ALMIR DE SOUZA MAIA

EFEITOS DO 2,4 DINITROFENOL, CARNOSINA E TIROXINA
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO TECIDO DE GRANULACAD

Tese apresentoda a Faculdade de
Odonzofogia de Piracicaba da Uni
versddade Esfadual de Campinas,
para obtengao do Grau de Mestre
em Bilologia e Patologia Buco-Den
tok, na dxea de Patologia.

PIRACICABA
1981

UNICAMP
RIBLIOTECA CERTRAY



Aos meus saudosos e inesqueciveis pais, BRAULINO DE SOUZA
MATA ¢ ALCIDES DE SCUZA MAIA, que se deram para pro-
porcionar-me educagdo, por meio da reniuncia e do exem

plo de suas vidas;

R minha querida esposa SUSANA, pela
irrestrita compreensao, incenti
vo e amor transmitidos a todg

instante;

Aos meus adordveis filhos ANDRE ¢ SA
MUEL, pela indizivel alegria epe

1o que representam para mim,

ofereco este trabalho.



Aos meus inestimaveis irmdos MOAIR, CAROLINA,
VERONICE, ELENICE 2 ADRIEL, pelo fraterno

amor Que Ssempre nos untu,

minha admiracao e apreco.



Ap Professor Doutor MARIO ROBERTO V171001, cuia
orientacao sabia e segura ensejou mi-
nha formagac cientifica e consecucao

deste trabalho de pesquisa,

meu respeiio e homenagem.



K UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, na pessoa de
seu Magnifico Reitor PLINIO ALVES DE MORAES,
peta oportunidade oferecida para os meus es-

tudos de P0s-Graduagao;

B UNIVERSIDADE METQDISTA DE PIRACICABA, na pessoa
de seu Magnifice Reitor ELIAS BOAVENTURA, pe
1o estimulo e apoio em todos o¢s instantes dos

estuydos de Pos-Graduacio,

o meu agradecimento.



A SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERAIS,
na pessoa de Sua Excelencia o Sr. Se-
cretario de Estado, pelo apoio, conce-
dendo-me Licenca para os estudos de

Pos-Graduacao,

0 mey agradecimento,



AGRADECIMNENTOS

Ao Professor Dr. ANTONIOQ CARLOS NEDER, DD. Diretor da Facul
dade de (Odontologia de Piracicaba, da Universidade Est
tadual de Campinas pelo irrestrito apoio e incentive &
Pesquisa nesta Faculdade;

Ao Professor Dr, ANTONIQ CARLOS FERRAZ CORREA, Coordenador
do Curso de Pos-Graduagdc do Departamento de Bipglogia
e Patplogia Buco~-Dental, da Faculdadede Odentologia de
Piracicaba, pela dedicagdo, espirito de servico e soli
dariedade com que me distinguiu durante o franscorrer
deste trabalho;

ko Professor Dr., LOURENCO B0ZI0, Professor Titular respon-
savel pela Area de Patologia da Faculdade de Odontolo-
gia de Piracicaba, pelo exemplo de dedicagao ao ensino
& a pesquisa;

Ao Professor Dr. GILBERTO D'ASSUNCAQ FERNANDES e ac Profes-
sar Dr, ALCIDES GUIMARAES, pela eficiente e oportuna
contribuicdac na elaboracac deste trabalho:

Ao Professor Dr. MOUSTAFA MOHAMMAD EL-GUINDY, pelo valoroseo
incentivo que me foi dispensado:

Aos Professores do Programa de PO0s-Graduagao da - Faculdade
de Odontologia de Piracicaba, pelo extraordinario cabe
dal de conhecimentos transmitidos;

Ao Professor Dr. FAUSTO BERZIN, pelas excelentes sugestoes

fornecidas;

Ao prezado colega Professor EDUARDO DIAS DE ANDRADE,que mui
to de perto me acompanhou e me ajudou nesta pesquisas

LI Professora MIRIAM CAMPOS BOAVENTURA, pelo apoio e atengaos



Aos colegas do Curso de Pos-Graduagdo da Faculdade de Odon-
tologia de Piracicaba, pelo companheirismo dispensado;

K Sra. TVANY DO CARMO GUIDOLIN GEROLA, Bibliotecaria Chefe,
e demais funciondrias da Biblioteca da Faculdade de 0-
dontolegia de Piracicaba, pela colaboracdo na revisio
bibliografica;

Ao Sr. IV0 DE PAULA TOLEDO, Auxiliar de Laboratdrio da Area
v de Anatomia, pela grande colaboragao nos trabalhos de
preparo dos animais e outras rotinas de laboratorio;

Ao Sr. ANTONIO KERCHES DE CAMPOS, Tecnico de Laboratorio da
Erea de Patologia, pelo excelente trabalho de prepara-

coes histologicas;

Es Funcionarias MARTIA APARECIDA NALIN g SUELT SOLIANI, pela
grande ajuda;

A todos guantos, direta ou indiretamente auxiliaram na ela-

boragao desta pesquisa,

o meu recgnhecimento

e agradecimento,



REFLEXAO

Porque o Senhon da a sabedonia, e da sua bo
ca vem a inteligéncia e o
entendimento.

Condia no Senhor de fede coragao e ndo fe
eatrnihes no  teuw patprio
entendimento.

Feliz ¢ homem que acha sabederia e ¢ homem
que adquire conbecdmenio.

nougibigs  :

2.6; 3.5, 13,



INTRODUGAQ

PROPOSICAD

3.
3.

3.7.
3.8,

RESULTADOS

4.1, Descricdo dos resultados
4.
4.

5,
5,
5.

CONCLUSTES

SUM

1

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. MATERIAL E METODOS

1.
2.

Z,
3.

. DISCUSSAD

1.
2.
3.

Legendas das fotomicrografias

SUMARTIO

Selecan 408 animais . . i u e ie i e e e
Eguipamento e material utilizados ..o in s
Implantacao das espondas ... oo vnmnnnvnennens
Distribuicac dos grupos experimentaiS............

Drogas utilizadas .. ivmie it et e s e

Esquema de sacrificio dos animais

Tecnica de laboratorio ...ovoue..u...

Observacoes microscopicas e documentagao

Mapa de estudo comparativo .......... e

Ay OSTI A v v it bt e e s v n e s st n e
2.4 dinitrofenol .l e e

ER T aTs = £ 1 T- T P

-------------------------------------

.....................................

-----------------------------

-----------

...........

---------

.....................................

-----------------------

..................

......................................

.....................................

-----------------------------------------

........................................

.....................

Pag.

13

15

16
16
17
13
18
20
20
20

21

22
29
32

53

55
58
58

62

64
&7

69



1. INTRODUCAO



1. INTRODUCKD

A inflamacao (do latim “"inflammatione”, incendiar)
e uma série de transformacoes dinamicas, que ocorrem no teci-
do conjuntivo, em vesposta a um agente agressor, seja ele de
natureza fisica, quimica, bioldgica ou de fundo imunoldgico.

A 58qﬁéncia dos eventos inicia-se pela 1iberacao
de mediadores quimicos na regido. que possibilitam um maior a
fluxo sangﬁ?neo g um aumento da permeabilidade dos vasos san-
guineos pertencentes @ microcirculacdo Tocal.A exsudagao plas
matica e celular, visa, entre cutras fungoes, diluir ou neu-
tralizar o agente invasor, ou entao remover os restos tecidu-
ais consequentes a lesdo. Apos a remocao dos “debris” da drea
inflamada, iniciam~se os fenomenos proliferativos. 0s fibro-
blastos sintetizam colageno e mucopolissacarideos acidos {gli
cosaminoglicanas); angioblastos, na retaguarda, induzem a neo
formacan de microcapilares sangliineos, com o sbjetive de nu-
trir o tecido em formacao. Surge, nesse momento, uma massa a-

vermelhada e fibrosa, denominada tecido de granulggéo. Dentro




do processo de reparagao do organismo animal, a formaiaa des
te tecido &, sem divida, de primordial importancia.

0s fibroblastos sdo células do tecido conjuntive,
respoensaveis pela formaclo do coldgeno. Produzem tambem  a
maioria das glicosaminogliicanas (mucopolissacarideos acidos)
do tecido de granulacgido, que permitem a agregacao do colage-
no em feixes.

Grande parte dos autores ind}ca que os fibroblas-
tos do tecido de granulagao se originam de celulas mesenqui-
mais indiferenciadas e fibrocitos em estado de repouso, exis
tentes juntoda darea lesada, e se tornam ativos apos a lesao
do tecido. Ainda, celulas perivasculares {pericitos) da re-
gido podem modificar-se em fibroblastos.

Entretanto, outros autores afirmam que os fibro-
blastos do tecido de granulagao tem origem hematogena,mormen
te de monocitos. Na verdade, ndao existem provas gue eliminenm
yma ou outra hipotese, mas e provavel gue ambas estejam cor-
retas, tendo os fibroblastos do tecido de granu?aﬁéo as duas
prigens.

0 coldgene (do grego "kolla™, cola) & uma protei-
na produzida pelos fibroblastos. As moléculas dessa proteina
sdo longas {mais ou menos 2.800 R), com cerca de 15 A de es-
pessura. Cada molécula consiste em tres cadeias polipeptidi-
cas, unidas sob a forma de uma triplice helice. As cadeias
recebem o nome de cadeias alfa, cada uma delas consistindo
em squéncia de tres aminocacidos que se repetem aoc longo de
seu trajeto. O primeiro aminodcido dessa seguéncia pode ser
qualquer amincacido de uma serie deles, desde que seja dife
rente dos outros dois seguintes. 0 segundo aminodacido e pro-

lina ou lisina, e 0 terceiro e sempre glicina (HAM, 1977).



A sintese do colageno no tecido de granulagio &
detectavel a partir do 490 ab 7¢ dia de desenvolvimento.A par
tivr dé?, a atividade dos fibroblastos aumenta, atingindo o
mazimo entre 14 e 20 dias. Isso foi constatado pelo wetodo
de radioautografia, utilizando-se a prolina marcada, confor-
me trabalhos de LOWTHER et alii (1961); PROCKOP et alii -
(1962); HAUSMANN & NEUMANN (1961); MADDEN & PEACOCK (1968),
que pesguisaram a atividade especifica da prolina na bioss?g
tese do colageno por meio de isGtopos radiocativoes . Estudos ra
dicautograficos feitos por VIZIOLI (31975) demonstraram que a
sintese do colageno no tecido de granulagac e ativa a partir
dos primeiros dias de seu desenvolvimento, atingindo o pico
entre 15 e 20 dias. Esses estudos demonstraram'e confirmaram
pesquisas anteriores, de que a sintese do coligeno &8 maior
do 150 ao 200 dia de desenvolvimento do tecido. Ap0s a ter-
ceira semana, a atividade de sintese pelos fibroblastos cai
drasticamente, atingindo niveis inferiores aos primeiros 10
dias.

0 colageno e sintetizado sob a forma de procolage
no, intracelularmente, nos ribosomas do reticulo endoplasma-
tico dos fibroblastos secretores. O material ali produzido e
transferido para as vesiculas do aparelho de Golgi, ou, en-
t50, diretamente para o espaco intracelular. Moleculas de
tropocolageno s3o lancadas pela celula para o exterijor, onde
se tornam visiveis pela polimerizacgao, acreditando-se que o-
corre do lado externo da membrana celular, bem Junto a ela.
fxtracelularmente, as molseculas de tropocoliagenc tornam-se a
gregadas lateral e longitudinalmente, & formam fibrilas de
colageno, que apresentam estriacao cruzada tipica,com uma pe

riocidicidade de 640 R.



Posteriormente, essas fibras se agrupaﬁ, para dar
lugar & formag8o das fibras de colageno. Estas sio visyaliza
das pela microscopia comum, € posteriormente se tornam 'fi-
bras colagenas amadurecidas.

Gutras fibras presentes no processo de formagao
do tecido de granulacao sao as reticulares, desde o inicic de
formacao do tecido de granulacao. Elas originam-se da mesma
forma que as colagenas. Ao contraric das colagenas,estas s3o
finas e se constituem de uma forma de colageno e carboidrato.
Hecebem esse nome por se disporem geralmente em tramas {do
Jatim "rete”, rede), e fornecem dessa forma uma rede, conhe-
cida como malha de reticulina, que funciona como suporte pa-
ra as celulas do tecido.

As moleculas de protocolageno polimerizadas fora
da celula agregam~-se & formam fibrilas que, por sua vez, se
unem em fibras, observaveis ao microscDpio comum, Essas fi-
bras finas e delicadas sdo conhecidas como fibras argirdfi-
Tas, porque se impregnam fortemente pela praté, mas represen
tam dois tipos de fibras: o primeiro tipo, chamado pre-cola
genas, que se diferencia posteriormente em fibras colagenas;
o segundo tipo, que permanece come uma especie de fibra fina
e delicada, que forma uma rede por todo o tecido, <conhecida
como fibra de reficulina.

Conforme STEIN & WOLMAN (1958), a sintese das fi
bras no processo de reparacao se inicia em torno do 49 dia a
nbs injuria, completando-se no 80 dia. J& GOULD (1958), tra-
halthando com tecido obtido por implante de esponja de PVC,
concluiu gue a formagaoe de fibra se da entre o 50 e o 79 dias
do desenvolvimento do tecido. Chegaram & mesma conclusao JOAN

SON & Mc MINN (1958). Tais autores concluiram tambem que a



fibroplasia & mais intensa durante a 22 e 3% semanas de de-
senvolvimento do tecido.

A grande maioria dos estudos posteriores realiza
dos nesse sentido (JACKSON & BENTLEY, 1960; ROSS & BENDITT ,
18961; SANDEBERG, 1963; KULONEN, 1965; SELYE et alii, 1869;VI
Z10LE, 1971, 1973, 1975; FEHER et alii, 1977; VIZIOLI et alii,
1572, VIZIOLLI & ALMEIDA, 1978) confirma esses dados. SCHMITT
& BENEKE (1971) demonstraram que, 3 dias apos implantacao de
esponja de poliester em ratos, ha o aparecimento de  fibras
na periferia da esponja. Aos 5 dias, segundo os mesmos auto-
res, podem-se reconhecer as fibras coradas com "van Gieson",
como uma capsula fibrosa que envelve a esponja.

Quanto a substancia fundamental, formada princi-
ﬁaEmente‘por um mucopolissacarideo acido, o acido hialuroni-
co torna-se imprescindivel a agregacao do colageno para for-
mar fibras e Teixes, atuando como substancia “cimentante" ,
gue une as fibrilas entre si.

A sintese dos mucopolissacarideos acidos {(M.P.A.)
no tecido de granulacao tem sido pesquisada por inumeros au
tores, utilizando-se de metodos histofotometricos e histoquil
micos. Segundo FROMM {1958) e SCHILLING et alit (1959) a
sintese de mucopolissacarideos acidos no tecido de granula-
cac © muito rapida durante as primeiras duas ou treés semanas.
tais vecentemente, VIZIOLI (1975), utilizando-se da tecnica
histofotometrica para estudo da sintese de mucopolissacari-
deos acidos, constatou gue nos processos de granulacao provo
cados por implantacao de esponja, a quaniidade de M.P.A. e~
vistentes aumenta progressivamente durante o desenvolvimento
do tecido, ate atingir o periocdo de 15 a 20 dias, decaindo

posteriormente, ¢ que confirma as pesguisas anteriores. Apos



esse perodo de intensa atividade de sintese de M.P.A. ,estes
se ligam totalmente ds fibras, agregando os feixes de colage
no e preduzindo a maturacao final de tecido. |

No processo de formagdo do tecido de granulagio,
participam tambem algumas enzimas, como: fosfatase alcalina,
adencsin~trifosfatase (ATPase) e 5-nucleotidase, gue funcio-
nam ativamente no processo de agregacao das fibras de colage
no, sendo gue essa participaégo atinge 0 maximo entre os 15
e 20 dias, com gqueda acentuada apos esse periodo.

ApGs os 15 dias de desenvolvimento (GRINDLAY &
WAUGH, 1857; DUNPHY & UBUPA, 1955; CHVAPIL, 1967; HICKS, -
1569; FEHER et alij, 1871; VIZIOLI, 1971, 1973, 1975; FUKUHA
RA, 1972y PEDERSEN & VIIDIK, 1972} o tecidode granulagdo tor
na-se péuiatinamente mais organizado e madurc, com a diminui
cao do nimero de celulas fibrogenéticas e de capilares,  ja
gue as necessidades de nutrigdo do tecido comegam a diminu-
ir, o que resulta num processo de "encolhimento” do tecido |,
provocando uma gradual retracao da area. Isso, segundo VIZ10
LT (1975), seria consequencia de uma atividade colagenolfti-
ca, ou seja, de reabsorcao do material fibroso produzido em
excesso. Apbs 3 semanas, a reabsorcdo supera a sintese, € 0O
tecido comeca a “"encolher". 0 encolhimento cessa apos 5 sema
nas e, 45 dias depois, o local da ferida e gquase impercepti-
vel, a nao ser pelo padrdo diferente do tecido fibroso da a-
rea, que forma a cicalriz.

A neo-formagao de capilares no tecido de granula
cado & bastante intensa durante os primeiros 15 dias, como @
obvio, por causa das necessidades do sangue do tecido em in-
tensa atijvidade. 0s capilares proliferam rapidamente,crescen

do em direcao a superficie do tecido, vindo das profundida-



des da lesdo. Proximo a superficie, eles fazem um contorno |
dobrando-se sobre si mesmos, e voltam em direcao a profundi-
dade., Isso confere a superficie do tecido um aspecto granula
do {donde o nome "tecido de granulacdao”) e vermelho intenso,
que sangra ao menor toque. Conforme o tecido, o numero de ca
pilares diminui e a superficie fica menos granulada e mais
palida gradativamente, até que esse aspecto desaparece total
mente, dando lugar & cicatriz fibrosa.

Comentaram-se ate aqui os estudos morfologicos i-
nerentes & fase proliferativa do processo de reparo, 0s agen
tes responsaveis pela producao de reacoes granulomatosas, a
origem e as funcgoes dos fibroblastos, a sintese do colageno,
a sintese dos M.P.A. (mucopolissacarideos acidos), a partici
5aGa0 dé enzimas ne tecido de granulacao, a substancia funda
mental e a maturacdo do tecido.

Resta enfocar, agora, oulro ponto de extrema im-~
portancia: os fatores que interferem nesse processo de repa-
ro. Yarios autores tem dedicado suas pesquisas nesse senti-
do, procurando relacionar os fatores que atuam na velocidade
de sintese de colageno durante o processo de formagae do te-
cido de granulagao. Mc MINN & PRITCHARD (1969) relataram a i
dade, o estado nutricional do organismo, as variacces de tem
peratura e o maier ou menor suprimento sanguineo da regiao
como fatores que interferem na cingtica do processo de vrepa
ragio tecidual de animais. HEUGHAM & HUNT (1975}; COHEN et
alii {(1975), como tambem SCHILLING {(1976), concordaram que
cubstincias como a Vitamina A, Yitamina £ e o Zinco aceleranm
o processo de veparagao dos tecidos. Segundo HEUGHAM & HUNT
(1975), a tensdo do oxigenio tissular, o estado hemodinimico

do organismo e a ac¢io de toxinas cumprem um papel preponde-



rante na biossintese do tecido de granulacio, ora acelerando
a, ora retardando-a. A infiltragdo local de anestesicos, de
acordo com BODVALL & RAIS (1962), retarda o processo de cu-
ra, principalmente guando contiverem vasoconstritores. DURI~-
GHETTO JR. et alii {1978}, trabalhando com ratos, concluiram
gue a corrente gletrica de baixa intensidade interfere no me
canismo de reparacdc do tecido, provocando aumento do edema,
do infiltrado inflamatério e da quantidade de fibroblastos,
na fase inicial, e antecipacao da maturacao do granuloma, na
fase final do processo de cura.

Por outro lado, tem-se estudado os efeitos de dro
gas gue interferem no metabolismo basal do organismo, ora a-
celerando-o {drogas anabolizantes}, ora retardando-o (drogas
catabolizantes), como as antinflamatorias (esteroides, enzi-
maticas, niao esterdides e nao enzimaticas), os hormonios, as
vitaminas, o 2incoe, ete,

Recentemente, ANDRADE (1880) estudando a acao de
tres drogas antinflamatorias no tecido de granulagao induzi-
do em ratos, demonstrou que a dexametasona 21-fosfato & po-
tente inibidora da sintese e maturagdo do colageno, possuin-
do a fenilbutazona as mesmas propriedades, embora em grau me-
nor. Por outre lado, a tripsina interferiu positivamente na
sintese e maturacao do colageno, acelerando o processo de re
parao,

Com base nesses estudos, e no fato de que certas
drogas possuem a capacidade de acelerar a atividade metaboli
ca {estimuladoras, portanto, do anabolismo do tecido de gra-
nulacéo), & que teve origem este trabalbo. Entre essas dyro-
gas, estdo a carnosina, o 2,4 dinitrofencl e a tiroxina.

A carnosina e um constituinte normal do organismo.
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E um dipeptides descoberto em 1900 por GULEWITSCH & ADMIRAD-
ZIBI, procedente do extrato de carne, e & encontrado, em con
centragoes variaveis, em musculos estriados de vertebrados.
Quimicamente, € a B-alanil L-histidina (C9H34N403),'e seus
efeitos sao conhecidos como estimuladores do processo de re-
paragac do tecido € junto ao metabolismo muscular, servindo
como agente de transformacao da miosina em actomiosina,

L recente a pesquisa dos efeitos da carnosina Jun
to a0 processo de reéparacao de tecidos. Autores como MUKADA
et alii (1969); FUJII & COOK (1973); TSUNEO & NAGAI (1974) ;
MAGAL & HIKOICHI (1974) tem investigado a8 acdo da carnosina
no reparo dos tecidos vitais. Para essas investigagoes,os au
tores utilizaram-se do tecido de granulagao induzido em ani-
mais de laboratorio. MAGAT (1975), utilizando-se tambem des-
se recurso, estudou, entre outras drogas, a carnosina, C O/
suas relagBes quimicas e fisio?ﬁgicas.no mecanismo de reparo
dos tecidos. 0s resultados revelaram gue a substancia atuava
ng crescimento e desenvolvimento do tecido de granulagao.Por
putro lado, VIZIOLI {1975) e VIZIOLI et a?ii'(¥976) confirma
ram que, em condigbes normais, a biossintese de colageno e
glicoseminoglicanas. @ acelerada para 2 semanas. Ainda VIZIO
L1 & ALMEIDA (1878), investigando os efeitos da carnosina no
desenvolvimento do tecido de granulacao por meio dos metodos
histoiégico§ e histofotometricos, demonstraram que o tecido
tratado com carnosina se apresentou mais desenvolvido que o
tecido controle, bem como apresentando aspectos morfoldgicoes
de maturacao mais cedo do que o contrele. Por fim, VIZIOLI
et atii (1980}, igualmente pesquisando os efeitos da carnosi
na sobre o desenvolvimento d0 tecide de granulagao induzido

por esponjas em ratos, relataram que, no tecido de granula-
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20 tratado com carnosina,os fibroblastos apresentaram maior
atividade nos primeiros 5 dias de desenvolvimento. Essa ace
lerada atividade de sintese foi maior apls o0s 5 dias poste-
riores, e atingiu o maximo nos 10 dias de desenvolvimento. A
pos 15 dias, o ritmo dessa atividade comegou a cair, e no
252 dia fol reduzida.

0 2.4 dinitrofeno)l e tambem conhecido como a ~di
nitrofenot CﬁHEOH(NOZ)2 s ou termol, Sua acdao estimuladora
sobre o metabolismo basal estd sendo discutida desde os tra-
balhos de CUTTING & TAINTER (1932). Os primeiros autores es-
tydaram efeitos farmacologicos e terapeuticos dessa droga,
concluindo que ela induz um aumento de temperatura, uma esti
mulacao respiratoria e uma aceleragao de quase 50% do meta-
holismo basico. Essa ativacio metabdlica produz uma grande
quantidade de A.T.P., fornecendo a anergia necessdria para
0s processos de sintese inerentes & reparagao tecidual ani-
mal. Administrado por via oral, ao homem, na dose de 3 a Smg/
kg, o DNF determina elevagao do metabolismo de 20 a 30% den-
tro de 1 hora, a qual perdura por 24 horas, caindo gradativa
mente dentro de 48 horas. A elevagao do metabelismoe & pro-
porcional @ dose e ao tempo de administracao (CORBETT,1977).

Quanto 8 tiroxina, e o 3,3, 5,5 tetraiodotiroxina,
uym dos hormonios produzidos pela glandula tireoide. Ela sin-
tetiza varios compostos organices iodados, e exerce importan
tes atividades vregulatorias no organismo, mediadas pelos sous
produtos nNovmais. Quando suficientemente prolongadas, 8s
alteracdbes minimas da produgdo desses hormonias resultarao
em alteracGes importantes no consumo de oxigenio, da  fungao
cardiovascular: do metabolismo do colesterol,da atividade neu

romuscular e da funcio cerebral. Logo, as agbes dos hormoni-
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0os da tireoide podem exercer as seéuintes fungoes: termogene
se & termorregulagao; metabolismo de lipides, proteinas e
carboidratos; reproducae, crescimento e 6esenvo?vimento; sis
tema cardiovascular; mobilizacao de agua e eletrolitos; sis-
tema nervoso (GOTH, 1975).

Os hormonios tireoidianos (T3 e Ty) funcionam co-
mo estimulantes gerais dos processos metabolicos. Em doses
fisiologicas, os hor%ﬁnios tirecidiais estimulam o metabolis
mo intermediario, originando o aumento do anabolismo. Ao con
trario, em doses excessivas, induzem o catabolismo celular
(BOWMAN et alii, 1970). 0 funcicnamento da glandula tiredide
e contrplado pelo hormonio tirectropico. da adenohipofise -
(TSH)Y. A tiroxina e lentamente eliminada no organismo e aban
dona o sangue, com uma vida media de & a 7 dias (GOODMAN &
GILMAN, 1878).

Existe uma grande semeithanca entre as estiruturas
da tiroxina (T,) e o 2,4 dinitrofenol (DNP}, o classico desa
coplador especifico da fosforilacao mitocondrial oxidativa,
sugerindo a esse hormonio propriedades estimulantes da faxa
metabdlica. E, realmente, tal condicdo ja foi comprovada por
diversos autores (LARDY & FELDOTT, 1951; NIEMEYER et alii, -

1963; HOTH & LIPMANN, 1954; MALEY, 1957).
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2. PROPOSIGAD

'E objeto do presente trabalho o efeito do 2,4 di-

nitrofenol, da carnosina e da tiroxina sobre o desenvolvimen

to do tecido de granulagao, com ¢ intuito de confirmar algu-

mas assertivas ja apresentadas, bem como esclarecer pontos

ainda ndo elucidados. Propoe-se, pois:

3

2)

3)

acompanhar as etapas de formagao do tecido de granulacao,
desde a sua genese ate sua maturagdo;

estudar, a nivel histologico, os efeitos do 2,4 dinitrofe
nol, da carnosina e da tiroxina, comparando os resultados
obtidos em termos de biossintese e maturacao do tecido de
granulacao;

confrontar os resultados obtidos nas proposigoes 1 e 2,
procurando determinar as correlacoes entre o desenvolvi-
mento normal do tecido de granulacac e possiveis altera-
coes desse tecido, quando submetido aos efeitos das dro-
gas citadas no item 2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELECAO DOS ANIMAIS

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram uti-
tizados 40 ratos aduitos {Rattus norvegicus, Albinus, | Wis-
tar), de 150 dias, machos, pesando 250 a 280 g. Os ratos fo-
ram selecionados no momento do nascimento e, depois de des-
mamados, alimentados com ragdo balanceada padrao e aqua "ad
Yibitum®”., Completada a idade adequada, os animais foram sub-

metidos cirurgicamente a jmplantagdo das esponjas.

3.2, EQUIPAMENTO E MATERIAL UTILIZADOS

- Mesa cirurgica para ratos

- Campanula de vidro

- Tesouras de ponta fina e ponta romba
- Pingas diversas

- Porta-agulhas

- Agulhas de sutura



- Agulhas hipodérmic;s descartaveis

- Placas de Petri

- Seringas centesimais de 1,0 ml - BD

- Esponjas de policlorovinil (PVC) 0,8cm x 0,8cm X 0,8cm
- Fios de algodao para sutura

- Algoddo hidrofilo esterilizado

- Gazg esterilizada

- Solugdo antisseéptica ("Germ-Hand, Darrow Laboratdrios $/A")

- Eter sulfiirico ("Indafarma Indistria e Comercio Produtos Qui-
micos")

3.3. IMPLANTACAC DAS ESPONJAS

0 material implantado foi esponja de policlorovi-
nil {PYC). Fragmentos medindo 0,8cm x 0,8cm x 0,8cm, devida-
mente esterilizados, foram implantados subcutaneamente nos a
nimais, conforme tecnica a seguir: apds anestesia com &ter e
tilico, e utilizando-se campanula de vidro, depilou~se a re-
gido dorsal mediana traseira dos lados direito e esquerdo dos
animais. Praticaram-se duas incisfes de aproximadamente 2 ¢m
de comprimento, paralelamente ac eixo da coluna vertebral.Em
seguida, procedeu-se a divulsdo dos tecidos, mediante auxi-
1io de uma tesoura de ponta romba, para favorecer a introdu
cao da esponja. Esta foi introduzida com uma pinga, subcuta-
neamente, o mais distante possivel da incisd@o, procurando-se
evitar que o processo de cicatrizacgao atingisse o tecido de
granulacac em fase de desenvolvimento. Isso feito, a incisao
foi suturada com dois pontos isclados.

Todos esses procedimentos foram conduzidos dentro

de adequados padroes de assepsia.
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3.4, DISTRIBUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Quatro grupos de animais foram programados e assim dis

tribuidos:
GRUPO | N2 DE 1 DRoGA INJETADA INJEGRO DIARIA
ANIMAIS ¢
A 10 soro fisiologico 0,9mg/100g
B i0 carnosina 3mg/100g
C 10 | 2,4 dinitrofenol 5mg/100g
D 10 tiroxina 5ug/100g

GRUPO A - Grupo Controle. Imediatamente apos a implanta
cao da esponja de PVC, ou "tempo zero", pas-
sou a receber uma inje¢ao intradermica de so-
ro fisiolbgico, diariamente.

GRUPO B - A partir do "tempso zero", recebeu uma injegao
intradermica de solugdo aquosa de carnosina
(8 -alanil L-histidina), na proporcao de 3mg/
100g de peso, diariamente,

GRUPO C - A partir do "tempo zero™, recebeu uma injecac
intradermica de 2,4 dinitrofenol {a ~dinitro-
fenol), na proporcgac de 5mg/100g de peso, dia
riamente.

GRUPO D - A partir do "tempo zero", recebeu uma injegao

3.

5‘

intradermica de solugdo aquosa de tiroxina{3,
3,5.5 tetraiodotiroxina), na proporgac de -
5 ug/i00g de peso, diariamente.

DROGAS UTILIZADAS

A pesquisa desenvolveu-se mediante aplicagao das seguin
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tes drogas:

a) carnosina -~ £ o g-alanil L-histidina, descoberto em
1900 por GULEWITSCH & ADMIRADZIBI em extrato de carne. Proce
déncia: Jap3o - "Hamari Laboratories". Sua estrutura gquimica
& a seguinte:

COOH

i

e CHp~CH-NH

;
N «\\\ -NH

C0~CH2wCH2~NH2

b) 2,4 dinitrofenol - Também conhecido como a-dinitrofe

nol, ou termol. Procedencia: Alemanha - "Merck™. Sua formula

estrutural e:
NO 2

0,0 ~ OH

¢} tiroxina - E o 3,3,5,5 tetraiodotiroxina. T um dos
hormonios produzidos pela tiredide. Procedencia: Estados Uni

dos - "Sigma Chemical Company". Sua estrutura quimica &:-

0 CHo-CH-COOH

HO ‘
\\\ /f/ NH 2
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3.6, ESQUEMA DE SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Todos os animais foram sacrificados pela inalagdo do é-

ter etilico aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias apbs o "tempo zero".

SACRIFICIOS
GRUPD
5 dias 10 dias | 15 dias 20 dias | 25 dias
A 2 2 2 4 4
B 2 2 2 2 2
c 2 2 2 2 2
D 2 2 2 2 2

3.7. TECNICA DE LABORATORID

Sacrificados o0s animais e retirados o0s tecidos de
gra-4lacao, estes foram lavados rapidamente em solugdo ffsig
16gica e fixados em formol neutro a 10% durante 24 horas, a
temperatura ambiente. Apds fixagdo, os tecidos foram inclui
dos segundo a tecnica de rotina, cortados na espessura de 7

mirra e corados com hematoxilina-eosina.

3.8. OBSERVACDES MICROSCOPICAS E DOCUMENTACAD

Ds estudos microscopicos de morfologia foram fei-
tos com 2 ajuda do fotomicroscﬁpio "JEISS~POL", que ‘tambem
fornecey as fotomicrografias utilizadas para documentagao dos

resultados.,
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4. RESULTADOS

4.1. DESCRICAO DOS RESULTADOS

COLORAGAD COM HEMATOXILINA-EOSINA

A esponja de PVC implantada subcutaneamente provoca uma
FEacan inf?amatﬁfia de corpo estranho, ocasionando a forma-
cdo de uma capsula fibrosa que circunscreve por completo a
ssponja. Em todos os grupos animais, constatou-se a presenga
dessa capsula,

Partindo da capsula fibrosa, os elementos celulares se
dirigem pelos poros ao interior da esponja, onde iniciam sua
proliferagao.

A seqli€ncia da proliferagdo do tecido de granulagdo,nos

seys respectivos dias e grupos, & a2 seguinte:

A - GRUPO CONTROLE

§ diasy

Capsula fibrosa bem delineada, circunscrevendo to-
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dos os limites da esponja de PVC. A partir da cEpsu};, o te-
cido de granulagdo comegou a proliferar pela migracdo de inQ
meros fibroblastos, oriundos de celulas totipotentes ou mé~
senquimais. Constatou-se, tambem, a presenga de grande nume-
ro de celulas mesenqguimais, dando origem a angioblastos e ex
pressivo numero de capilares neoformados. Reduzide o niimero
de celulas inflamatorias. Auséncia de celulas na parte cen-
tral da esponja. 0 aspecto geral do teéido de granulagao de

5 dias pode ser observado na figura 1.A.

10 dias:

0 tecido de granulacao se estendeu a toda periferia
da capsula fibrosa, caminhando para o centro da esponja. No-
tou-se um bom espago vazio na parte central do mesmo. A celu
laridade do tecido & grande, com proliferagao de fibroblas-~
tos e angioblastos. Presenca de capilares neofotmados com
circulacio sanquinea. Constatou-se, também, a formacdo inci-
piente de feixes e fibras colagenas. Ausencia de celulas in

flamatorias. 0 aspecto geral do tecido de 10: dias pode ser

visto na figura 2.A.

15 dias:

Maior fibrosamento do tecido, com redugdo do numero
de fibroblastos. As partes perifaricas apresentam-se mais fi
brosas que as centrais. Pequena area central ainda nao atin-
gida pelo tecide, pois o tecido de granulagado ocupou pratica
mente todos os espa¢os da esponja. 05 vasos capilares se en-
contram totalmente formados. Ausencia de angioblastos e pre-
senca de macrbfagos. A evolugao do tecido de 15 dias pode ser

vista na figura 3.A.
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20 dias: '

0 tecido de granulagac atingiu todo o espaco da es
ponja, apresentando-se bem fibrosado, com feixes de fibras
colagenas majs visiveis. A celularidade do tecido comegou a
diminuir, Evidente a presenga de vasos, agora mais calibro-
sos. A evolugao do tecido de granulacdp de 20 dias pode ser

yista na figura 4.A.

25 dias:

0 tecido de granulacaoc se apresenta totalmente for-
mado, e mostra feixes de fibras colagenas tomando os espagos
da esponja. Acentuada reducgao de celularidade. 0 tecido de

granulacao de 25 dias pode ser observado na fig&ra 5.A.

B - CARNOSINA

5 dias:

Capsula fibrosa bem delineada, circunscrevendo 0s
Timites da esponja de PVL, com maidr numero de fibroblastos
em relacdo ao Grupo Controle mais celulas totipotentes e
maior crescimento tecidual em relagdo ao controle. Reduzida
quantidade de células inflamatorias, bem como ausencia de te

cido na parte central da esponja. Veja-se a figura 1.B.

10 dias:

Fm geral, o tecido de granulagado de 10 dias do Gru-
po B assemelha-se ao controle correspondente, excetuando- se
o volume de c8lulas., O tecido estendeu-se a toda periferia
da capsula fibrosa, mas centra1mente\n§o se notou presenga
de células. A celularidade do tecido tambem @& consideravel,
com inumeros fibroblastos e angioblastos. De forma geral, o

tecido estd mais evoluido gue o controle. 0 aspecto do teci-
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do de 10 dias do Grupo B pode ser observado na figura 2.B.
15 dias:
Tecido de granulacao ocupande praticamente todes os
espacos da esponja. Tecido mais fibroso do que 0 correspon-
dente ao controle. 0 aspecto do tecido de granulagido de 15

dias do Grupo B pode ser observado na figura 3.B.

20 dias:

Tambem o tecido de granulacdo de 20 dias deste gru-
po corresponde ao Grupo Controle. Evidentes feixes de fibras
cplagenas, reduzida celularidade. A evolucdo de 20 dias pode

ser vista na figura 4.8.

25 dias:
0 tecido de granulacao de 25 dias apresenta-se to-
talmente formado, & semelhanga do controle correspondente.Ve

ja-se ¢ aspecto do tecido na figura 5.B.

C - 2,4 DINITROFENGOL

§wdias:

Capsula fibrosa mais delgada, mal delineada. Reduzi
do numero de ceélulas mesenquimais, bem como de capilares neo
formados. No interior da capsula, ndo se constataram celulas
e vasos. Presenca de celulas inflamatbrias e fibrina junto a
capsula. Houve inibi¢ado tecidual, em comparagao com o Srupo

Controle correspondente, A figura 1.C mostra esses detalhes.

10 dias:
Discreta formacdoc de fibras na periferia da espon-
ja. Cipsula fibrosa delgada. Auséncia de celulas inflamato-

rias. Em comparagao com o Grupo Controle, constatou-se redu=-
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gﬁoyde celularidade, fibrosamento e crescimento do tecido,fi
cando este com o quadro semelhante aos 5 dias de controle

Veja na Figura 2.C o agui descrito.

15 dias:

Observou-se, tambem, aos 15 dias, processo de inibi
¢ao de crescimento do tecido. Entretanto, a2 diferenca agora
g maior em comparacgao ac Grupo Controle. Partes perifericas
do tecido mais fibrosas que as centrais. Area central da es-
ponja nao atingida pelo novo tecido. Presenca de vasos capi-
lares. 0 aspecto geral do tecido de 15 dias pode ser observa

do na figura 3.C.

20 dias:

0 tecido de granulagac preencheuy totalmente o espa-
co ocupado pela esponja. Mesmo assim, em relagdo ao contro-
le, teve desenvolvimentp ligeiramente menor. Reduzido numero
de celulas e presenca de vasos, Veja-se na figura 4.C o que

foi aqui descrito.

25 dias:

0 tecido de granulagao se apresenta totalmente for-
mado, com nitida reducao de celularidade, Percebeu-se que o
tecide do Grupo Controle correspondente se apresenta mais or

ganizado. Veja-se o aspecto do tecido na figura 5.C.

D - TIROXINA

5 dias:
Capsula fibrosa delimitada, com presenga de fibras
e células na periferia. Constatou-se, igualmente, presenca

de cElulas inflamatBrias e capilares neoformados. Em relagao
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a¢ Grupo Controle, notou-se semelhanca no desenvolvimento do
tecido, embora a qualidade desse tecido fosse inferior aocon
trole no que diz respeito ao numero de células e desenvolvi-
mento de vasos. Em outras palavras, a evolugdo histolbdgica
do controle foi superior ap tecido tratado com tiroxina. Ob-
serve-se o aspecto do desenvelvimento do tecido de granula-

cao de 5 dias na figura 1.D.

10 dias:

Semelhante ao desenvolvimento do tecido de granula-
cao de 10 dias, em relacdo ao controle correspondente, Celu~
laridade reduzida, ausencia de celulas inflamatorias e pou-
.cos vas0s. Parte central da esponja nao atingida pelo tecido
de granulagdo. A.evo1ug50 desse tecido de granulacgao pode ser

yvista na figura 2.D0.

15 dias:

Fibrosamento do tecido Tigeiramente reduzido em re
lagdo ao Grupo Controle, apresentando celularidade reduzida
em comparacao a¢ controle respectivo. Em geral, © quadro a
qui se aproxima as do controle correspondente. Veja-se o as-

pecto do tecido na figura 3.D.

20 dias:
0 tecido de granulacao tambem ocupou todo o espago
da esponja. 0 controle mostra um tecido de granulagae mais

maduro em relacdo a este. Veja-se o tecido na figura 4.D,

25 dias:
Tecido de granulagao totalmente formado, com ligei-
ra diferenca em relacdo ao controle, quanto ao aspectio de a-

madurecimento do tecido. Vejam-se na figura 5.0, esses aspec

tos,
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MAPA DE ESTUDD COMPARATIVO

DESENVOLYIMENTO DO TECIDO DE GRANULACAOQ

GRUPOS
DIAS ESPECIFICAGACQ
CONTROLE CARNOSINA - 2,4 DINITROFENQL TIROXINA
5 . Capsula fibrosa bem delineada, cir

cunscrevendo todos og limites  da Sim Sim Prejudicada Sim
esponja implantada

. Presenca de fibroblastos_e migra-
cao destes a partir da capsula fi~- Norma 1 Superior ao controle |Inferior ac controle| Inferior ao controle
brosa :

. Celulas totipotentes ou mesenguima
isddando origem a capilares neofor Sim Sim Reduzidas Inferior ao controle
mados

. Auseéncia de tecido na parte cen- . : X _
tral da esponja Sim Sim >im Sim

. Evolugao do tecido NormaT Superior ao controle | Bastante reduzido Ligeira redugao

10 1. 0 tecido de granulagdo se estende
a toda periferia da capsula fibro- Sim Sim Reduzido Sim
sa, caminhando para 0 centro
2. Celularidade Norma i Grande Reduzida Reduzida
. Evolugao do tecido Normal Grande Bastante reduzida Ligeiramente reduzida

{continua)

t
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4.2, MAPA DE ESTUDO COMPARATIVO
{continuagao)

DESENVOLVIMENTO DO TECIDO DE GRANULACAD

GRUPOS
DIAS ESPECIFICACAD
CONTROLE CARNOSINA 2,4 DINITROFENOL TIROXINA
15 . Maior fibrosamento do tecide com
redugao do numero de fibroblas- 5im Sim Reduzido Ligeiramente reduzido
tos
. Brea central ndo atingida pelo . : . ]
novo tecido Sim Sim Sim Sim
. Celularidade Norma Normal Muito pequena Reduzida
4, Evolugao do tecido Normal Mais evoluido Drastica redugao Ligeiramente reduzida
20 . Celularidade Reduzida Reduzida Reduzida Reduzida
., Presenca de vasos sangliineos mais . . . )
calibrosos Sim Sim $4m Sim
. Evolugao do tecido Normal Normatl Reduzida Ligeiramente reduzida
25 . Tecido de granulagao totalmente . : . .
formado Sim Sim Sim Sim
. Evolugao do tecido Norma i Normal Ligeiramente reduzida |Ligeiramente reduzida

1
La
—_




4.3, LEGENDAS DAS FOTOMICROGRAFIAS

Coloracao Hematoxilina-Eosina



GRUPG A - CONTROLE



FIGURA T.A -

FIGURA Z2.A ~

FIGURA 3.A -~

FIGURA 4.A -

FIGURA 5.A -
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GRUPO A ~ CONTROLE

Tecido de granulagao, 5 dias. Capsula fibrosa
bem delineada, circunscrevendo-se todos os limi
tes da esponja implantada. Tecido bastante celu
larizado, capilares neoformados, reduzido nume-
ro de celulas inflamatorias. 0 tecido de granu-
lagao comecou a proliferar atraves da migracdo
de inumeros fibroblastos, provavelmente oriun-
dos de celulas mesenquimais. Aumento original:
12X,

Tecido de granulagac, 10 dias. 0 tecido de gra
nulacdo se estendeu a toda a periferia da capsuy
la fibrosa. Observa-se gue o centro da esponja
ainda nao foi preenchido pelo nove tecido em de
senvolvimento., Celularidade continua acentuada.
Formagao incipiente de feixes de fibras colage-
nas., Aumento original: 12X.

15 dias de evolucac. Maior fibrosamento do te-
cido com redugdc do numero de fibroblastos.Area
central nao atingida pelo tecido. VYasos capila-
res se encontram totalmente formados. Aumenio o
riginal: 12X.

Tecido de granulacao, 20 dias apds a implanta-
cao, O tecido de granulagao atingiu todo o es-
pago da esponja. A celularidade diminuiu e o te
cido se apresenta bem fibrosado, com feixes de
fibras colagenas mais visiveis. Evidente presen
ca de vasos, agora mais calibroses. Aumento ori
ginal: 12X,

Tecido de granulagio de 25 dias de evolugao. A
presenta-se totalmente formado, mostrando fei-
xes de fibras colagenas ocupando os espacgoes da
esponja. Acentuada redugao da celularidade. Au-
mento original: 12X,
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Figura 1.A - Tecddo de granulag¢do aos 5 dias de de-
senvolvimento. Grupo A- Grupo Controle-
Aumento oniginal: 12X.

Figura 2.A - Tecdido de granulagao acs 10 dias de de
senvolvimento. Grupo A - Grupo Contro-
Le. Aumento orniginal: 12X,

UNIC AMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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Figura 3.A - Tecido de granulagao aos 15 dias de de
senvolvimento. Grupo A - Grupo Contro-
Le. Aumento oniginal: 12X,

Figura 4.A - Tecido de granufagao aos 20 dias de de
senvolvimento. Grupo A - Grupo Contro-

Le. Aumento oniginaf: 12X.



.

Figura 5.A - Tecddo de granulagao acs 25 dias de de
senvolvimento. Grupo A - Grupo Contro-
Le. Aumento oniginaf: 12X.



GRUPO B -~ CARNOSINA



FIGURA 1.B -

FIGURA Z2.B -

FIGURA 3.B -

FIGURA 4.B -

FIGURA 5.B -
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GRUPO B - CARNOSINA

Tecido de granulagae, 5 dias. Capsula fibrosa
bem delineada, circunscrevendo todos os Timites
da esponja de PVC. Tecido bastante celularizado
com inumeros fibroblastos. Reduzido numero de
cetulas inflamatorias. Capilares neoformados e
ausencia de tecido na parte central da esponja.
Aumento original: 12X.

10 dias de evolucao. Observa-se que o tecido ja
se estendeu a toda a periferia da capsula fibro
sa. Centro da esponja ainda nao atingido peio
tecido. A celularidade do tecido e grande, com
inumeros fibroblastos e angicblastos. Nota- se
formagacp acentuada de feixes de fibras colage-
nas. Aumento original: 12X.

Tecido de granulagaoc, 15 dias., 0 tecido, mais
fibrosado, ocupou praticamente todos os espagos
da esponja. Capilares totalmente formados. Au-
mento original: 12X.

20 dias de evolucas. 0 tecido de granulacgao a-
tingiu todo o espac¢o da esponja. A celularidade
diminuiu. 0 tecido apresenta-se bem fibrosado,
com evidentes feixes de fibras colagenas em to-
to o campo. Aumento original: 12X.

Tecido de granulac¢ao de 25 dias, 0 tecido apre
senta-se totalmente formado. Nitida reducgao da
celularidade. A co]ageﬁizagﬁo do tecido e com-
nleta. Aumento original: 12X.



Figura 1.B - Tecdido de granulagao aos 5 dias de de
senvolvimento. Grupoe B - ftratado com
carnosina. Aumento oniginal: 12X.

Figura 2.B - Tecido de granulagao aos 10 dias de de

senvolvimento. Gaupo B - frafado com
carnosina, Aumento original: 12X.
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Figura 3.B - Tecido de granulagdo aos 15 dias de de
senvolvimento. Grupo B - tratado com
carnosina. Aumento orniginal: 12X.

Figura 4.B - Tecido de Granulagao aos 20 dias de de
senvolvimento., Grupo B - ftratado com
carnosina. Aumento ondiginal: 12X,



Figura 5.B - Tecido de granulagao aos 25 dias de de
senvolvimento. Grupo B - tratado com
carnosina. Aumento orsiginal: 12X.
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GRUPG € - 2,4 DINITROFENOL



FIGURA 1.C ~

FIGURA 2.C -~

FIGURA 3.C -

FIGURA 4.C -

FIGURA 5.C -
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GRUPO C - 2,4 DINITROFENOL

Tecido de granulagdo, 5 dias. Capsula fibrosa
mais delgada e visivelmente mal delineada.Obser
va -se 0 reduzido nimero de celulas mesenguimais,
bem como de capilares neoformados. Presenga de
celulas inflamatorias e fibrina junto a capsu-
la. Quase completa ausencia de tecido na espon
ja implantada. Aumento original: 12X.

Tecido de granulagao, 10 dias. Discreta forma-
cdo de tecido na periferia da esponja. Capsula
fibrosa delgada e ausencia de celulas inflamato
rias. Ausencia de tecido no centroda esponja de
PVC. Nota-se a presenca de vasos capilares. Au-
mento original: 12X.

15 dias de evolugdo do tecido. 0 tecido ji se 2
presenta mais fibrosado de forma mais irregular.
Celularidade muito reduzida. Nota-se a pfesenga
de vasos capilares. Aumento original: 12X.

20 dias de evolugao do tecido. 0 tecido de gra
nulagao atingiu quase completamente 0 espago o-
cupado pela esponja. Reduzido numero de celulas
e presenca de vasos capilares. Aumento origi-
nal: 12X,

Tecido de granulagao de 25 dias. 0 tecido pre-
enche totalmente o espag¢o de esponja, mostrande
feixes de fibras colagenas ainda nao completa-
mente organizados. Aumento original: 12X.



Figura 1.C - Tecido de granufagac aos 5 dias de de
senvolvimento. Grupo C - tratado com
2,4 dindtrofenol. Aumento ordiginal:12X,

Figura 2.C - Tecido de granulagao acs 10 dias de de-

senvelvimento. Grupe C - thatado com 2,4
dinditrofencl. Aumento ondganal: 12X.



= K =

Figura 3.C - Tecido de granulagao aos 15 dias de de-
senvolvimento. Grupo C - tratado com 2,4
dinditrnofenol. Aumento orniginal: 12X.

Figura 4.C - Tecido de granulacao aos 20 dias de de-
senvolviiento. Grupo C - trhatado com 2,4
dinitrofenol. Aumento original: 12X.
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Figura 5.C - Tecido de granulacao aos 25 dias de de-
senvolvimento. Grupo C - tratado com 2,4
dinditrnofenol. Aumenio oniginal: 12X.



GRUPD B - TIRDXINA
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GRUPO D - TIROXINA

Tecido de granulagdo de 5 dias. Capsula fibro-
sa bem delimitada. Nota-se a presenca de celu-
las inflamatorias e capilares neoformados. Au-
sencia de tecido na parte central da esponja.Au
mento original: 12X,

Tecido de granulagao de 10 dias. Observa-se ce
lularidade reduzida, auséncia de celulas infla
matdrias. Inicio da formaczo de feixes de fibras
colagenas. Parte central da esponja nao atingi-
da pelo tecido de 9ranulacao. Aumento original:
§2X.

15 dias de evolugao. 0 tecido se apresenta mais
fibrosado, com reduzida celularidade, nao atin-
gindo totalmente ¢ centro da esponja. Capilares
totalmente formados. Aumento original: 12X.

20 dias de evolugas. O tecido ocupou totalmen-
te a esponja, com evidentes feixes de fibras co
lagenas. Reduzida celularidade. Aumento origi-
nat: 12¥%.

Tecido de granulacao, 25 dias. 0 tecido de gra
nulacao se encontra formado por completo, niti-
da redugao da celularidade. Aumento original
12X,



Figura 1.D - Tecdido de ghanulagaoc aos 5 dias de de-
senvolvimento. Grupo D - thatado com
tiroxina. Aumento orniginal: 12X.

Figura 2.D - Tecido de granulagdo acs 10 dias de de
senvolvimento. Ghrupo D - tratado com
tinoxina, Aumento ordiginal: 12X,
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Figura 3.D - Tecido de grnanulagao aos 15 dias de de
senvolvimento. Grupo D - tratado com

tinoxina. Aumento original: 12X.

Figura 4.D - Tecido de granulagao aos 20 dias de de
senvelvimento. Grupo D - Ztratado com
tinoxina. Aumento ondiginal: 12X,
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Figura 5.D - Tecido de granulagao aos 25 dias de de
senvolvimento. Grupo D - tratado com
tinoxina. Aumento oniginal: 12X,



5. DISCUSSAQ
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5. DISCYSSAD

Como resultado da implantagao da esponja de PVC,
 obteve-se, nos ratos do Grupo Controle, a formag%o do tecids
de granulacdo. 0 seu inicio se deu em torno do 39 ¢ 40 dias
apos implantacdo, possivelmente por migragdo de células fi-
brogeneticas e totipotentes a partir da capsula fibrosa que
envolve a esponja implantada.

A proliferagac desses elementos celulares atingiu
0 maximo por vo??a de 15 a 20 dias de desenvolvimento do te-
cido. A partir dai, observou-se reducdo de celularidade econ
sequente estabelecimento da fase de organizagio e maturagae
tecidua?, o que confirma os achados de GRINDLAY & WAUGH {1951};
DUNPHY & UDUPA (19553); CHVAPIL {1967); HICKS (1969);  FEHER
et alli {1971); VIZIOLI (1977, 1973, 1980); PEDERSEN& VIIDIK
(1972); FUKUHARA {1972); VIZIOLI & ALMEIDA (1978).

De um modo geral, de acordo com o descrito ante-

riormente, o comportamento dessas tres fases nao diferiu mui

to em relacdo aos quatro grupos estudados. Comoe sera aborda-
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do durante a discussdo dos Grupos C e D, 0s tecidos obtidos
dos animais que foram injetados com 2,4 dinitrofencl e carno
sina apresentaram alteracoes histologicas evidentes.

Em todos os grupos, constatou-se gue o tecido de
granulagaoc preenche os espagos da esponja de PVL em torno de
15-20 dias apos a sua implantagdo. Aos 25 dias apds implanta
cao, 0 tecido apresenta~se organizado, embora com nitida re-
ducaoc de organizacao constatada no Grupo . Ressalte-se que,
nesta fase, a populagao celular se reduz bastante, confirman
do pesquisas anteriores (CHVAPIL, 1967; Mc MINN, 1969; VIZIO
L1, 18771, 1973, 1975; VIZIOLI & ALMEIDA, 1978; VIZIOLI et
allti, 1980).

A pro]iferaggo do tecido de granulacao se da mais
ativamente entre o periodo de 10 a 20 dias de desenvolvimen-
to, pericdo no qual os vasos neoformados intensificam sua
funcdo de nutricgao, o gque foi microscopicamente observado pe
la presenca de hemacias em seu finterior.

A partir dos resultados obtidos pelo estudo mi-
croscopico dos tecidos corados com hematoxilina-eosina, pode

se levantar a seguinte discussdo:

6.1. CARNOSINA

Aos 5 dias de desenvolvimento, observou-se umacap
cyla fibrosa bem delineada, circunscrevendo os 1imites da es
ponja de PVC. Comparativamente ao Grupo Controle, constatou-
se maior numero de fibroblastos e celulas totipotentes, Evi-
dencipu-se, ainda, gue neste grupo o desenvolvimento do teci
do foi maior do gue aquele observado no Grupo Controle. Isto
veio confirmar os trabalhos de VIZIOLI (1971, 1973, 1975) ;

NAGAT {1975, 1978); VIZIOLI & ALMEIDA (1978); VIZIOLI et alli
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{1980), de que a carnosina acelera o processo de evolugao do
tecido de granulacao, revelando que nos 5 primeiros dias de
desenvolvimento ha maior atividade fibroblistica, com conse-
quente formacio de colageno e maior nlimero de vasos capila-
res.,

Tambem aos 10 dias, o quadro histologico revelou
que, no grupo tratado com carnbsina, a celularidade e a evo
lucdo do tecido continuaram superiores ao Grupo‘CGntro1e do
mesmo periodo, embora a extensdo do tecido de granulacdo te-
nha sido a mesma em ambos os grupos. Em termos comparativos,
pode-se dizer que o desenvolvimento do tecido de granulacdo
foi o dobro do controle, de aspecto mais fibroso, enquanto o
controle se apresentou com menor nimero de fibras colagenas.

Nesta fase, até aos 15 dias, observou-se maior a-
tividade dos fibroblastos, pelo maior desenvolvimento do fe-
cido. Aos 15 dias, tem-se um tecido de granulacao mais evo~
Tuido do gue o controle. Aqui j@ nao se nota muita diferencga
quanto ao numero de celulas, e de um modo geral a extensao
do tecido & a mesma em ambos o0s grupos. A partir dos 15 dias,
o ritmo de atividade fibroblastica se reduz sensivelmente.

Aos 20 dias, o tecido tratado com carnosina se a-
presenta com aparencia madura, bem organizado e com. nitido
fibrosamento aos 25 dias,

0s resultados conseguidos neste traba!ho confirma
ram as experiencias de NAGAT {1975, 1978); VIZIOLI (1975);VI
Z10LT et alli (1976); VIZIOLL & ALMEIDA (1978} VIZIOLI et
alli {1980), de que o tecido de granulagao, submetido a agao
da carnosina, apresenta aspecto morfologico de maturagdao mais
cedos que o normal, maior populacdo de fibroblastos, ativacgao

de células fibrogenéticas e maior formagao de neocapilares.
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Essas constatagoes nos fazem indagar a razdo pela
gual isto se da. 0 mecanismo de agdo da carnosina no proces-
50 de aceleragao da cicatrizagdo ainda ndc estd completamen-
te elucidado. A hipOtese mais plausivel a respeito do weca-
nismo de agao dos p-aminoacides, a cujo grupo pertence a car
nosina, foi desenvolivida por NAGAI (1975}, gque sugere para
essas substancias uma acdo antinflamatoria.

Essa acaoc antinflamatoria reside nas propriedades
antiedematosas dos N-aminoacidos, provavelmente em virtude
da liberacao de substancias indutoras da resposta defensiva
(SIRD}. Assim, as propriedades estimulantes do tecido de gra
nulacao observadas na presente pesquisa, muito provavelmente
sg devem ac fato que, diminuindo o edema, principalmente nas
duas primeiras semanas de desenvolvimento do fecido, a carng
sina propicia melhores condigoes de evolugao do tecido degra
nulagao.

Essa hipotese & reforcada por VIZIOLI & ALMEIDA
(1978), gque afirmaram que 3 agao inibitoria antiedematosa
promovida pela carnosina, & observada no fenomeno de Arthus,
no chogque anafilatico, na anafilaxia local e outros fenome-
nos semelhantes, o que sugere uma acgao antagonista a bradici
mnina e, conseq&entemeate, contra 0 aumento de permeabilidade
dos capilares do tecido e da pele.

YIZIOLT et alli (1980) constataram tambem um aumen
to na sintese de colageno pelos fibroblastos do tecido trata
do com carnosina, em relacao ao Grupo Lontrole, através da
radicautografia. Esse fato leva a supor que, 2alem deuma acao
antinflamatoria, a carnosina terija tambem uma agao de estimu
lacao da sintese proteica, que atinge seu ponto maximo aos

10 dias no tecido tratado, contra 1% dias do tecido controle.
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Assim, & 19cito supor-se que a acio estimulante da
carnosina sobre a evolugao do tecido de granulacio se deva 2
acap combinada desses dois efeitos: um, diminuindo oedema in
flamatorio, e outro, estimulando a sntese proteica.

Com base nessas afirmacgCes, e aceitando-se os me-
canismos de acdo aqui apontados para a carnosina, pode-se su
gerir gue a carnosina nao deve ser empregada para estimular
0 processo de cura de feridas infectadas, desde gque as suas
propriedades antiedematosas contribuiriam para a deficiente
dissolucao das toxinmas bacterianas, com -conseqﬁente aumento
da sua patogenicidade. A carnosina, pois, estaria indicada

para estimular o processo de cura de feridas assepticas,onde

nao haveria o perigo acima mencionado.

5.2. 2,4 DINITROFENOL

0 estudo microscopico do tecido de granulagdo ftra
tado com 2,4 dinjtrofenol aos 5 dias de evolugaoc mostrou a
capsula fibrosa mais delgada, mal delineada. 0 numero de ce-
Tulas mesenquimais foi reduzido, o mesmo ocorrendo com o nu-
mero de capilares neoformados. A evolucao do tecido,aqui, re
velou-se sensiveimente prejudicada. 0 quadro permite concly
ir gque a acao do 2,4 dinitrofenol, ou termol, reduziu e ini-
biu o desenvolvimento do tecido de granulagao.

Aos 10 dias de evolucdo, observa-se ainda nitida
queda no desenvolvimento do tecido pela ag¢ao do 2,4 dinitro~-
fenol, apresentando-se uma celularidade reduzida e um tecido
pouco evoluido, além do fibrosamento deficiente. Esse fenome
no ocorreu exatamente no periodo onde se deveria ter maior a
tividade fibroblastica, como normalmente occorre e foi demons

trado no Grupo Controle.
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Continuou-se observando, aos 15 dias, inibicio do
processo de crescimento e desenvolvimento do tecido de granu
lagdo. A evolugdo do tecido permaneceu reduzida, em decorren
cia do menor fibrosamento e celularidade. Mesmo aos 20 dias,
o tecido mostrou-se com desenvolvimento menor e ascs 25 dias,
um tecido menos organizado em relacao ac controle.

Pode-se Tevantar alguns subsidios, com o intuito
de esclarecer as alteragGes morfologicas observadas nos teci
dos obtidos dos animais tratados com essa droga.

Uma das regras comuns na regulacdo metabBlica @
gque as substancias gque estimulam as vias catabolicas, inibem
as vias anab0licas., Em outras palavras, as drogas que estimu
lam & degradacao inibem a sintese. Como o 2,4 dinitrofenc] a
ge como ativador das vias catabolicas (CUTTING & TAINTER ,
1933; CUTTING et alldi, 1933; BORLEY & TAINTER, 1937; ROWMAN
et alli, 1970) @ perfeitamente aceitavel e 1ogico que ele i-
niba a via sintetica necessaria a evolugdo do tecido de gra-
nulagie. 0 2,4 dinitrofenol e um forte agente ATPasico, sig-
nificando gue 03 niveis de ATP se tornam bastante reduzidos,
porque essa droga estimula a quebra do ATP, com conseqliente
liberacdo de energia. Esse processo e altamente ativo a pon-
to de o ATP, saob certas condigoes, tornar-se esgotade como
fonte energética, consequentemente inibindo os processos de
sintese que dependam de energia. Tais assertivas vao de en-

contro as afirmagoes de EL-GUINDY (1972},

5.3. TIROXINA

Aos 5 dias de evolugdo dos tecidos, o estudoe mi-
croscopico revelou uma capsula delimitada,circunscrevendo o3

1imites da esponja. Relativamente ao Grupo Contrple, pode-se
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dizer que se notou ligeira reducdo do niimero de fibroblastos
g celulas totipotentes e mesenquimais.

Tambem aos 10 dias, observou-se menor desenvolvi-
mento do tecido de granu}égﬁo em relagaoc ao contrple. A mes-
ma observacdo deve ser registrada aqui, analoga 3 descrita
no Grupo C.

Ja aos 15 dias, o tecido mostrou-se mais fibrosa-
do, embora a celularidade e evolucao tecidual permanecessenm
reduzidas em relagao ac Grupo Controle. Aos 20 e 25 dias de
desenvolvimento, 05 tecidos dos animais sob acao da tiroxina
ja se apresentam maduros, apesar de essa maturidade continu-
ar discretamente inferior & dos tecidos do Grupo Controle.

Baseando-se no estudo da revisdo bibliograficarea
Vizada, esperava-se que a tiroxina funcionasse como  estimu
lante do metabolismo intermediario, originando o aumento do
anabolismo. Ao contraric, esperava-se que, em doses axcessi-
vas, nao fisiologicas, induzisse o catabolismo celular. Tal
expectativa tem origem nos trabalhos de BOWMAN et aili(1970)
e INGBAR & WOEBER (1974) que, de maneira geral, chegaram a
conclusao semelhante, Conforme se pode depreender dos resul-
tados da presente pesquisa, a tiroxina produziu um efeito le
yemente inibitorio da evolucgao do tecideo de granulagao,o que
esta em concordancia com os trabaihos supracitados.

Pode-se sugerir gque a tiroxina, na dose empregada
na prasente pesquisa (5ug/100g/dia), possuia uma atuacao Se-
melhante dqueia descrita em relagao ao 2,4 dinitrofencl, ou
seja, ativando as vias catabolicas, inibindo, portanto, o a-
nabolismo e, conseqﬂentemente, a sintese de substancias ne~
céssérias a evolugao do tecido de gtanu3a§50 em estudosem ou

tras palavras, a dosagem utilizada foi, provavelmente, farma
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cologica e nao fisiolbgica.

Um aspecto que nao deve ser esguecido, ao compa-
rar-se a atuacao da tiroxina com o 2,4 dinitrofenol, & que a
primeira droga € um hormonio tireoideano, cuja concentracio,
agao e metabolismo estdo submetidos aos controles homeostati
cos do organismo. Ja o 2,4 dinitrofenol & uma droga alheia
ao organismo, isto e, ndo existe previamente um sistema meta
bolico especifico para essa substancia. Isso parece Justifi
car a diferenga observada quanto ao grau de inibigdo provoca

do pelas distintas drogas.
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6. CONCLUSOES

Baseados na discussao dos resultados ora apresen-
tados, e considerando as condigoes de desenvolvimento do pre

sente trabalho, conclui-se:

6.1. A carnosina, na dose de 3mg/100g/dia, parti-
cipa como acelerador do processo de sintese e maturagdo do
colageno, interferindo positivamente na proliferagdo do teci

do de granulacdo, tanto quantitativa quanto qualitativamente.

£.2. 0 2,4 dinitrofencl, na dose de 5mg/100g/dia,
interfere como potente inibidor do processo de sintese de co
13ageno durante ¢ periodo de proliferagdc do tecido de granu-

lagdo induzido artificialmente em ratos.

6.3. 0 hormonio tiroxina, na dose de Bug/100g/dia,
acarretou ligeira reduc¢do no processo de sintese e maturagao
do colageno durante a formacao do tecido de granulacgao indu-

zido em ratos.
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/. RESUMO

0 presente trabalho se propcs a estudar o desen-
volvimento do tecido de granulacao induzido artificialmente
em ratos, bem como 0s efeitos de drogas anabolizantes (2,4
dinittofeno}, carnosina e tiroxina) na evolucao do tecido,du
rante o periodo de 25 dias.

Essas drogas foram injetadas subcutaneamente, dia
riamente, apos a implantacao das esponjas de PVYC, nas seguin
tes proporgoes: 2,9 dinitrofene? (5mg/100g/peso), carnosina
(Bmgj}Ongpesoj e tifoxina {5ug/100g/peso). O0s animais foram
sacrificados aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias e forneceram mate-
rial para observagoes microscﬁpicas e fotomicrografias utili
zadas para documentacao dos resujtados.

05 resultados conferidos pelo presente trabalho
permitem concluir gue o 2,4 dinitrofenol & um potente inibi-
dor da sintese do colagenn. Constatou-se que essa droga re-

duz sensivelmente o numero de celulas wesenquimais e de capi

f5 Ry — .
Tares. Como consequencia, houve uma reducgao de desenvolvimen
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to do tecido de granulacao. A explicacao para tal fato deve~
se a propriedade do 2,4 dinitrofenol ser ativador das vias
catabGlicas, consequentemente, inibindo a sintese. A tiroxi-
na acarretoy ligeira queda da populacao de celulas mesenqui-
mais e fibroblasticas, reduzido fibrosamento, conseqlentemen
te uma evolugao discretamente menor do tecido de granulacdo.
Sugere-se que a tiroxina, na dose empregada (5u/100g/dia) ,
possua um mecanismo de acac semelhante aguela descrita em ré
lagao ao 2,4 dinitrofenol, ou seja, inibindo o anaboliswmo.
Por outro lado, 0 mesmo ndao ocorreu com a carnosina. FEsta,
confirmando varios trabalhos anteriores, acelerou o desenvol
vimento do tecido de granulacac, interferindo positivamente
na proliferacao do tecido, tanto quantitativa como qualitati
vamente, propiciando methores condi¢oes de evolugao tecidu-
atl.

A partir desses resuitados, pode-se concluir que
o 2,4 dinitrofeno] nag deve ser indicado para acelerar o pro
cesso de reparo dos tecidos. Nas condi¢Ges da presente pes-
guisa, a tiroxina revelou-se ligeiramente inibidora do pro-
cessp de reparo tecidual. Ao contrario, a carnosina mostrou-
se aceleradora da atividade da fibrogénese no tecido de gra-

nulacao.
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SUMMARY

This research had the purpose to study the deve-
iopment of'gtanuiatian tissue artificially induced in rats,
as well as the effects of anabolic drugs (i.e., 2-4 dinitro-
phenol, carnosine and thyroxine) under the evolution of such
a kind of tissue, during a period of 25 days.

These drugs were injected subcutaneously after
PYC sponge implantation, in the following way: 2-4 dinitro-
phenol (5mg/100g daily); carnosine (3mg/100g daily) and thy-
roxine {5ug/100g daily}. The animals were sacrificed at 5,
10, 15, 20 and 25 days after the sponge implantation and pro
vided material for microscopic observations and photomicro
graphs that were utilized for the documentation of the  re-
suits,

The results obtained by this study permit the con
clusion that Z2-4 dinitrophenol is a powerful inhibitor of the
collagen synthesis. It was found that thfs drug greatly vre-

duced the number of mesenquimal and of cells and of capilla~
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ries. As a result, there was a reduction in the growth of
granulation tissue. The explanation for this fact is the pro
perty of 2-4 dinitrophenol as an activator of the catabolic
path ways and therefore an inhibitor of the synthesis. Thyro
xine slightly reduced the population of mesenchimal and fi-
broblastic cells, therefore causing a slight decrease in the
granulation tissue. It is suggested that thyroxine, in 2
5ug/100g daily dose contains a type of action similar to that
glready described in reiation to 2-4 dinitrophenol; that is,
an inhibitor of anabolism. On the other hand, the same pheno
menon did not occur with carnosine., This drug, confirming se
veral other previous studies, increased the growth of granu-
lation tissues and interfered positively in the proliferation
of the tissue both quantitatively and qualitatively, provi-
ding better conditions for the tissue growth.

From these results it is possible to conclude that
2-4 dinitrophenol should not be indicated as an accelerator
of the tissue-recuperation process. Under the research condi
tions of this study thyroxine has been revealed to be a slight
inhibitor in the tissue~recuperation process. On the contra-
ry, carnosine was revealed to be an accelerator of the fibro

genesis activity in the granulation tissue.
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