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I - INTRODUGAO

0 tecido de granulagao induzido artificialmente em
animais de laboratorio através de diferentes agentes tem sido u
sado com bons resultados na pesquisa dos mais diversos aspectos
da génese e evolugdo dos processos de reparagao do organismo a-
nimal.

.Um dos pontos que tem sido mais abordados recente ~
mente & a pesquisa da presenca de enzimas durante a evolugdo do
tecido de granu]agao.' Entretanto, forgoso & reconhecer que, em
bora a detec¢ao histoquimica da presenca de enzimas na genese -
do tecido conjuntivo bossa ser realizada, a questao se torna ma
is problematica quando se trata de interpretar os resultados ob
tidos dessa e mesmo de outras tecnicas 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

o

cesso (as opinioes sao contraditorias) e, acima de tudo, qual
verdadeira acdo desses enzimas no caso em questao (ndo se tem a
inda nenhuma ideia bem definida}.

R guisa de esclarecimento, eis algumas opinioes de
conceituados autores sobre o papel de um determinado enzima, a
fosfomonoesterase conhecida por fosfatase alcalina, na génese -
das fibras de colageno:

"N3ao ha ainda nenhuma explicacao satisfatoria acer-
ca do papel da fosfatase no processo de reparagao do tecido con
Juntivo" (Mc MINN, 1969}.

“0 papel exato da fosfatase alcalina no metabolismo
do tecido conjuntivo e muito dificil de ser determinado” {MOSS,

1970).

Ressalte-se ainda o fato de que a fosfatase alcali-
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na € a fosfomonoesterase mais pesquisada no tocante a genese do
tecido conjuntivo e dos processos de fibrogenese. Se pouco & co
nhecido sobre ela neste campo, &€ 0bvio que menos ainda & sabido
sobre a presen¢a e atuagao das demais fosfomonoesterases,

Entretanto, existem algumas hipoteses sobre o proble
ma. Uma das mais divulgadas sugere que a fosfatase alcalina es-
taria diretamente ligada a génese das fibras de colageno, sendo
mesmo indispensavel para o perfeito desenvolvimento deste fenome
no biologico.

Por outro lado, ha autores que negam inclusive a pre
senca das fosfomonoesterases no tecido de granulagao, embora a
grande maioria confirme este fato.

Evidentemente, partindo-se do pressuposto de que as
fosfomonoesterases atuem diretamente sobre a genese tecidual, al
gumas outras teorias podem ser formuladas, tais como o fato que
durante a sintese de colageno, € a sua posterior agregagao sob a
forma de feixes, as fosfomonoesterases {ou, pelo menos, algumas
delas) deveriam estar presentes no tecido, podendo a sua presen-
¢ga diminuir ou mesmo desaparecer por completo, uma vez terminada
a maturacao do tecido. Existem na literatura varios trabalhos -
que realmente sugerem fortemente este fato, no que tange a fosfa
tase alcalina. Quanto as demais fosfomonoesterases, muito pouco

se conhece ateé o momento.

Indispensavel a formacao da substancia interceiular
do tecido conjuntivo & a sTntese de mucopolissacarideos acidos -
{glicosaminoglycans). Como um dos primeiraos fenomenos nos pro-
cessos de génese e reparacao & a proliferacgao fibroblastica, e
importante que se recorde que os fibroblastos s3o os responsaveis
ndio apenas pela sintese de colageno, mas tambem dos mucopolissa-

carideos acidos, que permitem a agregagao do colageno em feixes.
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Dessa maneira, a pesquisa dos mucopolissacarideos acidos deve a-
companhar a pesquisa sobre a fibrogenese.

Assim, investigando-se a presenga das fosfomonoeste-
rases no tecido conjuntivo em evolugao, 0s resultados poderao a-
firmar se, de fato, esses enzimas participam do processo, conse-
guindo~se, dessa maneira, um gquadro bastante sugestivo do compor
tamento enzimatico na genese do tecido conjuntivo.

Sendo comprovadas estas assertivas, poder-se-a afir-
mar que, realmente, as fosfomonoesterases participam, direta ou
indiretamente, da formagao do tecido de granulagao. Isso sera -
bastante util para o aperfeigcoamento dos conhecimentps sobre os
processos de reparo e cura de feridas, assunto de vital importan
cia no campo biologico.

Resumindo, propoe-se neste trabatiho:

a) acompanhar a génese e a proliferacao de colageno
e mucopolissacarideos acidos no tecido de granulagdao, desde sua
formagdo até sua maturac3o.

b) levar a efeito, nesse tecido, a pesquisa histoqui
mica da presenga das fosfomonoesterases nos diversos estagios e-

volutivos do tecido.

c) confrontar os resultados obtidos nos Ttens a e b.
Com base nesse confronto, procurar estabelecer as correlagoes e-
xistentes entre a sintese e a proliferagao de colageno e de muco
polissacarideos acidos e a presenca e atividade das fosfomonoes-

terases no tecido de granulagao.



IT - REVISTA DA LITERATURA

A sintese de colageno e seu posterior desenvolvimen-
to foram bastante estudados em tecidos de granulagao, tanto aque
les obtidos por meio de implantag¢do de corpos estranhos, como -
por meio de injurias produzidas com a finalidade de se obter sub
sidios para a melhor compreensio dos mecanismag de cura.

Um dos primeiros aspectos a serem estudados, e que
interessa bastante a esta pesquisa, foj agquele relativo ao tempo
dyrante o qual a sintese de colageno inicia-se e evolui. De acor
do com STEIN & WOLMAN (1958), a sintese das fibras no procegso -
de cura comecga por volta do 49 dja pos-injuria, completando-se -
no 89 dia. GOUED (1958), trabalhando com material obtido por im
plante de esponja de policlorovinil (PVC)}, afirmou que a forma -
¢do de fibras comega entre o 50 e o 70 dia de desenvo1vfmento do
tecido, achado esse semelhante aoc obtido por JOHNSON & Mc MINN -
(1958), que ressaltaram ainda que a fibroplasia & mais intensa -
durante as 2a. e 3a. semanas de desenvolvimento.

Essa opinido, com pequenas variagoes decorrentes de
tecnicas de trabalho, foi confirmada pela grande maioria dos es-.
tudos posteriores realizados nesse campo(JACKSON & BENTLEY,1960;
ROSS & BENDITT, 1961; SANDBERG, 1963; XULONEN, 1965; SELYE et -
alii, 1969; VIZIOLI, 1971 e 1373; FEHER, JENNINGS & RANNIE,1971;
VIZIOLI, VALDRIGHI & B0ZZ0, 1972).

Por meio de estudos bioquimicos, NOﬁLE et alii(1958)
asseguraram que a sintese de colageno se torna bastante evidente
a partir do 99 dia de evolucgdo do tecido de granulagao provocado
por implanta¢do de esponja, ao passo que JACKSON, FLICKINGER &
DUNPHY (1950) afirmaram que o aumento de conteudo em colageno dof

tecido podéhser notado desde o 39 dia de desenvolvimento, ressal
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tando porem que, a esse tempo, as fibras de colageno nao s3o a-
inda detectaveis por métodos histologicos.

0 metodo mais indicado para a pesquisa da sintese de
colageno e, sem duvida, a radioautografia. A localizagdo intra-
celular da biosintese do colageno foi estudada com o auxilic da
pfo1ina marcada por LOWTHER, GREEN & CHAPMAN (1961) e PROCKOP, -
PETERKOFSKY & UDENFRIEND (1962), enquanto HAUSMANN & NEUMANN -
(1961) estudaram a atividade especifica da prolina na biosTntese
do colageno por meio de isotopos radiocativos. Estudos realiza -
dos por ROSS & BENDITT (1965) com prolina marcada indicaram que
0s passos iniciais na formagao do colageno estao associados com
0os ribosomas do reticulo endoplasmatico. Estudando a sintese e
a secrecao de colageno pelos fibroblastos no processo de cura de
feridas, ROSS (1965) mostrou\que,za partir de 15 minutos apodos a
injuria, os fibroblastos iniciam a sintese, que se estende ate 7
dias depois, ultimo tempo estudado.

Da analise desses e de outros trabalhos citados a se
guir, pode-se depreender que, em tecidos de granulagdo, a sinte-
se de colageno & detectavel a partir de 4 a 7 dias de desenvolvi
mento, dependendo do tipo de material empregado na produ¢ao do
granuloma. A partir desse tempo, a atividade fibroblastica au -
menta progressivamente, atingindo o maximo entre 15 a 21 dias de
desenvo]vimento. Apos 3 semanas de evolugao, o tecido de granu-
lagdo est@ organizado, e o colageno esta agregado sob a forma de
feixes, conforme demonstrade por VIZIOLII(19?1), atraves de estu
dos por meio de dicroismo. E evidente gque as caracteristicas f1
sicas do colageno, como por exemplo, a sua resistencia aos esfor
¢os de tensaoc, demoram um pouco mais para serem alcancadas, va -

riando dentro de um espago de tempo que vai de 30 dias {SANDBERG,
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1963) até 60 dias (DOUGLAS, FORRES]ER & OGILVIE, 1969).

Quanto a sintese de mucopolissacarideos acidos no te
cido de granulacao, os estudos histoquimicos apontam que a proli
feracdo desses componentes & bastante rapida durante as primei -
ras duas ou trés semanas, segundo os resultados obtidos por
FROMM (1958} e SCHILLING, JOEL & SHURLEY (1959).

UHER- (1965) afirmou que, na reparagao de feridas, os
mucopolissacarideos acidos podem ser encontrados nas primeiras -
24 horas, mas sao provavelmente de origem hematogenica. A sinte
se comega realmente a partif do 29 ao 49 dias, estendendo-se por
mais 2 semanas. Este autor acentuou ainda a estreita relagao en
tre os muc0po1issacaereds acidos e a produgao de fibras, tendo
como consequencia a proliferagao tecidual. Estes achados sao sg
melhantes aqueles obtidos por CAMPANI & REGGIANINI (1950) e
CHVAPIL (1967).

Quanto ao tipo de mucopolissacarideos acidos presen-

tes no tecido de granulagao, © acido condroitin sulfurico tipo A
(condﬁoitin-4-su1fato) aparece mais cedo que o tipo B (dermatan;
su]faﬁo), sendo que este substitul aquele (BOLLET, ANDERSON &
- SIMPSON, 1958). Na primeira semana de inflamagao, o aumento de
acido hia]ﬁronico e duas vezes maior que a formagdo de mucopolis
sacarideos sulfatados; ao redor do 109 dia, a quantidade de aci-
do hiallronico decresce, representando a partir dai apenas  25%
do total de mucopo]issacaereOQ Ecidbs presentes (DELAUNAY & BA-
ZIN, 1964). o

Embora sem se pr?ocUpar em comparar quantidades de
substancia fundamental, VINOGRADOV (196?) confirmou o acumulo de
mucopolissacarideos acidos no tecido de granulagdo desde os pri=-

meiros dias, afirmando também que, com o aumento da produgao de
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colageno, a quantidade de mucopolissacarideos acidos decresce, e
a metacromasia acumula-se nas fibras. Relatou tambem que o de -
senvolvimento da fibrogenese causa primeiramente um aumento da
metacromasia, a qual decresce na fase posterior da evolucdo do
tecido.

FEHER et alii (1971) confirmaram o aparecimento de
mucopolissacarideos na inflamagio experimental Togo no inicio do
processo, e afirmaram que a maxima intensidade da reacgao histo -
quimica para essas substancias foi conseguida ao 39 dia.

Estudando a integragcdo colageno-mucopolissacarideos
acidos atraves do dicroismo, VIZIOLI (1971) encontrou metacroma-
sia no tecido de granulagao a partir do 49 dia de proliferacdo ,
sendo que o ponto mais alto da reagao metacromatica foi obtido a
pos 15 dias de desenvolvimento, caindo depois do 219 dia.

0s 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-
lagao, e sugeriram que uma grande concentragaoc de mucopolissaca-
rideos acidos nao & essencial a formagao de colageno durante a
cura. inversamente, BENTLEY (1967) e GOLDIN & JOSEPH (1968) en-
contraram crescentes quantidades de condroitin-sulfato a partir
de 4 a 5 dias de inflamagdo; concluiram tambem que as altas quan
tidades de mucopolissacarideos acidos no tecido de granulagao -
permanecem alem dos primeiros dias de reparagao do tecido.

Desta maneira, com algumas excec¢oes, a opiniao geral
entre os autores & que a sintese de mucopolissacarideos acidos -
no tecido de granulacao & detectavel histoquimicamente a partir
do 39 ou 49 dia de proliferagao, sendo que a quantidade dessas -

substancias permanece mais ou menos constante durante duas sema-
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nas, decaindo posteriormente, provavelmente em fungdo do organi-
zagdo e maturacao do tecido.
Pesquisas radjoautogrﬁficas nesse sentido, usando -

se 535

como precursor da'sTntese de mucopolissacarideos acidos
confirmaram em grande parte as suposicOes acima citadas. Foi de
monstrado por KODICEK & LOEWI (1955) e SLACK (1957) que a ativi-
dade proliferativa comegou ao 59 dia e cresceu até ao 18¢ dia,de
caindo posteriormente, ate que, por volta do 219 dia, foi regres
sando aos valores originais. Usando .as mesmas tecnicas, HAUSS
& HULSING (1961 a, b) e NISAKA (1964) encontraram também aumento
nas quantidades de condroitin—SU];ato nos tecidos de granulagao
provocados por inje¢oes de “croton oil”.

Associado a pesquisa da fibrogénese e dalformagﬁo -
de mucopolissacarideos acidos no tecido de granulagao, o estudo
histoquimico da presenca de enzimas nesse campo foi iniciado por
GOMORI (1941),que realizou uma pesquisa sobre a fosfatase acida
e sua distribuicao em diversos tecidos, sob condig¢oes normajs e
patologicas. No tecido de granulagdo, ele demonstrou que os ma-
crofagos exibiam grande quantidade de fosfatase acida.

No entanto, conforme ja citado, as pesduisas sobre
enzimas no tecido de granulagao foram orientadas, em sua quase -
totalidade, para a fosfatase alcalina.

FELL & DANIELLI (1943) foram os primeiros autores a
investigar a possivel correlagdo entre a fibrogenese e a fosfata
se alcalina. Estes autores observaram que a atividade enzimati-
ca crescia consideraveimente durante a cura de feridas, e a maxi
ma atividade da fosfatase alcalina coincidia com o periodo de

formacao de novas fibras. A estas mesmas conclusoes chegaram -

posteriormente -GOLD & GOULD (1951).
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A pesguisa sobre a fosfatase alcalina e suas rela -
¢oes com a fibrogenese prosseguiu com os estudos realizados por
JOHNSON & Mc MINN (1958), que, trabalhando com gatos e ratos,che
garam a uma imprevista constatagdo: a fibrogenese nos tecidos do
ratd confirmava plenamente a presenca da fosfatase alcalina, mas
no gato nao havia nenhuma atividade enzimatica, em periodo algum
da fibrogenese. Assim sendo, estes autores terminaram por suge-
rir que a fosfatase a1ca11na.ta]vez nao fosse essencial a fibro-
genese nos tecidos do gato.

Trabalhando com cobaias escorbuticas, GOULD (1960)
concluiu que a queda da fibrogénese nesses animais coincidia com
a diminuicao da atividade da fosfatase alcalina.

Pesquisando as fases precoces da cura de feridas,RA
EKALLIO (1960) encontrou forte atividade de fosfatases acida 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 inflamatorios de cobaias e ratos, comunicaram que existia a-
tividade enzimatica aumentada durante as fases de exsudagac e -
proliferacdo, constando da presenga de fosfatases acida e alcali
nha, e de outra fosfomonoesterase, a adenosin-trifosfatase (ATP -
ase), esta com atividade presente ja 60 minutos apos 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, investigacoes sobre processos re
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parativos de ratos e cobaias realizadas em alvéolos dentais (0JA
LA, 1968; TODO, 1968) e em tecido 0sseo (RAEKALLIO & MAKINEN , -
196%) confirmaram a presenca de fosfatase aicalina em estreita -
relacao com a evolugdo do tecido de granulacao.

Estudando o desenvolvimento do tecido de Q?anuTagEo
produzido por implantag¢dao de esponjas de PVC em ratos, VIZIOLI -
et alii (1972) concluiram que a atividade da fosfatase alcalina
é diretamente proporcional ao aumento da fibrogénese, sendo que
ambos 0s processos atingem o maximo de atividade por volta de 15
a 20 dias, o que tambem & verdadeiro para a produgao de mucopo -
lTissacarideos acidos.

A proposito desta Ultima afirmacao, & conveniente -
citar-se que a relagao entre a sintese de mucopolissacarideos a-
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 sugerin
do um papel de algumas fosfatases no processo de reparo, outros
autores (MARCHANT, 1949; ROBERTSON, DUNIHUE & NOVIKOFF, 1950) -
ndo encontraram relagdo alguma entre a fosfatase alcalina e o de
senvolvimento da cura de feridas. WOESSNER & BOUCEK {(1961) che-
garam mesmo a afirmar que as fosfatases acida e alcalina nao tem
nenhuma relagao com o processo de Sintese de colageno.

Nao foram encontradas na literatura quaisquer refe-
rencias a trabalhos realizados em processos de reparo, relacio =
nando este mecanismo bjologico com a atividade das duas fosfomo-

noesterases nac¢ citadas nesta revisao, ou sejam, a 5‘-nuc1eotid3

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

3.1 - SELEGAO 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. 0s ratos foram escolhidos no mo
mento do nascimento, evitando-se aqueles nascidos de primeira -
cria. Apos desmamados, os animais foram alimentados com racdao -
balanceada padrac e agua "ad 1ibitum". Atingida a idade deseja-

da, os ratos foram submetidos aos procedimentos de implantacado.

3.2 - IMPLANTAGAO 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:

Apds anestesia com etil-{1 metil-butil)-barbiturato
sodico (Nembutal, Abbott), depiiou-se a regiao dorsal mediana -
traseira dos animais, e praticou-se uma incisao de aproximadamen
te 1,5cm, paralelamente ao longo eixo da coluna vertebral. Com o
auxilio de uma tesoura de ponta romba, procedeu-se a divulsao do
tecido, para facilitar a introducao da esponja. A esponja foi
introduzida com uma pinga apropriada, tae longe quanto possivel
da incisao, a fim de evitar que o processo de cicatrizagao da in
cisdo atingisse o tecido de granulacao em desenvolvimento. Uma
vez impTantada a esponja, a incisao foi suturada com 2 pontos se

parados. Todos esses procedimentos foram conduzidos sob rigoro-

sas condigoes 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 apos a implantacdo

da esponja, para todos os métodos empregados nesta pesquisa.

3.4 - COLORAGCKO COM HEMATOXILINA-EOSINA

Um Tote de 16 ratos (8 para reserva), sendo 2 para
cada dia de sacrificio forneceram material para os estudos de -
morfologia do tecido de granulagao.

Sacrificados os animais e retirados os tecidos de
granulagao, estes foram rapidamente lavados em solugdo fisiologi
ca e fixados em formol neutro a 10%, durante 24 horas, a tempera
tura ambiente. Ap0s a fixacdo, os tecidos foram 1ncTuidos segun

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

3.5 - TECNICA RADIOAUTOGRAFICA PARA ESTUDOS DA SINTESE DE COLA -
GENO

Do Tote total de 112 ratos, foram sebarados 16 ani-
mais (8 para reserva), sendo 2 para cada dia de sacrificio. 10
minutos antes do sacrificio, os animais foram injetados intrape-
ritonealmente com uma dose de 2,5 uCi de pro]ina—3H { Radiochemi
cal-Amersham/Searle Corporation, U.S.A., atividade especifica i~
gual a 500 mCi/mmol) por kg de peso.

Sacrificado§:os animais, retirou-se o tecido de gra
nulacao do dorso de cada rato, sendo as pecas lavadas rapidamen-
te em solucado fisiologica, depois do que procedeu-se a fixagao -
dos blocos de tecido por meio da solugao de Bouin, durante 24 ho
ras a temperatura ambiente. Em seguida, as pegas 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 entac radicautografadas pela tEcni
ca do "dipping film" (KOPRIWA & LEBLOND, 1962). Asz. exposigao
durante 30 dias, procedeu-se 3 revelacdo e fixagdo.

Empregou-se, para as observagoes microscopicas, 0
fotomicroscopio "ZEISS-POL II", no qual foram també&m obtidas as

fotomicrografias,

3.6 - TECNICA HISTOFOTOMETRICA PARA ESTUDOS DA SINTESE DE MUCCOPO
LISSACARIDEOS ACIDOS

Um lote de 48 ratos foi sacrificado da mesma manei-
ra descrita anteriormente,:nos mesmos dias pos-implantagao, sen-
do 6 animais paré cada dia de sacrificio. O0s tecidos de granula
gao assim obtidos foram lavados rapidamente em solugdao fisiologi
ca e colocados no fixador segundo LILLIE (1954), especifico para
mucopolissacarideos acidos, durante 24 horas, a temperatura ambi
ente. As pec¢as foram a seguir inclTuidas em parafina, segundo a
tecnica de rotina, e cortadas na espessura de 7 micra.

Para a evidenciagao histoquimica dos mucopolissaca-
rideos acidos, foi empregada a técnica metacromatica do azul de
toluidina, pH 4, segundo indicado por LISON (1960).

Uma vez prontas, as laminas foram montadas em meio
sintético_e depois levadas ao histofotometro {MICROSCOPE-PHOTOME
TER ZEISS 01), utilizando-se a objetiva de 40 aumentos e luz mo-
nocromatica 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 Taminas
para cada dia de evolugdao do tecido de granulacdao, cada lamina -

de um animai diferente,
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3.7 - HISTOQUIMICA DAS FOSFOMONOESTERASES

As fosfomonoesterases foram pesquisadas hfstoqui—
micamente em tecidos de granulagao provenientés de um lote de 32
ratos, assim distribuidos: 8 animais forneceram tecido. de granu-
lacaoc para a histoquimica enzimatica; 8 para controle das rea -
coes e 16 para reserva. Os dias de sacri??cﬁo foram os mesmos -
ja relatados anteriormente.

0 material obtido deste lote foi colocado, imedia
tamente apos sua retirada, no criostato ("CRYO0-CUT", AMERICAN OP
TICAL COMPANY), 3 temperatura de -30°C. 0s cortes para as diver
sas teécnicas enzimaticas foram obfidos diretamente das pegas con
‘geladas, na espessura de 10 micra.

Foram pesquisadas as seguintes fosfomonoesterases:

a) Fosfatase alcalina (DANIELLI, 1958).

b} Fosfatase acida (TAKEUCHI & TANOUE, segqundo 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, segun
do PEARSE, 1968).

Todas as reagoes enzimaticas foram levadas a efel
to acompanhadas pelos cortes-testemunha, onde o substrato enzima

tico foi substituido por agua destilada.
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4 - RESULTADOS

4.1 - COLORAGAQ COM HEMATOXILINA-EOQOSINA

A primeira reagaoc provocada pela esponja € uma rea-
gao inflamatoria de corpo estranho, o que provoca a formagiao de
uma capsula fibrosa envolvente, gue circunscreve completamente a
esponja de PVC. E a partir dessa capsula fibrosa que os elemen-
tos celulares migram para o interior da esponja, atraves de seus
poros, e comegam a proliferar. A sequencia da proliferagao do
tecido de granulagao, nos dias de desenvolvimento observados,foi
a seguinte:

5 dias -: da capsula fibrosa envolvente, ja perfei-
tamente delineada, o tecido de grahu]agﬁo ainda incipiente come-
¢ou a proliferar atraves da migraciao de um grande numero de fi -
broblastos, que mostraram grandes nucleos arredondados e cito -
plasma irregular. Foi notada a presencga de grande numero de ce-
lulas mesenquimais dando origem a angioblastos. Capilares neo -

formados foram observados em grande numero, Sem evidencias de -

circutagao sanguinea. Uma vista geral do tecido de granulacgao
de 5 dias pode ser observada na fig. 1.
10 dias -: a proliferacao do tecido atingiu toda a

periferia da capsula fibrosa envolvente, caminhando para o cen -

tro da esponja. A celularidade do tecido mostrou-se bastante
grande, com fibroblastos e angioblastos em franca proliferacao
Muitos capilares neo-formados apresentaram circulacao sanguinea.
Notou-se tambem a formacdo ainda incipiente de feixes de fibras
colagenas. 0 aspecto geral do tecido de 10 dias pode ser visto

na figura 2,

15 dias -: o fibrosamento.do tecido & maior, mas a
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populagao fibrob]ﬁsfica continua grande. 0 tecido de granulagao
ocupou todos os espagos da esponja, que, a esta altura, comegou

a ser comprimida. O0s vasos capilares estdo ji completamente for
mados. Notou-se também grande numero de macrofagos no tecido, -
principalmente na periferia. A evolugdao do tecido de granulacao
de 15 dias pode ser avaliada na fig. 3.

20 dias -: o fibrosamento do tecido continuou aumen-
tando, diminuindo os espagos dos poros da esponja. Vasos mais
calibrosos, em pleno funcionamento,foram evidentes. A celulari-
dade do tecido de granulagao comegou a diminuir muito levemente,
constando principalmente de fibroblastos e macrofagos. Observe-
se estes aspectos na fig. 4.

25 e 30 dias -: o tecido de granuiacao ja completa-
mente formado, comec¢ou a apresentar ¢grandes feixes de fibras co-
lagenas, tomando todos os espagos da esponja. A celularidade di
minuiu bruscamente, sendo que os fibroblastos remanescenfes a-
presentaram-se alongados. A vista geral do tecido nestes esta -
gios de evolugao pode. ser vista nas figs. 5 e 6.

35 e 40 dias -: o tecido de granulagao apresentou -
alto grau de fibrosamento, sendo que o0s espacos deixados pela es
ponja ficaram reduzidos ao minimo. Compactos feixes de colageno

predominaram no interior do tecido, conforme observado atraves -

das figs. 7 e 8.
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4.2 - TECNICA RADIOAUTOGRAFICA PARA ESTUDOS DA SINTESE DE COLA-
GENO

As laminas radiocautografadas mostraram a presenga
do material radioativo precursor nos fibroblastos do tecido de
granulacao em desenvolvimento, de tal maneira que os resulta -
dos nao deixaram duvidas sobre o fato que a prolina marcada foi
incorporada pé]os fibroblastos de acordo com um ritmo crescen -

te, atingindo o maximo e decaindo posteriormente,.

Desde os 5 dias de evolugao, o tecido de granula -
¢ao 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 celulas ativas do
tecido, a atividade de sintese aumentou (fig. 10), atingindo um

maximo entre 15 e 20 dias de evolugao {(figs. 11, 12, 17 e 18).

A partir dos 25 dias, a atividade de sintese dos
fibroblastos décaiu, em conformidade tambem com a queda da popu
lagdo celular do tecido (fig. 13), sendo que essa queda foi pro
gressiva para os demais dias de evolucao estudados, o que pode

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

Para maior exatidao das informagoes, procedeu-se a
contagem dos graos de prata reduzida no interior aos 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 sequir:



TABELA I

Contagem dos graos de prata reduzida/100 um

ferentes dias de evolugao do tecido de granulacgao.

DIAS

10
15
20
25
30
35
40

GRAOS/100 um

6
9
13
13

I+ 1+ i+ [+ 14+ |+ [+

|+

0,88
0,69
0,61
0,45
0,73
0,44
0,82
0,66

2

2
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s hos di

Do exame dos resultados constantes na tabela I, foi

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

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

¢ao do tecido de granulagido, e que nos intervalos de tempo poste

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

inferiores aos primeiros 20 dias de desenvoivimento do tecido.



graos/100 um

14

13

12

11

10

2

dias

GRAFICO I -.Curva obtida através das contagens de

2 no tecido de

graos de prata /100 um
granulacio dos diferentes dias, radio-

autografados pela prolina - 3H.
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4,3 - TECNICA HISTOFOTOMETRICA PARA ESTUDOS DA STNTESE DE MUCO -
POLISSACARIDEOS ACIDOS

Tratamento estatistico dos dados:

As medidas obtidas por meio das observagoes histofo-
tometricas das Taminas de tecido de granulagio nos diferentes di
as de evolugao estudados podem ser encontrados no ap@ndice deste
trabalho,

Tomando-se por base os dados obtidos atraveés da his-
tofotometria, foram entio calculados as médias, as variancias e
0os coeficientes de variagao. Esses valores podem ser observados

pelo exame da tabela 1] exposta a seguir:

TABELA I1: Madias (X), varidncias (s?) e coeficientes de varia -
¢ao (CV) relativos a 20 medidas histofotométricas obtidas para -

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

cao.
Liminas Repetigoes
1 2 3
Dias X s cv X s v X s v
5 81,6 31,68 6,80 81,0 31,41 6,91 81,3 32,82 7,03

10 74,0 10,27 4,32 73,8 9,40 4,14 73,8 8,83 4,02
15 66,9 22,11 7,02 65,8 13,04 5,48 66,2 7,46 4,172
20 57,4 6,97 4,59 56,5i 5,06 3,96 56,5 4,59 3,78
25 70,9 5,50 3,30 70,9 1,62 1,79 70,9 1,89 1,93
30 75,1 8,85 3,95 75,2 7,67 3,67 74,3 6,37 3,39
35 75,1 10,23 4,24 75,3 9,78 4,14 75,3 8,05 3,75

40 75,1 11,26 4,46 75,0 8,98 3,98 76,2 11,43 4,43
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Conforme pode ser obseryado pelo exame da tabela I, as
varidncias sdo semelhantes, com excegao daquelas obtidas para o
tecido de granulacgao de 5 dias de evolucdo.

A sequir, procedeu-se 3 analise de varidncia, com um
critério de classificacio (dias), usando-se como unidades experi
mentais as medias relativas as 20 medidas histofotométricas de -
cada 1dmina, nos diferentes dias de observac¢ao da evolugao do te
cido. Através dessa analise, 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, aoc nivel -
de 1% de probabilidade, a ffm de se comparar as médias que cons-
tam na tabela IIl,cujo valor para o estudo em questao foi de -

6,08.

TABELA III: Medias relativas as medidas histofotometricas obti

das em 3 diferentes 13aminas, em diferentes dias de observagao.

DIAS MEDIAS DIAS MEDIAS
5 81,3 25 70,9
10 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 histofotometricas obtidas do tecido de granula -
¢ao de 5 dias sao significantemente maiores que as medidas obti-
das em todos os demais dias de evolugao observados.

Foi observado tambem, que a média relativa as medidas -
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histofotometricas obtidas do tecide de granulagao de 20 dias &
significantemente menor que as medias relativas aos tecidos de
25, 30, 35 e 40 dias.

0 teste t de .Tukey tambem mostrou que, em media, os
valores obtidos para os 10 dias sao significantemente maiores -
que 0s valores obtidos para os tecidos de 15 e 20 dias.

Verificou-se ainda que a media relativa ao tecido de
15 dias, significantemente maior que a média obtida aos 20 dias,

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

de 30, 35 e 40 dias de evolugao.
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10 15 20 25 30 35 40

dias

GRAFICO II- Curva obtida atrayés das medidas histofo-

tometricas (% de transmissao de luz) no
tecido de granulacdo dos diferentes dias,
corado pelo azul de toluidina.
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4.4 - HISTOQUIMICA DAS FOSFOMONOESTERASES

4.4.1 - Fosfatase alcalina:

Pela técnica de DANIELLI, a atividade da fosfatase
alcalina & demonstrada por meio de um precipitado negro nos si-
tios de atividade.

5 dias -: o aspecto geral do tecido de granulagao
(fig. 19) mostrou forte atividade enzimatica nos fibroblastos da
capsula fibrosa, bem como nas células inflamatdrias e na rede de
fibrina existentes no interior da esponja. Nao houve sinal al-
gum de atividade da fosfatase alcalina no tecido proliferado, a-
inda bastante incipiente.

10 dias -: com o aparecimento das fibras de colage-
no, notou-se grande atividade do enzima nas fibras em prolifera-
gao (fig. 20). Os fibroblastos em franca atividade exibiram rea
¢do 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 colagenas do tecido em evolugao, o
que pode ser observado através da fig. 21. Essa atividade pode
ser melhor avaliada pelo exame da fig. 29, onde se nota tambem a
presenca de fibroblastos e c&lulas angioblasticas exibindo forte
reacao.

20 dias -: a atividade enzimatica atingiu o seu pon
to maximo nas fibras colagenas, conforme demonstrado na fig. 22.
A fosfatase alcalina esteve ativamente presente em todas as fi-
bras do tecido em evolugdo. 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 macrdofagos do teci
do.

30 dias -: quase nenhuma atividade enzimatica foi
observada nas fibras do tecido ja completamente formado (fig.24).
Apenas os macrofagos continuaram a exibir positividade a reacao.

35 e 40 dias -: a reagao a fosfatase alcalina desa-
pareceu completamente do tecido {figs. 25 e 26), sendo que as fi
bras colagenas mostraram-se totalmente negativas 3 reagdo enzima
tica (fig. 30). A atividade da fosfatase alcalina foi detectada

somente nos macrofagos.

4,4.2 - Fosfatase acida:

A atividade da fosfatase acida & também evidencia-
da pela formagao de um precipitado negro nos locais de reagao. A
técnica para evidenciacao da atividade deste enzima mostrou, em
todos os dias de evolugao do tecido, uma total ausencia de rea -
cao nas fibras colagenas, paredes de vasos, celulas inflamato -
rias e fibroblastos, conforme observado na serie de figuras de
31 a 38.

A Gnica reagdo positiva a fosfatase acida foi nota
da nos macrofagos do tecido, a partir dos 15 dias, permanecendo
invariavel ate os 40 dias. 0s macrofagcs exibindo forte reagdo

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

4.4,3 - Adenosin-trifosfatase (ATPase):
A atividade da ATPase € tambem detectada por meio
de um precipitado negro-pardacento nos locais de reagao. Obteve

se os seguintes resultados nos diferentes dias de evolugao do te
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cido de granulagao:

5 dias -: reagao absolutamente negativa em todos os
locais do tecido (fig. 43).

10 dias -: intensa reacao positiva a ATPase, em todo
o tecido proliferado. A reagao positiva localizou-se principal-
mente na periferia do tecide, junto a capsula fibrosa, sendo no-
tada nas paredes dos capilares neo-formados de forma bastante in
tensa (fig. 44). (Essa reagdo positiva a ATPase nas paredes dos
capilares mostrou uma verdadeira rede capilar no tecido (fig.51).
Um exame microscopico em maior aumento revelou que as celulas in

flamatorias e os fibroblastos do tecido também apresentaram rea-
ciao positiva a ATPase (fig. 52).

15 dias -: 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 reacao
positiva das paredes capilares, embora os elementos celulares -
continuassem exibindo reacao positiva. Ao mesmo tempo, o0s Toca-
is de reacao ja apontados comegaram a apresentar perda de deta -
lhes, com uma aparente difusao da reacao aos espacos interstici-
ais (fig. 46).

25 dias -: a intensidade da reacao positiva a ATPase
continuou decrescendo nas paredes capilares (fig. 53) e tambem -
no aspecto geral do tecido (fig. 47).

30, 35 e 40 dias -: nestes tempos, o tecido apresen-
tou pequena reagac 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 57— nucleotidase produz um precipita
do negro-pardacento nos sitios de atividade enzimatica.

5 dias ~: a atividade da 5'- nucleotidase foi obser
vada desde o inicio da proliferagao tecidual, principalmente nas
paredes capilares. O tecido ao redor dos capilares apresentou -
difusao do enzima.. As células leucocitarias do infiltrado infla
matorio mostram atividade nuclear intensa, principalmente os neu
trofilos. Uma vista geral do tecido aos 5 dias de evolucido pode
ser apreciada na fig. 55,

10 dias -: grande atividade enzimatica nas paredes -
dos capilares neo-formados, nucleos de fibroblastos e células me
senquimais (fig. 56). Isso provocou a evidenciagao de uma rede
capilar, que pode ser vista em maior aumento na fig. 63.

15 dias -: a maxima intensidade da atividade da 5' -
nucleotidase foi atingida nesta fase, nos mesmos locais ja apon-
tados (fig. 57). Um aspecto mais detalhado dos vasos e dos ele-
mentos celulares pode ser visto respectivamente nas figuras 64 e

65.

20 dias -: a este tempo, o tecido de granulacao apre
sentou os mesmos aspectos de 15 dias, acusando apenas um ligeiro
decréscimo na intensidade da reagdo (fig. 58).

| 25 dias -: a intensidade da reacao positiva a 5'-nu-
cleotidase continuou decrescendo (fig. 59). Nas paredes capila-
res essa queda da reacao pode ser bem observada (fig. 66).

30 dias -: queda drastica da atividade da 5'- 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).



_-32_
4.4.5 - Glucose-6-fosfatase:

0s resultados obtidos por meio desta técnica mostra

ram total ausencia de atividade enzimatica tanto nas paredes ca-
pilares quanto nas fibras colagenas e celulas fibroblasticas e -
inflamatorias leucocitarias (figs. de 67 a 74). Conforme ja re-
ferido anteriormente nos resultados obtidos para as fosfatases a
cida e alcalina, a partir de 15 dias houve reacdo positiva a ati
vidade da glucose-6-fosfatase nos macrofagos do tecido, o que po

de ser apreciado nas figuras 75, 76, 77 e 78.
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5 - DISCUSSAQ
5.1 - COLORAGAQ COM HEMATOXILINA-EOSINA

A formagao do tecido de granu]agéo intra-esponja ini-
cia-se entre o 39 e o 40 dia pdos-implantac3do, atraves da migra -
¢cao de celulas fibrogenéticas e totipotentes originarias da cap-
sula fibrosa reacional, com sﬁbseqqente proliferacao desses ele-
mentos celulares até por volta de 15 a 20 dias, quando entao a
| fase proliferativa propriamente dita termina e estabelece-se a
organizagao e maturacao do tecido (GRINDLEY & WAUGH,1951; DUNPHY
& UDUPA, 1955; CHVAPIL, 1967; HICKS, 1969; FEHER et alii, 1971;
VIZIOLI, 1971, 1973; FUKUHARA, 1972; PEDERSEN & VIIDIK, 1972).

E oportuno salientar que o tecido de granulagao somen
te invade completamente todos os espagos da eSponjalpor volta de
15 dias de evolugao; a partir dos 25 dias, pode-se considerar o
tecido organizado, muito embora, conforme ja salientado, algumas
caracteristicas fisicas do colageno so sejam atingidas apds 2 ou
3 meses (SANDBERG, 1963; DOUGLAS et alii, 1969).

Ainda por volta dos 25 dias, ou mais'ekatamente, apos
3 semanas de evolugao, a populacao celular sofre uma queda apre-
ciavel, principalmente no que concerne aos fibroblastos (CHVAPIL,
19673 Mc MINN, 1969; VIZIOLI, 1971, 1973), o que foi plenamente
comprovado nesta pesquisa.

- A partir de 25 dias, o tecido de granulagao comeca a
contrair-se devido ao inicio da fase denominada por RGSTOCK
(1950) e CAMPANI, ZONTA & UGAZIO (1959) de fase "regenerativa' e

por KULONEN ({1965) de fase de "invelugao" , caracterizada por um
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aumento da fibroplasia, 0 que Teva E_cicatrizagﬁo final. Ressal
te-se, para reforgo dessa afirmativa, que NOVELLI & ZINNARI(1968)
comprovaram que o peso em gramas de um granuloma experimental -
passou de 2,012g aos 21 dias para 1,6169 aos 28 dias de desenvol
vimento. O0s resultados morfologicos desta pesquisa sugerem for-
temente a fibroplasia aumentada apds 20 dias.

Baseando~-se nessas investigacgoes e nos resultados con
'seguidos atraves dos estudos morfologicos realizados, pode-se a-
firmar que a fase mais ativa da proliferacao do tecido de granu-
lagao persiste ate por volta de 20 dias de evolugao, particular-
mente no periddo compreendido entre 10 e 20 dias, quando os va -
s0s neo-formados iniciam a sua funcao de nutrigcao completamente,

conforme demonstrado pela observacao de hemacias no seu interior.

5.2 - TECNICA RADIQAUTOGRAFICA PARA ESTUDOS DA SINTESE DE COLA-
GENO.

0s estudos radioautogréficos demonstraram que a sTntE
se de colageno no tecido de granulagao e bastante ativa desde os
primeiros dias, atingindo o pico maximo entre 15 - 20 dias, con-
forme comprovado pela contagem de graos de prata reduzida no in-
terior dos fibroblastos.

A incorporacgao da pro]ina-3H pelos fibroblastos foi -
observada ja a partir dos 5 dias de evolugao do tecido, resultia-
do esse que & concorde com os achados de ROSS (1965), que detec-
tou ativa incorporacgao de 3,4-3H—L-pro1ina nos fibroblastos pre-
sentes no processo de reparo de feridas de 7 dias no rato.

A quantidade de graos de prata reduzida no interior -
dos fibroblastos cresce em uma progressao aritmética até atin -

gir o maximo entre 15 - 20 dias, evidentemente através do pro -
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gressivo aumento do numero de cé&lulas do tecido, comprovando por
tanto que a sintese de colageno € maior durante esse periodo. Is

to esta plenamente de acordo com o0s achados de KULONEN (1965),

]40 em tecido de granulagao provo

que, trabalhando com prolina -
cado por implantacao de esponja, mostrou que, entre 15 e 20 dias
a capacidade do tecido em incorporar ¢ isotopo & 3 vezes major -
que nos periodos 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-
ves da radioautografia com os resultados morfologicos, encontra-
se total concordancia no que concerne ao periodo ativo de sinte-

se de colageno, demonstrado pela incorporacao do isotopo e os as

pectos gerais do tecido, eyidenciados pela hematexilina-eosina.

5.3 - TECNICA HISTOFOTOMETRIC# PARA ESTUDOS DA SINTESE DE MUCOPQ
LISSACARIDEOS ACIDOS

A andlise estatistica realizada permite afirmar-se -
com seguranga que, aos 5 dias, a quantidade de muc0po1issacaerg
os acidos & significantemente menor que a quantidade dessas subs
tancias nos demais dias estudados. Tal resultado pode ser expli
cado, obviamente, pelo fato que a esse tempo, o tecido incipien-
te nao sintetizou a quantidade de mucopo]jssacaereos acidos que
atinge nos dias subsequentes, com o auménto do numero de fibro -
b]éstos no tecido, o que provoca um aumento no conteldo de muco-
polissacarideos acidos e glicoproteinas no tecido (FEHER & JAKAB,
1972). Segundo JACKSON et alii (1960), uma grande quantidade de
mucopolissacarideos acidos naoc & tao essencial a agregagao de co
lageno durante a cura. KODICEK & LOEWI (1955), SLACK (1957) e

BENTLEY (1967) mostraram que o conteldo de MPA cresce progressi



.

-36-

vamente a partir do 59 dia de reparagao, o que esta de acordo -
com os resultados obtidos na presente pesquisa. No entanto, GOL
DIN & JOSEPH (1968) afirmaram que dentro de 4 dias, no processo
inflamatorio, a reagregacao da substancia fundamental que foi de
sagregada pela agressao atinge ate 90% do seu valor inicial, sen
do que os restantes 10% se reagregam dentro de 21 dias. Esta opi
nido nio estd absolutamente de acordo com os resultados aqui ex-
pressados.

‘ FE fato conhecido que a reagregacao da substancia fun-
damental‘e sua consequente ligagao quimica com as macrompléculas
de colageno diminui a capacidade reativa do tecido a coloragao -
metacromdtica, pois os radicais livres em condi¢bes de reagir e
se 1i§ér as moléculas de corante diminuem (VIDAL,‘196¢, 19665 VI
‘ZIOLE, 1968; VALDRIGHI, 1968, 1972)}. Desse modo,.depois de 4 di
as, 0S mucopa1issacar?deos acidos ja reagregados em sua quase to
ta]idgde nao permitiriam que houvesse um aumento da intensidade
da reagdo metacromitica detectada através de um método sensivel

como a histofotometria.

E estatisticamente significante o resultado encontra-
dd para o tecido de granulacdo de 15 e 20 dias, cujas medias his
tofotometricas de transmissao de luz sao menores que agquelas en-

“contradas para os dias de evolugao anteriores e posteriores. Is-

s0 significa que a quantidade de mucopolissacarideos acidos do -

tecido nesses dias de evolugdo & maior que a quantidade dessas -
Substancias nos tecidos dos demais dias. Alias, e fato concor-
de entre a maioria dos autores que pesquisaram o assunto_que a
sTntése de mucopolissacarideos acidos nos tecidos de granulagao
atinge seu maximo entre os 15 e 20 dias de desenvolvimento (HU -

DACK, 1949; KODICEK & LOEWI, T1955; SLACK, 1957; BENTLEY, 1967
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VIZIOLI, 1971).

E evidente que algumas afirmagdes referentes a pesqui
sa dos mucopolissacarideos Ecidos no tecido de granulagao estao
sujeitas‘a criticas. JACKSON & BENTLEY (1960) afirmaram que uma
parte da hesoxamina contida no processo e originaria de mucopro-
teinas sericas, duvidando mesmo gue exista uma verdadeira sinte-
se dessas substancias no tecido de granulagao.

No entanto, as opinioes 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 acidos sulfatados, atraves de experiencias -
com 3%S, e também por BARTLEY, BIRT & BANKS (1971) que, comentan
do a biosintese dos mucopolissacarideos, afirmaram que a implan-
tacao de corpos estranhos, como cilindros de ago reticu1dres,sug
cutaneamente, & um dos caminhos para a inducdo dessa biosintese,
onde a glucosamina - T4e & incorporada ao material neo-sintetiza
do.

Portanto, baseando-se nos resultados da presente pes-
quisa, confirmados pela maioria dos autores, pode-se afirmar que
nos processos de granulagao provocados por 1mp1anta§§o de espon-
ja, a quantidade de mucopolissacarideos acidos existentes aumen-
ta progressivamente durante a evolucgao do tecido, ate atingir um
maximo no espago compreehdido entre 15 e 20 dias, decaindo poste
riormente e mantendo-se entado dentro de um nivel relativamente u

niforme a partir de 25 dias de evolugao.
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5.4 - HISTOQUIMICA DAS FOSFOMONOESTERASES

5.4.1 = FOSFATASE ALCALINA

As fosfatases sao enzimas responsaveis pela hidrdlise
dos ésteres fosfOricos. ﬁlas sao divididas de acordo com o seu
pH otimo "in vitro". As fosfatases que agem no lado alcalino da
neutralidade, principalmente a niveis de pH 9 e acima, s3aoc conhe
cidas como fosfatases alcalinas.

| E provavel que a atividade "in vivo" mais importante
.das_fosfatases esteja relacionada com a transferencia de fosfato
de um 31cool a outro. |

Dos resultados obtidos pela presente pesquisa, ficou
claro que a atividade da fosfatase alcalina esteve presente no
tecido de granulacgao desde os 5 dias, muito embora aos 3 dias e-
la ja se manifeste nas células inflamatorias qué migram da cépsg
la fibrosa para o interior da esponja (VIZIOLI et alii, 1972;VAN
DER PLOEG, 1972). Essa atividade da fosfatase alcalina nas celu
las inflamatdrias em estagios iniciais de processos de reparo -
foi tambem detectada por TODO (1968) em alveolos dentarios pos -
extragao.

O0s estudos enzimaticos realizados em fases ainda mais
precoces da cura de feridas por RAEKALLIO (1960) mostraram ativi
dade da fosfatase alcalina ap6§ 8 horas da producao da ferida, e
xatamente nos polimorfonucleares migrantes para a zona alterada.
Segundo este autor, a fosfatase alcalina estaria, nestes estagi-
0s precoces, funcionando como uma "barreira defensiva"., De qual
quer maneira, a fosfatase alcalina comprovadamente esta presente

nas celulas inflamatorias, desde muito cedo.

A presenca de atividade enzimatica na rede de fibrina
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que faz parte do exsudato inflamatorio inicial pode ser explica-
da atrafés da adsorgao do enzima existente nos fluidos locais |,
conforme proposto por GOLD & GOULD (19571).

Aos 10 dias de evolugao, no entanto, as fibras coldge
nas e os fibroblastos apresentaram sinais de grande atividade en
zimdtica. E fato conhecido que a fosfatase alcalina est3 intima
mente relacionada com celulas que realizam sintese de proteinas
(DEMPSEY & WISLOCKI, 1946; M0OOG, 1946; SAKAMOTO, 1959; CABRINI .-
& CARRANZA,1963; GIBSON & FULLMER, 1967; LEONARD & PROVENZA,1970)
0 que explica a sua presenga nos fibroblastos.

A atividade da fosfatase alcalina crescente nas fi -
bras colagenas foi descrita por muitos.autores que pesquisaram o
assunto (FELL & DANIELLI, 1943; GOLD & GOULD, 1951; JOHNSON & Mc
MINN, 1958; GOULD, 1960; TODO, 1968; VIZIOLI et alii, 1972), que
sugeriram que haveria uma Tntima reiacao entre a neo-formacac de
fibras colagenas e a atividade detectada do enzima.

MARCHANT (1949) constatou a presenga da fosfatase al-
calina durante a fibrogenese, mas ndo relacionou essa presenga -
com a formagaoc de coTEgeho, enquanto ROBERTSON et alii (1950),em
bora confirmando a presencga do gnzima nos fibroblastos em sinte-
se de colageno, sugeriram ; "isso poderia muito bem ser um arti-
ficio de tecnica", mas nao explicam como ném porque. Baseando -
se nos trabé]hos constantes da literatura e nos resultados desta
pesquisa, as opinioes de MARCHAﬂT e ROBERTSON et alii nao pare -

cem resistir a uma analise mais profunda,

Por outro lado, WOESSNER & BOUCEK {1961), por meic de
estudos bioquimicos, demonstraram que, em tecido de granulagao -
provocado por implantagac de esponja, a atividade da fosfatase -

alcalina aumenta rapidamente a parfir de 8 dias de desenvolvimen
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to, atingindo o maximo por yolta dos 15 a 20 dias, e decaindo em
seguida. Argumentam em sequencia que a fosfatase alcalina nao
esta relacionada com a sintese de colageno por que esta continua
se desenvo]ﬁendo muito depois dos 20 dias, quando o nivel de fos
fatase alcalina vai declinando. De acordo com os resultados des
ta pesquisa, demonstrados tanto morfologicihente quanto por meio
da radioautografia, a sintese de colageno também sofre queda a-
centuada apos os 20 dias. Assim, nao se pode concordar com WOES
SNER & BOUCEK quanto a sua interpretacac da questao, embora seja
bastante significativa a presenga da fosfatase alcalina por eles
detectada no tecido de granulagao, exatamente coincidente com o
periodo de atividade encontrado nos resultados deste trabatho.
Um fato que deve ser bem analisado, tornado bastante
evidente pelos resultados desta pesquisa, € a ;eTagﬁo clara e su
gestiva que existe entre o pico maximo da atividade de sintese -
de colageno e de mucopolissacarideos acidos, com a maxima ativi-
dade da fosfatase alcalina na‘formagﬁo do tecido de:granu1ag50
Tais pontos de referencia coincidem no périodo compreendido en-
tre 15 e 20 dias, mostrando perfeitamente que nao se trata de me
ra coincidencia ou artificios.de tecnica. Levando-se em conta -
que a agregacao do colageno sob a forma de feixes nao pode pres-
cindir da presenca de mucopolissacarideos acidos, necessarios a
essa agregacac, € altamente provavel que a atividade da fosfata-
se alcalina seja indispensavel a esse processo de agregagao, a-
gindo em algum ponto da formagao das cadeias de carboi&ratos e,
consequentemente, da formagao dos mucopolissacarideos acidos.
Dessa maneira, a fosfatase alcalina estara relaciona-
da n3o com a sintese ou a polimerizacdo das fibras de colageno,
mas com o processo de agregacao das fibras em forma de feixes,ﬁg

alizada por meio dos mucopolissacarideas acidos. Isso explica -

b At et A L A M )

[ I I
ML IOTECH CENIMAL Il



-41-

inclusive por que, aos 5 dias, embora haja no tecido um ativo -
processo de sintese de proteinas e carboidratos, n3o ha ativida-
de da fosfatase alcalina, pois o tecido neo-sintetizado ainda -
nao iniciou o processo de agregagao. Do mesmo modo, apos os 20
dias, com a organizacao macromolecular ja estabelecida (VIZIOLI,
1971}, a atividade da fosfatase alcalina sofre queda abrupta, -
pois ja nao & tao necessaria.

Quanto a presenca da atividade enzimatica detectada -
nas paredes dos capilares em neo-formagao, GOMORI (19%41) ja se
referia as paredes dos vasos como sendo o Sitio mais comum de a-
tividade do enzima, que, alem disso, esta relacionada com a pro-

1iferag§o dos angioblastos, conforme ja discutido anteriormente.

5.4.2 - FOSFATASE ACIDA

A atividéde da fosfatase acida na genese e evolucdo -
do tecide de granulagao foi totalmente ausente, nao sendo detec-
tada durante o processo de neo-formacao de proteinas colagenosas,
nem durante a agregagao e orientagao macromolecular final do com
plexo colageno-mucopolissacarideos acidos.

GOMORI (1941) relatou que a atividade da fosfatase a-
cida foi detectada nos macrofagos do tecido de granulagao, o que
esta de acordo com os resultados do presente trabalho. RAEKALLIO
(1960) detectou, nas fases precbces da cura de feridas, ativida-
de do enzima no epitélio da zona injuriada 4 horas ap0s a agres-
sao, aumentando ate 16 horas depois, quando decaiu. A proposi -
to, um estudo feito por CABRINI &_EARRANZA {1958) em gengivas -
normais e cronicamente infiamadas‘mﬁstraram atividade da fosfata
se dcida unicamente no epitélio, ndo havendo atividade enzimati-

ca no conjuntivo. Tal relacdo entre & fosfatase acida e tecido
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epitelial foi tambem comunicada por SILVERMAN & KEARNS (1970).

Tambem IM, HOOPES & SOHN (1972), investigando a fosfa
tase acida em cura de feridas de pele, mostraram que a atividade
desse enzima estava relacionada unicamente com o epitelio, sem
nenhum sinal de reagao positiva no tecido conjuntivo. Esse fato
foi tambem sugerido por LISANTI (1960).

Torna-se pois bastante claro que a fosfatase acida -
nao e absolutamente um enzima ativo durante os processos de sin-
tese de colageno e de mucopolissacarideos acidos no tecido de -
granulag¢aoc, nem participa da organizacao estrutural final do te-
cido.

A partir dos 15 dias.de evolugao-do granuloma, a ati-
vidade da fosfatase acida foi detectada no interior dos macrofa-
gos recem surgidos. Isso confirma as evidencias de que 0 enzima
estd contido nos lisossomas dessas celulas.

Estas afirmagoes encontram suporte em muitos achados
concernentes as investigacoes sobre a fosfatase acida contida em
lisossomas de células inflamatorias e células de rim, bago, figa
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 reacao positiva a fosfatase acida foi detecta-
da unicamente nos macrofagos, Que surgiram somente aos 15 di-
as, recorde-se'qUe esse e exatamente o periodo de tempo no qual
foi detectada a atividade maxima da sintese dos mucopolissacari-
deos. acidos. Essa observagdo, aliada-aos dados constantes na 11

teratura, . sequndo oS guais o0s mucopolissacaridecs &cidos fazem -
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parte da'membrana dos lisossomas, e sabendo-se que 0 primeiro -

passo da hidrolise dos mucopolissacarideos dcidos ocorre nessas-

organelas, a teoria mais plausivel & que a deteggao da atividade
: [

da fosfatase acida esta ligada a formagao de l1isossomas nos ma -

crofagos observados.

5.4.3 ~ ADENOSIN-TRIFOSFATASE (ATPase)
As ATPases (sao diversas) catalisam a hidrolise do
ATP em adenosin-difosfato (ADP) e ortofosfato.

ATP == ADP + H,P0,

Segundo LISON (1960), a tecnica de Wachstein & Meisel
e a due fornece melhores resultados para a pesquisa deste enzima
embora forneca apenas 15% do valor total da atividade enzimatica.

0s dados obtidos na determinagao da atividade do enzi
ma apresentaram coeréncia com o desenvolvimento da sTntese de co
lageno e de mucopolissacarideos acidos no tecido de granulagao.

Conforme se observou atraves dos resultados, a ativi-
dade enzimatica ndo foi detectada aos 5 dias, somente aparecendo
com relativa intensidade aos 10 dias e atingindo o maximo aos 15
diag, mantendo-se em nivel mais ou menos uniforme atée 20 dias,
embora decrescendo um pouco_has 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 meémo em fases precoces (de-
tectada apds 60 minutos da injuria), séndo que estes autores tam
bem sugeriram que o aumento da atividade geral dos enzimas fun -
cionaria como um mecanismo de defesa pelas celulas do tecido con

juntivo local.

Nao se conseguiu, na literatura corrente, nenhuma re-
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ferencia 3 atividade da ATPase em tecidos de granulagio provoca-
dos por corpos estranhos.

Mesmo assim, em ligamento periodontal, onde a ativida
de metabolica & grande, GIBSON & FULLMER (1967) e GIBSON (1970}
assinalaram forte atividade da ATPase em células fibrogeneticas
e nas paredes dos vasos, 0 que esta de acordo com os resultados
deste trabalho. A atividade da ATPase nas paredes celulares foi
também apontada por KOENIG & VIAL (1970) e BERG, LYON & CAMPBELL
{(1972), enquanto a atividade nos macrofagos e células inflamato-
rias foi detectada por POELMANN & DAEMS (1973).

De uma maneira geral, todos os trabalhos acima cita -
dos sao ou simples constatagao da presenca do enzima, ou traba -
lhos pertinentes a tecnicas de demonstragao do enzima e proble -
mas correlatos.

Entretanto, os resultados alcangados nesta pesquisa -
permitem afirmar-se que o aumento progressivo da atividade da -
ATPase em ritmo uniforme com a sintese de colageno e mucopolissa
carideos acidos no tecido de granulagao esta relacionado com o
papel do ATP como fonte de enzrgia para os processos de sintese
do tecido em desenvolvimento.

A atividade da ATPase diretamente ligada as paredes -
dos vasos neo-formados e celulas fibrogeneticas, observada nos -
cortes histoldogicos estudados pode ser explicada em vista da ati
vidade metab0lica acelerada desenvolvida pelo tecido, e paralela
mente, pela ativacao dos mecanismos de transporte.

A energia necessaria para qQ desencadeamento de tais -
mecanismos de transporte ativo & fornecida pelas celulas atraves
do ATP. Esse nuc1edtTde0, portanto, esta aumentado quando o pro
cesso de transporte esta acelerado, e, consequentemente, a ativi

dade da ATPase tambem aumenta.
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A medida que o metabolismo tecidual diminui de inten-
sidade, com a diminui¢do dos processos de sThtese e transporte ,
diminui tambem a atividade da ATPase que passa, a partir de 3 se
manas de evolugao do tecido, a manter atividade aparepteﬁente -

normal do tecido ja organizado.
e
5.4.4 - 5'- NUCLEOTIDASE

Este enzima, que age especificamente sobre a ligagao
glucidio-fosfato em posigao 5 & a melhor caracterizada das fosfa
tases especificas e aquela onde a especificidade histoquimica e
melhor estabelecida, utilizando-se como substrato o adenosin -5-
fosfato (3acido adenilico do misculo) (LISON, 1960).

0s testes histoquimicos realizados com a finalidade -
de se detectar a atividade da 5'-nucleotidase no tecido de granu
lacao em desenvolvimento apresentou uma curva de atividade coe -
rente com o impulso metabolico observado.

Em outras palavras, a 5'-nucleotidase mostrou ativida
de logo nas primeiras observagoes aos 5 dias, atingindo o maximo
aos 15 dias, decaindo posteriormente em ritmo mais lento que a-
quele observado para as demais fosfomonoesterases, desaparecendo
entre 35 e 40 dias.

0s resultados obtidcs vem ao encontro do que seria de
se esperar, em vista da intensa atividéde metabolica observada -
nos tecidos em sintese, a qual e obviamente acompanhada pela ace
Teragao da sintese dos acidos nucleicos, e consequente aumento -
do giro dos nucleotideos. Dessa maneira, a at{vidade observada
nos fibroblastos e demais células em sintese no tecido de granu-

lacao demonstra claramente o ritmo metabdlico intenso desde 0s

primeiros dias de evolugao.
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GIBSON (1970}, estudando as atividades enzimaticas do
periodonto normal, encontrou reagao positiva a 5'-nucleotidase -
em osteocitos, cementocitos e restos epite1iais de Malassez. Em
um estudo.previo, GIBSON & FULLMER (1967) haviam detectado, em -
oséos € dentes, a atividade da 5'~nucleotidase tambem intracelu-
larmente, em odontoblastos e condrocitos da cartilagem articular.
Segundo esses autores, muitas dessas celulas, bem como, por exem
plo, os restos epiteliais de Malassez, podem ser considerados co
mo em estado de laténcia, 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 sintese do ATP.

No entanto, parece nao haver duvidas sobre o papel da
5'-nuc1eo£idase nos tecidos em desenvolvimento. A atividade do

“enzima nas paredes dos vasos em neo-formagcao pode ser cansidera-
da como resultado da proliferacao intensa das celulas angioblas-
ticas, 0 que & comprovado pela queda da intensidade da reagcaoc -

quando os vasos, paulatinamente, atingem o estado funcional.

5.4.5 - GLUCOSE-6-FOSFATASE

Conforme se pode analisar pelos resultados obtidos pa
ra esta fosfomonoesterase, ela nao foi detectada nos elementos -
em proliferagao durante a evolugao do tecido de granulagao.

Visto que o tecido em questao nado e caracterizado pe-
1o acumulo de glicogenio, essa ausencia da atividade do enzima -
pode ser compreendida; pois a glucose-6-fosfato & a responsavel
pela liberagao de fosfato organico, conforme pode ser observado

atraves do esquema seguinte:
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GLICOGENID
l sistema fosforilase
GLICOSE-T1-FOSFATO

fosfoglicomutase
glicoquinase
hexoguinase
GLICOSE —— GLICOSE-6~FOSFATO . GLICOLISE
ATP—— ADP

1 1 -glucose-6-fosfatase

CIRCULACAO -~ GLICOSE + FOSFATO

Portanto,a atividade desse enzima concentra-se nos -
tecidos responsaveis pelo armazenamento do glicogénio. Cite- se
s 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 proliferacdao. Sendo o figado o principal depdsito de gli-
cogenio do organismo, esses resultados sdao compreensiveis.

A partir de 15 dias de evolugdo, o tecido de granula
gao mostrou grupos de macrofagos apresentando atividade de gluco
se-6-fosfatase. Isso pode ser explicado raciocinando-se que uma
atividade relativamente ligeira da glucose-6-fosfatase pode acom
panhar a glicolise, a fim.de a11§iar o acumulo de glucose-6-fos-
fato, liberando glicose para a circulagac, o que poderia justifi

car a atividade observada nos macrofagos.
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6 - CONCLUSDES

6.1 - A sintese de colageno no tecido de granulacdo in
duzido pela implantagao de esponja de PVYC tem inicio dentro dos
primeiros 5 dias de evolugao, aumentando progressivamente até a-

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

6.2 - A sintese de mucopolissacarideos acidos segue 0s
mesmos padroes da sintese de colageno, relativamente ao tempo de
evolugao requerido, atingindo o maximo por volta de 15 a 20 di -
as, decaindo em seguida, com a organizacao macromolecular do te-

cido.

6.3 - Existe grande atividade da fosfatase alcalina no
tecido dg*granulagéo. Essa atividade, ao que tudo indica, esta
condicionada ao desenvelvimento da sintese de colageno e mucopo-
lissacarideos acidos, atingindo o maximo entre 15 e 20 dias, com

queda brusca apds esse tempo.

6.4 - A atividade da fosfatase alcalina & intimamente
relacionada ao processo de agregacac do colageno sob a forma de
feixes, realizado por meio dos mucopolissacarideos acidos, agin-
do na formacao das cadeias de carboidratos necessdrias ao proces

50.

6.5 - A fosfatase acida nao participa dos processos de
sintese e desenvolvimento do tecido de granulagao. Sua presenga
em tal tecido parece estar limitada & atividade nos ltisossomas -

celulares, em especial nos macrofagos.
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6.6 - A adenosin-trifosfatase (ATPase) e essencial aos

processos de sintese de colageno e mucopolissacarideos acidos no
tecido de granuTaéEo. A sua atividade intracelular e nas pare -
des vascuTares aumenta em concordincia com as necessidades ener-
geticas do tecido, atingindo o maximo aos 15 dias de desenvolvi-
mento, caindo apds 20 dias, seguindb o ritmo da sintese proteica

e de carboidratos do tecido.

6.7 - A 5'—nuc190t%dase tem maxima importancia na evo-
lucao do tecido de granulacio, tendo a sua atividade uma sequén-
¢cia logica com a sintese de colageno e mucopolissacarideos aci -
dos, comegando ja nos primeiros dias, atingindo o maximo aos 15
dias e decaindo paulatinamente apds esse periodo, devido 3@ acele
ragﬁb da sntese dos dcidos nucleicos e consequente aumento do -

giro dos nucleotideos.

6.8 - A glucose-6-fosfatase nao e essencial ao proces-
sb de sintese de colageno e mucopolissacarideos acidos no tecido
de granulacgao, que nao esta ligado aos mecanismos de acumulo de
glicogenio. A sua atividade restringe-se principalmente aos ma-

crofagos do tecido.
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RESUMO

0 presente trabalho teve a finalidade de se pesqui
sar a presenca e o possivel papel do grupo enzimatico das fosfomo
noesterases no tecido de granulacao induzido por implantagao de
esponjas de policlorovinil {PVC) no tecido subcutdaneo do rato.

0 tecido de granulagao foi estudado aes 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35 e 40 dias de evolucao. Foram realizados, com este
.material, 0s seguintes estudos: coloracao com hematoxilina-eosi -
na, para a investigagao da morfologia do tecido de granulagao; -
radiocautografia, para a pesquisa da sintese de colageno, por meio

da incorporagao, pelos ffbrob1astos, de pro11na-3H; tecnica histo

| cwy

fotometrica para investigar-se a sintese de mucopolissacarideos
cidos por meio da coloracao metacromatica com azul de toluidina ,
pR 4; e, finalmente, histoquimica das seguintes fosfomonoestera -
ses: fosfatase alcalina, fosfatase acida, adenosin-trifosfatase -
(ATPase), 5'-nucleotidase e glucose-6-fosfatase.

0s resultados mostraram que a sintese de colageno
e de mucopolissacarideos acidos no tecido de granutacgao inicia-se
1ogo_aos primeiros dias de desenvolvimento e atinge o ponto maxi-
mo entre 15 e 20 dias, decaindo yisivelmente apos esse tempo.

A pesquisa histogquimica das fosfomonoesterases de-
monstrou que a fosfatase alcalina tem atividade progressivamente
crescente a partir dos 10 dias de evolugao do tecido, atingindo o
maximo de atividade aos 15 dias, mahtendo—se ate 20 dias, quando
cai bruscamente. Essa atividade, coincidente com ¢ periodo maxi-
mo de sintese de colageno e de mucopolissacarideos acidos, demons
tra gque a fosfatase alcalina tem um papel importante na agregagao

do complexo colageno-mucopolissacarideos acidos, agindo em algum
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ponto da formagao das cadeias de carboidratos e, conseguentemen
te, da formagﬁo dos mucopolissacarideos dcidos.

A ATPase- e a 5'-nucleotidase também tem & sua a-

tividade maxima no periodo entre 15 e 20 dias, sendo portanto
relacionadas com os processos energeticos de alta intensidade ,

exigidos pelo tecido cujo metabolismo & muito ativo.

A fosfatase acida foi detectada somente nos ma
crofagos do tecido, a partjrjde 15 dias de evolugao, estando a
sua atividade Tigada aos 1isossomas dessas ceélulas. A glucose-
6-fosfatase tambem reage unicamente nos macrofagos, sendo que a
sua atividade se deve provavelmente ao fato que uma atividade -
relativamente ligeira da glucose-6-fosfatase pode acompanhar o
processo de glicdolise, com a finalidade de aliviar o acumulo de

glicose-6-fosfato, liberando glicose para a circulagao.
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LEGENDAS DAS FOTOMICROGRAFIAS

a) Hematoxilina-eosina

Tecido de Granulacao, 5 dias. Observe-se o tecido alta
mente celularizado, neo-formagao vascular, proliferan-
do apenas na periferia, junto a capsula fibrosa.T2X.

Tecido de Granulagao de 10 dias de evolugao. Note-se
que o centro da esponja ainda nao foi preenchido pelo
tecido em desenvolvimento. Incipiente formagao de fei -
xes colagenos podem ser vistos no tecido ainda altamen-
te celularizado. 12X.

15 dias de evolugao. 0 tecido comega a se tornar fibro-
sado, embora continue apresentanto grande numero de ce-
lulas . Observe-se que os feixes coldgenos tem ainda -
aparencia frouxa. 12X.

20 dias de evolugao do tecido. A celularidade diminui ,
e os feixes colagenos tornam-se mais compactos. Todos
os espacos deixados pela esponja sao preenchidos.12ZX.

Tecido de Granulagao, 25 dias pos implantagao. A celu -
laridade diminuiu bastante, e a colagenizacao do tecido
e completada. Os espagos da esponja comegam a diminuir

de volume . 12X.

30 dias de desenvolvimento. 0 tecido se torna bem compac
to, diminuindo cada vez mais os espagos deixados pela -

esponja. 12X.

35 dias de evolugao do tecido. Note-se o alto grau de
fibrosamento e a notavel diminuicdaoc dos espagos da es -
ponja.l12X.

Tecido de Granulacao aos 40 dias de desenvolvimento,to-
talmente fibrosado e caminhando para um processo de ci-
catrizacao. Os espagos da esponja foram reduzidos a um

minimo .12X.






b) Radioautografia (laminas coradas pela hema-
toxilina eosina)

Fig. 9 - Tecido de Granulagao aos 5 dias. Note-se a ativa incor-
poracao da prolina 3y pelos fibroblastos. 120X.

Fig. 10 - 10 dias de evolugao. A incorporagao do isotopo pelos -
fibroblastos aumenta, aumentando tambem o numero de cg
lulas fibrogeneticas em atividade. 120X.

Fig. 11 - Aos 15 dias, a sintese de colageno atinge seu ponto ma
ximo, podendo ser observada a grande atividade fibro -
blastica. 120X.

Fig. 12 - 20 dias de evolugao do tecido. A atividade de sintese
continua semelhante aquela dos 15 dias, e a sintese -
de colageno prossegue ativa. 120X.

Fig. 13 - Tecido de Granulacao de 25 dias. Observe-se a notavel
queda da atividade de sintese proteica pelas celulas -
especializadas. 120X.

Figs. 14,15 e 16 - Tecidos de Granulagao respectivamente de 30 ,
35 e 40 dias, pos-implantagcao. A atividade de
sintese de colageno decresce uniformemente, -
atingindo o minimo aos 40 dias.120X






Fig. 17 - Fibroblasto (seta) mostrando a grande atividade)de -
sintese, aos 15 dias de evolucao. 300X.

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

5 dias, mostrando atividades enzimatica presente nas -
celulas do exsudato inflamatorio e rede de fibrina.
12X

10 dias de evolucao. Note-se a intensa reacgao positiva
observada nas fibras colagenas em proliferacao na meta
de superior da fotomicrografia. Fibroblastos e celulas
inflamatorias também mostram reacao positiva. A rede -
de fibrina ja foi reabsorvida. 12X.

Tecido de Granulagao aos 15 dias. Note-se a intensa -
reagao positiva das fibras colagenas principalmente -
nos locais de agregagao (seta). Macrofagos e outras ce

lulas exibem tambem atividade . 12X.

20 dias de evolugao do tecido. Grande atividade da fos
fatase alcalina ao nivel de fibras colagenas e celulas

proliferantes. 12X.

23,24,25 e 26 - Tecidos de Granulagao aos 25,30,35 e 40 -

dias. Note-se a queda quase total da atividade enzima-
tica nas fibras . Apenas grupos de macrofagos exibem -
atividade marcada (setas) 12X.






Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

27

28

29

30

Tecido de Granulagao aos 10 dias. Note-se intensa rea
¢ao positiva nos feixes em formagao e nos fibroblas -
tos. 160X.

15 dias de evolugao. Observe-se a intensa atividade
nivel de feixes de colageno e nas paredes dos vasos
neo-formados (seta). 250X.

Tecido de Granulacgao aos 20 dias . A reacao positiva
a fosfatase alcalina permanece nos locais ja aponta
dos. 63X.

Tecido de Granulacao aos 25 dias. Note-se a queda to
tal da reagao positiva nos feixes de colageno e nas

celulas do tecido. 160X.






Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

31

3

33

34

d) Fosfatase acida

5 dias de evolugao. Ausencia absoluta de reacao positi

va a fosfatase acida. 12X.

10 dias. Continua a ausencia da reacao a atividade en-
zimatica. 12X.

15 dias de desenvolvimento. Note-se a reagao positiva
aos Grupos de macrofagos (seta), unicas estruturas a
apresentar positividade. 12X.

Tecido de Granulacgao, 20 dias. A reagao positiva con -
tinua a limitar-se aos grupos de macrofagos. 12X.

Figs. 35,36,37 e 38 - Tecidos de Granulagao aos 25,30,35 e 40 -~

dias. 0 aspecto permanece inalteravel, semelhante aos
15 e 20 dias. 12X.






Figuras 39,40,41 e 42

Estas figuras referem-se a um aspecto amplia
do dos macrofagos reativos a atividade da -
fosfatase acida . Observe-se que todas as de
mais estruturas do tecido (paredes de vasos,
fibras colagenas, fibroblastos e hemacias) -
permanecem nao reativos.






e) ATPase

Fig. 43 - Tecido aos 5 dias. Ausencia absoluta de reacao a ATPase
12X.

Fig.44 - 10 dias de evolugao . Reagao intensa a ATPase, nos ca-
pilares em neo-formacao e celulas do tecido. 12X.

Fig.45 =~ Tecido de Granulagao aos 15 dias. A atividade da ATPa-
se atinge o maximo, nas paredes vasculares neoformados
e nos fibroblastos. Comega a haver uma aparente difu -
sao da atividade enzimatica. 12X.

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

Fig.47 - 25 dias de desenvolvimento. A reducao da atividade en-
zimatica e evidence. Tambem a difusao aparente diminui.
12X.

Figs. 48,49 e 50 - Queda drastica da atividade da ATPase. Apenas
os fibroblastos do tecido exibem atividade. 12X.
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Fig.51

Fig.52

Fig.53

Fig.54

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

Vaso neo-formado no tecido de 15 dias, mostrando inten-
sa atividade da ATPase nas paredes. 0s fibroblastos exi
bem tambem positividade a reagao . 250X.

Tecido aos 25 dias. Um vaso capilar exibe queda diasti-
ca da atividade da ATPase em suas paredes, 0 mesmo suce
dendo com as celulas do tecido. 80X.

Aos 30 dias, a atividade da ATPase, tanto nos capilares
como nos fibroblastos reduz-se ao minimo. 63X.






Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

F1g.

Fig-

55

56

57

58

59

f) 5'-nucleotidase

Tecido aos 5 dias de desenvolvimento. Existe ja reacao
positiva no tecido, principalmente nas paredes vascula
res e nucleos de celulas proliferantes. A difusao apa-
rente da reagao a 5'-nucleotidase & bastante grande.

12X,

10 dias de evolugao do tecido. A reacao positiva a -
5'nucleotidase pode ser melhor observada nas paredes -
dos vasos em neo-formacao (seta) e nas celulas em pro-

liferacao. 12X.

Aos 15 dias, a reagao a 5'nucleotidase e bastante in -
tensa, com grande difusao da atividade (aparente).12X.

20 dias de evolucao. A reagao, embora intensa, comecga

a diminuir. 12X

25 dias. A queda da reagao continua evidente . A difu-
sao diminui, e a reacao comega a limitar-se as celulas.
T2K:

60,61 e 62 - Aos 30,35 e 40 dias, a reacgao a 5'nucleotidase

diminuiu progressivamente, exibindo-se, a partir dos -
35 dias, apenas nos nucleos celulares, muito fracamen-
te. 12X.






Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

63

64

65

66

Atividade da 5tnucleotidase aos 10 dias de evolugao.
Paredes de vasos neo-formados e nucleos celulares exi -
bem positividade a reagao . 80X.

Intensa atividade enzimatica da 5!nucleotidase nos va-
sos neo-formados e nos nucleos dos fibroblastos, aos =
15 dias de desenvolvimento do tecido. 63X.

Nucleos de fibroblastos exibindo intensa reacao a -
5'-nucleotidase, aos 15 dias. 250X.

Aos 30 dias, nota-se moderada atividade do enzima nas
paredes vasculares e nucleos celulares. 80X.






g) Glucose-6-fosfatase

Fig.67 - 5 dias de evolugao. Ausencia absoluta de reac¢do positi -
va. 12X.

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

Fig.69 - Tecido de granulagao de 15 dias. Note-se atividade da -
glucose-6«fosfatase em grupos de macrofagos (seta).12X.

Figs. 70,71,72,73 e 74 - Apenas os macrofagos exibem reacao posi
tiva a glucose-6-fosfatase nos dias subsequentes (res -
pectivamente 20,25,30,35 e 40 dias). 12X.






Figuras 75,76,77 e 78.

Estas figuras mostram a atividade relativa -
mente ligeira da glucose-6-fosfatase nos ma-
crofagos do tecido de granulagao. 200X.
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APENDICE

Medidas, obtidas por meio da histofotometria, das laminas de te-
cido de granulacao nos diferentes dias de evolucao estudados { %
de luz transmitida = transmitancia).
Tecido de granulacao de
5 dias:

87,4 - 77,4 - 77,2 - 83,4 - 87,2
75,4 - 85,8 - 82,5 - 79,0 - 86,8
76,5 - 78,6 - 81,9 - 91,4 - 72,4
75’0 = 92,0 - 85,0 = 81|8 - 76,4

—

Lamina 1 (81,6%)

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

- . 76;2 = 88;8 - ?8,6 - ?5,] = 83,7
Lamina 2 (8],0%) 75’5 . 79’] _ 79,0 - 8?,3 N 74,4

78,0 - 93,2 - 87,9 - 80,0 - 79,1

86,1 - 80,2 - 70,3 - 82,7 - 86,6
74,7 - 84,0 - 80,3 - 73,3 - 89,9

Lamina 3 (81,3%) gy g . 82,6 - 70,9 - 77,7 - 83,8
79,1 - 88,5 - 89,2 - 84,5 - 81,7
10 dias:
78,3 = 76,2 = 77,7 = 76,0 = 75,6
o 71,4 - 72,0 - 69,1 - 72,8 - 66,8
Lamina 1 (74,0%) 46 0 - 79,1 - 72,2 - 75,2 - 74,5
74,6 = 72,3 = 17,5 = 73,0 - 70,5
76,9 - 77,8 - 79,0 - 76,7 - 78,1
o 70,3 - 71,6 = 73,3 = 71,8 - 70,5
Lamina 2 (73,8%) ¢g9. 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 = 71,0 - 73,9
. 1.8 = T0,8 < 72,7 ~ 74,8 - 78,2
Lamina 3 (73.8%) ;7 7 . 69,9 - 70,3 - 77,8 - 76,2
72,6 - 79,9 ~ 73,7 - 73,6 - 70,8



Lamina 1 (66,9%)

Lamina 2 (65,8%)

Lamina 3 (66,2%)

Lamina 1 (57,4%)

Lamina 2 (56,5%)

Lamina 3 (56,5%)

12,3
70,8
12,2
64,8

70,6
66,6
70,3
62,6

67,4
67,6
68,6
66,8

59,2
57,4
55,7
55:5

60,8
54,1
54,9
54,8

59,3
55,1
53,8
57,8

15 dias:
60,0 68,5
61,0 60,7
63,5 70,4
5941 71 30
67,8 63,5
63,1 60,2
63,2 68,9
60,8 67,7
67,1 61,8
64,4 61,2
67,2 69,1
63’7 7032

20 dias:
58,2 64,0
60,6 59,7
56,4 555
55,4 56,9
59,2 60,3
58,6 60,0
55,7 55,0
56,1 56,0
56,3 60,3
58,8 58,2
5,5 54,0
58,1 56,7

67,5
70,5
67,5
68,7

62,7
66,4
69,3
65,3

66,2
65,5
67,4
62,7

52,0
56,4
57,17
55,4

56,0
55,5
56,2
54,5

65342
54,5
54,9
54,1

68,8
68,7
7341
59,4

69,1
68,8
70,8
60,0

67,9
69,4
69,2
62,2

55,4
58,3
57,3
61,3

53,2
54,8
57,3
58,8

57,8
56,1
59,7
57,4

e



Lamina 1 (70,9%)

Lamina 2 (70,9%)

Lamina 3 (70,9%)

Lamina 1 (75,1%)

Lamina 2 (75,2%)

Lamina 3 (74,3%)

70,8
71,7
67,5
72,2

72,3
70,4
70,0
72,4

68,7
67,9
71,7
72,8

75,0
77,0
78,0
72,6

71,8
76,2
17,7
76,8

77,6
79,2
74,2
72,4

25

72,3
73,0
74,3
73,0

71,7
7]:8
71,3
73,0

72,0
73,0
69,9
7151

30

79,3
77,7
71,5
79,0

76,6
78,1
73,3
78,5

70,8
73,3
76,7
78,6

dias:

= 6941
- 75,0
- 70,5
« 7248

- 72,0
- 69,9
- 70,5
- 72,4

- 71,8
= 11,5
- 72,8
- 71,3

dias:

- 77,2
- 78,0
-~ 75,3
- 71,6

- 78,8
- 77,9
- 75,6
- 70,4

- 72,3
- 70,6
- 72,2
- 75,3

67,7
66,9
71,2
71,5

68,8
68,9
70,8
70,6

69,9
70,5
71,6
70,0

72,5
15,1
78,4
71,0

74,5
76,4
72,7
71,0

74,5
71,8
75,0
71,1

71,5
71 58
70,2
66,6

70,5
72,7
69,8
69,5

70,4
72,2
70,0
70,2

77,4
71,4
70,8
74,4

79,0
73,0
72,9
72,8

76,1
7543
75,1
74,0

-64=-



Lamina 1 (75,1%)

Lamina 2 (75,3%)

Lamina 3 (75,3%)

Lamina 1 (75,0%)

Lamina 2 (75,0%)

Lamina 3 (76,2%)

71,1
69,7
79,4
75,7

74,3
78,5
70,8
70,3

75,7
75,2
69,9
77,2

75,1
77,0
76,9
71,2

76,2
76,3
75,8
73,6

77,8
72,3
73,1
70,8

35 dias:
75,3 71,8
76,6 1741
73,7 78,3
76,1 79,1
7542 78,0
74,7 77,0
79,1 77,1
1243 r 4 (6
7852 81,3
74,8 y il B
79,2 78,5
73456 73,9

40 dias:
79,3 79,4
79,7 78,9
70,8 76,3
72,6 79,6
79,6 80,0
80,2 77,0
72,0 76,4
71,6 76,2
73’4 80!3
76,7 79,8
71,4 70,9
79,9 81,2

7542
12,7
74,0
79,5

79,2
76,2
71,3
74,8

72,8
75,0
74,6
77,8

71,4
71,1
77,4
71,0

73,2
70,8
76,2
71,8

79,9
77,3
76,8
78,6

78,4
77,4
69,0
73,0

76,43
71,5
80,1
78,2

71,0
76,6
77,1
75,9

77,2
72,4
71,9
74,6

76,1
71,3
71,0
75,7

78,6
74,2
74,7
76,3

-65_



