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I - !NTRODUÇM 

O tecido de granulação induzido artificialmente em 

animais de laboratõrio através de diferentes agentes tem sido ~ 

sado com bons resultados na pesquisa dos mais diversos aspectos 

da gênese e evolução dos processos de reparação do organismo a­

nima 1. 

.Um dos pontos que têm sido mais abordados recente -

mente e a pesquisa da presença de enzimas durante a evolução do 

tecido de granulação. Entretanto, forçoso é reconhecer que, em 

hora a detecção histoquimica da presença de enzimas na gênese -

do tecido conjuntivo possa ser realizada, a questão se torna ma 

is problemãtica quando se trata de interpretar os resultados ob 

tidos dessa e mesmo de outras técnicas mais sofisticadas. Isso 

porque, apesar de todo o progresso da Biologia, nao se sabe ain 

da se determinados tipos de enzimas tomam parte ou nao no pro -

cesso (as opiniões sao contraditõrias) e, acima de tudo, qual a 

verdadeira ação desses enzimas no caso em questão (não se tem a 

inda nenhuma idêia bem definida). 

~ guisa de esclarecimento, eis algumas opiniões de 

conceituados autores sobre o papel de um determinado enzima, a 

fosfomonoesterase conhecida por fosfatase alcalina, na gênese -

das fibras de colãgeno: 

"Não hã ainda nenhuma explicação satisfatõria acer­

ca do papel da fosfatase no processo de reparação do tecido con 

juntivo' (Me MINN, 1969). 

''O papel exato da fosfatase alcalina no metabolismo 

do tecido conjuntivo ê muito dificil de ser determinado'' (MOSS, 

1970). 

Ressalte-se ainda o fato de que a fosfatase alcali-
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na e a fosfomonoesterase mais pesquisada no tocante ã genese do 

tecido conjuntivo e dos processos de fibrogênese. Se pouco ê co 

nhecido sobre ela neste campo, ê Õbvio que menos ainda ê sabido 

sobre a presença e atuação das demais fosfomonoesterases. 

Entretanto, existem algumas hipõteses sobre o probl~ 

ma. Uma das mais divulgadas sugere que a fQsfatase alcalina es­

taria diretamente ligada a gênese das fibras de colãgeno, sendo 

mesmo indispensãvel para o perfeito desenvolvimento deste fenome 

no biolÕgico. 

Por outro lado, hã autores que negam inclusive a pr! 

sença das fosfomonoesterases no tecido de granulação, embora a 

grande maioria confirme este fato. 

Evidentemente, partindo-se do pressuposto de que as 

fosfomonoesterases atuem diretamente sobre a gênese teci dual, al 

gumas outras teorias podem ser formuladas, tais como o fato que 

durante a sintese de colãgeno, e a sua posterior agregação sob a 

forma de feixes, as fosfomonoesterases (ou, pelo menos, algumas 

delas) deveriam estar presentes no tecido, podendo a sua presen­

ça diminuir ou mesmo desaparecer por completo, uma vez terminada 

a maturação do tecido. Existem na literatura vãrios trabalhos -

que realmente sugerem fortemente este fato, no que tange ã fosfa 

tase alcalina. Quanto ãs demais fosfomonoesterases, muito pouco 

se conhece até o momento. 

Indispensável a formação da substancia intercelular 

do tecido conjuntivo é a sintese de mucopolissacarideos ãcidos -

(glicosaminoglycans). Como um dos primeiros fenomenos nos pro­

cessos de gênese e reparação é a proliferação fibroblastica, e 

importante que se recorde que os fibroblastos são os responsãveis 

nao apenas pela sintese de colãgeno, mas tambem dos mucopolissa­

carldeos ãcidos, que permitem a agregação do colãgeno em feixes. 
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Dessa maneira, a pesquisa dos mucopolissacarideos ãcidos deve a­

companhar a pesquisa sobre a fibrogênese. 

Assim, investigando-se a presença das fosfomonoeste­

rases no tecido conjuntivo em evolução, os resultados poderão a­

firmar se, de fato, esses enzimas participam do processo, conse­

guindo-se, dessa maneira, um quadro bastante sugestivo do campo~ 

tamento enzimático na gênese do tecido conjuntivo. 

Sendo comprovadas estas assertivas, poder-se-ã afir­

mar que, realmente, as fosfomonoesterases participam, direta ou 

indiretamente, da formaçio do tecido de granulação. Isso serã -

bastante util para o aperfeiçoamento dos conhecimentos sobre os 

processos de reparo e cura de feridas, assunto de vital importan 

cia no campo biológico. 

Resumindo, propõe-se neste trabalho: 

a) acompanhar a gênese e a proliferação de colãgeno 

e mucopolissacarideos ãcidos no tecido de granulação, desde sua 

formação até sua maturação. 

b) levar a efeito, nesse tecido, a pesquisa histoqui 

mica da presença das fosfomonoesterases nos diversos estãgios e­

volutivos do tecido. 

c) confrontar os resultados obtidos nos ltens a e b. 

Com base nesse confronto, procurar estabelecer as correlações e­

xistentes entre a sintese e a proliferação de colãgeno e de muc~ 

polissacarldeos ãcidos e a presença e atividade das fosfomonoes­

terases no tecido de granulação. 
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!I - REVISTA DA LITERATURA 

A sintese de colãgeno e seu posterior desenvolvimen­

to foram bastante estudados em tecidos de granulação, tanto aqu~ 

les obtidos por meio de implantação de corpos estranhos, como 

por meio de injurias produzidas com a finalidade de se obter sub 

sidios para a melhor compreensão dos mecanismo~ de cura . 

. um dos primeiros aspectos a serem estudados, e que 

interessa bastante a esta pesquisa, foi aquele relativo ao tempo 

d4rante o qual a slntese de colâgeno inicia-se e evolui. De acor 

do com STEIN & WOLMAN (1958), a s1ntese das fibras no processo -

de cura começa por volta do 49 dia põs-injuria, completando-se -
I 

' no 89 dia. GOUL'D (1958), trabalhando com material obtido por i!!! 

plante de esponja de policlorovinil (PVC), afirmou que a forma -

ção de fibras começa entre o 59 e o 79 dia de desenvolvimento do 

tecido, achado esse semelhante ao obtido por JOHNSON & Me MINN -

(1958), que ressaltaram ainda que a fibroplasia e mais intensa 

durante as 2a. e 3a. semanas de desenvolvimento. 

Essa opinião, com pequenas variações decorrentes de 

têcnicas de trabalho, foi confirmada pela grande maioria dos es-

tudos posteriores realizados nesse campo(JACKSON & BENTLEY,l960; 

ROSS & BENDITT, 1961; SANDBERG, 1963; KULONEN, 1965; SELYE et­

ali i, 1969; VIZIOLI, 1971 e 1973; FEHER, JENNINGS & RANNIE, 1971; 

VIZIOLI, VALDRIGHI & BOZZO, 1972). 
' 

Por meio de estudos bioquimicos, NOBLE et ali i (1958) 

asseguraram que a sintese de colãgeno se torna bastante evidente 

a partir do 9Q dia de evolução do tecido de granulação provocado 

por implantação de esponja, ao passo que JACKSON, FLICKINGER & 

DUNPHY (1960) afirmaram que o aumento de conteudo em colãgeno do 

tecido pode: ser notado desde o 39 dia de desenvolvimento, ressal 
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tando porem que, a esse tempo, as fibras de colãgeno nao sao a­

inda detectaveis por métodos histolÕgicos. 

O método mais indicado para a pesquisa da s1ntese de 

colãgeno é, sem dÜvida, a radioautografia. A localização intra­

celular da biosintese do colãgeno foi estudada com o auxilio da 

prol i na marcªda por LOWTHER, GREEN & CHAPMAN (1961) e PROCKOP, -

PETERKOFSKY & UDENFRIEND (1962), enquanto HAUSMANN & NEUMANN 

(1961) estudaram a atividade espec1fica da prolina na bios1ntese 

do colãgeno por meio de isõtopos radioativos. Estudos realiza -

dos por ROSS & BENDITT (1965) com prolina marcada indicaram que 

os passos iniciais na formação do colãgeno estão associados com 

os ribosomas do reticulo endoplasmãtico. Estudando a sintese e 

a secreção de colãgeno pelos fibroblastos no processo de cura de 

feridas, ROSS (1965) mostrou ,que, a partir de 15 minutos apos a 

injuria, os fibroblastos iniciam a sintese, que se estende até 7 

dias depois, ultimo tempo estudado. 

Da anãlise desses e de outros trabalhos citados a se 

guir, pode-se depreender que, em tecidos de granulação, a sínte­

se de colãgeno é detectavel a partir de 4 a 7 dias de desenvolvi 

menta, dependendo do tipo de material empregado na produção do 

granuloma. A partir desse tempo, a atividade fibrob1ãstica au -

menta progressivamente, atingindo o mãximo entre 15 a 21 dias de 

desenvolvimento. Apõs 3 semanas de evolução, o tecido de granu­

lação estã organizado, e o colâgeno estâ agregado sob a forma de 

feixes, conforme demonstrado por VIZIOLI (1971 ), através de est_ll_ 

dos por meio de dicroismo. r evidente que as caracteristicas fi 

sicas do colãgeno, como por exemplo, a sua resist~ncia aos esfor 

ços de tensão, demoram um pouco mais para serem alcançadas, va -

riando dentro de um espaço de tempo que vai de 30 dias (SANDBERG, 
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1963) até 60 dias (DOUGLAS, FORRES1ER & OGILVJE, 1969). 

Quanto ã sintese de mucopo1issacarideos âcidos no te 

cido de granulação, os estudos histoquimicos apontam que a proli 

fe,ração desses componentes e bastante rãpida durante as primei -

ras duas ou três semanas, segundo os resultados obtidos por 

FROMM (1958) e SCHILLING, JOEL & SHURLEY (1959). 

llHER·(l965) afirmou que, na reparação de feridas, os 

mucopolissacarideos ãcidos podem ser encontrados nas primeiras -

24 horas, mas são provavelmente de origem hematogenica. A sinte 

se começa realmente a partir do 2Q ao 4Q dias, estendendo-se por 

mais 2 semanas. Este autor acentuou ainda a estreita relação e~ 

tre os mucopolissacarideos ãcidos e a produção de fibras, tendo 

como consequencia a proliferação teci dual. Estes achados sao se 

melhantes ãqueles obtidos por CAMPANI & REGGJANJNI (1950) e 

CHVAPIL (1967). 

Quanto ao tipo de mucopolissacarideos ãcidos presen­

tes no tecido de granulação, o ãcido condroitin sulfurico tipo A 

(cond~oitin-4-sulfato) aparece mais cedo que o tipo B (dermatan-
' 
' sulfato), sendo que este substitui aquele (BOLLET, ANDERSON & 

SIMPSON, 1958). Na primeira semana de inflamação, o aumento de 

ãcido hialuronico ê duas vezes maior que a formação de mucopoli~ 

sacarideos sulfatados; ao redor do lOQ dia, a quantidade de ãci­

do hialuronico decresce, representando a partir dai apenas 25% 
' do total de mucopolissacarideos âcidos presentes (DELAUNAY & BA-

ZJN, 1964). 

Embora sem se preocupar em comparar quantidades de 

substancia fundamental, VINOGRADOV (1967) confirmou o acumulo de 

mucopolissacarideos ãcidos no tecido de granulação desde os pri­

meiros dias, afirmando também que, com o aumento da produção de 

' 
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colãgeno, a quantidade de mucopolissacarídeos ãcidos decresce, e 

a metacromasia acumula-se nas fibras. Relatou também que o de-

senvolvimento da fibrogênese causa primeiramente um aumento da 

metacromasia, a qual decresce na fase posterior da evolução do 

tecido. 

FEHER et alii (1971) confirmaram o aparecimento de 

mucopolissacarídeos na inflamação experimental logo no inicio do 

processo, e afirmaram que a mãxima intensidade da reação histo -

química para essas substancias foi conseguida ao 39 dia. 

Estudando a integração colãgeno-mucopolissacarídeos 

ãcidos atravês do dicroismo, VIZIOLI (1971) encontrou metacroma­

sia no tecido de granulação a partir do 49 dia de proliferação , 

sendo que o ponto mais alto da .reação metacromatica foi obtido a 

põs 15 dias de desenvolvimento, caindo depois do 219 dia. 
' 

Os estudos bioquimicos nesse sentido, ao que parece, 

nao sao concordantes entre si. Assim, JACKSON et alii (1960) a­

firmaram que existe pouco condroitin sulfato no tecido de granu-

lação, e sugeriram que uma grande concentração de mucopolissaca­

rídeos âcidos não ê essencial ã formação de colãgeno durante a 

cura. Inversamente, BENTLEY (1967) e GOLDIN & JOSEPH (1968) en-

centraram crescentes quantidades de condroitin-sulfato a partir 

de 4 a 5 dias de inf}amação; concluiram tambêm que as altas qua~ 

tidades de mucopolissacarídeos âcidos no tecido de granulação 

permanecem alêm dos primeiros dias de reparaçao do tecido. 

Desta maneira, com algumas exceções, a opinião geral 

entre os aut~res ~que a sfntese de mucopolissacarfdeos icidos-

no tecido de granulação é detectavel histoquimicamente a partir 

do 39 ou 49 dia de proliferação, sendo que a quantidade dessas -

substancias permanece mais ou menos constante durante duas sema-
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nas, decaindo posteriormente, provavelmente em função do organi­

zaçao e maturação do tecido. 

Pesquisas radioautogrificas nesse sen~ido, usando -
' 

se s35 
como precursor da sintese de mucopolissacarideos ãcidos 

confirmaram em grande parte as suposições acima citadas. Foi de 

monstrado por KODICEK & LOEWI (1955) e SLACK (1957) que a ativi­

dade proliferativa começou ao 59 dia e cresceu ate ao 189 dia,d! 

caindo posteriormente, até que, por volta do 219 dia, foi regre~ 

sando aos valores originais. Usando .as mesmas técnicas, 
' 

HAUSS 

& HULSING (1961 a, b) e NISAKA (1964) encontraram tambem aumento 

nas quantidades de condroitin-sulf3to nos tecidos de granulação 

provocados por injeções de "croton oil''. 

Associado ã pesquisa da fibrogênese e da formação -

de mucopolissacarideos ãcidos no tecido de granulação, o estudo 

histoquimico da presença de enzimas nesse campo foi iniciado por 

GOMOR! (1941),que realizou uma pesquisa sobre a fosfatase ãcida 

e sua distribuição em diversos tecidos, sob condições normais e 

patológicas. No tecido de granulação, ele demonstrou que os ma­

crôfagos exibiam grande quantidade de fosfatase ãcida. 

No entanto, conforme jã citado, as pesquisas sobre 

enzimas no tecido de granulação foram orientadas, em sua quase -

totalidade, para a fosfatase alcalina. 

FELL & DANIELLI (1943) foram os primeiros autores a 

investigar a possível correlação entre a fibrogênese e a fosfata 

se alcalina. Estes autores observaram que a atividade enzimati­

ca crescia consideravelmente durante a cura de feridas, e a mãxi 

ma atividade da fosfatase alcalina coincidia com o periodo de 

formação de novas fibras. A estas mesmas conclusões chegaram 

posteriormente GOLD & GOULD (1951 ). 
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A pesquisa sobre a fosfatase alcalina e suas rela -

çoes com a fibrogênese prosseguiu com os estudos realizados por 

JOHNSON & Me MINN (1958), que, trabalhando com gatos e ratos,ch! 

garam a uma imprevista constatação: a fibrogênese nos tecidos do 

rato confirmava plenamente a presença da fosfatase alcalina, mas 

no gato não havia nenhuma atividade enzimatica. em período algum 

da fibrogênese. Assim sendo, estes autores terminaram por suge­

rir que a fosfatase alcalina talvez não fosse essencial ã fibro­

genese nos tecidos do gato. 

Trabalhando com cobaias escorbuticas, GOULD (1960) 

concluiu que a queda da fibrogênese nesses animais coincidia com 

a diminuição da atividade da fosfatase alcalina. 

Pesquisando as fases precoces da cura de feridas,R~ 

EKALLIO (1960) encontrou forte atividade de fosfatases ãcida e 

alcalina nos tecidos injuriados, concluindo que, possivelmente 

estas fosfomonoesterases, juntamente com a leucina-aminopeptida­

se, representavam um dos passos mais iniciais no processo de cu­

ra. 

RAEKALLIO & LEVONEN (1963 a, b), estudando proces -

sos inflamatõrios de cobaias e ratos, comunicaram que existia a­

tividade enzimatica aumentada durante as fases de exsudação e -

proliferação, constando da presença de fosfatases ãcida e alcali 

na, e de outra fosfomonoesterase, a adenosin-trifosfatase (ATP -

ase), esta com atividade presente jã 60 minutos apõs a injuria 

Logo em seguida, RAEKALLIO et alii (1964) encontraram resposta -

enzimatica diminuida em feridas de pele de rato cujos nervos fo­

ram excisados, quando comparada com a resposta enzimatica em fe­

ridas de pele normal. 

Mais recentemente, investigações sobre processos re 
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parativos de ratos e cobaias realizadas em alveolos dentais (OJ~ 

LA, 1968; TODO, 1968) e em tecido Õsseo (RAEKALLIO & MAKINEN , -

1969) confirmaram a presença de fosfatase alcalina em estreita -

relação com a evolução do tecido de granulação. 
• 

Estudando o deserrvolvimento do tecido de granulação 

produzido por implantação de esponjas de PVC em ratos, VIZIOLI -

et alii (1972) concluiram que a atividade da fosfatase alcalina 

é diretamente proporcional ao aumento da fibrogênese, sendo que 

ambos os processos atingem o mãximo de atividade por volta de 15 

a 20 dias, o que também e verdadeiro para a produção de mucopo -

lissacarideos ãcidos. 

A propõsito desta Ultima afirmação, ê conveniente -

citar-se que a relação entre a síntese de mucopolissacarídeos ã-

cidos e o aumento de atividade da fosfatase alcalina foi propos-

ta por KROON (1952) e MOOG & WENGER (1952). 

Apesar desta grande quantidade de trabalhos sugeri~ 

do um papel de algumas fosfatases no processo de reparo, outros 

autores (MARCHANT, 1949; ROBERTSON, DUNIHUE & NOVIKOFF, 1950) 

não encontraram relação alguma entre a fosfatase alcalina e o de 

senvolvimento da cura de feridas. WOESSNER & BOUCEK (1961) che-

garam mesmo a afirmar que as fosfatases ãcida e alcalina não tem 

nenhuma relação com o processo de sintese de colãgeno. 

Não foram encontradas na literatura quaisquer refe­

rencias a trabalhos realizados em processos de reparo, relacio -

nando este mecanismo biolÕgico com a atividade das duas fosfomo-

noesterases não citadas nesta revisão, ou sejam, a s~-nucleotida 

se e a glucose-6-fosfatase. 
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3 - MATERIAL E METODOS 

3.1 - SELEÇ~O DOS ANIMAIS 

Foram utilizados para esta pesquisa 112 ratos (Rat­

tus norvergicus, Albinus, Wistar), adultos jovens (120 dias), ma 

chos, pesando entre 160 e 180g. Os ratos foram escolhidos no mo 

menta do nascimento, evitando-se aqueles nascidos de primeira 

cria. Apõs desmamados, os animais foram alimentados com raçao -

balanceada padrão e igua 1'ad libitum••. Atingida a idade deseja­

da, os ratos foram submetidos aos procedimentos de implantação. 

3.2 - IMPLANTAÇ~O DAS ESPONJAS 

Fragmentos de esponjas de policlorovinil (PVC) me-

dindo 0,8 x 0,8 x 0,8cm esterilizadas em autoclave, foram im-

plantados subcutaneamente nos animais, da seguinte maneira: 

ApÕs anestesia com etil-(1 metil-butil )-barbiturato 

sÕdico (Nembutal, Abbott), depilou-se a região dorsal mediana 

traseira dos animais, e praticou-se uma incisão de aproximadame~ 

te l,Scm, paralelamente ao longo eixo da coluna vertebral. Com o 

auxilio de uma tesoura de ponta romba, procedeu-se ã divulsão do 

tecido, para facilitar a introdução da esponja. A esponja foi 

introduzida com uma pinça ipropriada, tão longe quanto possivel 

da incisão, a fim de evitar que o processo de cicatrização da in 

cisão atingisse o tecido de granulação em desenvolvimento. Uma 

vez implantida a esponja, a incisão foi suturada com 2 pontos se 

parados. Todos esses procedimentos foram conduzidos sob rigoro­

sas condições de assepsia. 

3.3 - SACRIFICIO DOS ANIMAIS 

Todos os animais foram sacrificados com golpe occi-
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pital aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apõs a implantação 

da esponja, para todos os métodos empregados nesta pesquisa. 

3.4 - COLORAÇ~O COM HEMATOXILINA-EOSINA 

Um lote de 16 ratos (8 para reserva), sendo 2 para 

cada dia de sacrifício forneceram material para os estudos de 

morfologia do tecido de granulação. 

Sacrificados os animais e retirados os tecidos de 

granulação, estes foram rapidamente lavados em solução fisiolõgi 

ca e fixados em formal neutro a 10%, durante 24 horas, ã temper~ 

tura ambiente. Apõs a fixação, os tecidos foram incluídos segu~ 

do a técnica de rotina, e corados com hematoxilina-eosina. 

3.5 - TtCNICA RADIOAUTDGRAFICA PARA ESTUDOS DA S!NTESE DE COL~ -

GENO 

Do lote total de 112 ratos, foram separados 16 ani­

mais (8 para reserva), sendo 2 para cada dia de sacrifício. 10 

minutos antes do sacrifício, os animais foram injetados intrape­

ritonealmente com uma dose de 2,5 uCi de prolina- 3H ( Radiochemi 

ca1-Amersham/Searle Corporation, U.S.A., atividade especlfica i­

gual a 500 mCi/mmol) por kg de peso. 

Sacrificados os animais, retirou-se o tecido de gr~ 

nulaçio do dorso de cada' rato, sendo as peças lavadas rapidamen­

te em solução fisiolÕgica, depois do que procedeu-se ã fixação -

dos blocos de tecido por meio da solução de Bouin. durante 24 ho 

ras ã temperatura ambiente. Em seguida, as peças foram inclui -

das em parafina, segundo a técnica rotineira. Obteve-se cortes 

de 7 micra de espessura, que foram montados em laminas gelatina­

das e corados pela hematoxilina-eosina. 
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As laminas foram então radioautografadas pela tEcni 

ca do "dipping film" (KOPRIWA & LEBLOND, 1962). Apõs exposiçio 

durante 30 dias, procedeu-se ã revelação e fixação. 

Empregou-se, para as observações microscÕpicas, o 

fotomicroscõpio ''ZEISS-POL 11'', no qual foram tamb~m obtidas as 

fotomicrografias. 

3.6 - TrCNICA HJSTOFOTOMrTRICA PARA ESTUDOS DA STNTESE DE MUCOPO 

LISSACARTDEOS ÃCJDDS 

Um lote de 48 ratos foi sacrificado da mesma manei­

ra descrita anteriormente,, nos mesmos dias pÕs-implantação, sen­

do 6 animais para cada dia de sacrifício. Os tecidos de granul~ 

ção assim obtidos foram lavados rapidamente em solução fisiolÕgi 

ca e colocados no fixador segundo LILLIE (1954), especifico para 

mucopolissacarideos ãcidos, durante 24 horas, ã temperatura ambi 

ente. As peças foram a seguir incluídas em parafina, segundo a 

técnica de rotina, e cortadas na espessura de 7 micra. 

Para a evidenciação histoquimica dos mucopo1issaca­

rideos ãcidos, foi empregada a técnica metacromãtica do azul de 

toluidina, pH 4, segundo indicado por LJSON (1960). 

Uma vez prontas, as laminas foram montadas em meio 

sint~tico e depois levadas ao histofotometro (MICROSCDPE-PHOTOMf 

TER ZEISS 01), utilizando-se a objetiva de 40 aumentos e luz mo­

nocromat1ca na faixa de 540 mu, como indicado por PEARSE (1968). 

Todos os pontos do tecido foram colocados sob medida, realizando 

se um total de 20 medidas para cada lamina examinada, 3 laminas 

para cada dia de evoluçio do tecido de granulaçio, cada lamina -

de um animal diferente. 
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3.7- HISTOQUIMICA DAS FDSFOMONOESTERASES 

As fosfomonoesterases foram pesquisadas histoqui­

micamente em tecidos de granulação provenientes de um lote de 32 

ratos, assim distribuidos: 8 animais forneceram tecido de granu­

lação para a histoquimica enzimatica; 8 para controle das rea 

ções e 16 para reserva. Os dias de sacrifício for~m os mesmos -

jã relatados anteriormente. 

O material obtido deste l~te foi colocado, imedi! 

tamente apos sua retirada, no criostato ('CRYO-CUT', AMER!CAN OP 

T!CAL COMPANY), ã temperatura de -30°C. Os cortes para as diver 

sas técnicas enzimaticas fo,ram o~tidos diretamente das peças con 

geladas, na espessura de 10 micra. 

Foram ~squisadas as seguintes fosfomonoesterases: 

a) Fosfatase alcalina (DANIELL!, 1958). 

b) Fosfatase icida (TAKEUCHI & TANOUE, segundo PE 

ARSE (1968). 

c) Adenosin-trifosfatase (ATPase), segundo WACHS­

TEIN & MEISEL, como indicado por PEARSE (1968). 

d) 5'-nucleotidase (WACHSTEIN & MEISEL, segundo­

PEARSE, 1968). 

e) Glucose-6-fosfatase (WACHSTEIN & MEISEL, segu~ 

do PEARSE, 1968). 

Todas as reações enzimaticas foram levadas a efei 

to acompanhadas pelos cortes-testemunha, onde o substrato enzima 

tico foi substituído por ãgua destilada. 
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4 - RESULTADOS 

4. l - COLORAÇAO COM HEMATOXILINA-EOSINA 

A primeira reação provocada pela esponja e uma rea­

çao inflamatõria de corpo estranho, o que provoca a formação de 

uma cápsula fibrosa envolvente, que circunscreve completamente a 

esponja de PVC. t a partir dessa cápsula fibrosa que os elemen­

tos celulares migram para o interior da esponja, através de seus 

poros, e começam a proliferar. A sequencia da proliferação do 

tecido de granulação, nos dias de desenvolvimento observados,foi 

a seguinte: 

5 dias -: da cãpsula fibrosa envolvente, jã perfei­

tamente delineada, o tecido de granulação ainda incipiente come­

çou a proliferar através da migração de um grande numero de fi -

broblastos, que mostraram grandes nücleos arredondados e cito 

plasma irregular. Foi notada a presença de grande nUmero de cé­

lulas mesenquimais dando origem a angioblastos. Capilares neo -

formados foram observados em grande nume.ro, sem evidencias de 

circulação sanguinea. Uma vista geral do tecido de granulação -

de 5 dias pode ser observada na fig. 1. 

10 dias -: a proliferação do tecido atingiu toda a 

periferia da cãpsula fibrosa envolvente, caminhando para o cen -

tro da esponja. A celularidade do tecido mostrou-se bastante 

grande, com fibroblastos e angiob1astos em franca proliferação 

Muitos capilares neo-formados apresentaram circulação sanguínea. 

Notou-se também a formação ainda incipiente de feixes de fibras 

colãgenas. O aspecto geral do tecido de 10 dias pode ser visto 

na figura 2. 

15 dias o fibrosamento,do tecido e maior, mas a 
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população fibroblastica continua grande. O tecido de granulação 

ocupou todos os espaços da esponja, que, a esta altura, começou 

a ser comprimida. Os vasos capilares estão jã completamente fo! 

mados. Notou-se também grande numero de macrõfagos no tecido, -

principalmente na periferia. A evolução do tecido de granulação 

de 15 dias pode ser avaliada na fig. 3. 

20 dias-: o fibrosamente do tecido continuou aumen-

tando, diminuindo os espaços dos poros da esponja. Vasos mais 

calibrosos, em pleno funcionamento,foram evidentes. A celulari­

dade do tecido de granulação começou a diminuir muito levemente, 

constando principalmente de fibroblastos e macrõfagos. Observe­

se estes aspectos na fig. 4. 

25 e 30 dias-: o tecido de granulação ja completa­

mente formado, começou a apresentar grandes feixes de fibras co­

lãgenas, tomando todos os espaços da esponja. A celularidade di 

minuiu bruscamente, sendo que os fibroblastos remanescentes a­

presentaram-se alongados. A vista geral do tecido nestes estã -

gios de evoluçio pode. ser vista nas figs. 5 e 6. 

35 e 40 dias-: o tecido de granulação apresentou­

alto grau de fibrosamente, sendo que os espaços deixados pela e~ 

ponja ficaram reduzidos ao minimo. Compactos feixes de colageno 

predominaram no interior do tecido, conforme observado através -

das figs. 7 e 8. 
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4.2 - T!CNICA RADIOAUTOGRAFICA PARA ESTUDOS DA SlNTESE DE COLA­

GENO 

As laminas radioautografadas mostraram a presença 

do material radioativo precursor nos fibroblastos do tecido de 

granulação em desenvolvimento, de tal maneira que os resulta -

dos não deixaram duvidas sobre o fato que a prolina marcada foi 

incorporada pelos fibroblastos de acordo com um ritmo crescen -

te, atingindo o maximo e decaindo posteriormente. 

Desde os 5 dias de evolução, o tecido de granula -

çao ainda incipiente mostrou evidente atividade dos fibroblas -

tos em processo de sintese, conforme pode ser observado na fig. 

9. Aos 10 dias, com o aumento do numero de células ativas do 

tecido, a atividade de sintese aumentou (fig. 10), atingindo um 

mãximo entre 15 e 20 dias de evolução (figs. ll, 12, 17 e 18). 

A partir dos 25 dias, a atividade de slntese dos 

fibroblastos decaiu, em conformidade também com a queda da pop~ 

lação celular do tecido (fig. 13), sendo que essa queda foi pr~ 

gressiva para os demais dias de evolução estudados, o que pode 

ser observado através das figs. 14, 15 e 16. 

Para maior exatidão das informações, procedeu-se a 

contagem dos grãos de prata reduzida no interior dos fibroblas­

tos~ de 10 areas iguais de tecido para todos os tempos em estu­

do, por meio de uma ocular apropriada. Essa contagem produziu 

os resultados transcritos na tabela I, a seguir: 
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TABELA I : Contagem dos graos de prata reduzida/100 um 2, nos di 

ferentes dias de evolução do tecido de granulação. 

D I Jl.S GRAOS/100 um 2 

5 6 + 0,88 -
1 o g + 0,69 -
15 1 3 + 0,61 -

20 1 3 + 0,45 -
25 4 + 0,73 -
30 3 + 0,44 -

35 2 + 0,82 -
40 2 + 0,66 -

Do exame dos resultados constantes na tabela I, foi 

possivel confirmar-se que, realmente, a sintese de colãgeno foi 

mais intensa no período compreendido entre 15 e 20 dias de evolu 

ção do tecido de granulação, e que nos intervalos de tempo post! 

riores, essa sintese decaiu de maneira acentuada, para valores -

inferiores aos primeiros 20 dias de desenvolvimento do tecido. 
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autografados pela prolina - 3H. 
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4,3 - TrCNICA HISTOFOTOMrTR!CA PARA ESTUDOS DA S!NTESE DE MUCO­

POL!SSACAR!DEOS AGIDOS 

Tratamento estatistico dos dados: 

As medidas obtidas por meio das observações histofo­

tométricas das lâminas de tecido de granulação nos diferentes di 

as de evolução estudados podem ser encontrados no apêndice deste 

trabalho. 

Tomando-se por base os dados obtidos através da his­

tofotometria, foram então calculados as médias, as variâncias e 

os coeficientes de variação. Esses valores podem ser observados 

pelo exame da tabela I! exposta a seguir: 

TABELA I!: Médias (x), variâncias (s 2) e coeficientes de varia­

çao (CV) relativos a 20 medidas histofotométricas obtidas para -

cada uma de 3 laminas diferentes, em diferentes dias de observa-

çao. 

Lâminas 

Dias 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

-X c v 

81,6 31,68 6,80 

74,0 10,27 4,32 

66,9 22,11 7,02 

57,4 6,97 4,59 

70,9 5,50 3,30 

75,1 8,85 3,95 

75,1 10,23 4,24 

75,1 11,26 4,46 

Repetições 

-
X c v 

81,0 31,41 6,91 

73,8 9,40 4,14 

65,8 13,04 5,48 
' 56,5 1 5,06 3,96 

70,9 1,62 1,79 

75,2 7,67 3,67 

75,3 9,78 4,14 

75,0 8,98 3,98 

-X c v 

81,3 32,82 7,03 

73,8 8,83 4,02 

66,2 7,46 4,12 

56,5 4,59 3,78 

70,9 1,89 1,93 

74,3 6,37 3,39 

75,3 8,05 3,75 

76,2 11,43 4,43 
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Conforme pode ser observado pelo exame da tabela I, as 

variãncias são semelhantes, com exceção daquelas obtidas para o 

tecido de granulação de 5 dias de evolução. 

A seguir, procedeu-se ã anã]ise de variância, com um 

critério de classificação (dias), usando-se como unidades experi 

mentais as medias relativas ãs 20 medidas histofotometricas de -

cada lâmina, nos diferentes dias de observação da evolução do te 

cido. Através dessa anãlise, chegou-se a um valor de F igual a 

970,47, significante ao nivel de 1% de probabilidade. 

Em seguida, foi aplicado o teste t de Tukey, ao nível -

de 1% de probabilidade, a fim de se comparar as medias que cons­

tam na tabela JJJ,cujo valor para o estudo em questão foi de 

6,08. 

TABELA 111: Medias relativas ãs medidas histofotométricas obti 

das em 3 diferentes lâminas, em diferentes dias de observação. 

DIAS MEDIAS DIAS MEDIAS 

5 81 • 3 25 70,9 

lo 73,8 30 74,8 

15 66,3 35 75,2 

20 56,8 40 75,4 

Por meio do teste t de Tukey, ,verificou-se que, em me -

dia, as medidas histofotométricas obtidas do tecido de granula -

çao de 5 dias são significantemente maiores que as medidas obti­

das em todos os demais dias de evolução observados. 

Foi observado também, que a média relativa as medidas -
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histofotomêtricas obtidas do tecido de granulação de 20 dias e 

significantemente menor que as medias relativas aos tecidos de 

25, 30, 35 e 40 dias. 

O teste t de rukey tambêm mostrou que, em média, os 

valores obtidos para os lO dias são significantemente maiores 

que os valores obtidos para os tecidos de 15 e 20 dias. 

Verificou-se ainda que a média relativa ao tecido de 

15 dias, significantemente maior que a mêdia obtida aos 20 dias, 

e, entretanto, menor que as médias encontradas para os tecidos -

de 30, 35 e 40 dias de evolução. 
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tecido de granulação dos diferentes dias, 

corado pelo azul de tolui~ina. 
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4.4 - HISTOQUIMICA DAS FOSFOMONOESTERASES 

4.4.1 - Fosfatase alcalina: 

Pela técnica de DANIELLI, a atividade da fosfatase 

alcalina é demonstrada por meio de um precipitado negro nos si­

tios de atividade. 

5 dias -: o aspecto geral do tecido de granulação 

(fig. 1~) mostrou forte atividade enzimãtica nos fibroblastos da 

c~psula fibrosa, bem como nas c~lulas inflamat5rias e na rede· de 

fibrina existentes no interior da esponja. Não houve sinal al­

gum de atividade da fosfatase alcalina no tecido proliferado, a­

inda bastante incipiente. 

10 dias -: com o aparecimento das fibras de colãge­

no, notou-se grande atividade do enzima nas fibras em prolifera­

çao (fig. 20). Os fibroblastos em franca atividade exibiram rea 

çao positiva, conforme pode ser visto na fig. 27. Também as pa­

redes dos vasos neo-formados mostraram forte atividade (fig. 28). 

15 dias -: a atividade da fosfatase alcalina foi 

bastante evidente nas fibras colãgenas do tecido em evolução~ o 

que pode ser observado através da fig. 21. Essa atividade pode 

ser melhor avaliada pelo exame da fig. 29, onde se nota também a 

presença de fibroblastos e células angioblãsticas exibindo forte 

reaçao. 

20 dias -: a atividade enzimãtica atingiu o seu po~ 

to mãximo nas fibras colãgenas, conforme demonstrado na fig. 22. 

A fosf~tase alcalina esteve ativamente presente em todas as fi­

bras do tecido em evolução. Fibroblastos e paredes capilares se 

guiram exibindo atividade. 

25 dias-: houve uma queda brusca da atividade do 
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enzima nas fibras do tecido (fig. 23), bem como nos fibroblastos 

e paredes capilares. A esta altura, tornou-se bem evidente a a­

tividade da fosfatase alcalina localizada nos macrõfagos do teci 

do. 

30 dias -: quase nenhuma atividade enzimática foi 

observada nas fibras do tecido jã completamente formado (fig.24). 

Apenas os macrõfagos continuaram a exibir positividade ã reação. 

35 e 40 dias -: a reação ã fosfatase alcalina desa­

pareceu completamente do tecido (figs. 25 e 26), sendo que as fi 

bras colãgenas mostraram-se totalmente negativas a reação enzim~ 

tica (fig. 30). A atividade da fosfatase alcalina foi detectada 

somente nos macrõfagos. 

4.4.2 - Fosfatase ãcida: 

A atividade da fosfatase ãcida e tambem evidencia­

da pela formação de um precipitado negro nos locais de reação. A 

técnica para evidenciação da atividade deste enzima mostrou~ em 

todos os dias de evolução do tecido, uma total ausencia de rea -

ção nas fibras colãgenas, paredes de vasos, células inflamatõ­

rias e fibroblastos, conforme observado na série de figuras de 

31 a 38. 

A única reaçao positiva ã fosfatase ácida foi nota 

da nos macrÕfagos do tecido, a partir dos 15 dias, permanecendo 

invariãvel atê os 40 dias. Os macrôfagos exibindo forte reação 

positiva podem ser observados nas figuras 39, 40, 41 e 42. 

4.4.3- Adenosin-trifosfatase (ATPase): 

A atividade da ATPase é também detectada por meio 

de um precipitado negro-pardacento nos locais de reação. Obteve 

se os seguintes resultados nos diferentes dias de evolução do te 
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cido de granulação: 

5 dias -· reaçao absolutamente negativa em todos os 

locais do tecido (fig. 43). 

10 dias -: intensa reaçao positiva ã ATPase, em todo 

o tecido proliferado. A reação positiva localizou-se principal­

mente na periferia do tecido, junto ã cãpsula fibrosa, sendo no­

tada nas paredes dos capilares neo-formados de forma bastante i~ 

tensa (fig. 44). Essa reação positiva ã ATPase nas paredes dos 

capilares mostrou uma verdadeira rede capilar no tecido (fig.51). 

Um exame microscõpico em maior aumento revelou que as células i~ 

flamatõrias e os fibroblastos do tecido também apresentaram rea-

çao positiva ã ATPase (fig. 52). 

15 di~s -: os mesmos aspectos relatados para os 10 

dias persistiram, com maior intensidade, aos 15 dias, nos mesmos 

locais (fig. 45). 

20 dias -: houve uma queda na intensidade da reaçao 

positiva das paredes capilares, embora os elementos celulares 

continuassem exibindo reação positiva. Ao mesmo tempo, os loca­

is de reaçao jã apontados começaram a apresentar perda de deta -

lhes, ·com uma aparente difusão da reação aos espaços interstici-

ais (fig. 46). 
-25 dias-: a intensidade da reaçao positiva a ATPase 

continuou decrescendo nas paredes capilares (fig. 53) e também-

no aspecto geral do tecido (fig. 47). 

30, 35 e 40 dias -: nestes tempos, o tecido apresen­

tou pequena reaçao nas paredes capilares e nos fibroblastos, as­

pectos que podem ser observados nas figuras 48, 49, 50 e 54. 

4.4.4 - 5'- Nucleotidase: 
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A atividade da 5'- nucleotidase produz um precipit! 

do negro-pardacento nos sítios de atividade enzimática. 

5 dias-: a atividade da 5'- nucleotidase foi obser 

vada desde o inicio da proliferação tecidual, principalmente nas 

paredes capilares. O tecido ao redor dos capilares apresentou­

difusão do enzima. As células leucocitãrias do infiltrado infla 

matõrio mostram atividade nuclear intensa, principalmente os ne~ 

trõfilos. Uma vista geral do tecido aos 5 dias de evolução pode 

ser apreciada na fig. 55. 

10 dias-: grande atividade enzimática nas paredes­

dos capilares neo-formados, nucleos de fibroblastos e células me 

senquimais (fig. 56). Isso provocou a evidenciação de uma rede 

capilar, que pode ser vista em maior aumento na fig. 63. 

15 dias -: a mãxima intensidade da atividade da 5 1 
-

nucleotidase foi atingida nesta fase, nos mesmos locais jã apon­

tados (fig. 57). Um aspecto mais detalhado dos vasos e dos ele-

mentes celulares pode ser visto respectivamente nas figuras 64 e 

65. 

20 dias-: a este tempo, o tecido de granulação apr! 

sentou os mesmos aspectos de 15 dias, acusando apenas um ligeiro 

decréscimo na intensidade da reação (fig. 58). 

25 dias -: a intensidade da reação positiva ã 5 1 -nu­

cleotidase continuou decrescendo (fig. 59). Nas paredes capila­

res essa queda da reação pode ser bem observada (fig. 66). 

30 dias-: queda drástica da atividade da 5 1
- nucleo 

tidase, presente apenas nas paredes capilares (fig. 60). 

35 e 40 dias -: houve desaparecimento quase total da 

atividade do enzima. que permaneceu apenas nas paredes de alguns 

capilares isolados (figs. 61 e 62). 
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4.4.5 - Glucose-6-fosfatase: 

Os resultados obtidos por meio desta técnica mostra 

ram total ausencia de atividade enzimática tanto nas paredes ca­

pilares quanto nas fibras colãgenas e células fibroblãsticas e -

inflamatõrias leucocitãrias (figs. de 67 a 74). Conforme jã re­

ferido anteriormente nos resultados obtidos para as fosfatases ã 

cida e alcalina, a partir de 15 dias houve reação positiva ã ati 

vidade da glucose-6-fosfatase nos macrõfagos do tecido, o que PQ 

de ser apreciado nas figuras 75, 76, 77 e 78. 
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5 - DISCUSSAO 

5.1 - COLORAÇAO COM HEMATOXILINA-EOSINA 

A formação do tecido de granulação intra-esponja ini­

cia-se entre o 3Q e o 49 dia pós-implantação, atravês da migra -

ção de células fibr?genéticas e totipotentes originãrias da cap-

sul a fibrosa reacional ~com subseq~ente proliferação desses ele-

mentes celulares atê por volta de 15 a 20 dias, quando então a 

fase proliferativa propriamente dita termina e estabelece-se a 

organização e maturação do tecido (GRINDLEY & WAUGH,l951; DUNPHY 

& UDUPA, 1955; CHVAPIL, 1967; HICKS, 1969; FEHER et ali i, 1971; 

VIZIOL!, 1971, 1973; FUKUHARA, 1972; PEDERSEN & VIIDIK, 1972). 

t oportuno salientar que o tecido de granulação some~ 

te invade completamente todos os espaços da esponja por volta de 

15 dias de evolução; a partir dos 25 dias, pode-se considerar o 

tecido organizado, muito embora, conforme jã salientado, algumas 

características físicas do colãgeno sõ sejam atingidas após 2 ou 

3 meses (SANDBERG, 1963; DOUGLAS et ali i, 1969). 

Ainda por volta dos 25 dias, ou mais exatamente, apos 

• ,., 3 semanas de evolução~ a população celular sofre uma queda apre-

ciave1, principalmente no que concerne aos fibroblastos (CHVAPIL, 
-

.1967: Me MINN, 1969; VIZIOLI, 1971, 1973), o que foi plenamente 

comprovado nesta pesquisa. 

A partir de 25 dias, o tecido de granulação começa a 

contrair-se devido ao inicio da fase denominada por ROSTOCK 

(1950) e CAMPANI, ZONTA & UGAZIO (1959) de fase ''regenerativa" e 

por KULONEN (1965) de fase de ''involução'' , caracterizada por um 

-
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aumento da fibroplasia, o que leva ã cicatrização final. Ressal 

te-se, para reforço dessa afirmativa, que NOVELLI & ZINNARI(l968) 

comprovaram que o peso em gramas de um granuloma experimental 

passou de 2,012g aos 21 dias para 1 ,616g aos 28 dias de desenvol 

vimento. Os resultados morfolõgicos desta pesquisa sugerem for­

temente a fibroplasia aumentada apõs 20 dias. 

Baseando-se nessas investigações e nos resultados con 

seguidos através dos estudos morfolõgicos realizados, pode-se a­

firmar que a fase mais ativa da proliferaçã~ do tecido de granu­

lação persiste atê por volta de 20 dias de evolução, particular­

mente no período compreendido entre 10 e 20 dias, quando os va­

sos neo-formados iniciam a sua função de nutrição completamente, 

conforme demonstrado pela observação de hemácias no seu interior. 

5.2 - TECNICA RADIOAUTOGRÃF!(A PARA ESTUDOS DA SINTESE DE COLK­

GENO. 

Os estudos radioautográficos demonstraram que a sint~ 

se de colãgeno no tecido de granulação e bastante ativa desde os 

primeiros dias, atingindo o pico mãximo entre 15 - 20 dias, con­

forme comprovado pela contagem de grãos de prata reduzida no in­

terior dos fibroblastos. 

A incorporação da pro1ina- 3H pelos fibroblastos foi -

observada ji a partir dos 5 dias de evolução do tectdo, resulta­

do esse que ê concorde com os achados de ROSS (1965), que detec­

tou ativa incorporação de 3,4- 3H-L-prolina nos fibroblastos pre­

sentes no processo de reparo de feridas de 7 dias no rato. 

A quantidade de grãos de prata reduzida no interior -

dos fibroblastos cresce em uma progressão aritmética até atin 

giro mãximo entre 15 - 20 dias, evidentemente através do pro 
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gressivo aumento do numero de células do tecido, comprovando PD! 

tanto que a síntese de colãgeno e maior durante esse período. ls 

to estã plenamente de acordo com os achados de KULONEN (1965), 

que, trabalhando com prolina - 14c em tecido de granulação prov~ 

cada por implantação de esponja, mostrou que, entre 15 e 20 dias 

a capacidade do tecido em incorporar o isõtopo e 3 vezes maior -

que nos períodos de tempo seguintes. 

Passadas 3 semanas, a atividade de sintese pelos fi-

broblastos diminui bruscamente, caindo a niveis inferiores aos 

primeiros 10 dias. Confrontando-se os resultados obtidos atra­

vês da radioautografia com os resultados morfolÕgicos, encontra­

se total concordancia no que concerne ao período ativo de sinte­

se de colãgeno, demonstrado pela incorporação do isõtopo e os a~ 

pectas gerais do tecido, eyidenciados pela hematoxilina-eosina. 

5.3 - TtCNICA HISTOFOTOMtTRICA PARA ESTUDOS DA S1NTESE DE MUCOPO 

LISSACAR1DEOS ACIOOS 

A anãli·se estatfstica realizada permite afirmar-se 

com segurança que, aos 5 dias, a quantidade de mucopalissacarld~ 

os ãcidos é significantemente menor que a quantidade dessas sub~ 

tancias nos demais dias estudados. Tal resultado pode ser expl~ 

cada, obviamente, pelo fato que a esse tempo, o tecido incipien-

te não sintetizou a quantidade de rnucopolissacarideas ãcidos que 

atinge nos dias subsequentes, com o aumento do numero de fibra -

blastos no tecido, o que provoca um aumento no conteúdo de muco­

polissacarídeos ãcidos e glicoproteinas no tecido (FEHER & JAKAB, 

1972). Segundo JACKSON et alii (1960), uma grande quantidade de 

mucopolissacarídeos ãcidos não e tão essencial ã agregação de co 

ligeno durante a cura. KODICEK & LOEWI (1955), SLACK (1957) e 

BlNTLEY (1967) mostraram que o conteúdo de MPA cresce progress~ 
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vamente a p'artir do 59 dia de reparaçao, o que estã de acordo 

com os resultados obtidos na presente pesquisa. No entanto, GOL 

DIN & JOSEPH (1968) afirmaram que dentro de 4 dias, no processo 

inflamatõrio, a reagregação da substancia fundamental que foi d! 

sagregada pela agressão atinge até 90% do seu valor inicial, sen 

do que os restantes 10% se reagregam dentro de 21 dias. Esta op! 

nião não estã absolutamente de acordo com os resultados aqui ex­

pressados. 

r fato conhecido que a reagregaçao cta subStancia fun­

damental 'e sua conseq-uente ligação química com as macromoléculas 

de colãgeno diminui a capacidade reativa do tecido ã coloração -

metacrom~tica, pois os fadicais livres em condições de reagir e 

se ligar is moliculas de corante diminuem (VIDAL, 1964, 1966; VI 
I 

ZIOLI, 1968; VALDRIGHI, 1968, 1972). Desse modo, depois de 4 d~ 

as,. os mucopolissacarideos ácidos jã reagregados em sua quase to 

talidade não permitiriam que houvesse um aumento da intensidade 

da reação metacromática detectada através de um método sensível 

como a histofotometria. 

r estatisticamente significante o resultado encontra­

do para o tecido de granulação de 15 e 20 dias, cujas médias his 

tofotométricas de transmissão de luz são menore$ que aquelas en-

,~ontradas para os dias de evolução anteriores e posteriores. Is­

$0 significa que a quantidade de mucopolissacarideos ãcidos do­

tecido nesses dias de evolução e maior que a quantidad~ dessas 

SUbstancias nos tecidos dos demais dias. Aliãs. e fato concor-

de entre a maioria dos autores que pesquisaram o assunto que a 

sintese de mucopolissacarideos ãcidos nos tecidos de granulação 

atinge seu mãximo entre os 15 e 20 dias de desenvolvimento (HU-

DACK, 1949; KODICEK & LOEWI, 1955; SLACK, 1957; 8ENTLEY, 1967 
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VIZIOLI, 1971). 

r evidente que algumas afirmações referentes ã pesqul 

sa dos mucopolissacarideos ãcidos no tecido de granulação estão 

sujeitas a criticas. JACKSON & BENTLEY (1960) afirmaram que uma 

parte da hesoxamina contida no processo e originaria de mucopro­

teinas sêricas, duvidando mesmo que exista uma verdadeira sínte­

se dessas substancias no tecido de granulação. 

No entanto, as opiniões desses autores foi em grande 

parte rebatida por HAUSS & HULSING (1961, a,b), que provaram que 

existe, nos processos de reparo, um aumento no metabolismo dos -

mucopolissacarideos ãcidos sulfatados, através de experiencias -

35 -com S, e tambem por BARTLEY, BIRT & BANKS (1971) que, comenta~ 

do a biosintese dos mucopolissacarideos, afirmaram que a implan­

tação de corpos estranhos, como cilindros de aço reticulares,su~ 

cutaneamente, e um dos caminhos para a indução dessa biosintese, 

d 1 . 14c - . d . 1 on e a g ucosam1na - e 1ncorpora a ao mater1a neo-si nteti za 

do. 

Portanto, baseando-se nos resultados da presente pes-

quisa, confirmados pela maioria dos autores, pode-se afirmar que 

nos processos de granulação provocados por implantação de espon-

ja, a quantidade de mucopolissacarideos ãcidos existentes aumen­

ta progressivamente durante a evolução do tecido, até atingir um 

mãximo no espaço compreendido entre 15 e 20 dias, decaindo post~ 

riormente e mantendo-se então dentro de um nivel relativamente u 

niforme a partir de 25 dias de evolução. 
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5.4 - HISTOQUIMICA DAS FOSFDMONDESTERASES 

5.4. 1 - FOSFATASE AlCALINA 

As fosfatases sao enzimas responsaveis pela hidrõlise 

dos êsteres fosfõricos. Elas são divididas de acordo com o seu 

pH 5t1mo "in vitro''. As fosfatases que agem no lado alcalino da 

neutralidade, principalmente a niveis de pH 9 e acima, são conhe 

cidas como fosfatases alcalinas. 

r provavel que a atividade ''in vivo'' mais importante 

das _fosfatases esteja relacionada com a transferencia de fosfato 

de um ãlcool a outro. 

Dos resultados obtidos pela presente pesquisa, ficou 

claro que a atividade da fosfatase alcalina esteve presente no 

tecido de granulação desde os 5 dias, muito embora aos 3 dias e­

la jã se manifeste nas células inflamatórias que migram da cãps~ 

la fibrosa para o interior da esponja (VIZIOLI et ali i, 1972;VAN 

DER PLOEG, 1972). Essa atividade da fosfatase alcalina nas célu 

las inflamatórias em estágios iniciais de processos de reparo 

foi também detectada por TODD (1968) em alvéolos dentarios põs -

extração. 

Os estudos enzimãticos realizados em fases ainda mais 

precoces da cura de feridas por RAEKALLIO (1960) mostraram ativl 

dade da fosfatase alcalina apõs 8 horas da produção da ferida,~ 

xatamente nos polimorfonucleares migrantes para a zona alterada. 

Segundo este autor, a fosfatase alcalina estaria, nestes estãgi­

os precoces. funcionando como uma 11 barreira defensiva". De qua_! 

quer maneira, a fosfatase alcalina comprovadamente estã presente 

nas células inflamatôrias, desde muito cedo. 

A presença de atividade enzimática na rede de fibrina 
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que faz parte do exsudato inflamatório inicial pode ser explica­

da através da adsorção do enzima existente nos fluidos locais 

conforme proposto por GOLD & GOULD (1951). 

Aos lO dias de evolução, no entanto, as fibras colãg~ 

nas e os fibroblastos apresentaram sinais de grande atividade e~ 

zimâtica. t fato conhecido que a fosfatase alcalina estã intima 

mente relacionada com cêlulas que realizam sintese de proteínas 

(DEMPSEY & WISLOCKI, 1946; MOOG, 1946; SAKAMOTO, 1959; CABR!Nl -

& CARRANZA,1963; GIBSON & FULLMER, 1967; LEONARD & PROVENZA,l970) 

o que explica a sua presença nos fibroblastos. 

A atividade da fosfatase alcalina crescente nas fi -

bras coligenas foi descrita por muitos autores que pesquisaram o 

assunto (FELL & DANIELL!, 1943; GOLD & GOULD, 1951; JOHNSON & Me 

M!NN, 1958; GOULD, 1960; TODO, 1968; VIZ!OLI et ali i, 1972), que 

sugeriram que haveria uma intima relação entre a neo-formação de 

fibras colãgenas e a atividade detectada do enzima. 

MARCHANT (1949) constatou a presença da fosfatase al­

calina durante a fibrogênese, mas não relacionou essa presença­

com a formação de co1ãgeno, enquanto ROBERTSON et alii (1950),e~ 

bora confirmando a presença do ~nzima nos fibroblastos em slnte­

se de coligeno, sugeriram : 11 isso poderia muito bem ser um arti­

ficio de têcnica 11
, mas não explicam como nem porque. Baseando -

se nos trabalhos constantes da literatura e nos resultados desta 

pesquisa, as opiniões de MARCHANT e ROBERTSON et alii não pare -

cem resistir a uma analise mais profunda. 

Por outro lado, WOESSNER & BOUCEK (1961), por meio de 

estudos bioquimicos, demonstraram que, em tecido de granulação­

provocado por implantação de esponja, a atividade da fosfatase 

alcalina aumenta rapidamente a partir de 8 dias de desenvolvimen 
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to, atingindo o miximo por volta dos 15 a 20 dias, e decaindo em 

seguida. Argumentam em sequencia que a fosfatase alcalina nao 

estã relacionada com a slntese de colãgeno por que esta continua 
• 

se desenvolvendo muito depois dos 20 dias, quando o nível de fos 

fatase alcalina vai declinando. De acordo com os resultados des 

ta pesquisa, demonstrados tanto morfologic;mente quanto por meio 

da radioautografia, a sintese de colãgeno tambêm sofre queda a­

centuada apõs os 20 dias. Assim, não se pode concordar com WOES 

SNER & BOUCEK quanto ã sua interpretação da questão, embora seja 

bastante significativa a presença da fosfatase alcalina por eles 

detectada no tecido de granulação, exatamente coincidente com o 

periodo de atividade encontrado nos resultados deste trabalho. 

Um fato que deve ser bem analisado, tornado bastante 
' evidente pelos resultados desta pesquisa, e a relação clara e s~ 

gestiva que existe entre o pico máximo da atividade de sintese -

de colãgeno e de mucopolissacarideos ãcidos, com a mãxima ativi­

dade da fosfatase alcalina na. formação do tecido de. granulação . 

Tais pontos de referencia coincidem no período compreendido en­

tre 15 e 20 dias, mostrando perfeitamente que não se trata de m! 

ra coincidencia ou artifícios de técnica. 4evando-se em conta -

que a agregaçao do colãgeno sob a forma de feixes nao pode pres­

cindir da presençã de mucopolissacarideos ãcidos, necessários a 

essa agregação, e altamente provável que a atividade da fosfata­

se alcalina seja indispensável a esse processo de agregação, a­

gindo em algum ponto da formação das cadeias de carboidratos e, 

consequentemente, da formação dos mucopolissacarideos ãcidos. 

Dessa maneira, a fosfatase alcalina estará relaciona­

danao com a sintese ou a polimerização das fibras de colãgeno, 

mas com o processo de agregação das fibras em forma de feixes,r! 

alizada por meio dos mucopolissacarideos ãcidos. Isso explica-
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inclusive por que, aos 5 dias, embora haja no tecido um ativo 

processo de sintese de proteínas e carboidratos, não hã ativida-

de da fosfatase alcalina, pois o tecido neo-sintetizado ainda 

não iniciou o processo de agregaçao. Do mesmo modo, apõs os 20 

dias, com a organização macromolecular jã estabelecida (VIZIOLI, 

1971), a atividade da fosfatase alcalina sofre queda abrupta, 

pois jã não e tão necessãria. 

Quanto a presença da atividade enzimatica detectada -

nas paredes dos capilares em neo-formação, GOMORI (1941) jã se 

referia ãs paredes dos vasos como sendo o sitio mais comum de a­

tividade do enzima, que, além disso, estã relacionada com a pro-

~iferação dos angioblastos, conforme jã discutido anteriormente. 

5.4.2- FOSFATASE ACIDA 

A atividade da fosfatase ãcida na gênese e evolução -

do tecido de granulação foi totalmente ausente, não sendo detec-

tada durante o processo de neo-formação de proteinas colagenosas, 

nem durante a agregação e orientação macromolecular final do com 

plexo colãgeno-mucopolissacarideos ãcidos. 

GOMORI (1941) relatou que a atividade da fosfatase ã­

cida foi detectada nos macrôfagos do tecido de granulação. o que 

estã de acordo com os resultados do presente trabalho. RAEKALLIO 

(1960) detectou, nas fases precoces da cura de feridas, ativida­

de do enzima no epitêlio da zona injuriada 4 horas apõs a agres­

são, aumentando atê 16 horas depois, quando decaiu. A propõsi 

to, um estudo feito por CABRINI & CARRANZA (1958) em gengivas 
. -

normais e crônicamente inflamadas m~straram atividade da fosfata 

se ãci~a unicamente no epitêlio, não hav~ndo atividade enzimãti-

ca no conjuntivo. Tal relação entre ~ fosfatase ãcida e tecido 
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epitelial foi também comunicada por SILVERMAN & KEARNS (1970). 

Também IM, HOOPES & SOHN (1972), investigando a fosf~ 

tase ãcida em cura de feridas de pele, mostraram que a atividade 

desse enzima estava relacionada unicamente com o epitélio, sem 

nenhum sinal de reação positiva no tecido conjuntivo. Esse fato 

foi também sugerido por LISANTI (1960). 

Torna-se pois bastante claro que a fosfatase ãcida 

-nao e absolutamente um enzima ativo durante os processos de sin-

tese de colâ-geno e de mucopolissacarideos ãcidos no tecido de 

granulação, nem participa da organização estrutural final do te-

c ido. 

A partir dos 15 dias de evolução do granuloma, a ati­

vidade da fosfatase ãcida foi detectada no interior dos macrOfa-

gos recem surgidos. Isso confirma as evidencias de que o enzima 

estã contido nos lisossomas dessas células. 

Estas afirmações encontram suporte em muitos achados 

concernentes ãs investigações sobre a fosfatase âcida contida em 

lisossomas de células inflamatórias e células de rim, baço, fig~ 

do, trato intestinal e medula, de acordo com PALADE (1951), FULL 

MER (1966 a,b), HAYASHI (1967), KATCHBURIAN, KATCHBURIAN & PEAR­

SE (1967), GIBSON & FULLMER (1967), PALKAMA & RECHARDT (1970),LI, 

YAM & LAM (1970 a, b), HANKER et alii (1972) e SASAKI & FISHMAN 

(1972). 

Como a reaçao positiva ã fosfatase ãcida foi detecta-

da unicamente nos macrõfagos. que surgiram somente aos 15 di-

as, recorde-se que esse ê exatamente o periodo de tempo no qual 

foi detectada a atividade mãxima da sintese dos mucopolissacari-

deos. ãcidos. Essa observação, aliada;aos dados constantes na li 

teratura,.segundo os quais os mucopolissacarideos ácidos fazem-
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parte da membrana dos lisossomas, e sabendo~se que o primeiro 

passo da hidrÕlise dos mucopolissacarideos ãcidos ocorre nessas-
" 

organelas, a teoria mais plausível é que a deteççãp da atividade 

' da fosfatase ãcida estã ligada ã formação de lisossomas nos ma -

crÕfagos observados. 

5.4.3 - ADENOSIN-TRIFOSFATASE (ATPase) 

As ATPases (são diversas) catalisam a hidrÕlise do 

ATP em adenosin-difosfato (ADP) e ortofosfato. 

ATP 

Segundo LISON (1960), a técnica de Wachstein & Meisel 

e a que fornece melhores resultados para a pesquisa deste enzima, 

embora forneça apenas 15% do valor total da atividade enzimatica. 

Os dados obtido~ na determinação da atividade do enzi 

ma apresentaram coerência com o desenvolvimento da sintese de co 

lãgeno e de mucopolissacarideos ãcidos no tecido de granulação. 

Conforme se observou através dos resultados, a ativi­

dade enzimãtica não foi detectada aos 5 dias, somente aparecendo 

com relativa intensidade aos 10 dias e atingindo o mãximo aos 15 

dias~ mantendo-se em nivel mais ou menos uniforme até 20 dias, 

embora decrescendo um pouco. ~as paredes capilares. 

E conveniente que seja ressaltado o fato que a ATPase 

somente foi pesquisada em processos de cura de feridas por RAE -

KALLIO & LEVONEN (1963 a, b), assim mesmo em fases precoces (de­

tectada apõs 60 minutos da injuria), sendo que estes autores tam 

bém sugeriram que o aumento da atividade geral dos enzimas fun -

cionaria Como um mecanismo de defesa pelas células do tecido con 

juntivo local. 

Não se conseguiu, na literatura corrente, nenhuma re-



-44-

ferencia ã atividade da ATPase em tecidos de granulação provoca­

dos por corpos estranhos. 

Mesmo assim, em ligamento periodontal, onde a ativida 

de metabólica ê grande, GIBSON & FULLMER (lg67) e GIBSON (1970) 

assinalaram forte atividade da ATPase em células fibrogenéticas 

e nas paredes dos vasos, o que estã de acordo com os resultados 

deste trabalho. A atividade da ATPase nas paredes celulares foi 

tambêm apontada por KOENIG & VIAL (1970) e BERG, LYON & CAMPBELL 

(1972), enquanto a atividade nos macrÕfagos e cêlulas inflamató­

rias foi detectada por POELMANN & DAEMS (1973). 

De uma maneira geral, todos os trabalhos acima cita­

dos sao ou simples constatação da presença do enzima, ou traba -

lhos pertinentes a técnicas de demonstração do enzima e proble -

mas correlatos. 

Entretanto, os resultados alcançados nesta pesquisa­

permitem afirmar-se que o aumento progressivo da atividade da 

ATPase em ritmo uniforme com a sintese de colãgeno e mucopoliss~ 

carideos ãcidos no tecido de granulação estã relacionado com o 

papel do ATP como fonte de en2rgia para os processos de síntese 

do tecido em desenvolvimento. 

A atividade da ATPase diretamente ligada ãs paredes­

dos vasos neo-formados e cêlulas fibrogenêticas, observada nos -

cortes histolõgicos estudados pode ser explicada em vista da ati 

vidade metabÕlica acelerada desenvolvida pelo tecido, e paralel~ 

mente, pela ativação dos mecanismos de transporte. 

A energia necessâria para o desencadeamento de tais -

mecanismos de transporte ativo e fornecida pelas células através 

do ATP. Esse nucleOtideo, portanto, estã aumentado quando o pr~ 

cesso de transporte estã acelerado~ e, consequentemente, a ativi 

dade da ATPase também aumenta. 
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~ medida que o metabolismo tecfdual diminui de inten­

sidade, com a diminuição dos processos de sintese e transpQrte , 

diminui também a atividade da ATPa~e que passa, a partir de 3 se 

manas .de evolução do tecido, a manter atividade apare~temente 

normal do tecido jã organizado. 

• 
5.4.4 - 5'- NUCLEOTIDASE 

' 1 

Este enzima, que age especificamente sobre a ligação 

glucidio-fosfato em posição 5 e a melhor caracterizada das fosfa 

tases especificas e aquela onde a especificidade histoquimica e 

melhor estabelecida, utilizando-se como substrato o adenosin -5-

fosfato (ãcido adenílico do músculo) (LISON, 1960). 

Os testes histoquimicos realizados com a finalidade­

de se detectar a atividade da s•-nucleotidase no tecido de gran~ 

lação em desenvolvimento apresentou uma curva de atividade coe -

rente com o impulso metabÕlico observado. 

Em outras palavras, a 5 1 -nucleotidase mostrou ativida 

de logo nas primeiras observações aos 5 dias, atingindo o máximo 

aos 15 dias, decaindo posteriormente em ritmo mais lento que a-

quele observado para as demais fosfomonoesterases, desaparecendo 

entre 35 e 40 dias. 

Os resultados obtidos vem ao encontro do que seria de 

se esperar, em vista da intensa atividade metabôlica observada-

nos tecidos em sintese, a qual e obviamente acompanhada pela ace 

leração da sintese dos ãcidos nucleicos, e consequente aumento­

do giro dos nucleotideos. Dessa maneira, a atividade observada 

nos fibroblastos e demais células em síntese no tecido de granu­

lação demonstra claramente o ritmo metabólico intenso desde os 

primeiros dias de evolução. 
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GIBSON (1970), estudando as atividades enzimáticas do 

periodonto normal, encontrou reação positiva ã 5'-nucleotidase­

em osteocitos, cementocitos e restos epiteliais de Malassez. Em 

um estudo previo, GIBSON & FULLMER (1967) haviam detectado, em­

ossos e dentes, a atividade da 5'-nucleotidase também intracelu­

larmente, em odontoblastos e condrocitos da cartilagem articular. 

Segundo esses autores, muitas dessas células, bem como, por exe~ 

plo, os restos epiteliais de Malassez, podem ser considerados c~ 

mo em estado de latência, fora da <orrente principal do metabo -

lismo. Consideram pois que, nesses casos, a atividade da 5'-nu­

cleotidase representaria uma via de energia diferente da rota 

normal para a slntese do ATP. 

No entanto, parece nao haver duvidas sobre o papel da 

5 1 -nucleotidase nos tecidos em desenvolvimento. A atividade do 

-enzima nas paredes dos vasos em neo-formação pode ser considera­

da como resultado da proliferação intensa das cêlulas angioblãs­

ticas, o que e comprovado pela queda da intensidade da reação 

quando os vasos, paulatinamente, atingem o estado funcional. 

5.4.5 - GLUCOSE-6-FOSFATASE 

Conforme se pode analisar pelos resultados obtidos p~ 

ra esta fosfomonoesterase, ela não foi detectada nos elementos 

em proliferação durante a evolução do tecido de granulação. 

Visto que o tecido em questão não é caracterizado pe­

lo acúmulo de glicogênio, essa ausencia da atividade do enzima -

pode ser compreendida, pois a glucose-6-fosfato ê a responsave1 

pela liberação de fosfato orgânico, conforme pode ser observado 

atravês do esquema seguinte: 
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GLICOGtN!O 

! sistema fosforilase 

GL!COSE-1-FOSFATO 

! fosfogl icomutase 

GL!COSE-6-FOSFATO GLICOLISE 

! ·Hlucose-6-fosfatase 

GL!COSE + FOSFATO 

Portanto,a atividade desse enzima concentra-se nos -

tecidos responsãveis pelo armazenamento do glicogênio. Cite- se 

os trabalhos desenvolvidos por KARKOLA (1972), que, investigando 

atividades de diversos enzimas no processo de reparo do figado , 

encontrou grande atividade de glucose-6-fosfatase nos fibroblas­

tos em proliferação. Sendo o figado o principal depósito de gli­

cogênio do organismo, esses resultados são compreensíveis. 

A partir de 15 dias de evolução, o tecido de granul~ 

çao mostrou grupos de macrõfagos apresentando atividade de gluc~ 

se-6-fosfatase. Isso pode ser explicado raciocinando-se que uma 

atividade relativamente ligeira da glucose-6-fosfatase pode aco! 

panhar a glicÕlise, a fim.de aliviar o acumulo de glucose-6-fos-

fato, liberando glicose para a circulação, o que poderia justifl 

car a atividade observada nos macrõfagos. 
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6 - CONCLUSOES 

6.1 - A sintese de coligeno no tecido de granulação in 

duzido pela implantação de esponja de PVC tem inicio dentro dos 

primeiros 5 dias de evolução, aumentando progressivamente até a­

tingir o mãximo entre 15 e 20 dias, decaindo posteriormente. 

6.2- A sintese de mucopolissacarideos ãcidos segue os 

mesmos padrões da sintese de colãgeno, relativamente ao tempo de 

evolução requerido, atingtndo o mãximo por volta de 15 a 20 di -

as, decaindo em seguida, com a organização macromolecular do te­

cido. 

6.3- Existe grande atividade da fosfatase alcalina no 

\ - -tecido cte1 granulaçao. Essa atividade, ao que tudo indica, esta 

condicionada ao desenvolvimento da sintese de colãgeno e mucopo-

lissacarideos ãcidos, atingindo o mãximo entre 15 e 20 dias, com 

queda brusca apõs esse tempo. 

6.4 - A atividade da fosfatase alcalina ê intimamente 

relacionada ao processo de agregação do colãgeno sob a form_a de 

feixes, realizado por meio dos mucopoliss-acarideos ãcidos, agin-

do na formação das cadeias de carboidratos necessárias ao proce~ 

s o. 

6.5 - A fosfatase âcida nao participa dos processos de 

síntese e desenvolvimento do tecido de granulação. Sua presença 

em tal tecido parece estar limitada ã atividade nos lisossomas­

celulares, em especial nos macrõfagos. 
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6.6 - A adenosln-trtfosfatase (ATPase) i essencial aos 

processos de slntese de colãgeno e mucopolissacarideos ãcidos no 
-

tecido de granulação. A sua atividade intracelular e nas pare -

des vasculares aumenta em concordSncia com as necessidades ener-

géticas do tecido, atingindo o mãximo aos 15 dias de desenvolvi­

mento, caindo apõs 20 dias, seguindo o ritmo da sintese proteica 

e de carboidratos do tecido. 

6.7- A 5'-nucleotidase tem mãxima importancia na evo­

lução do tecido de granulação, tendo a sua atividade uma sequên­

cia lEgica com a sintese de colãgeno e mucopolissacarideos ãci -

dos, começando jã nos primeiros dias, atingindo o mãximo aos 15 

dias e decaindo paulatinamente apõs esse período, devido ã acele 

ração da sintese dos ãcidos nucleicos e consequente aumento do 
< 

giro dos nucleotideos. 

6.8 - A glucose-6-fosfatase nao e essencial ao proces­

so de slntese de colãgeno e mucopolissacarideos ãcidos no tecido 

de granulação. que não estã ligado aos mecanismos de acumulo de 

glicogênio. A sua atividade restringe-se principalmente aos ma­

crofagos do tecido. 
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O presente trabalho teve a finalidade de se pesqu.!_ 

sar a presença e o possível papel do grupo enzimatico das fosfom~ 

noesterases no tecido de granulação induzido por implantação de 

esponjas de policlorovinil (PVC) no tecido subcutâneo do rato. 

O tecido de granulação foi estudado aos 5, 10, 15, 

20, 25, 30, 35 e 40 dias de evolução. Foram realizados, com este 

material, os seguintes estudos: coloração com hematoxilina-eosi -

na, para a investigação da morfologia do tecido de granulação; -

radioautografia, para a pesquisa da síntese de colãgeno, por meio 

da incorporação, pelos fibroblastos, de prolina- 3H; técnica hist~ 

fotométrica para investigar-se a síntese de mucopolissacarideos a 

cidos por meio da coloração metacromitica com azul de toluidina 

pH 4; e, finalmente, histoquimica das seguintes fosfomonoestera -

ses: fosfatase alcalina, fosfatase ãcida, adenosin-trifosfatase -

(ATPase), 5'-nucleotidase e glucose-6-fosfatase. 

Os resultados mostraram que a síntese de coligeno 

e de mucopolissacarídeos ãcidos no tecido de granulação inicia-se 

logo aos primeiros dias de desenvolvimento e atinge o ponto mixi-

mo entre 15 e 20 dias, decaindo Visivelmente apõs esse tempo. 

A pesquisa histoquimica das fosfomonoesterases de­

monstrou que a fosfatase alcalina tem atividade progressivamente 

crescente a partir dos 10 dias de evolução do tecido, atingindo o 

miximo de atividade aos 15 dias, mantendo-se atê 20 dias, quando 
. 

cai bruscamente. Essa atividade, coincid~nte com o período mixi-

mo de síntese de coligeno e de mucopolissacarideos icidos, demon~ 

tra que a fosfatase alcalina tem um papel importante na agregaçao 

do complexo colãgeno-mucopolissacarideos ãcidos, agindo em algum 
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ponto da formação das cadeias d~ carboidratos e, consequenteme! 

te, da formação dos mucopolissacarldeos ácidos. 
' 

A ATPaie e a 5'-nucleotidase tambim tem a sua a-

tividade mãxima no periodo entre 15 e 20 dias, sendo portanto­

relacionadas com os processos energ~ticos de alta intensidade 

exigidos pelo tecido cujo metabolismo ê muito ativo. 

A fosfatase ãcida foi detectada somente nos ma -

cr~fagos do tecido, a partJr ·cte 1~ dias de evolução, estando a 

sua atividade ligada aos lisossomas dessas células. A glucose-

6-fosfatase também reage unicamente nos macrófagos, sendo que a 

sua atividade se deve provavelmente ao fato que uma atividade -

relativamente ligeira da glucose-6-fosfatase pode acompanhar o 

processo de glicÕlise, com a finalidade de aliviar o acUmulo de 

glicose-6-fosfato, liberando glicose para a circulação. 

* 

* * 
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LEGENDAS DAS FOTOM!CROGRAF!AS 

a) Hematoxilina-eosina 

Fig. 1 - Tecido de Granulação, 5 dias. Observe-se o tecido alta 
mente celularizado, neo-formação vascular, proliferan­
do apenas na periferia, junto ã capsula fibrosa. 12X. 

Fig. 2 - Tecido de Granulação de 10 dias de evolução. Note-se 
que o centro da esponja ainda não foi preenchido pelo 

tecido em desenvolvimento. Incipiente formação de fei -
xes colãgenos podem ser vistos no tecido ainda altamen­

te celularizado. 12X. 

Fig. 3 - 15 dias de evolução. O tecido começa a se tornar fibro­
sado, embora continue apresentante grande nUmero de cé­
lulas . Observe-se que os feixes colãgenos tem ainda 

aparência frouxa. 12X. 

Fig. 4 - 20 dias de evolução do tecido. A celularidade diminui 
e os feixes colãgenos tornam-se mais compactos. Todos 
os espaços deixados pela esponja são preenchidos. 12X. 

Fig. 5 - Tecido de Granulação, 25 dias pôs implantação. A celu 
laridade diminuiu bastante, e a colagenização do tecido 
é completada. Os espaços da esponja começam a diminuir 

de volume . 12X. 

Fig. 6 - 30 dias de desenvolvimento. O tecido se torna bem comp~c 

to, diminuindo cada vez mais os espaços deixados pela -

esponja. 12X. 

Fig. 7 - 35 dias de evolução do tecido. Note-se o alto grau de 
fibrosamente e a notãvel diminuição dos espaços da es -
ponja.l2X. 

Fig. 8 - Tecido de Granulação aos 40 dias de desenvolvimento,to­

talmente fibrosado e caminhando para um processo de ci­
catrização. Os espaços da esponja foram reduzidos a um 

mlnimo . l2X. 
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b) Radioautografia (lâminas coradas pela herna­
toxilina eosina) 

Fig . 9 - Tecido de Granulação aos 5 dias . Note-se a ativa incor­
poração da prolina 3H pelos fibroblastos. 120X. 

Fig. lO - 10 dias de evolução. A incorporação do isõtopo pelos -
fibroblastos aumenta, aumentando também o numero de ce 

lulas fibrogenéticas em atividade. 120X. 

Fig. 11 - Aos 15 dias, a síntese de colãgeno atinge seu ponto ma 
ximo, podendo ser observada a grande atividade fibro -
blãstica. 120X. 

Fig. 12 - 20 dias de evolução do tecido. A atividade de síntese 
continua semelhante ãquela dos 15 dias, e a sintese 
de colãgeno prossegue ativa. 120X. 

Fig. 13 - Tecido de Granulação de 25 dias. Observe-se a notãvel 
queda da atividade de síntese proteica pelas células -
especializadas. 120X. 

Figs . 14,15 e 16- Tecidos de Granulação respectivamente de 30 , 
35 e 40 dias, pós-implantação. A atividade de 
síntese de colãgeno decresce uniformemente, -
atingindo o mínimo aos 40 dias. 120X 
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Fig. 17 - Fibroblasto (seta) mostrando a grande atividade1de 
sintese, aos 15 dias de evolução. 300X. 

Fig. 18 - Angioblasto (seta) em evidente atividade de sintese 
aos 15 dias de evolução do tecido. 300X. 
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c} Fosfatase alcalina 

Fig. 19 - 5 dias, mostrando atividades enzimãtica presente nas -
células do exsudato inflamatório e rede de fibrina . 
12X. 

Fig . 20 - 10 dias de evolução . Note-se a intensa reaçao positiva 
observada nas fibras colãgenas em proliferação na met~ 
de superior da fotomicrografia. Fibroblastos e células 
inflamatórias também mostram reação positiva. A rede -

de fibrina jã foi reabsorvida . 12X. 

Fi g. 21 - Tecido de Granulação aos 15 dias. Note - se a intensa 

reação positiva das fibras colãgenas principalmente 
nos locais de agregação (seta). Macrófagos e outras ce 

lulas exibem também atividade . 12X . 

Fig . 22 - 20 dias de evolução do tecido. Grande atividade da fos 
fatase alcalina ao nivel de fibras colãgenas e células 
proliferantes. 12X. 

Fi g. 23,24,25 e 26 - Tecidos de Granulação aos 25,30,35 e 40 
dias. Note-se a queda quase total da atividade enzimã­
tica nas fibras . Apenas grupos de macrõfagos exibem -

atividade marcada (setas) 12X. 



.. . 

I·:·. 

r ~;; . :~ -:7. ' • , • ;'\! (;, . ·- ~ .,: . :...,:. - ?..;l, ~ ~ 



Fig. 27 - Tecido de Granulação aos 10 dias. Note-se intensa rea 

ção posit iva nos feixes em formação e nos fibroblas -
tos. 160X . 

. 
Fig. 28- 15 dias de evolução . Observe-se a intensa atividade a 

nivel de feixes de colãgeno e nas paredes dos vasos 

n e o- formados (seta) . 2 5O X. 

Fig. 29 - Tecido de Granulação aos 20 dias . A reação positiva 
ã fosfatase alcalina permanece nos locais jã aponta 
dos. 63X. 

Fig. 30 - Tecido de Granulação aos 25 dias. Note-se a queda to -
tal da reação positiva nos feixes de co lãgeno e nas 
células do tecido. 160X. 





d) Fosfat~se icida 

Fig. 31 - 5 dias de evolução. Ausência absoluta de reaçao positl 

va ã fosfatase icida. 12X. 

Fig . 32 - 10 dias. Continua a ausência da reaçao a atividade en­

zimitica. 12X. 

Fig. 33 - 15 dias de desenvolvimento. Note-se a reaçao positiva 
aos Grupos de macrõfagos {seta), únicas estruturas a 
apresentar positividade. 12X. 

Fig. 34 - Tecido de Granulação, 20 dias. A reação positiva con -
tinua a limitar-se aos grupos de macrõfagos. 12X. 

Figs. 35,36,37 e 38 - Tecidos de Granulação aos 25,30,35 e 40 
dias. O aspecto permanece inalterãvel, semelhante aos 
15 e 20 dias. 12X. 
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Figuras 39,40,41 e 42 

Estas figuras referem-se a um aspecto amp li! 
do dos macrõ fagos reativos ã atividade da 
fosfatase ãcida . Observe-se que todas as d~ 

mais estruturas do tecido (paredes de vasos, 
fibras colãgenas, fibroblastos e hemãcias) -
permanecem não reativos. 
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e} ATPase 

Fig. 43 - Tecido aos 5 dias. Ausência absoluta de reaçao a ATPase 
l 2X. 

Fig.44 - lO dias de evolução . Reação intensa ã ATPase, nos ca­
pilares em neo-formação e células do tecido. 12X. 

Fig.45 - Tecido de Granulação aos 15 dias. A atividade da ATPa­
se atinge o máximo, nas paredes vasculares neoformados 
e nos fibroblastos. Começa a haver uma aparente difu -
são da atividade enzimática. 12X. 

Fig.46 - Tecido aos 20 dias. A atividade da ATPase começa a de­
clinar, com a difusão aumentando. 12X. 

Fig.47 - 25 dias de desenvolvimento. A redução da atividade en­
zimática ê evidence. Também a difusão aparente diminui. 

l 2 X. 

Figs. 48,49 e 50 - Queda drãstica da atividade da ATPase. Apenas 
os fibroblastos do tecido exibem atividade. l2X. 





Fig.51 - Atividade da ArPase no tecido de 10 dias. Note-se a re­
de capilar intensamente positiva, bem como os fibroblas 
tos do tecido. 63X. 

Fig.52- Vaso neo-formado no tecido de 15 dias, mostrando inten­
sa atividade da ATPase nas paredes. Os fibroblastos exi 
bem tambem positividade a reação . 250X. 

Fig.53 - Tecido aos 25 dias. Um vaso capilar exibe queda diãsti­
ca da atividade da ATPase em suas paredes, o mesmo suce 
dendo com as celulas do tecido. BOX. 

Fig.54 - Aos 30 dias, a atividade da ATPase, tanto nos capilares 
como nos fibroblastos reduz-se ao minimo. 63X. 
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f) s·-~ucleotidase 

Fig. 55 - Tecido aos 5 dias de desenvolvimento. Existe jã reaçao 
positiva no tecido, principalmente nas paredes vascul~ 
res e núcleos de celulas proliferantes . A difusão apa­

rente da reação ã 5•-nucleotidase e bastante grande . 
12 X. 

Fig. 56 - lO dias de evolução do tecido. A reaçao positiva ã 

5'nucleotidase pode ser melhor observada nas paredes -
dos vasos em neo-formação (seta) e nas celulas em pro­
liferação. 12X. 

Fig. 57- Aos 15 dias, a reação ã 5'nucleotidase e bastante i n -
tensa, com grande difusão da atividade (aparente). 12X. 

Fig. 58 - 20 dias de evolução. A reaçao, embora intensa, começa 
a diminuir. l2X . 

Fig. 59 - 25 dias. A queda da reaçao continua evidente . A difu­
são diminui' e a reação começa a limitar-se ãs celulas. 
1 2 X. 

Fig. 60,61 e 62 - Aos 30,35 e 40 dias, a reaçao a 5'nucleotidase 
diminuiu progressivamente, exibindo-se, a partir dos -
35 dias, apenas nos núcleos celulares, muito fracamen­
te. 12X. 





Fig. 63 - Atividade da 5~nucleotidase aos 10 dias de evolução. 
Paredes de vasos neo-formados e núcleos celulares exi -
bem positividade ã reação . BOX. 

Fig. 64 - Intensa atividade enzimática da 5!nucleotidase nos va­
sos neo-formados e nos núcleos dos fibroblastos, aos -
15 dias de desenvolvimento do tecido. 63X. 

Fig. 65 - Núcleos de fibroblastos exibindo intensa reaçao a 
5'-nucleotidase, aos 15 dias. 250X. 

Fig. 66 - Aos 30 dias, nota-se moderada atividade do enzima nas 
paredes vasculares e nücleos celulares. 80X. 
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g) Glucose-6-fosfatase 

Fig.67 - 5 dias de evolução. Ausência absoluta de reaçao positi -
va. 12X. 

Fig . 68 - Aos 10 dias, nao existe ainda sinal algum de atividade -
da glucose-6-fosfatase. 12X. 

Fig.69 - Tecido de granulação de 15 dias. Note-se atividade da 
glucose-6~fosfatase em grupos de macrõfagos (seta).l2X. 

Figs . 70,71,72,73 e 74- Apenas os macrõfagos exibem reação posi 
tiva ã glucose-6-fosfatase nos dias subsequentes (res -
pectivamente 20,25,30,35 e 40 dias). 12X. 
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Figuras 75,76,77 e 78. 

Estas figuras mostram a atividade relativa -
mente ligeira da glucose-6 - fosfatase nos ma ­
crõfagos do tecido de granulação . 200X. 
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APtNDICE 

Medidas, obtidas por meio da histofotometria, das lâminas de te-

cido de granulação nos diferentes dias de evolução estudados ( % 
de luz transmitida = transmitância). 

Tecido de granulação de 

5 dias: 

87,4 - 77,4 - 77,2 - 83,4 - 87,2 
75,4 - 85,8 - 82,5 - 79,0 - 86,8 

Lâmina 1 (81 ,6%) 
91 '4 72,4 76,5 - 78,6 - 81 '9 - -

75,0 92,0 - 85,0 - 81 '8 - 76,4 

85,3 - 79,4 - 71 '4 - 83,0 - 85 ' 1 

76,2 - 88,8 - 78,6 - 7 5 '1 - 83,7 
Lâmina 2 (81 ,0%) 75,5 - 7 9 '1 - 79,0 - 87,3 - 74,4 

78,0 - 93,2 - 87,9 - 80,0 - 7 9' 1 

86,1 - 80,2 - 70,3 - 82,7 - 86,6 

74,7 - 84,0 - 80,3 - 73,3 - 89,9 
Lâmina 3 (81 ,3%) 81 '8 82,6 - 70,9 - 77,7 - 83,8 -

7 9 '1 - 88,5 - 89,2 - 84,5 - 81 '7 

10 dias: 

78,3 - 76,2 - 77,7 - 76,0 - 75,6 

71 '4 - 72,0 - 69 '1 - 72,8 - 66,8 
Lâmina 1 (74,0%) 76,0 - 7 9' 1 - 72,2 - 75,2 - 74,5 

74,6 - 72,3 - 77,5 - 73,0 - 70,5 

76,9 - 77,8 - 79,0 - 76,7 - 7 8, 1 

70,3 - 71 '6 - 73,3 - 71 '8 - 70,5 
Lâmina 2 (73,8%) 69,6 - 72,3 - 76,8 - 76,7 - 73,0 

71 '2 - 72,4 - 75,9 - 74,1 - 69,8 

78,7 - 76,2 - 80,2 - 71 'o - 73,9 

71 '8 - 70,5 - 72,7 - 74,2 - 72,2 
Lâmina 3 (73,8%) 7 7' 1 - 69,9 - 70,3 - 77,8 - 76,2 

72,6 - 73,9 - 73,7 - 73,6 - 70,8 
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1 5 dias: 

72,3 - 60,0 - 68,5 - 67,5 - 68,8 

70,8 - 61 'o - 60,7 - 70,5 - 68,7 
Lâmina 1 (66,9%) 72,2 63,5 70,4 67,5 7 3 '1 - - - -

64,8 - 59' 1 - 71 'o - 68,7 - 59,4 

70,6 - 67,8 - 63,5 - 62,7 - 6 9 '1 
66,6 - 6 3 '1 - 60,2 - 66,4 - 68,8 

Lâmina 2 (65,8%) 70,3 - 63,2 - 68,9 - 69,3 - 70,8 

62,6 - 60,8 - 67,7 - 65,3 - 60,0 

67,4 - 67,1 - 61 '8 - 66,2 - 67,9 

67,6 - 64,4 - 61 '2 - 65,5 - 69,4 
Lâmina 3 (66,2 %) 68,6 - 67,2 - 69,1 - 67,4 - 69,2 

66,8 - 63,7 - 70,2 - 62,7 - 62,2 

20 dias: 

59,2 - 58,2 - 64,0 - 52,0 - 55,4 

57,4 - 60,6 - 59,7 - 56,4 - 58,3 
Lâmina 1 (57,4%) 55,7 - 56,4 - 55,5 - 57' 7 - 57,3 

55,5 - 55,4 - 56,9 - 55,4 - 61 '3 

60,8 - 59,2 - 60,3 - 56,0 - 53,2 

54' 1 - 58,6 - 60,0 - 55,5 - 54,8 
Lâmina 2 (56,5%) 54,9 - 55,7 - 55,0 - 56,2 - 57,3 

54,8 - 56,1 - 56,0 - 54,5 - 58,8 

59,3 - 56,3 - 60,3 - 53,2 - 57,8 

55,1 - 58,8 - 58,2 - 54,5 - 56' 1 
Lâmina 3 (56,5 %) 53,8 - 55,5 - 54,0 - 54,9 - 59,7 

57,8 58, 1 - 56,7 - 54' 1 - 57,4 
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25 dias: 

70,8 - 72,3 - 69.1 - 67,7 - 71,5 

71 , 7 - 73,0 - 75,0 - 66,9 - 71 , 5 
Lâmina 1 (70,9%) 67,5 - 74,3 - 70,5 - 71 , 2 - 70,2 

72,2 - 73,0 - 72,2 - 71 , 5 - 66,6 

72,3 - 71 '7 - 72,0 - 68,8 - 70,5 

70,4 - 71 '8 - 69,9 - 68,9 - 72,7 
Lâmina 2 (70,9%) 70,0 - 71 '3 - 70,5 - 70,8 - 69,8 

72,4 - 73,0 - 72,4 - 70,6 - 69,5 

68,7 - 72,0 - 71 , 8 - 69,9 - 70,4 

67,9 - 73,0 - 71 '5 - 70,5 - 72,2 
Lâmina 3 (70,9%) 71 , 7 - 69,9 - 72,8 - 71 , 6 - 70,0 

72,8 - 71 ' 1 - 71 '3 - 70,0 - 70,2 

30 dias: 

75,0 - 79,3 - 77,2 - 72,5 - 77,4 

77,0- 77,7 - 78,0 - 7 5 '1 - 71 '4 
Lâmina 1 (75,1%) 78,0 - 71 , 5 - 75,3 - 78,4 - 70,8 

72,6 - 79,0 - 71 '6 - 71 'o - 74,4 

71 '8 - 76,6 - 78,8 - 74,5 - 79,0 

76,2 - 7 8' 1 - 77,9- 76,4 - 73,0 
Lâmina 2 (75,2%) 77,7- 73,3 - 75,6 - 72,7 - 72,9 

76,8 - 78,5 - 70,4 - 71 'o - 72,8 

77,6 - 70,8 - 72,3 - 74,5 - 76,1 

79,2 - 73,3 - 70,6 - 71 , 8 - 75,3 
Lâmina 3 (74,3%) 74,2 - 76,7 - 72,2 - 75,0 - 75,1 

72,4 - 78,6 - 75,3 - 71 '1 - 74,0 
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35 dias: 

71 , 1 - 75,3 - 71 , 8 - 75,2 - 78,4 

69,7 - 76,6 - 77,1 - 72 , 7 - 77,4 
Lâmina 1 (75,1 %) 79,4 - 73,7 78,3 - 74,0 - 69,0 -

75,7 - 76,1 - 7 9' 1 - 79,5 - 73,0 

74,3 - 75,2 - 78,0 - 79,2 - 76,3 

78,5 - 74,7 - 77,0- 76,2 - 71 '5 
Lâmina 2 (75,3%) 70,8 - 7 9' 1 7 7 '1 71 , 3 - 80' 1 - -

70,3 - 72,3 - 71 , 7 - 74,8 - 78,2 

75,7 - 76,2 - 81 '3 - 72,8 - 71 'o 
75,2 - 74,8 - 71 '3 - 75,0 - 76,6 

Lâmina 3 (75,3%) 69,9 - 79,2 - 78,5 - 74,6 - 77,1 

77,2 73,6 73,9 77,8 75,9 

40 dias : 

75,1 - 79,3 - 79,4 - 71 , 4 - 77,2 

77,0- 79,7 - 78,9 - 71 '1 - 72,4 
Lâmina 1 (75,0%) 76,9 - 70,8 - 76,3 - 77,4 - 71 '9 

71 '2 - 72,6 - 79,6 - 71 'o - 74,6 

76,2 - 79,6 - 80,0 - 73,2 - 76,1 

76,3 - 80,2 - 77,0- 70,8 - 71 , 3 
Lâmina 2 (75,0%) 75,8 - 72,0 - 76,4 - 76,2 - 71 ' o 

73,6 - 71 '6 - 76,2 - 71 '8 - 75,7 

77,8- 73,4 - 80,3 - 79,9 - 78, 6 

72,3 - 76,7 - 79,8 - 77 , 3 - 74,2 
Lâmina 3 (76,2%) 7 3 '1 - 71 '4 - 70,9 - 76,8 - 74,7 

70,8 - 79,9 - 81 , 2 - 78,6 - 76 , 3 


