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1. INTRODUGAO

O Diabetes Mellitus € um defeitoc metabdlico croni
o, caracterizado por distGrbios do metabolismo dos hidratos de
carbono, proteinas e gorduras, & gue no decorrer da histdria na
tural da doenga € acompanhado de complicagdes que afetam os va-
sps sanguineos, sistema neryoso, tecidos §sseoc e cartilaginoso.
0 defeito fisiopatoldgico bisico no diabetes &8 a deficiéncia
insulinica. Ou a insulina ndo & apropriadamente secretada [pro-
dugao inadequada ou faléncia das células heta em reconhecer os
estimulos para secrecdo insulfnica) ou a sua acdo estd prejudi-

cada,

As complicagOes do diabetes envolvem principalmen
te uma aceleragao das debilidades ligadas 3 idade. Uma das mais
importantes € a aterosclerose., Qutras alteracgSes incluem rigi-
dez da parede arterial, com aumento da espessura da membrana ba
sal dos capilares, em especial nos rins, pele e retina, diminui

¢do da elasticidade pulmonar, decr8scime da massa Gssea, e espe

cialmente modificagbes nas propriedades do colfgeno. Uma das
consequéncias deste Gltimo aspecto & a deficiéncia no processo
de cicatrizacdo de feridas, que estd diretamente associado a

alteracSes no metabolismo das proteinas,

Qutras lesodes organicas causadas pelo Diabetes
Mellitus incluem nefrose glicogeénica, que leva a uma hiperten~
sdo do rim produzindo esclerose glomerular e lesoes oculares ,
das quais a mais importante € a alteragloe capilar da retina,

com aneurismas, hemorragias e lesces dos nerves periféricos com



degeneracao da mielina.

Pesquisas relacionando ¢ processce de formacao dos
tecidos de cicatrizagdo e Gsseo com varia¢des da atividade emzi
mitica, bem como a participagdo de algumas substancias sobre es
ses fenomenos tem sido realizadas, como serd observado na revis

ta da literatura.
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2. REVISTA DA LITERATURA

2.1. Tecido de reparc e diabetes

A reparacao tecidual deve constituir o dltimo es-
tagio de uma inflamagdo que atingiu sua finalidade bioldgica, ou
seja, neutralizar os efeitos da agressao e restabelecer a nor-
malidade da estrutura atingida. A fase de reparagiio  inicia-se
com a proliferacao dos fibroblastos e ocutras c&lulas do tecido
conjuntivo ¢ a multiplicagdo de pequenos vasos sanguineos, cons
tituindo o tecido de granulacdo, que & de grande importancia

dentro deste processo de reparo.

Os fibroblastos sdo c&lulas do tecido conjuntive
responsdveis pela formagdo do coldgeno, principal element5 esw~
trutural desse tecido e ainda produzem os ~ glicosaminoglicanos
{mucopolissacarideos dcidos) do tecido de granulagdo, responsa-

veis pela agregacgdo do colfgeno,

Sabe~se que o Diabetes Mellitus & acompanhado por
varios defeitos nos tecidos conjuntivoe e vascular {(BERENSCN et

alii, 1972},

Da mesma forma tem sido postulado que alteracoes
no coligeno e/ou nas glicoproteinas componentes das membranas
basais poderiam ser somente um aspecto do distlrbio geral na re
gulacido da hiossintese da matriz éxtracelqlar, em diabéticos

[ROBERT, 1971 e KERN, LAURENT e REGNAULT, 1972).

RAMAMURTHY, ZEBROWSKI e GOLUB (1974) verificaram

gue o metaBolismo do coldgeno nos tecidos gengivais de ratos di
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abéticos experimentais encontrava-se alterado, tornando-se menos

saliavel,

Um putro problema que envolve alteracoes nas fi~
bras volédgenas e elasticas, refere-se ao envelhecimento prematu-
ro sofrido pelo tecido conjuntivo em organismos diab8ticos. Es-
tas alteragoes foram observadas em estudos histoldgicos poT
BOUISSOU et alii (1974} e confirmadas por HAMLIN, KOHN ¢ LUSCHIN
{1975) atraves da digestdo enzimitica do coldgeno em pacientes
diabéticos.

Contrariamente 3 posigdo de alguns autores, GRANT,
HARWOOUD e WILLIAMS (1976}, nido verificaram alteracdes significa-
tivas na éintese célagénica em ratos diabéticos. Por outro lado,
grandes quantidades de coldgeno, no rim de animais diabéticos fo

ram encontradas por RISTELI et alii (1976).

ROWE et alii (1977) estudando fibroblastos da pele
de pacientes dlab&ticos com doenga renal ou vascular periférica,
ebservaram anormalidades principalmente na sintese de colageno e

na proliferagdo das células.

& redugdo na capacidade das célulag responderem a
inflamacdo e estimular a cicatrizacaoc & caracteristica dos teci-
dos diab&ticos (GOLUR, SCHNEIR e RAMAMURTHY, 1878). Estes auto-
res demonstraram um decr@scimo na soluhilidade do coldgeno gengi
val de ratos diab&ticos, que indica um processc de envelhecimen-
to, KOHN e HAMLIN {1978) mostraram eSte processo atraves da. di-
gestdo enzimdtica do collgeno em pacientes diab&ticos, confirman
do as ohseryacGes de BOUISSOU et alii (1976) e HAMLIN et  alii

{1875) citadas anteriormente,

GRANDINI (1978) estudando ratos diabéticos pancrea

tectomizados, observou um atraso na cicatrizagao do ferimento
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causado pela extracdo dental. Bstas diferencas foram observadas
no processo de diferenciagdo dos fibroblastos e osteoblastos .
Consequentemente, a maturacao do tecido conjuntivo e desenvelvi

mento das propriedades osteogénicas foram marcadamente diminul-

das nos animais diab&ticos.

Em 1979, KERN, MOCZAR e ROBERT, realizando estu-
dos em ratos diab&ticos comparados com animais normais, naoc en-
contraram modificacoes significantes no contelido de coligenc da
pele ¢ também ndo observaram alteragdes na sintese do mesmo,

nas espfcies em questdo.

Sindromes hiperglicémicas agudas tem sido assccia
das com deficiéncias de cicatrizacio. GOODSON e HUNT (1980} de-
monstraram estas deficiéncias em ratos obesos que apresentavanm
uma sindrome hiperglicemica similar aquela encontrada em adul-
tos diab&ticos, diferindo portanto dos mod8los diah&ticos expe-

rimentais induzidos por streptozotocina ou aloxana.

Por outro lado, BRANSON et alii (1980) compararam
fibroblastos da pele de pacientes diab&ticos e normais quando
colocados em meic de cultura e concluiram que as diferengas nos
pérgmetros morfoldgicos e hioguimicos ndo foram  significantes

requerendo pertanto novoes exames.

2,2, Tecido f8sseo e diahetes

Com relagdo ao estude do tecido §sseoc em diabéti-
cos, alguns trabalhos envolvendo problemas na integridade e me-
tabolismo dos 8ssos foram encontrados na literatura, ALBRIGHT e

REIFENSTEJN (1949) relataram a ocorréncia de osteoporose em pa-



cientes com diabetes ndo controlado. Este fato, foi posteriomen

te confirmado por BERNEY {1952) e mais recentemente por MENCIEIL
MAKIN e ROBIN (1972).

Em 1966, PINHEIRO observou retardo no desenvolvi-

mento 6sseo em ratos diabéticos.

LEVI, BOISSEAU e AVIOLT (1976) encontraram  uma
significante perda de massa Gssea em pacientes diab8ticos jo-
vens,. s mesmos autores, em 1978, demonstraranm decréscimo na
massa cortical e trabecular no antebracge de indivIiduos diabéti-
cos, o gue torna esses pacientes mais susceptiveis 3 fratura

com menor grau de trauma,

Do mesmo modo, o aumento da frequéncia de fratu-
ras 0sseas em diab&ticos foi verificado por Mc NAIR et alii
(1979), que encontraram uma perda mineral de 20% nos dssos dos

pacientes cujo estado metabdlico era pohremente controlado.

Observande cortes histoldgicos, WEISS e REDDT
(1980}, mostraram retardo no desenvolvimento do 0S50 endocon~

dral, em ratos diabéticos que sofreram implante de matriz Ossea.

2,3, ParticipacBo das glandulas salivares e do Parotin sobre

o desenvolyvimento do tecido conjuntiyo

A participacao das glandulas salivares nos proces
508 1 int d tefnas tem sido estudada por al-
0s que envolvem sintese de prot :

guns autores,

OGATA (1944) e ITO (1954), isolaram e cristaliza~

ram uma substancia biologicamente ativa, de natureza proteica,



das giandulas pardtidas de boi, que chamaram de Parotin. Traba-
lhos relacionando o efeito desta substincia. com - o metabolismo

proteico tamb&m foram encontrados na literatura.

Estudando a agdo do Parotin, na ossificacgdo, OKU-
DATRA (1954), ITO, TSURUFUJI e KUBOTA (1954), verificaram em
ratos, um aumento da calcificacaoc e um crescimento acelerado

dos tecidos cartilaginosos das epifises de tibia.

Em 1954, TAKIZAWA descreveu a eficﬁcia=dp Parotin
em manter a proliferacao de fibras eldsticas da aorta, pele e

tecidos mesenquimais em ratos.

YAMAGUCHI (1954) observou, em coelhos e cdes apds
tr8s meses da remocdo das pardtidas, um aumento de proteinas

ne sSoro,

Alguns autores como KONO (1955), NORITA (1955) A-
KITA (1956) e TAMAGAWA (1957} descreveram que, em ratos, o Paro

tin acelera a maturacgdo do tecido cicatricial,

YUASA (1957) observou que ¢ Parotin nio afeta a
atividade da fosfatase alcalina no figado, mas diminui a ativi-

dade da mesma no SOr0.
Sobre o crescimento de ratos, TAMAMICHI e ETO

{1957) n83o encontraram diferencas significativas, quando da ex-

tirpagio bilateral das glandulas salivares.

Por cutro lado, SHAW e WOLLMAN (1858), demonstra-
ram um retardo no crescimento de ratos jovens seguinte 3 sialoa
denectonmia.

ITO (1960} sugeriu que as glandulas pardtidas po-
dem apresentar yérias fungles. Dentre elas destacou: estimula-

cfo da proliferacdio de cartilagens, promogdo da calcificagao
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de dentes e ossos longos eaceleracao do crescimento.

Estudando o processo de reparo de feridas, em ra-
tos tratados com Parotin, BRACCINI e SIERVO (1962}, observaranm

que este tratamento nao acelera tal processo.

Em 1963, HALDI e WYNN, observaram que a TEMOCAan
cirfirgica das glandulas salivares em rato provocou retardo  do

crescimento,

OS0RIO e KRAEMER (19653 demonstraram um aumento
do péso corporal de ratos sialoadenectOmizédos, quando eram tra

tados com Parotin.

Realizando ligadura de ductos excretores e sialoa
denectomia, C(HATELUT et alii (1970), observaramque ambos os pro-
cedimentos promeviam um retardo no Crescimente e que a adminis-
tragio de Parotin era incapaz de restabelecer o crescimento nor

mal,

TEIXEIRA et alil (1973} observaram que a remocio
cirirgica das glandulas saliyares em rato, provocou atraso  no
crescimento, E ainda, TEIXEIRA, VIZIOLI e GUIMARAES (1976} de-
monstraram que a administragdo intraperitoneal de Parotin, 0,30
mg/100g de p€so corporal, em ratos, produziu uma aceleragdc no
desenyolvimento do tecido de granulagdo, o qual mostrou-se mais
fibroso e yascularizado, conforme havia side deﬁonstrado por

ITo (1260],

2.4, Fosfatase alcalina

Os ostecohlastos secretam grandes quantidades  de
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fosfatase alcalina (fosfohidroiase monoester ortofosforico) quan-
do estio em processo ativo de deposicido de matriz OSsea ou orga-
nica. Como uma parte desta enzima difunde-se para o sangue, o

seu nivel sanguineo constitui um bom indicador da taxa de forma

cao 0ssea.

O nivel desta fosfohidrolase encontra-se elevado
durante o crescimento de criancas, apbés grandes fraturas Jsseas
¢ em quase toda moléstia que cause destruicao do osso e que de-

va ser reparada por atividade ostecblastica.

A fosfatase alcalina, tamhém participa do proces-
so de formagdo do tecido de granulacdo. Os primeiros autores  a
iﬁ?estigareﬂla atividade enzimitica, durante o processo de cura
de feridas, foram PFELL e DANIELLT (1943). Eles obseryaram um au-
mento no nivel da fosfatase alcalina durante a fibrogénese. Este

fato foi mais tarde confirmade por GOULD, (1958).

LISANTI (14960), através de estudos histoquimicos,
encontrou maiores concentragoes desta enzima, em regioes infla-~

wadas de tecido periodontal humano normal e anormal.

Pesquisando as atividades das fosfatases dcida e
alcallna, nos tecidos injuriados, RAEKALLIO (1260} verificou
gque estas enzimas representam um dos passos iniclals no processo
de cura,

Por outro lado, WOESSNER e BOUCEK {1961}, estudan-
do a atividade desta enzima durante o desenvolvimento do tecido
conjuntivo, em resposta a implantagio de esponja de policlorovi-
nil (PVC) em ratos, chegaram a resultados opoestos.

Segundoe PINHEIRO (18966), a concentracao da fosfata

se alcalina na cartilagem de conjugag8o de ratos diabéticos, en~



contrava-se diminuida ao passo que a fosfatase sdrica achava-se

aumentada.

Algumas teorias sugerem que a fosfatase alcalina
age nos locais de formagdo de osso por destruicido do pirofosfato
inorganico, um inibidor da calcificacfo do colageno {FLEISCH

RUSSEL ¢ STRAUMANN, 1966).

Segundo alguns autores a atividade da fosfatase &-
cida esta associada aos lisossomos, enquanto que a alcalina esta

limitada aos microssomos (VREVEN, LTEBERHERR e VAES, 1973).

Estudando o desenvolvimento do tecido de grénula—
¢ao produzido por implantacdo de esponjas de PVC em ratos, VIZIOQ
LT, BOZZIO e VALDRIGHI (1872) concluiram que a atividade da fosfa
tase alcalina &€ diretamente proporcicnal ao aumento da fibrogéne
se, confirmando algumas observagdes citadas antericrmente (FELL

o DANIELLT, 18943 e GOQULD, 19860},

SILBERMANN e FROMMER, 1973 através de estudos his-
to=quimicos e Bioquimicos da cartilagem do coOndile mandibular de
camundongos, afirmaram que a fosfatase alcalina, além de estar
diretamente envolvida na sintese de proteinas, ainda constitul
um dog fatores Importantes para iniclar o processo de mineraliza

gao e ossificagio,

A atividade da fosfatase alcalina:esté_intimamente
relactonada ao processo de agregagdo do colageno sob a forma de
feizes, realizado por meio dos mucopelissacarideos acides (VIZIO
LI, 1975).

Com relacdo aos niveis desta enzima, em ratos dia-
Bhéticos que sofreram implante de matriz &ssea, WEISS e REDDT,

{1980} encontraram altas taxas, principalmente no soro,
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Alguns autores atribuem i fosfatase um papel no me
canismo de absorgdo intestinal de cdlcio (FONTAINE e LAFONT,

1980, FONTAINE, 1981).

2.5. gzggosigﬁo

Em vista do observade na literatura, a respeito das
infiluéncias do diabetes sobre os tecidos de granulacdo e dasseo,
da atividade enzimitica no desenvolvimento destes tecides, e da

participacdo das glindulas salivares nesses processos, propoe-se

neste trabalho:

1- Detectar as possiveis alteragbes schre a génese
dos tecidos de reparo de animais diabéticos alox8nicos compensa-
dos (tratados com Paroéim e nao compensados, que sofreram implan
tes de esponja de policlorovinil CPVC} e fratura experimental da

tibia:

2~ Estudar os possiveis efeitos do principio ativo
das glandulas salivares, Parotin, sobre esses tecidos acima des-

critos, e sobre a atividade da fosfatase alcalina;

3« Verificar a atividade da fosfatase alcalina, enm
animais diabéticos aloxfnicos compensados e ndo compensados, du-
rante o desenvolvimento dos processos de reparo, quando compara-

dos com animals neormals.,
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3. MATERIAL E METODOS

Para a realizacao desta pesquisa, foram utilizados

38 ratos machos adultos {Rattus norvegicus, albinus, Wistar), com

90 dias de idade, pesando entre 150 e 220 gramas. Antes e duran-
te a fase experimental, esses animais foram alimentados com ra-

E
¢ao balanceada padrac e Agua " ad libitum ".

5.1, Distribuicao dos animais nos grupo$ experimentais

Os ratos foram distribuidos casualmente em 4 gru-

pos experimentais, da seguinte forma (Tabela 1):

GRUPO T - Contrfles intactos:- 2 animails que receberam uma inje
cdo Intraperitoneal de solugio fisiolbBgica (0,9g de
NaCl/100ml), a cada 3 dias, durante todo o periodo ex

perimental (30 dias),

GRUPC IT ~ Contrlles:- 12 animais que receberam o mesmo tratamen
to que o Grupo anterior ap8s sofrerem implante de es-
ponjas de Policlorovinil (PVC) e fratura da Tibia di-

reita,

GRUPO ITI- Diab&ticos Experimentais:~ 12 animais que vreceberan,

* % -
via Intraperitoneal, 125mg de Aloxana /kg de pPE SO
* Ragido halanceada Ceres, Piracicaba.
** Manohidrato de Aloxana - Carlo Erba;




corporal, sofreram implante de esponja de PVC e fra-

tura da tibia direita.

GRUPO IV - Diabéticos Experimentais + Parotin:- 12 animais que
receberam, além do tratamento semelhante ao do Grupo
ITI, uma injeg¢do intraperitoneal de Parotin* (0,04
mg/100g de peso corporal - TEIXETIRA, 1979) a cada 3
dias, durante o periodo experimental.

TABELA 1 - Distribuicao dos animais nos Grupos de acordo com a
droga administrada e lesZo sofrida {implantagao de
esponja de PVC e fratura da tibia).

GRUPO N? BE DROQAS LESGES,

ANIMAIS ADMINISTRADAS SOFRIDAS
I 02 Sol. fisioldgica
It iz Sol. fisioldgica Implante de esponja de
PVC e fratura da tibia
ITE 12 Aloxana Implante de esponja de
PVC e fratura da tibia
Iy 12 Aloxana e Parotin Implante de esponja de

PVC e fratura da tibia

Tanto a Aloxana quanto o Parotin administrados ,

foram preparados em solucio fisioldgica e o volume miximo inje-

tado foi de 1,0ml.

" Peikoku Hormone MFG Ltda, Japan,
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3.2. Obtencio de ratos diab@ticos

Os ratos foram tornados diabéticos por administra
Gac intraperitoneal de Aloxana (125mg/kg de péso corporal) apds
jejum de 16 horas (KASS e WAISBREN, 1945). Posterjormente o ali
mento foi restituido e acompanhado por uma solugio de glicose a

15%, a gqual fol retirada depois de 24 horas (TOMITA, 1973).

A comprovacao do diabetes foi realizada aos 3 e 6
dias apds a administragdo da aloxana, através da  determinagao
da glicosuria (técnica da glico—fita*). Nos dias de sacrificio
dos animais (Tabela 2 ) foi feita a determinagdo da glicemia
(mBtodo da Ortotoluidina). Foram considerados diab&ticos aloxi-
nicos {animais do Grupo III) os que apresentaram nivel glicémi-
co superlor a 250mgh, Quanto aos animais do Grupo iV {diabéti-
co aloxidnico + parotin), procedeu-se de modo semelhante porém,
nao foram desprezados os que apresentaram glicemias inferiores
a4 250mg% uma vez que a administragao do Parotin poderia  haver
provocade queda da hiperglicemia (TEIXEIRA, 1979 e GUIMARAES et

alii, 1484},

0 plasma para verificacao da glicemia e posterior
dosagem da fosfatase alcalina (Método Labtest**) foi obtido da
centrifugagﬁo do sangue (com citrato de sddio - 3,8% como anti-
coagulante), retirado da ponta da cauda dos animais, apds anes-
tesia por inalacdo com Bter sulflirico em uma campanula de vi-

dro.

¥ flico~fita - Eli Lilly do Brasil Ltda,
*f“Fasfatase Alcalina -~ Labtest - Cat., mn® 40-E, Labtest Siste-
mas Diagnésticos Ltda,
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3.5, Implantacao das esponjas de Policlerovinil (PV(Q)

Para a implantagao subcutanea das esponjas de Poli
clorovinil, previamente esterilizadas e, medinde 0,7mm de espes-
sura por 0,7mm de diametro, os animais foram anestesiados por
inalagao de €ter sulffirico em campanula de vidro e depilados na

regiao dorsal mediana traseira,

- A seguir foi realizada uma incisao de aproximada-
mente 1,5cm, perpendicular ao longo eixo da coluna vertebral e

procedeu~se 3 divulsio dos tecideos subcutaneos.

As esponjas foram colocadas a uma distancia de 4,0
cm do local da inclisdo, sendo uma de cada lado da coluna verte-
bral, para se evitar que o processo de cicatrizacdo da mesma

atingisse o tecido de granulacdo em desenvolvimento.

Apos a colocagac e acomodagac das esponjas, a in-

cisan foi suturada.

3.4, Fratura da tT¥hia dos animais

et rurss "

Utilizando os animais ainda sob o efeito da aneste
sia para o Implante das esponjas, foi reglizada a fratura da ti-
bia direita, pressionando-se a mesma com os dedos. O local da
fratura fol previamente depilado, para facilitar a colocagdo de
espa?a&rapo, evitando-~se um deslocamento posterior.

Os dias em que foram implantadas as esponjas e

tr

realizadas as fraturas foram considerados " tempo zero " no pe-
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riodo experimental.

3.5. Sacrificio dos animais

Dois animais dos Grupes TI, III e IV foram Sacrifi
cados aos 3, 7, 11, 15, 20 e 30 dias apds o inicio do experimen-
to (Tabela 2) por inalagdo de 8ter sulfiirico em campinula de vi-

dro.

Os animais do Grupo I (Controle} foram utilizados

apsnas para a comparagac das dosagens da fosfatase alcalina.

Sacrificados os animais, foram retiradas as espon-
jas, lavadas rapidamente em solugdoc fisioldgica 0,9% e  fixadas
em formol neutro 4 10%, durante 24 horas, 3 temperatura ambien-

t,&&

TABELA 2 -~ Distribuigdo dos animais nos Grupos e respectivos dias

de sacrificio,

<

TAS DE SACRI |
FICIO 3 7 11 15 20 30

GRUPOS

It 2 2 2 2 2 2
Lri 2 z 2 2 2 Z
v 2 A 2 2 2 2

Apbs a fixacHo, os tecidos de granulacac foram in-
cluidos segundo a técnica histellOgica de rotina, cortados na es-
pessura de 7 micra e corados com Hematoxilina-eosina. 0s cortes

foram fotografados em Fotomicroscdpio ' ZEISS .

-~ 19 -



Com relacgao ds tibias, apds fixadas em formol neu-
tro & 10%, durante 24 horas, a temperatura amblente, as mesmas
foram radiografadas em apar€lho de raios-X Siemmens radiosfera
de 60 KV & 1Zm Ags acompanhado de um colimador de 12cm de compri
mentoe por Zcm de diémetrolf?éié qrignﬁag§q d0s cgrtéé),

Em seguida, os ossos foram descalcificados em aci-
do tricloroacético {6%), incluidos, cortados na espessura de 7
micra, corados com HE e fotografados, também em Fotomicroscopio

*ZEISS .
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4. RESULTADOS

4.1, Histologia do implante de esponja de PVC

A resposta do tecido 4 presenca da esponja de PVC
& uma reagdo inflamatdria de corpo estranho, que se caracteriza
pelo desenvolvimento de uma capsula fibrosa envolvente. A partir
desta clpsula, oS elementos celulares migram para o interior da
esponja, através de seus plros e iniciam o processo proliferati-

VG,

A sequeéncia de eventos da proliferacdo do  tecido

de granulacdo do nosso trabalho estd descrita abaixo.

3 DIAS:~ O tecido obtido do Grupo contrile (fig.
1-A) apresenta a capsula fibrosa completamente delineada enveol-
vendo a esponja, HEm algumas regiGes hd uma proliferacdo incipien
te do teclido de granulagio, caracterizada pela presenca de  al-
guns fibroblastos e capilares neoformados. Ainda nesse corte ob-
serva-se uma rede de fibrina e células inflamatdrias. 0 Grupo
diab8tice (fig. 1-B), embora apresente a cipsula fibrosa, ndo
demonstra formacao de tecideo de granulacfo nem mesmo incipiente.
Pode-~se observar apenas a rede de fibrina e um nlmero muito redu
zido de c&lulas inflamatdrias. Por outrc lado, a formacdo do te-
cido ne Grupo diab&tico que recebeu o Parotin (fig. 1-L) € quase

inexistente, embora j& se observe a formagHo da clpsula fibrosa.

Nota-se ainda um maior niimero de cé&lulas inflamaté
rias em relagfo ao Grupo anterior. A rede de fibrina encontra-se

pfasente,



Tecide de granulagde aos 3 dias de desenvolvimento
Figuras: 1-A. Crupe Controle

1-B. Grupo Diabetico

1-C. Grupo Diabético que recebeu Parotin
Aumento original 12X.
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7 DIAS:~ Com relagdo ac Grupe contrdle (fig. 2-A),

pode-se observar uma evolugdo do tecido de granulagdo para o in-
terior da esponja. O fibrosamento deste tecido & incipiente. Us
fibroblastos encontram-se em proliferagio e hi um nimero elevado
de capilares neoformados. No grupo diabético (fig. 2-B), a forma
cdo do tecido de granulagdo € extremamente incipiente e observa-
da em apenas alguns pontos. O tecido em formacdo apresenta alte-
ragoes circulatdrias (hemorragias) e um numero reduzido de fibro
blastos. De maneira geral, o desenvolvimento do tecido se encon-
tra atrasado em relagi@o ao contrdle. Porém, o Grupo que recebeu
Parotin (fig. 2-C), mostrou um desenvolvimento bastante atrasado
do tecido, comparando-se-com o controle. Ha uma semelhanca com o
Grupo diazbético, embora aparentemente, sem problemas circulato-

rios,

11 DIAS:- Grupo controle (fig. 3-A). A formacdo do
tecido de granulagdo continua em evolugdo, aproximando-se do cen
tro da esponja, O tecido tornou-se mais fibrosado e os fibroblas
tos continuam em proliferagdo. Por outro lado, o tecido no Grupo
diabético (fig, 3-B)} apresenta ainda formagdo incipiente, com
poucos fibroblastos e fibrosamento em estfigio inicial. Diminuf-
ram as alteracdes hemorragicas. Padrio tecidual bastante atrasa-
do em qualidade e guantidade em relagdo ao normal. O grupo do
Parotin {fig, 3+C) demonstrou um tecido de granulagac mais inci-
piente do que o contrdle, porém mais desenvolvido que o diab@ti~

O

15 DIAS:~ O tecido do Grupo contréle {(fig. 4-A),

[ 4o

presenta um padrdc de evolugfo normal, isto &, o tecido de granu



Tecido de granulacao aos 7 dias de desenveolvimento
Figuras: 2-A. Grupo Controle

2-B, Grupo Diabétice

2-C, Grupo Diabético que recebeu Parotin

Aumento original 1ZX.



Tecido de granulac?ac aos 7 dias de desenvolvimento

Aumento original 63X,



Tecido de granulagdo aos 11 dias de desenyolvimento

Figuras: 3-A. Grupo Controle
3-B. Grupo Diabético
3-C. Grupo Diabético que recebeu Parotin

Aumento original 12X.
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Tecido de granulacgdo acs 15 dias de desenyolvimento
Figuras: 4-A. Grupo Controle

4~B. Grupo Diabético

4~C, Grupo Diabético que recebeu Parotin

Aumento original 12X.
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lagao ocupa praticamente todos os poros da esponja e ¢ fibrosa~
mento continua aumentando. Entretanto, a quantidade de fibroblas
tos comegou a diminuir. No tecido do Grupe diabé&tico (fig. 4~-B}
nota~-se © teéida de granulagao em evolug@o com um estagio de fi-
brosamento bastante atrasado. Este fibrosamento, no tecido do

grupo seguinte (Parotin), {fig. 4-C) encontra-se mais evoluido

que o do diab&tico, embora um pouco inferior ao contrdle.

Os vasos sanguineos dos ratos normais ja estdo com
pletamente formados e nos diab&ticos ndo hi mais sinais de hemor

raglas.

20 DIAS:- O tecido de granulagldo no grupo coRtrd-
te, {fig. 5-A), encontra-se em fase final de maturagio, ocupando
completamente oS espagos da esponja, Este tecido apresenta-se bas
tante fibrosado e sua celularidade esti diminuindo. - Obsevva-se
que 6 Grupo diabético (fig. 5-~B) mostra uma evolugdo ainda incom
pleta, restando muitos espacos da esponja a serem preenchidos. O
fibrosamento & inferior ao tecido do Grupe contrdle. Por  outro
tado, no Grupo diahético.que receheu Parotin, (fig. 5-C) o teci-~
do de granulacgdo apresenta-se preenchendo quase completamente
0s espac¢os, embora com menor fibrosamento que o tecido do Grupo
contrgle, Neste caso, o desenvolvimento do tecido, de modo geral

& superior ao do Grupo diab8tico.

30 DIAS:- Neste estigio de evolugdo o tecido do
Grupo controle (fig. 6-A), esta completamente formado. A celula
ridade diminui consideravelmente e pode-se notar que alguns lo-
cais foram invadidos por tecido gorduroso. Por outro lado, o Gru
po diabBtico (fig. 6-B), demonstra um desenvolvimento do tecido

de granulacdo bastante atrasado em relagdc ao controle, restande

- 32 -



Tecido de granulagao aos 20 dias de desenvolvimento

Figuras: 5-A. Grupo Contrdle
5-B. Grupo Diabético
5-C, Grupo Diabético que recebeu Parotin

Aumento original 12X.
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Tecido de granulagdo aos 30 dias de desenvolvimento
Figuras: 6-A. Grupo Controdle

6-B. Grupo Diabético

6-C., Grupo Diabético que recebeu Parotin
Aumento original 12X.
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ainda espagos da esponja a serem preenchidos. O tecido agora co-
wega a se mostrar mais fibrosado, embora longe da maturagao. No
grupo que recebeu Parotin (fig. 6-C), o tecido de granulagﬁé es-
ti4 preenchendo completamente os poros da esponia, e&bora se en-
contre menos fibrosado que o contrdle. Neste caso também pode-se
observar em alguns pontos a presenga de tecido gordurose., 0 de-

senvolvimento tecidual nesse Grupo foi superior ao diabético, em

bora inferior ao contrdle.

4.2. Histologia do tecido de reparo de fratura Sssea

Antes de iniciar a reparacgao, o cofgulo sanguineo
¢ 0S5 restos celulares e da matriz sao removidos por macrifagos.
Os tecidos préximos a Area fraturada respondem com uma intensa
proliferacao de fibroblastos entre as axtreﬁidades rompidas. 0
processo continua se desenvolvendo até que o 0sso seja totalmen-
te reconstituido, A sequeéncia de eventos que caracteriza esta

reconstituigdo, encontra-se descrita em seguida.

3 DIAS:;~ O corte histoldgico ohtido do Grupe con-
tréle (fig. 1-A) mostra os fragmentos fraturados com uma area
de hemorragia central, onde se observa a existéncia de uma rede
de fibrina, O tecido conjuntivo periférico & fratura  apresenta

evidéncias de proliferacdo fibrobldstica, em pequeno nimero. Es-

ta proliferacdc parece provir de remanescentes do peridsteo e
acorre em direcdo ao colgulo. Ndo ha sinais de reabsorcao dos
fragmentos Gsseos. Na fig., 1-B! estd representado o tecido do

rato diab8tico, e também pode-se ohservar a existéncia de uma a-

rea hemorrigica com rede de fibrina. Porém ainda nfo hi prolife-
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ragdo de elementos fibroblasticos do perifsteo em direcdo ao cod
gulo, come no Grupo controle. O Grupo que recebeu o Parotin {fig.
1*@} demonstra um desenvolvimento semelhante ao contriole, mas

com uma menor proliferacio fibroblidstica.

7 DIAS{ﬂ No Grupo contrdle (fig. Z-#), pode-se ob-
servar que a zona do cofgulo foi substitufda por matriz cartila-
ginosa e comegou.a sofrer um processo de ossificagfo. Circundan-
do a matriz cartilagiuosa* ha proliferagdo do tecido de granula-
¢do com grande nimero de fibroblastos. No Grupo diabético (fig.
2-8) também a matriz cartilaginosa substituiu o codgulo, mas as
eyidéncias de ossificagﬁo sao apenas inciplentes. O tecido de
granulagao perif€rico ao cale 0sseo apresenta um nimerc muito pe
gqueno de fibroblastos. 0 quadro apresentado pelo Grupo que rece-
bew o Parotin (fig, 2-C) & semelhante ao contrdle, pordm com uma

ossificacdo ligeiramente reduzida,

11 DIAS:- (fig. 3-A) Grupo normal, mostra que o te
cide conjuntivo que existia periférico & cartilagem fol totalmen
te substituide pela matriz cartilaginosa. A ossificagao da  ma-
triz aumentou, embora ainda falte uma parte a ser ossificada. Ndo
ha mais sinais de codgulo, uma vez que este fol substituido pelo
calo 8sseo. O processo de ossificacao da matriz cartilaginosa no
gTupe diabético (fig, 3-B) & hem menor que o do contrdle. Na
periferia da matriz ainda existe tecido de granulacgaoc com fibro-
blastos em proliferagéo. G Grupo tratado com Parotin (fig. Sﬂd)
demonstra uma substituvicdo do tecido conjuntivo pela matriz car-
tilaginosa e awmento da ossificagac semelhantes ao controle, em-

bora em menor grau,
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Tecido Ssseo aos 7 dias de desenvolvimento
Figuras: 2Z-A' Grupo Controle

2-B' Grupo Diabético

2-C' Grupo Diah8tico que recebeu Parotin

Aumento original 25X.
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Tecido 8ssec aos 11 dias de desenvolvimento
Figuras: 3-A' Grupo Controle

3-B' @Grupe Diabético

3-C'  Grupo Diabético que recebeu Parotin
Aumento original 25X.

iy M A 41
EHTRAL




15 DIAS:-~ No Grupo contrdle (fig. 4-A), o processo
de ossificagdo evoluiu com invasdo cada vez maior da matriz pelo
0530 neotormado. Esse processo de ossificagf@o no Grupo diab&tico
{fig. 4-8Y, esti ocorrendc de maneira mais retardada em reldéﬁo
aog normal (fig. 4-% . Por outro lado, o Grupo que vecebeu o Paro
tin (fig. a-ch apresenta um quadro semelhante ao controle apenas

com um ligeiro atraso.

20 DIAS:- O processo de ossificagdo no Grupo :con-
trole {fig. S—Aﬁ prosseguiu seu desenvolvimento normalmente, sen
do que a maior parte da métriz cartilaginosa foi substitufda por
osso neoformado., Pode-se observar que em alguns locais houve ma-
turagdo do tecido. No Grupo diab8tico (fig. Svﬁ) O pProcesso de
desenvolvimento tecldual continua ocorrendo, apesar do atraso em
relagdo ao normal. O tecido do Grupo que recebeu Parotin  (fig.
5-0) mostra-se intermedifrio, em térmos de evolugao, entre o nor

mal e o diah&ticn,

30 DIAS:- Na fig. 6-A, Grupo contrfle, pode-se ob-
servar que a maior parte do local fraturado jd € constituida por
um tecido Osseo tipico, inclusive com a presenga de medula dssea
gordurosa. Por outro lado, o tecido do Grupo diabético (fig.
6-B) ndo atingiu esse estigio de evolucio, embora a ossificagao
ainda esteja se processando. Neste caso nao se observa a medula
Sssea gordurosa, O Grupo tratado com Parotin (fig. 6-C) demons-
tra uma ossificagfo muito semelhante ao controle, embora com par
tes a serem ossificadas. Pode-se constatar a presenga neste gru
po, de medula Gssea gordurosa, De modo geral, este grupo tratado
apresentou-se hem adiantado em relacdo ao grupo diabético, mas

ainda com um ligeiro atraso quando comparado ao controle.
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Tecido O0sseo aos 15 dias de desenvolvimento
Figuras: 4-A' Grupo Contrdle

4-B* Grupo Diabético

4-C' Grupo Diabético que recebeu Parotin

Aumento original 25X.



Tecgido 6sseo aos 20 dias de desenvolvimento
Figuras: S-A' Grupo Controle

5-B'" Grupo Digbétice

5~Ct'  Grupo Diab&tico gue recebeu Parotin
Aumento original 25X.
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Tecido 8sseo aos 30 dias de desenvolvimento
Figuras: 6-A' Grupo Contrdle

6-B' Grupo Diabético

6-C* Grupo Diab€tico que recebeu Parotin
Aumento original 25X. |



4,3, Atividade da fosfatase alcalina

Os valéres médios obtidos das dosagens da fosfata-
se 2lcalina no plasma dos ratos dos 4 (rupos experimentais, es-

tac apresentados na Tabela 3 e Grifico 1.

TABELA 3 -~ Valbres médios da atividade da fosfatase alcalina (U.
I.) no plasma dos animais dos Grupos experimentais nos

dias de sacrificio.

T - Contréle Intacto 42,85 49,85 S$9,60 52,25 44 .45 40
1';-—<:ontr61e 0 38,95 71,15 58,20 66,00 50.40 51,30

111~ Diabético % 57,00 112,50 87,90 77,40 137,80 62,85

1V - Diabético +

Parotin . 41,75 195,35 142,20 118,70 2@0,50 180,00

Pode~se obhservar que em todos os grupos, houve au-
nento da taxa de fosfatase, nos animais sacrificados aos 7 dias.
Esse aumento, todavia, fei maior nos animais dos Grupos IT1 e

1V, com predominincia dos Gltimos.

Com relacdo aos animais sacrificados aos 20 dias,
pertencentes aocs Grupos IXT e IV, também pode ser observado  um

aumento da atividade da fosfatase alcalina’

No Grupo IV a  “atividade ' da mesma, permanecéu e-
levada para os animais sacrificados aos 30 dias do inicio do ex—

perimento.
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5. DISCUSSAQ

5.1, Implante de esponja de PVC

Nossas investigag&es mostraram que o desenvolvimen
to do tecido de reparc no grupo controle (II) foi semelhante ao
observado na literatura. 0 infcio da formagdo do tecido  deu-se
em torno do 3° dia apls implantacdo da esponja de PVC. A prolife
ragao dos elementos celulares ocorreu até por volta de 15 dias;
a partir deste periodo observou-se redugdo da celularidade e es-
tabelecimento da fase de organizacdo e maturagdo tecidual
[GRINDLAY & WAUGH, 1951 ; DUNPHY & UDUPA, 1955; CHVAPIL, 1967;
HICKS, 1969: FEHER et alii, 1971: VIZIOLI, 1971, 1973; PEDERSEN
§ VIIDIK,- 1872, FUKUHARA, 1972; VIZIOLI § ALMEIDA, 1978; MATIA,
1981) .

Em geral, a influéncia do estado diab&tico na cica
trizagio de feridas & um fato bem conhecido. Em nosso trabalho |,
o5 animais diabBticos apresentaram, em todos ¢s casos, retarda-
mento acentuado no processe de reparo, guande comparados aos anl

mais controles.

Essas diferengas foram observadas, particularmentsg
quanto 3 proliferacfo de fibroblastos, como tem sido relatado por
autres autores {(CHIBA, 1968; GRANﬁINI, MIGLIORINI e OKAMOTO,
1970; CGRANDINI, 1978). Anormalidades na proliferacgdo dos fibro-
Blastos de pacientes diabéticos também tem sido estudada "in

vitro " por GOLDSTEIN, LITLEFIELD e SOELDNER (1969}, VRACKO e

BENDITT (1975) e ROWE et alii (1977). Segundo estes autores, a
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capacidade replicativa destes fibroblastos encontra-se :reduzida
quando comparadas com o5 controles. HOWARD et alii (1980}, estu-
dando fibroblastos obtidos de bidpsia de pacientes diabéticos, su
gerem que as alté;agées nas propriedades de crescimento das cultu
ras, podem ndo ser um requisito do estado diab&tico, mas refle-
tir um fundo genético ﬁue acompaﬁha a expansao do diabetes. Em
nosso estudo por&m, esta hipGtese estd fora de cogitacdo, uma
vez que os animais foram tornados diabéticos experimentalmente, Por-
tanto, provavelmente essa deficiencia proliferativa tem como cau

sa, alteracles metabf8licas consequentes do diabetes, mas nioc de

origem genftica,

Um outro aspecto no desenvoelvimento do tecido de
reparo & a néo-~formagio de capilares sangufneos. No tecido do
grupo contréle (II), esta formaclo & bastante grande durante os
primeiros 15 dias, devide 4s necessidades do tecido em  intensa

atividade. A néo-formagido no grupo diabético (III), entretanto,

MOSLTOU~Se MEeNnos numerosa gque o controle (I1).

0 atraso no desenvolyimento do tecido de granula-
cdo observado no g%upo diahétice (III) em relacio ao controle
(1T} pode ser atribuido #s modificag¢des nas propriedades do cola
geno, em decorréncia de maisr nimero de ligacdes-cruzadas que
ocorrem nos diab&ticos (RAMAMURTHY, ZERROWSKI e GOLUB, 1972,
1974; GOLUB, GARANT e RAMAMURTHY, 1977). Outras causas possiveis
do atrase do processo de cura nos diabéticos seriam os  distdr-
bics na matriz intercelular que tem side discutides ao nivel de
glicosaminoglicanos (BERENSON et alii, 1972; KERN, REGNAULT e
ROBERT, 1976}, glicoproteinas (KERN, LAURENT e REGNAULT, 1972 e
19761 e memhranas basails (SPIRO, 1873; KEFALIDES, 1974; RISTELLI

et alii, 1976},



Por outro lado, os animais digbéticos tratados com
Parotin (grugo IV}, mostraram a cronologia do desenvelvimento do
tecido de granulagdo muito mais satisfatdSria que aquela observa-
da no; ratos diab&ticos sem tratamento. Isso estd de acordo com
alguns autores que tém mostrado gue o Parotin, promove a estimu-
lagao do crescimento do tecido cicatricial {KONO, 1955; NORITA,
1955, AKITA, 1956, IAMAGAWA, 1957; ITO, 1960; ITO et alii, 1955;

TEIXEIRA et alii, 1974).

Os resultados obtidos yem ao encontro das citagoes
anteriores, uma vez que o tecido, nesse grupo que recebeu Paro-
tin, mostrou-se mais fibroso e vascularizado que o do grupo dia-
bético.*ﬁntretanto, este grupo IV (animais tratados) apresentou-
se.ainda com consideravel retardamento no processo de Teparo,

gquando comparado aos controles (Grupo I1).

A administracdo do Parotin a este grupo, portanto

reduziu parcialmente o efeito do diabetes.

Diversos autdres tém relatade as agGes hipoglicemi
antes do Parotin, sendo que, inclusive, admitem que este principio
ativo apresenta efeitos semelhantes aos da insulina no que 58
refere ao metabolismo de carboidratos (HIKI et alii, 1929, 1930,
1932 e 1934, OGATA, 1934; GODLOWSKY & GALANDRA, 1960; FLEMING |,
1962, HOSHING et alii, 1976; GUIMARAES et alii, 1979:; TEIXEIRA |

1979 e GUIMARAES, 1980},

Dessa forma, &€ possivel que esta substdncia  atue
schre o metabholismo proteico da mesma forma que a insulina, au-
mentando o transporte ativo de aminodcidos para as células, ace-
terando a traducdo do c¢bdigo de RNA mensageiro pelos ribossomos
e aumentando a transcrigdo de DNA nos niicleos das c&lulas, pro-

vocando portanto mator sintese proteica.
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5.2. Reparo da fratura oOssea

As alteracoes que ocorrem no metabolismo O0sseo du-
rante o diabetes t€m sido objeto de estudo de alguns pesquisado-

Te3s,

Em nosso trabalho observamos o processo de repara-
gac do osso fraturado através de cortes histolGgicos, o que tor-

na possivel a comparaglo dos diferentes grupos.

Normalmente, para acelerar-se a velocidade de con-
solidacdo de uma fratura, utilizamwge instrumentos especiais de
fixaclo mecanica, a fim de manter a5 extremidades do osso fratu-
rado juntas, Isto causa o estresse mnas extremidades opostas dos
ossos fraturados, o que acelera a atividade osteoblidstica no lo-

cal da fratura.

Baseando~se nas ohservacGes histoldgicas das fratu
ras, pode~se dizer que houve um atrase na consolidagaec das mes-
mas no grupo de animais diabéticos (IIl)} quando comparados aos
contrbles (I1}. Esse fato parece confirmar algumas afirmacoes
encontradas na literatura, como maior ocorréncia de ostecporose,
perda de massa Gssea e major susceptibilidade & fratura nos or-
ganismos diahéticos {ALBRIGHT e RETIFENSTEIN, 1949; BERNEY, 1952;
PINHEIRO, 1966; MENCZEL, MAKIN E ROBIN, 1972; LEVIN, BOISSEAU e
AVIQOLT, 1976 e LEVIN, 1978 e McNAIR et alii, 1979),

Durante ¢ desenvolyimento do_tecido 6sseo no local
fraturado, a proliferagao de fibroblastos no grupo diabético mos
trop-se yetardada, de maneira semelhante aos tecidos das espon-

jas implantadas, descritas no Item 5.1. Isso nos leva a concor-



dar com LEVIN et alii (1976) quando afirmam que o fato da capaci
dade proliferativa dos fibroblastos dos animais diabétices se
encontrar rveduzida, pode ser aplicado ao osso e constituir o pro
blema bisico que frequentemente leva a uma osteopenia precoce nos

pacientes diab&ticos ndo controlados.

Além disso, a ossificacio da cartilagen que substi
tulu o codgule também apresentou-se atrasada nos tecidos dos ani
mats diab8ticos. Esses dados confirmam as afirmagdes de ZWBLLING
{1878} de que a proliferagdo das células mesenquimais & um pré-
requisito para a diferenciacse da cartilagem ¢ gue a insulina &
necessaria 4 proliferac3o, e de WEISS & REDDI (1980) que demons-
travam inibigdo " in vive " da formacdo de cartilagém em  ratos
diabéticos experimentais, além da importincia da insulina na di-

ferenciagao e mineralizacgdo do osso.

Alguns'autﬁres atribuem o decr€scimo de mineraliza
CAao cbseﬁyado em ratos diabéticos, 4 alteracoes no metabolismo de
coldagenc (GOLUR, GARANT e RAMAMURTHY, 1977; KERN et alii, 1979;

GOODSON § HUNT, 14984).

FORGACS, HALMOS e SALAMON (1972) afirmam que a cau
sa da pré-disposigdo 3 osteoporose em diabEticos pode ser atribu
ida principalmente a lesfes induzidas pela'gluconeogénese fnaima>
triz protéica. do osso. Por outre lado, animais diab&ticos apre-
sentam um balanco de cilcio negativo e uma deficiente  absorcio
deste mineral no duodenc (SCHNEIDER § SCHEDL, 1972), SCHNEIDER
et alii (1977)observaram uma redugdo na concentragao de 1,25 dii
droxicolecalciferol em ratos diabéticos. Entretanto, WEISS &
REDDT (1980} nﬁa.oﬁservaram hipocalcemia em diab&ticos e acredi-
tam que a inibicdo da mineralizagdo neste caso possa ser explica-

da por uma alteragdo no transporte de cdlcio ao local de forma-

cao de o0sso.
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GERTNER et alii (1980) sugerem que a deplegaoc de
fésforo secundfria i perda urindria do mesmo em pacientes diabé-
ticos pouco controlados pode ser uma importante contribuicao pa-

ra 0s defeitos primirios de formagido de osso.

Comparando-se os tecidos do grupo diab&tico (III)
com o grupe que recebeu o Parotin (IV), observa-se que este tlti
mo apresentou um desenvolvimento mais acelerado. Durante todo o
processo de regeneracdo esse grupo mostrou uma evolugao semelhan
te ao controle, porém com uma menor proliferagde  fibreoblistica
no inicio e ossificacio ligeiramente reduzida. Estes dados estao
de acords com SOBEL § SOBEL (1939 e 1944) que demonstraram a
acfo desta substdncia sobre o tecido Osseo e OKUDAIRA (1954} ITO
(1954); TSURUFUJI § KUBOTA (1954) que verificaram aumento da cal
cificacfo e crescimento acelerado em tecidos cartilaginoses das

epifises de tibhia em ratos tratados com Parotin.

Se compararmos a :egeneragio Gssea entre os  dois
grupos diab&ticos (ITI) e tratados com Parotin (IV) com o tecido
de granulacaoc resultante do implante de esponja nos mesmos gru-
pos observaremos que o tecido Gsseoc se desenvolveu muito mais ra-
pidamente sob acdo dessa substincia que o tecido de reparo. Se a
agdo do Parotin fosse apenas ao nivel de.proliferagﬁo celular am
bos os processos (fratura e tecido de granulagao) ocorreriam na

mesma velocidade,

Porém, como discutimos anteriormente, o Parotin pos
sivelmente, apresenta efeitos semelhantes aos da insulina sobreo
metaholismo dos carboidratos e proteinas. Dessa forma, poderiamos
supor que esse principio ativo atue como a insulina sobre a for-
magdo dos ossos, Assim, & possivel que o Parotin tenha uma agao
direta sobre o transporte de cilcio ou atue indiretamente atraves
da influéncia no metabolismo da vitamina D. Portanto, o processo
de ossificacio de maneira geral & acelerado,
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5.3, PFosfatase alcalinsa

A significancia da fosfatase alcalina nos .proces-
sos de cicatrizagdo, bem como na mineralizacdo dos tecidos, tem
sido discutida em alguﬁs trabalhos desde FELL § DANIELLI (1943)
at€ recentemente por WEISS § REDDI (1980Q).

Em nosso trabalho utilizamos um grupo formado por
dois animais, que denominamos de contrdle-intacto {grupo I} que
nao sofreu nenhuma lesao, com a finalidade de servir como  base
de comparagao das dosagens da atividade enzimftica nos grupos em

estudo,

Analisando-se o grafico da pagina 47, - observa-se
que o grupo controle (II) demonstrou um ligeiro aumento na ativi
dade da fosfatase alcalina no plasma em torno do 7% e 15¢  dias
apBs as lesbes quando comparados com os contréles-intactos. WOES
NER § BOUCEK (1961) demonstraram um aumente da atividade da fos-
fatase alcalina em tecido de granulacio a partir de 8§ dias de
desenvolvimento ap8s implantacao de esponja, atingindo o miximo
por volta de 15 a 20 dias e decaindo em seguida. Por outro lado,
VIZIOLT (1975) por meio de estudos histoquimicos verificou que
a atividade desta enzima no tecido de reparo atingiu pico maximo
ne periodo compreendido entre 15 e 20 dias. Segundo este autor,
s atividade da fosfatase alcalina provavelmente & indispensavel
ao processo de agregacio das fibras de colidgeno em forma de fei-
xes, realizadas por meio de mucopolissacaridecs acidos. Acredita
mos que o nivel enzimitico verificado em nosso trabalho aos 15

dias, possa estar ligado a esse processo de agregagdo do coldge-
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no. Entretanto como em nossc estudo houve também um pico no 7¢
dia, € possivel que isso se deva ao infcio do processo de ossifi
cagae da matriz cartilaginosa no osso fraturado e nio ao proces-

so de cicatrizagao decorrente do implante da esponja.

Esse dado parece confirmar a opinido de  SILBERMANN
& FROMMER (1973} de que essa enzima pode constituir um dos fato-

res que iniciam a mineralizagado na cartilagem.

A fosfatase alcalina pode possivelmente degradar a
pirpfosfatoss inerganice (PPi), que tem sido indicada por alguns
antores como um potente inibidor da mineralizagdo [RUSSEL &

SMITH, 1973}).

Por ocutro lade, o grupo dos animais diabéticos
(177} demonstrou uma atividade bem maior que a dos controles (I
e II] durante todo o perfiodo experimental, com um pico por yolta
dos 7 dias e outro aos 20 dias. E possivel gque o miximo acs 20
dias nesse grupo diabético (IIT) em comparacio ac controle (I1),
cujo pilco ocorreu aos 15 dias, seja uma consequéncia do atraso
da cicatrizagao que ocorre nos organismos diabéticos, fate fre-
quentemente observadeo na literatura (BOUISSOU et alii, 1974; GO-
LUB, SCHNEIR e RAMAMURTHY, 1978; KOHN et alii, 1978; GRANDINT,
14787,

As cﬁusas do nfvel da fosfatase alcalina ter sido
bem superior no grupo diabético (ITI} em relagdo ac . = .contrdle
{11}, durante todo o perfodo experimental poderiam ser atribui-
das A administracdo de aloxana: entretanto WEISS § REDDI (1930},
estudando animais submetidos 3 implante de matriz Ossea, verifi-
caram um aumento da atividade desta enzima no grupo deixadeo dia-
bético por administracdo de streptozotocina, Portanto acredita-

mos que o fator principal esteja associado 3s alteragles metabd-
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licas consequentes do propric estado diahético.

O grupo de animais tratados com Parotin (IV) apre-
sentou uma atividade superior aos demais apds 3 dias do  inicio
do experimento. De acordo com YUASA (1957), essa substancia nio
afeta a atividade da fosfatase alcalina no figado, mas diminui a
atividade no soro. Poré&m esse autor ndo provocou qualquer tipo

de lesao tecidual, como em nosso trabalho.

Entretanto, tem sido observado que o Parotin pro-
move o desenvolvimento do tecido 8sseo [MORI, 1953: MIYASAKIT,
1857; FLEMING, 1959). Comea atividade da fosfatase estd ligada
5 es55e processo,.conforme discutimos anteriormente, possivelmen-
te os altos niveis enzimfticos tém como causa a regeneragio Os-
sea ou talvez, esse aumento da fosfatase sérica estejﬁ ligade a

algum mecanismo de absorc¢ao provocade pelo Parotin.

Nesse grupo IV, como podemos observar, ainda no
grifico 1, os niveis maximos de atividade enzimitica foram alcan
cados nos periodos que coincidem com os demais grupos. Entretan-
to, de acordo com os resultados histoldgicos do nosso trabalho,
o Parotin acelerou os processos de cura e, portanto, era de se

) oo o .
esperar que o pice maximo ocorresse antes do Z20° dia, mas Como
as dosagens foram realizadas aos 15 e aos 20 dias esse aspecto

tornou-~se prejudicado,

Das discussao dos resultados, torna-se evidente
que, para chegarmos a conclusdes mais objetivas, hd a necessidade
de estudos mais especificos sobre as atividades do Parotin. Den-
tre esses estudos podemos sugerir ensaios bioldgicos com metabo-
1ismo de carboidratos, no qual essa substancia tem mostrado ser
efetiva em reduzir a hiperglicemia mas, apGs sua adequada.purifl

cacAo uma vez que o mesmo apds a eletroforese demonstrou apresen
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tar quatro fracdes proteicas e existem dividas sobre qual delas

¢ a realmente ativa {PINHEIRQ, informagio pessoal).
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&. CONCLUSOES

gar &s seguintes conclusdes:-

De acordo com os resultados obtidos, e dentro das
condigoes experimentais do presente trabalho, foi possivel che-

1~ Existe uma deficiencia na génese ¢
compensados,

desenvolvi-

mento dos tecidos de repare de animais diab&ticos aloxanicos nio

2~ 0 Patot

mr

COS;

‘mostrou-se efetivo em reduzir o efeito do diabe
tes sobre o processo de reparo no tecido de granulagdo dos animais diabéti

do diabetes Sgbre

3~ Com relagao ao tecido 6ssec, o Parotin reduziu o  efeito.

Oreparc da fratura da tibia porém, com maior in
tensidade gquando comparado com o tecido de granulagao;

tados com Parotin}.

4~ A atividade da fosfatase alcalina, no perfodoeé
tudado, encontra-se aumentada no plasma dos animais
aloxadnicos nio compensados e principalmente nos compensades (tra

diab&ticos
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7. RESUMO

Unitermos. Diabetes ° Fosfatase alcalina ° Paro-
tin ° Tecido de granulacdo " Tecido &s-
Se0

Este trabalho teve como objetivo, verificar os pos
siveis efeitos do principio ativo das glandulas salivares, Paro-
tin schre a génese e desenvolvimento dos tecidos de reparo em ra
tos diab&ticos ¢ a atividade da fosfatase alcalina durante esses

Processos,

Para 1sso, foram utilizados 38 ratos adultos jo-

vens, distribuifdos em 4 grupos;

Grupo I ; 2 contrdles intactos
Grupo IT : 12 contrdles
Grupo I'II: 12 diabeticos aloxanicos

Grupo IV ; 12 dighéticos + Parotin

O0s grupos II1 e IV receberam Aloxana numa concen-
tracdo de 125mg/kg de péeso,

0s animals, com excessao do grupo I, sofreram im~
plante de esponja de PVC (Policlorovinil) e fratura da tibia di-
retta e foram sacrificados aos 3, 7, 11, 15, 20 e 30 dias, a
partir do inIcio do experimento.

Anteriormente ao sacrificio, foram realizadas dosa
gens da glicemia (m€todo da ortotoluidina) e da fosfatase alcali

na (Labtest),

Esses animais forneceram material para observagoes
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microscOpicas e fotomicrografias documentadas nesse trabalho.

- 0s resultados obtidos demonstraram que o Parotin
{numa concentracdo de 0,40mg/kg de péso) fol efetive em acelerar
parcialmente, tanto o processc de cicatrizacac quanto o de rege-

neracao da fratura, que haviam sido retardados pelo diabetes.

A atividade da fosfatase alcalina aumentou durante
us processes de cura e tornou-se ainda maior sob agao do Paro-

tin.
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8. SUMMARY

Key words. Diabetes ° Alkaline phosphatase ° Paro~

tin ° Granulation tissue ° Rone tissue

This work had the purpose to study the effects of
Parotin administration upon sponge induced granulation tissue in
diabetic rats and alkaline phosphatase activity during these pro
CeEss.

Thiis experimental study was carried out by wusing
38 young adult rats. The animals were divided into four groups ,
as follows:

Group I : Two intact-control rats

Group II : Twelye control rats

Group III; Twelve diabetic rats

Group IV : Twelye diabetic rats + Parotin

Experimental diabetes was Induced in rats  strain
by subcutaneous Injection of 125mg Aloxan per kilogram body

weight,

All the animals, except the group I, received a
dorsal polyvinylchloride (PVC) sponge implantation and were sub-
mitted to a tibial frature.

The rats were killed after 3, 7, 11, 15, 20 e 3G
days of the experiments and provided material for microscopic
obseryations and photomicrographs which were utilized for the

documentation of the results,

Plasmatic gilucose was measured by the Ortotholuidin
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method and alkaline phosphatase activity was determined through

the Labtest one.

The results have shown that Parotin, in a concen-
tration of 0,40mg has proved to be partialy effective, by promo-
ting a stimulation of the granulation tissue eveolution, as well
as the bone-regeneration process, which is retarded by diabe~

tes.

Plasmatic alkaline phosphatase was elevated during
this process of tissue regeneration and was markedly elevated in

the diabetic rats treated with Parotin.
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