A B c D
1 75,3 79,9 79,2 86,7
2 76,6 8O, 2 78,8 83,2
MEDIA 75,9 80,1 18,0 85,0

0s dados apresentados na Tabela 7 foram submetidos a
uma andlise de variBncia com um critério de classificagido, con
forme mostra a Tabela 8.

TARELA 8 -~ Anilise de variancia relativa aos dados da Tabela 7

CAUSAS DE VARIACAC G.L. 5.0. O.M. F
GRUPO 3 83,81 27,9367 15,74
RESIDUO 4 7,10 1,7750
TOTAL 7 90,91

0 valor de F, apresentado na Tabela 8, & significante

ao nivel de 5%. Para comparar as médias de grupos, duas a duas,

foi feito o teste t de Tukey. 0 valor da diferenca-minima—sig -

nificante, ao nivel de 5%, obtida através deste teste, & 5,42.
Com base nesse resultado, pode-se afirmar gque, em media, as me
didas histofotométricas obtidas no Grupe D sao maiores do que

R

as obtidas para os Grupos A e C,
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Com a finalidade de melhor visualizar a variacao da
guantidade de mucopolissacarideos Acidos (glicosaminoglicanas),
contidos nos tecidos de granulagao dos diferentes grupos de ani
mais, em fungdc do tempo de estudo, tragou-se o Grafico 1. Es
tr grafico apresenta as médias das medidas histofotométricas,
expressa em porcentagem de transmitancia de luz, contra o tem

po, em dias.

'y $—— 3@ dexametasona 21~fosfato

¢———8 fenilbutazona
- CONtrole

A——— tripsina
1040 -

201 LA - \

70

60 1

Porcentagem de transmitancia de lTuz

7 14 21 28
Tempo em dias

GRAFICO 1 - Curvograma para as médias de trans
mitancia de luz, em funcaoc do tem
po de sacrificio. -
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5 - DISCUSSAD

A formagao do tecido de granulac@o, em resposta ao es
timulo provocado pela esponja, inicia-se entre o 39 e o 49 di;
pbs-implantagao, através da migragao de c&lulas fibrogendticas
e'totipotentes origindrias da cépsula fibrosa reacional, com
consequente proliferacac desses elementos celulares até por vol
ta de 20 dias de evolugBo, guando entdo a fase proliferativa
propriamente dita termina e estabelece-se a organizagdo e matu
ragao do tecido. Estas afirmagles econtram suporte cilentifico
nas investigacgOes realizadas por WOESSNER Jr. & BOUCER {1961)
até VIZIOLI (1975},

Os para@metros utilizados para tais avaliagdes prendem
se a quantidade de células fibroblasticas e mesenguimais, sin
tese de mucopolissacarideos acidos {glicosaminoglicanas) e nee
formacao de capilares sanguineos encontrados nos tecidos. Com
a evolugao progressiva da resposta proliferativa, tornam-se
subsidios importantes ¢ teor de coldgeno presente, bem como sua
agregagac em forma de feixes e o direcionamento organizado da
do aos mesmos. '

Bageando—ge nesssas observagﬁes, feitas atravésckacq£
tes histoldgicos corados com H.E., como também obedecendo  as
leituras histofotom@tricas realizadas, pdde~se acompanhar a ge
nese e a proliferagio de coldgeno no tecido de granulagao obti
do de animais sob condigOes normais e comparar este padrao te
cidual com os tecidos obtidos de animais tratados com drogas
antiinflamatdrias.

Antes de comegar a discutir-se os resultados obtidos
na presente pesquisa, torna-se oportuno relatar um conceito for
mulado por ROSS {1968): "Sendo a inflamagao o fator basico ne
cegsdrio a um répido e continuo estimulo para a fibrogénese, um
controle adeguadc, porém nunca inibitdrio, resulta em  melhor

evolugdo de um processo tecidual de reparagao”.

O estudo morfoldgico do tecido de granulagdo gue nao
sofreu interferdncia medicamentosa (animais do Grﬁpo £)  veio
confirmar, nesta pesquisa, alguns aspectos abordados em traba
lhos anteriores. Por exemplo, pode-se dizer gue os fendmenos
proliferativos da resposta inflamatdOria realmente encontram-se
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estabilizados aos 7 dias de evolugao do tecido, reforgando-se
0 conceito emitido por SCHERRER & WHITEHOUSE (1974), e que ser
viu de fundamento cientifico para iniciar-se os estudos morfo
logicos a partir deste tempo de sacrificio. Outro fato impor
tante foi a constatagao, através das leituras histofotométri
cas, que a sintese de mucopolissacarideos dcidos (MPA) aumenta
gradativamente, atingindo a fase mais ativa entre os 14 e 21
dias de evolugdo do tecido, decaindo posteriormente. Estes acha
dos sdo concordantes com as investigagSes realizadas por VIZIO
LI (19873) e (1975); VIZIOLI et alii (1972) e {1976}, e foram
interpretados de uma maneira bastante 1O0gica por estds autores,
Segundo os mesmos, somente os mucopolissacarideos &cidos livres
no tecido tém condigoes de reagir e se ligar com as moléculas
de corante metacromitico (azul de toluidina). Sabendo-se que
estas reagdes sdo detectadas através de um método sensivel co
me a histofotometria, deduz-se que quanto malor a quantidade de
moléculas de MPA livres, um major nlmero de reacOes acontecem,
e a porcentagem de luz gue atravessa o tecido e que @& enviada
ao histofotOmetro, serd proporcionalmente menor. A partir dos
21 dias de desenvolvimento do tecido, os MPA (glicosaminoglica
nas) se agregam, se incorporam aos feixes de coligeno e, cbvia
mente, Menos reagoes metacromaticas acontecem e maior & a por
centagem de transmita@ncia de iuz, expressas por leituras nume
ricamente maiores.

0s valores das medidas obtidas dos tecidos de animais
sob condigoes normais foram submetidos a uma anadlise estatisti
ca, que confirmou a cronologia quantitativa de sintese dos MPA,
cujas médias se encontram demonstradas no Grafico 1.

Fundamentando-se nesses conceitos, pode-se discutir,
em termos comparativos, os efeitos provocados na sintese e ma
turagao do colageno, pelas drogas antiinflamatdrias estudadas.

Analisando-gse inicialmente a proliferacac dos tecidos
de granulagac de animais tratados com a dexametasona 2l-fosfa
to {Grupc D), pode-se afirmar, sem margem de 2rro, que este cor
ticosterdide sintético, na dose de 0,1 mg/kg/dia tem a proprie
dade de inibir a evolugao e a maturagao do tecido emestudo. Es
te achado, hipoteticamente esperado, vem de encontro as cita
coes de diversos autores que relataram os efeitos anti-prolife

rativos dos corticosterdides, especialmente os glucocorticdides
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(ABREU, 1970; DUJOVNE & AZARNOFF, 1973; GONGCALVES, AGOSTINI &
VIZIOLI, 1974 e GREGORI, 1375). Deve-se acrescentar algumas con
sideragOes para explicar-se tal efeito, baseadas no mecanismo
de agao da droga. Segundo ABREU (1970), os corticosterdides pro
duzem um decréscimo do nimero de fibroblastos teciduais, evé:
dentemente provocado por alteragbes do processo de mitose. A
diminui¢do da populagdo fibrobldstica redunda na deficidnciade
sintese de mucopolissacarideos dcidos. A sintese proteica tam
hém € inibida, segundo este autor, devido a droga se ligar a
uma proteina plasmatica, formando um complexo. Este complexo
ligar-se~iz ao nicleo da célula fibrobléstica, especificamente
2 estrutura do DNA, provocando uma inibicdo da formagdo do RNA
mensageiro, © gue interfiriria na sintese de proteinas, no ca
so presente, na sintese de colageno.

A curva demonstrada no Grafico 1, obtida a partir das
medidas histofotométricas dos tecidos sob a influéncia da dexa
metasona 21~fosfato, sugere gue na fase precoce de prolifera
cao do tecido, a guantidade de MPA livres & minima, pois os va
lores percentuais da transmitdncia de luz s&c numericamente al
tos. '

$ao estatisticamente gignificantes os resultados para
os tecidos de granulagdo aos 7, 14, 21 e 28 dias de evolugao,
permitindo~ge afirmar que a resposta proliferativa foi cronolo
gicamente inibida, guando comparada com os tecidos dos demais
grupos.

Com relacl@o ao efeito da fenilbutazona na sintese e
maturagﬁe do coli3geno, encontra-se suporte nas palavras de au
tores conceituados como GOODMAN & GILMAN (1373) e SCHERRER &
WHITEHOUSE (19874}, gquando afirmam que a fenilbutazona inibe en
zimas do Cicle de Krebs. A consegquente diminuigao da produgao
de energia tem efeitos diretos sobre a biossintese de muitas
substdncias celulares. Estes autores dizem também, que esta
droga & ainda capaz de desdobrar a fosforilagao oxidativa e ini
bir a sintese de MPA (glicosaminoglicanas), pois esta sintese
depende de ATP.

Estes conceitos. se- encaixam de uma maneira .. coerente
avos resultados obtidos neste trabalho. Ao microscﬁpio bptico,
os tecidos pertencentes ao Grupo B, isto &, dos animais injeta
dos com fenilbutazona (20 mg/kg/dia) mostraram—se, especialmen
te aos 7 e 14 dias de estude, discretamente inibidos, inibigao
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esta identificada por um menor niimero de células e capilares
sanguineos néco-formados. Por outro lado, a histofotometria dos
tecidos deste grupo comprovou realmente, que a sintese de MPA
foi proporcionalmente menor que aguelas constatadas nos Grupos
C (animals em condigdes normais) e A (tratados com tripsina},
sendo maior, entretanto, do que aquela detectada no  Grupo D
{tratados com dexametasona 2l-fosfato).

Com base na anflise estatistica das medidas histofoto
métricas, pode-se afirmar que, aos 7, 14 e 21 dias de evolugdo
tecidual, a guantidade de MPA livres no tecido sob efeito da
fenilbutazona & menor que a contida nog tecidos de animais sob
condigées normais. Ros 28 dias de evolugao do tecido, nfo en
controu-se um resultado diferencial estatisticamente  signifi
cante. A explicagao para tal fato & determinada pelo aspecto
de gue, a esta altura, os MPA encontram-se guase que totalmen
te incorporados ao coldgenoc.

Os resultados obtidos com esta droga estao de acordo
com agueles observados por NARAMURA & SHIMIZU (1975), ou seia,
que a fenilbutazona tem a propriedade de inibir a sintese de
colageno e, consequentemente, a proliferacao do tecido de gra
milagao.

A partir dos resultados obtidos nos estudos histoldogi
cos e histofotométricos dos tecidos que estiveram submetidos
3 infludneia da tripsina (0,1 mg/kg/dia) e comparando-os com
agqueles sob condigOes normais, pode-se sugerir gue a enzima pro
teclitica estudada na presente pesguisa interfere positivamen-
te no processo de reparagao animal, no que diz respeito &4 sin
tegse de coligeno, seu posterior desenvolvimento e  maturacao.
Nos cortes histoldgicos corados com H.E., nota-se uma crescen
te populacdo celular fibroblistica e mesenguimal, grande proli
feragao de capilares sanguilneos com plena atividade; numa eta
pa mals avancada, Observam-se volumosos feixes de colagenos
agregados, bem direcionados, conferindo um aspecto de muita or
ganizagao ao tecido.

Paralelamente constatou-se, atraveées das leituras his
tofotométricas, que a quantidade de MPA Tivré no tecido & pro
porcionalmente maior do que a do Grupo C (Controle) durante os
primeiros 21 dias de gvolugao. Aos 21 dias, ou seja, na fase

de maior sintese de glicosaminoglicanas, a andlise estatistica
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& significante para suportar a afirmagdo de gue a quantidade de
moléculas de MPA livres, nos tecidog de ratos inietados . COM
tripsina & maior do que a existente nos tecidos de animais sob
condigbes normais.

A explicagac para tais fendmenos pode ser dada, expon
do~-se um conceito bastante 1dgico proposto por MARTIN (1955) .
Segundo este autor, a tripsina agiria diretamente no local in
flamado, contribuindo para a restauragao da continuidade bicld
gica, através da lise de depbsitos de fibrina e material necrd
tico. Alam disso, participaria do restahelecimento da circula
cao sanguinea e linfitica, consegquentemente, prevenindo maior
dano e morte celular,

Em resumo, fazendo-se uma avaliacao global dos efel
tos das drogas utilizadas neste experimento e, baseando-se nos
resultados obtidos, encontra-se subsIdios para a aceitagao da
indicagdc terapéutica da dexametasona 2l-fosfato e da fenilbu
tazona em processos inflamatdrios nos quais a formagao de teci
do de granulagdo torna-se um evento indesejivel, como por exem
ple, na artrite reumatdide, na gdta e em outras patologias das
articulagces em geral. Por outro lade, de acorde com a dJose ,
pode-se sugerir a contra-indicag@o destes mesmos agentes antin
flamatdrios em situagdes nas quais o tecido de granulagdo & ex
tremamente importante dentro da sequéncia de mecanismos que
propiciam a reparagaoc do tecido animal,

A tripsina, ao contrario, estaria indicada justamente
quando houver necessidade de uma cura mais rapida, principal
mente nas lesdes extensas onde uma proliferacdo de colageno
formando fibrilas, fibras e finalmente feixes de fibras bem di
recionadas & de primordial importancia, como por exemplo, num
processo de reparagdo pOs-extragdo dentéria.

Aliados a estas consideragoes, encontram-se Os efei
tos colaterais destas drogas, que obviamente nao podem ser des
prezados.

Sao fartos os trabalhos que relatam as complicacoes

clinicas da terapia corticosterdide. Basta citar-se o de DUJOV

HE & AZARNOFF (1973}, que~relatamwcomewefeitosﬁmdesejéveisaegm

tes medicamentos, © aparecimento ou exacerbacao de Glceras pép
ticas, perfuraces intestinais, pancreatites, alteragoes no me

tabolismo da glucose e dos lipidios, osteoporose, reagoes de
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hipersensibilidade (desde simples urticirias até anafilaxia) ,
eto,

També&m a idiossincrasia provocada pelo tratamento pro
longado com a fenilbutazona nao & rara, Os efeitos colaterais
se manifestam, segundo GOODMAN & GILMAN (1976}, numa inciden
cia de 10 a 45% dos pacientes tratados com este medicamento.As
referéncias desfavoridveis mais frequentemente apresentadas sao
diarrgia, vOmito, nBusea, euforia, hematfiria, erupgdes  cuti-
neas e até mesmo anemia aplé@stica e agranulocitose.

Com relagﬁa a tripsina, existe uma ccntra-indicagéo ‘
absoluta gquanto a sua administragado por via intravenosa. Segun
do MARTIN (1955}, guando essa enzima & injetada por esta via,
ocorre um aumento do tempo de coagulagic e acentuada hipoten
sao e, em doses elevadas, estados semelhantes ao chogue. Ainda
de acordo com o mesmo autor, devido 3 afinidade da tripsina por
elementos constituintes do plasma e do soro, pode alterar osis
tema imuncldgico, produzindo sensibilizagéo'e ocorrencia de
idiossincrasias. Talves por este motivo, SELIGMAN (1955), +tra
balhando com tripsina por via intramuscular, utilizou-sge da con
comitante administragao por via oral de anti-histaminicos, pro
curando evitar desta forma, os efeitos indesejiveis. Cumpre-se
ohservay que, na presente pesqguisa, alguns animais receberam
0,1 mg/kg durante 28 dias e nenhuma reagdo de hipersensibili=-
dade fol detectada.

Segundo GREGORI (1974), pelo fato da impossibilidade
de se afirmar "a priori® nao ter havide contaminacado dos teci
dos inflamados, a administragaoc terapéutica de enzimas proteo
1iticas poderia romper, prematuramente, a barreira de fibrina
defensiva local, gue se tenha estabelecido, facilitando,portan
to, uma disseminacdo sistémica dos microrganismos al presentes,
levando a guadros clinicos de bacteremia e septicemia. O autor
acredita gue o uso das enzimas proteoliticas como redutoras do
edema pds-cirfirgico, em Cdontologia, deva ser sempre acompanha
do de uso de drogas guimioterfpicas e/ou antibidticas gue per
mitam impedir agressoes sistémicas oriundas de  disseminagoes

de processos sépticos locais.
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Baseados na discussac dos resultados, e dentro das con

dicdes do presente trabalho, pode-se concluir que:

6.1 ~ A sintese de mucopoligsacarideos acidos (glico

saminoglicanas) acompanha, em animais sob condi
¢Oes normais, o mesmo padrdo da sintese de cold
geno, relativamente ao tempo de evolugao reque
rido, atingindo ¢ maximo por volta dos 14  aos
21 dias, decaindo em seguida, com a organizagao

macromolecular do tecido.

A dexametasona 21-fosfato, na dose de 0,lmg/kg/
dia, demonstrou ser uma potente inibidora da sin
tese e maturagdc do colageno, quando da prolife
ragac do tecido de granulagao, em ratos,

A fenilbutazona, na dose de 20 mg/kg/dia, pos
sue as mesmas propriedades conferidas a dexame
tasona 2l-fosfato, se bem gque en menor grau.

A tripsina, guando administrada numa dose de
0,1 mg/kg/dia, interfere positivamente na sinte
se e maturagao de colidgenc, sendo portanto uma
aliada importante dos mecanismos de reparagaoc

animal.
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RESUMO

O presente trabalho teve como uma de suas finalidades
acompanhar a sintese de coligenc e glicosaminoglicanas(M.P.A.)
no tecido de granulagdo, induzido artificialmente em ratoes,des
de uma fase precoce até sua maturagado. Por outro lado, objeti
vou-se estudar os efeitos de drogas antiinflamatSrias, comprin
cipios ativos diferentes, na evolugao deste mesmo tecido,compa
rando-a com aguela observada em animais sob condigoes normais.

Os resultados obtidos demonstraram que a dexametasona
21~fosfato, na dose de 0,1 mg/kg/dia & uma potente inibidora
da sintese de mucopolissacarideos acidos{glicosaminoglicanas),
e de colageno, o mesmo acontecendo com a fenilbutazona (20 mg/
kg/dia), esta porém, inibindo a sintese de glicosaminoglicanas
e coldgeno em menor grau. Paralelamente, a tripsina(0,l mg/kg/
dia) interfiriu na proliferacao do tecido de granulacac de uma
maneira positiva, tanto quantitativa como qualitativamente.

A partir desses resultados, pdde-se concluir que:ocanti
inflamatdrio esterdide (dexametasona 21-fosfato), assim como o
nao esterdide e ndo enzimdtico (fenilbutazona), nas doses admi
nistradas constituem-se em grandes recursos terap8uticos quan
do houver necessidade de uma inibigac da proliferagao do teci
do de granulacic. Ao contririo, o antiinflamatdric enzimdtico
{tripsina) estaria justamente indicado em patologias nas quais
uma sintese mais ripida e organizada do tecido de granulacao

fosse de primordial importancia.
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SUMMARY

This work had the purpose to follow up the synthesis
of collagen and glicosaminoglycanas artificially-induced granu
lation tissue in rats, since an earlg phase till the matura
tion of this tissue. It were also studied the effects of anti
inflammatory drugs with different active principles upon the
evolution of granulation tissue, and a comparison was madewith
the dynamics of normal granulation tissue.

The results have showed that dexamethasone-2l-phospha
te, in doses of 0,1 mg/kg/day is a powerfull inhibitory action
upon the glycosaminoglycans (acid mucopolysacharides) and col
lagen synthesis, the same happening in relation to phenylbuta
zone (20 mg/kg/day), with the difference that phenylbutazone as
a smaller inhibitory effect. Trypsin (0,1 mg/kg/day)has showed
an action of accelaration of the maturation of granulation tig
sue.

From these results, it was concluded that the steroid
antiinflammatory (dexamethasone-2l-phosphate), as well as non-
steroid and non-enzimatic agent {(phenylbutazone) in the used
doses are of great therapeutic value when the inhibition of
granalation process is needed. Contrarily, the enzimatic anti
inflamatory drug {(trypsin) could be indicated in situations

when a faster synthesis of granulation tissue was recomended,
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APENDICE
LEITURAS HISTOFOTOMETRICAS
TECIDO DE GRANULACAO - 07 DIAS
GRUPOS A 8 c p
?éitur;ammas 1 2 1 2 1 2 ] z
1 76,0 80,1 84,3 83,8 80,7 79,3 90,3 88,9
2 7¢,7 79,4 80,2 82,9 82,5 80,2 87,8 90,3
3 72,1 79,7 89,3 83,1 80,7 80,3 89,6 89,7
4 75,2 76,2 87,8 82,7 80,9 79,7 89,1 89,5
5 70,7 76,8 85,4 82,5 81,1 78,7 90,9 89,9
6 77,0 77,0 83,5 84,8 82,3 78,8 90,6 90,1
7 78,6 76,7 85,7 85,9 76,8 79,6 89.6 90,1
8 78,9 75,4 83,6 85,2 77,3 80,8 89,0 88,5
9 77,9 79,2 85,3 86,4 81,5 80,4 87,7 88,7
10 76,2 79,8 88,1 87,2 80,5 80,1 88,5 89,3
11 79,4 81,0 83,1 84,5 80,3 81,4 87,1 89,7
12 ga,? 80,4 84,5 86,2 81,7 81,3 87,6 88,8
13 85,1 80,6 86,4 85,7 80,1 80,7 89,2 89,1
14 77,4 79,9 87,4 87,0 82,3 80,9 89,0 89,5
15 83,4 79,7 85,9 86,9 79,4 82,1 89,1 91,2
16 81,9 78,8 83,0 86,% 80,8 81,4 88,5 92,4
17 82,4 80,2 86,6 85,2 80,5 79,8 89,5 91,7
18 82,1 80,0 81,8 85,5 82,4 80,3 87,6 92,1
19 86,3 81,2 84,7 84,9 81,2 80,0 89,8 93,0
20 77,8 80,4 84,9 85,0 78,5 81,2 88,8 92,6
21 76,1 79,7 83,0 85,1 78,7 78,9 87,9 90,9
22 go,1 78,2 82,0 86,2 79,9 78,8 89,5 89,9
23 78,2 78,5 87,1 86,4 81,3 79,1 88,7 91,0
24 81,0 77,9 88,2 85,9 76,9 80,4 87,1 90,2
25 77,9 79,4 82,2 86,0 80,0 79,7 89,9 89,6
26 73,7 79,5 85,7 83,9 79,8 79,8 85,2 90,3
27 76,6 79,8 86,6 84,2 78,6 81,0 91,2 89,8
28 73,8 78,8 80,4 84,7 80,6 80,2 90,8 90,0
29 73,6 79,1 80,7 85,1 80,5 79,6 89,7 90,4
30 79,2 78,3 82,1 85,2 79,9 79,5 91,4 90,1
MEDIA 78,2 79,0 84,6 85,2 79,9 79,5 91,4 90,1
MEDIA GERAL 78,6 84,9 80,1 89,56
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TECIDO DE GRANULACEO - 14 DIAS

D

GRUPOS A B C
oRosss eripsine [T conerore geranetason:
n¢ laminas 3 > ; 5 ; ; ] :
leituras -
7 71,3 74,2 80,2 82,2 78,7 73,3 90,4 92,6
.2 78,1 73,8 81,6 81,7 71,3 73,8 91,2 89,2
.3 72,6 73,7 82,1 81,4 74,3 72,9 91,5 89,9
4 78,5 74,0 82,6 82,1 71,7 72,5 90,9 88,3
.5 74,6 73,4 82,5 81,5 77,0 72,5 90,7 84,8
.6 75,8 73,2 83,0 80,9 75,4 71,9 90,3 93,8
o7 74,0 73,9 80,1 80,3 78,8 72,2 89,8 92,5
8 73,9 72,7 83,9 80,5 81,3 74,2 89,8 91,]
.9 71,9 72,1 82,4 81,6 75,6 75,1 90,5 92,8
10 73,2 73,6 82,1 80,4 80,0 76,8 91,3 92,4
1 73,3 74,1 81,4 81,3 81,1 75,9 92,0 87,4
12 75,4 74,2 81,6 80,6 79,3 76,7 91,7 85,2
13 72,0 74,8 83,2 84,1 75,9 77,0 92,1 87,9
14 70,9 72,9 82,4 83,2 79,7 76,6 93,0 87,3
15 71,1 72,5 81,6 82,2 77,0 75,8 92,8 94,1
16 71,5 72,8 82,0 81,7 80,2 75,2 92,5 84,6
17 72,1 73,2 81,8 83,0 76,0 74,% 92,6 85,9
.18 70,9 72,9 81,1 82,2 73,7 75,1 92,1 90,7
19 72,0 72,0 81,2 81,7 78,6 74,8 91,8 91,6
20 70,0 72,7 81,4 81,1 76,9 74,4 91,4 85,2
21 73,4 74,0 80,9 80,9 72,2 73,9 90,5 89,4
.22 72,2 73,1 81,7 79,8 74,1 74,0 91,1 91,1
.23 70,4 72,6 81,3 78,8 77,1 73,7 91,7 90,2
.24 69,8 72,8 81,3 80,1 76,5 76,1 91,0 86,2
25 69,4 71,5 80,7 81,2 70,% 75,9 90,6 89,4
26 71,0 70,6 82,0 81,4 74,8 75,6 90,5 91,7
27 71,0 70,3 81,8 82,0 77,3 74,0 89,9 89,7
28 74,1 69,9 82,1 81,9 76,9 72,8 88,7 89,3
.29 72,0 70,1 81,4 80,7 79,3 72,0 88,7 93,0
30 71,7 70,7 81,7 82,0 77,7 71,2 87,8 90,3
MEDIA 72.6 72,7 81.7 81.4 76,7 74,3 90,9 89,2
MEDIA GERAL 72,6 81,5 75,5 90,0
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LEITURAS HSITOFOTOMETRICAS
TECIDO DE GRANULAGAG - 21 DIAS

GRUPDS A B C p
.. fenilbuta- dexametasona
DROGAS tripsina  “ controle  oy" Tticfato
no aminas
Tommgles v 2 2 0z 1o
1 72,5 69,8 81,6 80,% 73,1 72,7 89,6 90,5

2 65,6 69,4 79,8 80,4 73,8 72,1 91,2 91,0
3 59-3 70,1 80,2 81,2 73,0 71,8 92,9 90,8
4 62,7 71,1 80,5 81,0 72,9 71,8 95,6 90,7
5 65,5 71,2 76,2 80,4 71,7 71,7 88,2 91,2
6 61,5 70,5 77,3 81,0 70,7 72,0 92,6 94,4
7
8

73,7 70,3 77,0 78,7 70,1 72,4 91,9 89,6
67,7 69,7 76,5 78,8 70,1 74,3 90,5 89,8

9 72,7 68,7 76,7 79,3 69,8 75,2 91,7 88,4
10 67,2 69,0 75,8 77,6 73,0 75,5 89,0 87,9
1 69,0 69,4 75,1 76,6 74,5 74,6 92,7 89,2
12 67,0 68,2 80,6 78,1 74,1 74,1 89,1 90,
13 67,4 69,7 81,0 77,7 73,6 73,4 92,9 92,4
14 70,6 70,2 80,7 77,0 75,4 72,9 89,2 91,7
15 67,8 71,0 81,7 76,6 74,5 71,6 89,9 90,8
16 66,9 70,4 80,7 78,3 72,0 71,2 89,7 89,7
17 63,7 69,8 79,6 79,1 73,6 70,8 89,8 89,7
18 70,7 70,2 78,4 80,2 71,5 70,4 90,8 88,9
19 70,7 69,7 79,0 79,8 71,7 70,5 88,8 89,0
20 71,5 70,0 77,8 78,9 72,7 70,6 89,5 90,
21 71,7 L,y 77,9 77,8 74,0 70,5 91,7 91,2
22 72,0 71,4 79,6 78,5 71,1 71,2 89,3 90,4
23 63,8 72.1 80,2 80,0 79,5 71,1 84,9 91,2
24 74,5 69,9 79,8 81,1 69,8 71,1 85,2 89,9
25 74,2 67,9 77,4 79,7 69,0 70,4 87,0 89,5
26 54,8 68,3 78,4 78,4 69,9 72,6 84,8 89,6
27 63,1 68,5 79,1 78,5 68,7 73,1 86,8 87,8
28 66,9 67,2 79,5 77,9 70,1 74,5 87,7 88,0
29 71,9 67,8 77,8 78,3 73,5 73,2 85,8 88,2
© 30 71,1 68,4 77,3 79,2 73,8 72,0 88,0 89,1
MEDIA 70,34 69,7 78,77 79,06 72,07 72,31 89,56 89,92

MEDIA GERAL 70,0 78,9 72,1 89,7
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‘TECIDO DE GRANULAGAO - 28 DIAS

-GRUPOS A B c D -
o fFenilbuta- dexametasona
DROGAS tripsina zona controle 21 - fosfato
n laminas
?zm 2 1 2 1 2 1 2
1 /8,0 77,4 82,3 78,7 78,3 78,0 88,1 84,2
2 74,1 78,3 77,17 7%,y 77,7 79,2 85,8 85,6
43 74,5 76,7 72,3 78,4 79,1 79,1 86,4 83,9
78,2 76,1 76,1 80,2 80,5 78,4 85,7 84,1
5 17,3 76,8 82,8 81,4 81,2 80,1 87,0 85,2
& 78.8 78,1 85,1 81,5 79,3 81,0 88,4 84,4
7 72,5 78,6 74,9 80,7 78,4 80,5 89,2 83,9
8 73,6 78,3 80,7 80,1V 79,7 79,6 87,9 83,7
.9 74,8 78,4 74,8 81,2 79,3 79,4 89,5 84,0
10 74,7 79,6 84,2 79,4 78,6 79,7 87,2 84,2
11 79,3 77,2 86,1 79,6 80,2 78,8 87,5 84,1
12 78,4 77,5 80,9 78,8 81,4 78,4 85,9 83,2
i3 75,2 76,6 80,9 79,2 79,9 77,3 84,7 82,9
14 77,4 76,9 79,6 80,0 79,7 77,5 87,7 81,8
15 76,0 76,8 82,1 82,0 80,3 75,0 86,0 82,0
16 75,9 75,3 7%,7 82,5 76,2 76,4 83,4 82,2
17 78,0 75,8 82,7 82,4 17,2 76,9 85,5 81,5
18 76,2 77,0 83,3 82,5 78,5 77,2 80,0 81,5
19 73,5 ¢, 77,5 81,7 78,8 78,1 87,0 81,7
20 70,2 74,4 77,9 81,6 79,0 B0O,3 84,2 83,6
21 75,2 75,4 77,4 80,3 77,8 79,7 90,1 82,2
22 7¢,2 75,9 76,4 79,9 79,6 78,9 89,4 82,0
23 74,8 74,8 76,4 80,2 80,4 80,2 87.8 81,6
24 73,0 76,2 78,5 81,0 ¥9,% 80,5 85,4 83,2
25 75,3 76,7 79,2 78,7 78,0 79,7 88,4 83,4
26 75,5 77,17 78,8 78,5 80,7 78,6 88,1 84,0
217 74,3 77,0 82,9 79,4 78,6 77,5 87,8 84,1
28 70,4 75,4 82,8 79,3 80,2 80,1 84,6 83,2
29 75,2 74,3 80,5 79,3 79,7 78,3 86,8 83,7
30 6,6 72,9 83,1 79,6 78,5 78,3 88,3 82,9
MEDIA 75,34 76,62 79,9 80,24 79,22 78,87 86,79 83,27
MEDIA GERAL 75,9 80,1 79,0 85,0




