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constitufdas por moléculas de tropocoldgeno agregadas gegundo um ar-
ranjo supramolecular bastante original (VIIDIK, 1973;FIETZEK & KUHN,
1976; HAY,' 1981; TRELSTAD; 1981; KUHN, 1982; PIEZ, 1982; BIRK &
- TRELSTAD, 1985; MILLER, 1885).

A molécula de tropocoldgeno apresenta-se em forma de bast?o
com estrutura helicoidal consistindo de trés cédelas pbllpeptfdicas,
‘tem peso molecular de cerca de 300 000 daltons, comprimento de aproxi-
madamente 3000 A e difimetro de 14 ou 15 A. Ligag8es cruzadas
(”cﬁos§~link ”")intramoleculares, de natureza covélente, ocorrem entre
as cadelas polipeptfdicas adjacentes da molécula de tropocoligeno
(BORNSTEIN & .PIEZ, 1966) contribuindo para a manutenc3o da hélice
tripla. Ligag8es como pontes dé hidrogénio e dissulfeto ocorrem ainda
entre as cadefas componentes e concorrem para aumentar a estabilidade
da cénformaqﬁo molecul’ar (LINSENMAYER, 1985; OLSEN, 1985). As por¢8es
finais da molécula s%o chamadas telopeptfdicas e n%3o possuem estrutura
helicoidal. Moléculas de tropocolidgeno se ligam através dasz porg8es
telopeptfdicas formando as fibrilas de coldgeno (TAKEDA et alti,
1383). As moléculas de tropocoldgeno vizinhas se ligam ainda atravée
de ligag¢Bes cruzadas intermoleculares que conferem a alta estabilidade
estrutural as filbras de colédgeno e tém stdo tmplicadas como as respon-
gédveis pela alta forga ténsil e resis;éncié ao ataque quimico apresen-
tados pelas fibras de coldgeno (BAILEY et alti, 1974). MELLO e cola-
boradores (1979)'apontaram afnda o aumento do numero de ligagSes cru-
zadas entre as fibras de coldgeno como as responsivels pelo aumento do
grau de cristalinidade e agrega¢¥o ordenada do colageno 1 em tendBes

de animails envelheclidos, o que fo!l constatado a partir de observacBes

~de aumento dos valores de birrefringéncia de forma e intrfnseca.



soé, tend@es e pele, e conslgte de duas cadelas =1 e uma cadeié o2,
éendO"representado pof [<1(I)1p~-«2(1) (HAY, 1981, KﬁhN, 1982) .

Desde o final do século passado, Inumeros pesquisadores tém
-cstudado a natureza e o mecanismo de formacfo das fibras de colidgeno.
Por volta de 1927, NAGEOTTE (apud WOOD, 1364) descobriu que massas f1-
brosas Que‘apresentavam as propriedades tintoriais do coldgeno nativo

- podlam ser precipltadas a pabtlr de extratos dcidos dtlufdos de vérios

tecidos colagenosos. Diferentes procedimentos para extracdo e purifi-~
" cag¥o de coldgeno foram estudados e‘aperfelcoados (PIEZ, 1963;‘ woon,
1964; PEACOCK et alii, 1965; STRAUICH & NIﬁNl, 1871; KNAPP et alit,
1377; ROBINS & BAILEY, 1977; VIDAL, 1984 comunicac¥o pessoal), visando
uma melhor preservag3io das propriedades mecén!éas, fisico-quimicas e
bioldgicas do colédgeno, propriedades estas que vénm permitindo o seu
amplo emprego na 4rea médica.

Devido ao progresso no conhecimento bésico da qufmica e rea-
tividade do coldgeno fol possfvel desenvolver virios produtos de aplt-
caclio médica altamente sofisticados dessa protefna fibrosa (CHVAPIL,
1973; PHARRISS, 1980). Embora largamente distribufdo pelo corpo, .cer-
tos tecidos, devido ao seu alto conteudo protéico, sto utilizados pre-
- ferencialmente na produ¢¥o de produtos médicos e nZo-médicos. Por
exemplo, suturas cirdrgicas absorviveis s3o fabricadas de submucosa de
intestino de carneiro e serosa de lnteétino‘de boi. Produtos médicog,
como"por,éxemplo, préteses de vdlvulas cardfacas, tém eido feitos 'de
féscla e dura-mdter de animais e do homem. Colsgeno pode ser extrardo
para diversas finalidades, de tend%o e pele de boi e de porco.

Coldgeno microfibrilar tem se mostrado um excelente recurso

como agente hemostdtico em cirurgias variadas, tals como as vasculares



(ABBOTT & AUSTEN, 1974: ABBOTT & AUSTEN, 1975), ureterais (MAGRINA et
élli,‘ 1982), ncuroldgicas kRYBOCK & LONG , 1877; ARAND & SAUAYA,
1986), glinecoldgicas (CAHERON, 1978), entre outras, n3o demonstrando
efeltos adversos e auxiliando a regencragfio tecidual. PARK et alit
(1981) relataram um unico céso de regposta granuiomatosa proliferativa
decorrente do emprego de coldgeno como agente hemostdtico em ciruréia

- da cavidade abdominal, porém n¥o apresentaram cvidénclas conclusivas.

0 mecanismo da interag®o plaqneta~co]égeno, que ocorre "in-
"~ vivo” nas les8es vasculares, tem sldb extensivamente ihvestigado. o
ponto comum dessas investigagBes que a afinfdade da interagio plaque-
tas-coldgeno ¢ fortemente dependente da conformag3o do coldgeno, ou
seja, hd necessidade da integridade de sua estrutura molecular em tri-
ﬁla hélice (PUETT et alii, 1973; SANTORO & CUNNINGHAH » 1977; KAY et
altt, 1977; MEYER, 1982; CHESNEY et alii, 1983). BRASS & BENSUSAN
(1876) uttlizando tdécnica de oxidacHo dos resfduos de carboldrétos da
molécula de coldgeno por meio de periodato, apontaram a influéncia dos
mesmos na interag¢%o com as plaquetas, contrariando resultados anterio-
res obtidos por PUETT e colaboradores (1973).

Além do poder hemostitico, o potencial do coligeno em auxi -
liar a regenerag%o tecidual foil a principal causa pela qual PEACOCK e
colaboradores (1965) o empregaram para o tratamento de lesBes no ff-
gado, primeiramente em clecs e depois na espécie humana, ésses autores
observara& que o coligeno, em forma de esponja, tratado com formaldef-
do e implantado no ffgado, serviu de suporte para o reparo tecidual,

sendo reabsorvido apds 6 a 8 semanas.



De maneira similar, CUTRIGHT ¢ colaboradores (1973) realtlza-
ram estudos de implantes de esponjas de coldgeno reconstitufdob(prove~_
.nientes de tendZo bovino) em’tecido>subcut§neo de ratos e as respostas
como reaglo inflamatdria mfnima ¢ localizada, prolifefacﬁo capilar' e
formac3o de tecido conjunﬁlvo, foram consideradas animadoras para in-
dicar 6 seu emprego em cirurgias orais.

Esponjas de coldgeno reconstitufdo foram uﬁilizadas tambdém
por SPEER e colaboradorcs (1379) para auxiliar a regeneragdo em lesfes
da cartilagem articular. Os autores justificaram tal utilizac¥o devi-
do as propriedades especiais destas esponjas que servem como suporte
mecénico para a instalag¥o de cdélulas, possuem super?iéie hldrofflica
que possibilita a ades¥o e crescimento cclular, apresentam facilidade
de esterilizag¢¥o e operag8o, além da blodegradabllldade. |

Coldgeno reconstitufdo em forma de esponja ou filme (membra-
na) tem sido utilizado para auxiliar o reparo de les@es de pele, prin-
cipalmente queimaduras e.sftios doadores dé éele. PONTEN & NORDGAARD
(1976) obtiveram resultados plenamente satisfaiérlos com a utilizag¥o
de filmes de coldgeno (CUTYCOL) para a cicatrizag?o de dreas doadoras
de pele para enxertos, desde que a drea doadora n¥o fosse muito exten-
ga. NORTON & CHVAPIL (1381) realizaram um estudo comparativo de tam-
pBes de,dlférentes materials na cicatrizac8o de Ferimentds de pele,
comparando o emprego da esponja de coldgeno reconstitufdo (isolado de
pele'bovlna), aplica¢Bes de csponjas de poliurctanos e enxertos de pe-
le. A esponja de coldgeno apresentou major aderéncia, melhor confor-
mabilidade, menor ﬁeor dé infecgBo bacteriana, além do efeito hemosts-

tico, de grande utilidade em dreaes de doagfio de pele com sangramento.



Importantes conslderag¢8@ces acerca do uso de coldgeno em le-
stes  de pele, principalmente queimaduras, s%o tratadas na revisto .de
CHVAPIL (1982), que inclui discuss¥o sobre o-emprego de colégenQ nas
formas de gel, membrana (filme) e esponja, e sobre a estabilidade con-
ferida por agenﬁes como o glutaraldefdo, formaldefdo e diisocianato de
hexametileno. Entre outras vantagens, o emprego da esponja de colége—

- no permlte.grande absor¢¥o de lrfquido exsudato (30-40 ml de liqutdo 7/

grama de coldgeno). O fluxo de exsudato e células com bactérias fago-
' citadas para o interior da esponja de matriz ¢é o proceééo considerado
para cxplicar oigfeito antibacﬁebiano desseé LanmpBes.

TAKEDA e colaboradores (1983) utilizaram coldgeno ddérmico
bovino purificado fixado com glutaraldefdo em lesBes experimentals de
pele em coelhos, comparando-o com o cmprego de pele de porco lfofili-
zada e gaze. O coldgeno dérmico utilizado em seu experimento fo! ob-
tido por tratamento da derme bovina com dlcalis para remoc%o.do com-
ponente telopeptfdico da molécula. Seus resultados demonstraram a su-
perioridade do colégeno em promover o reparo das lesBes ¢ as vantagens
sobre os demais materiais empregados, tais como: melhor aderéncia,
abolig8o do emprego de suturas, absor¢¥o de exsudatos, baixa Imunoge-
nicidade, além da possibilidade de utilizagBio de vérias camadas, ge
necessdrio.

Léminas de coldgeno dérmico fibroso, livres de éélulas, ob-
tidas a partir de pele de porco tratada com tripsina, foram testadas
cono 1mpléntes gubcut&neos em ratos (BARKER et alii, 1980; OLIVER et
al11,1982). Os autores demonstraram que o tratamento do colégén6 -com

golugBes de aldefdos promove a formaclo de ligagBes cruzadas, que con-

ferem um efeito estabilizante aos heteroenxertos de colédgeno, dessen-



sibllizando-os 2 ag¢¥o da colagenase "in vitro”, e provavelmente também

"in vivo”. Os implantes exibiram recelularizac3o o revascularizago e
ainda méntiveram a arquitetura orlglnal dos feixes de coldgeno da der-
me. |

A interacglfio de élde{dos com colégeno j4& foi objeto de estudo
de BOUES & CATER (1968) e o .seu efeito estabilizante do colégeno' em
implantes fol estudado por CHVAPIL e colaboradores (1977) e CHVAPIL e
col aboradores (1983) que utilizaran respectivamente Implantes de tubos
de coldgeno e esponjas de colédgeno dérmico bovino reconstitufdo em te-
cido subcuténeco de ratos. A resist@ncia A colagenage confertida ao co-
ldgeno por tratamento com formalderdo foi objeto de estudo de HARRIE &
FARRELL (1972).

Mais recentemente, a utilizaglio de coldgeno dérmico bovino
em forma solubilizada ou injetdvel, ten addulrido ampla acetta¢fo na
drea médica, principalmente visando a correcfo de defeitos de relevo
da derme, como clcatrizes‘e rugas. KHNAPP é éqlaboradores (1977) est3o
entre os primeiros a descrever a utilizac3o de coldgenos injetdveis,
de origey humana e bovina, objetivando a atenua¢lo de cicatrizes ?a—
ciaie decorrentes de acne. Os relatos sobre a utilizac%o de implantes
de coldgeno bovino, comercialmente conhecido como "Zyderm Collagen
Implant”, na'espécie humana, té&m crescido muito em numero ﬁa prcsénte

década (BARR et alif, 1982: KAPLAN ot altt, 1983; PITANGUY et altt,
1983; BARR & STEGMAN, 1984; COOPERMAN & MICHAELI, 1984; KAMER &

CHURUKIAN, 1984; SIEGLE et alfi, 1984; COOPERMAN & MACKINNON, 1985;

HCCOY et alif, 1985). 0O colégeno injetdvel Zyderm & preparado a par-

- tir de couro bovino, solubilizado com pepsina, centrtifugado repetida-

mente, purificado, clarificado e esterilizado e constitul-se de col4-



geno em forma helicotdal (KAMER & CHURUKIAN, 1984>. Uma propriedade
intrfnseéa desse colédgeno helicoidal & a re*formacﬁo de fibrilas en
temperatura, pH e forga {8nica fisioldgicos. Os terminais peptfdicos
"n¥o-helicoidais das cédeias,vdenominados telopeptfdeos, que foram im-
plicados como os maiores determinantes antlgénlcos (SCHMITT et alit,
1964), s%o0 quebrados pela pépsina (KNAPP et alii, 1977; BARR &
STEGMAN, 1984; KAMER & CHURUKIAN, 1984). Um‘mfnlmo de 95% do coldégeno |

presente & do tipo I, com 1% a 5% de colégeno tipo 111 (COOPERMAN &
- MICHAELI, 1984). Este col&geno dérmico bovino & enziméﬁlcamente solu-
bilizado e purificado para injeg3o. O prodﬁto injetdvel & constiturdo
por uma dispers3o desse coldgeno fibroso reconstiturdo em solugio
tamp3o-salina fosfatada e 0,3% de lidocarfna (KAPLAN et alii, 1983;
PITANGUY et alti, 1983) e & suficientemente fluido para permitir a
inje¢%o com agulhas de pequeno calibre.

Segundo KAPLAN e colaboradores (1983), em seguida 3 édmlnis-
tracio do Zyderm, a salina & absorvida e as fibras de coldgeno se con-
densam formando uma massa coesiva que & colonizada por fibroblaastoz e

incorporada pelo tecido adjacente, tornando-se uma estrutura persis-

tente.

A literatura aponta ainda, nesse perfodo de experiéncia cly-
nica com coldgeno dérmico bovino injetdvel, a ocorréncia de reac8es
adversas decorrentes dos testes preliminarcs necessérios. 4 execuglo
dos implantes. Tals reéqﬁ&s adversas glo descritas como qualquer al-
teractio na’regiﬁo teste, como eritema e ou endurecimento, que persiste
por mais de 6 horas ou apérece mais de 24 ﬁoras apés o implante. Es -

sas reagdes ocorrem em 1,8% dos pacientes, segundo og dados do fabri-

cante, citados por BARR ¢ colaboradores (1982), porém na literatura
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encontramos desde a auséncla’de reagags adversas (PITANGUY et alit,
1983), até incidéncias maie clevadas como KAPLAN» e colaboradores
(1883) que relataram 3%, KAMER & CHURUKIAN (1984) observaram 3,5% da
rea¢8es édversas e 1,3% de reacBes de hipersensibilidade retardada, e
SIEGLE e cdlaboradores (1984) relataram 5% de incidéncia de reag¢les
adversae. |

O implante de coldgeno dérmico bovino (Zyderm) foi tambcnm

utilizado em pacientes que haviam sido previamente tratados com stlt-
" cone (COOPERMAN & MACKINNON, 1985) e>chegou~se 4 conclusZio que a tera-
pia anterlof por silicone lfquido n¥o tem efeito na efetividade tera-
péutica do Zydern, como também no predispBe a populagio paciente &
reag8es adversas ao implante de coldgeno.

Embora ag reacteg adversas ao teste de lmplantaqﬁo do Zyderm
normalmente regridam espontaneamente, BARR ¢ colaboradores (1982) e
DARR & STEGMAN (1984) relataram casos de nédulos perslstentes.em ef-
tios-teste, que exibiam, apds bidpsias, quadros de inflamaglo granu-
lomatosa necrobidtica. Os autores consideram que os focos de necro-
biose provavelmente consistem de coligeno bovino alterado ou ainda uma
combinacfio deste e pequenas quantidades de coldgeno humano alterado.
- No entanto, esses granulomas necrobidticos s3o fendmenos localizados e
nfio houve ocorréncia de sinafs ou sintomas sistémicos.

SIEGLE e colaboradores (1984) consideraram a 'formacéo de
granuloma como uma resposta imune celular ao colégeno bovino implanté~
do-e detectaram, nos Individuos que apresentaram rea¢es adversas, ne-
velg significativos dé anticorpos circulantes, dirigidos contra a pre-

paracﬁo de coldgeno bovino. Esses autores afirmam que apesar do baixo

potencial imunogénico do coldgeno e reduc%o de antigenicidade promovi-
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do pela pepsina, a antigenicidade do Zyderm n%¥o ¢ suficientemente
baixa para escapar de uma resposta imunoldgica em todos os pacientes.
COOPERMAN & MICHAELI (1984), também estudando a imunogenici-
dade do Zyderm, referem-se ao coldgeno como um antfgeno deependenﬁé,
Isto é, a resposta imune ao cdlégeno depende da apresentag¥o apropria-

da. do antfgeno &s células T, como passo-requisito para a produc¥o de

anticorpos e portanto, as reagdes localizadas mediadas por células de-

vem preceder a presenca de énticorpos anti- implante detectdveis no so-
ro. Afirmamlque oz anticorpos anti-implante poésuem especificidade,
n#o reagindo contra o coldgeno humano.

Em estudos sobre artrite reumatdide, ROSENWUASSER e colabora-
dores (1980), SOLINGER & STOBO (1981), SOLINGER e colaboradores (1981)
e SOLINGER & STOBO (1982) afirmaram que a reatividade ao coligeno, de-
pendénte da apresentagfo dos antfgenos as células T efetuada pelos ma-
créfagos, estd sob controle éenétlco (genes Ir ligados ao complexo do
histocompatibilidade HLA) e n%¥o guarda relac3o com a conformac¢fio da
molécula. TIMPL e colaboradores (1971) j4 se referiram a determinan-
tes antigénicos no colédgeno lndeﬁendentes de sgua conformag®o molecu-
lar.

HCCOoy e’colaborédores (1985) também se referem 3 detecg%é de
anticorpos anti-implante em todos os Individuos que sofreram reagles
adversas ao implante de Zyderm e ainda em pequeno numero de tndividuos
"normals e paclentes tratados que n¥o sofreram reacSes adversas. Os
autores classificaram os anticorpos como pertencentes principalmente
4z classes Ig6 e IgA, porém nenhuma funcio patogénica tem sido atri-

bufda a esses anticorpos, nem seu aparecimento tem sido estritamente

limitado a amostras séricas de pacientes com reacBes clfnicas adver-
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sas. As amostras séricas reativas contra o coldgeno bovino demonstra-
ram ligagBes a miltiplos sftios do coldgeno separado por eletroforese,
indicando que regi8es miltiplas da molécula s¥o reconhecidas pelos an-

ticorpos dos'pac!eﬁtes; ehquanto ac amostras n3o-reativas n#o ligam a

qualquer sitlio da molécula do coldgeno bovino.
WOLFF e colaboradores, em 1970, j4 se referiam & presenca de

védrios determinantes antigénicos na moldcula de coldgeno através de um

experimento em que realizaram imunizag%io de coelhos com coldgeno de

peixe (carpa). Segundo os autores hi determinantes gerais presentes

nas mold¢culas de coldgeno de diferentes espécies, provavelmente rela-
clonados a sequénclia de aminodcidos, e apesar de n3o serem idénticos,
gseriam muito semelhantes, possiﬁilitando a ocorréncia de reacSes cru-
zadas. Malores detalhes sobre a imunologia do colédgeno constam na re -

visfio de FURTIHHMAYR & TIHPL (1976).

Objetivos:

Em virtude da ampla utilizac3o de coldgeno bovino Iinjetdvel
na clfnica médica e apesar de abundante literatura sobre sua imunolo-~
gia e o sucesso relativo de seu efeito reparativo estético, faz-se ne-
cessidrifo um estudo éobre os efeitos que o coldgeno injetado exerce e
gofre junto aos constituintes norméis do tecido conjuntivo, quer sejam
células, fibras ou glicosahlﬁbglicanas. 0 presente trabalho foi diri-
gido para a finalfdade de estudar morfologica e histoquimicamente os
implantes ‘de coldgeno bovino e suas relagBes com a métrlz extracelu-

lar, bem como a influé&ncia dos tratamentos ffeicos e ou quinmicos apli-

cados ao coldgeno na preservacio dos Implantes.
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Além dlséo, pelo fato de ser a hlétamlna uﬁa substé&nctia com
fmportante participag¢¥o no processo infiamatério e exercer influéncia
sobre o coldgeno e fibroblastos, conforme demonstrado por VIDAL
(1867), e éin&a a hepérina ter sido apontada como estimuladora da mi-
gra¢¥o de cdélulas endotelials capllares nos processos de anglogénese
(AZ]ZKHAN et aili, 19803, consideramos que seria proveitoso estimar a

 participaglio destas no processo de reag¥o ao coldgeno injetado e nos

propusemos a fazé-lo indiretamente, através da quantificac¥o de mastd-

" citos na dernmc.
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2. HATERIAL E HATODOS:

No presente trabalho, uttlizou-sze coldgeno bovino tipo I sub-
metido a diferentes tratamentos qufmicos e fisicos para inje¢Bes 1in-
tradérmicas em camundongos machos -tipo suigo- com tré&s meses de tdade

e 40 gramas de peso médio corporal.

2.1. Obtenc¥o e prepare do coldgeno para Injecle:
2.1.1. Obtenc¥%o de gel de coldgeno bovino (CG):

Coldgeno tipo I fol obtido da Ctirumédica S.A.- Colagel com
cerca de 3% de coldgeno I puro, que foi utilizado para injecBes intra-
dérmicas, ou ainda sofreu tratamentos subsequentes, desérltos.em se-

guida, resultando em formas alternativas de material injetsvel.

2.1.2. Preparo do gel de coldgeno formelizade (CF):

Ao gel acima citado, adicionou-se fgual volume de solucZo de
- cloreto de sdédio a 10% seguido da adig¥o de formaldefdo em quantidade
suficiente para se obter concentra¢¥o final fgual a 10%._.Ap63 48 ho-
f ras, o materifal fof filtrado e dialisado assepticamente durante 7 dias
' ém éolucﬁo fistoldgica estéril, a qual fol submetida a trocas a cada

24 horas.. Tal didlise teve por objetivo a remocio do formaldefdo n%o

ligado ao colégeno.
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'2.1.3. Preparo do colégeno liofilizado (CL):

0 gel de coldgeno tipo I descrito em 2.1;1! fol lioftlizado a
vdcuo e esterilizado por raios gama (dose = 2 Mrads), sendo, no momen-
to do uso, ressuspendido em solug3o fistoldgica estéril em concentra-
gﬁo igual a 5 mg/ml e homogeneizado vigorosamente em Ultraturrax tipo

18/10 52 para que pudesse fluir pelo oriffcio da agulha.

2.2, Procedimento para aplicag¥fo das 1nj@¢6@9:

Os animais foram anestesiados por inalac%fo de éter sulfdrico.
Segulu-se o preparo das dreas a receberem Injecfo de coldgeno, que
constou de corte de ﬁeloé (quando necessédrio) e desinfecglfio por meio
de dlcool 70%. As regi8es escolhidas para as injeg¢Bes foram dﬁas pe -
quenas regifes no terc¢o médio do dorso (laterais direita e esquerda) e
regido plantar das patas traseiras.

Os animais foram divididos em quatro grupos conforme o .tipo

de material a ser injetado e a frequéncia de injecBes, sendo:

Grupo Al.:injetados com coldgeno em gel puro (CG) no dorso e pata di-~

reita e com coldgeno formolizado (CF) no dorso e pata es-

querda.

'Grupo Bl.:injetados com coldgeno liofilizado homogeneizado em soluglo

fistoldégica (CL) no dorso e pata direita e com solug3io fi-

siolégica no dorso e pata esquerda.
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Obs: os anlimals dos grupos Al e Bl foram injetados uma unica

vez.

Orupos A2 e B2:;injetados com os materiais dos grupos Al e BI respect -
vamente, -porém com injeg¢Bes repetidas a cada sete dias du-
rante um perfodo de dols meses (totalizando oito aplica-

¢Oes).

Nescse esquema,'as consequéncias de InjecHo de coldgeno em gel
puro podem ser comparadas as de colédgeno formolizado Injetado no mesmo
animal, assim como a Injeg¢%o de solucio fisioldégica serve como contro-
le para as reag¢Bes ao coligeno iiofillzado ressuspendido em sallna.

Os volumes injetados foram de aproximadamente 0,1 nl por pa-
ta e10,25 ml em cada uma das duas sdreas do dorso do mesmo antmal, pre-

paradas para as injec¢8es.
2.3. Remoglo das dreas Injetadas para estudo:

0 sacriffcio dos animails injetados e a subsequente remoc¢io

das pegas para estudo foram realizados segundo um cronograma pré-esta-

‘belecido. Os animais do grupo Al foram divididos em subgrupos e sa-

crificados apds 1, 3, 5, 7, 15, 30 e 60 dias desde a aplicac¢3o das in-
JecBes, sendo trés animals para cada subgrupo. O mesmo procedimento

foil adotado para com os animafs do grupo Bl, ao qual acrescentou se o

tempo de 6 horas desde a aplicac%o das injeg¢8es. Qs animals dos gru -

pos A2 e B2, que sofreram inje¢Bes repetidas, foram sacrificados sete

_dias apés a Udltima série de injecBes.
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Os animais foram sacrificados por inala¢¥o de excesso de é&ter

sulfirico, seguindo-se rapidamente a excigldo das patas traseiras e de

fragmeﬁtos de pele do dorso nos locais de injec3o.
2.4. Fixac¥o:

A fixag3o das pecas foi realizada em solugdo de paraformal-

defdo a 4% em tamp¥o fosfato 0,2M pH 7,4 e glutaraldefdo a 5% durante

- 48 horas a aproximadamente 52C (KIERNAN, 1981).
2.5, Descalcificaclo:

As patas injetadas, apds fixacdo, passaram por um processo de

descalcificagdo em solu¢¥o de formaldefdo a 4% e dcido fdérmico a 10%

durante 48 horas.
2.6. Incluslo e corte:

0 material foil ent%o desidratado em solucBes de etanol en
concentracgles crescentesb(d@ 70% a 100%>, diafanizado em Sleo de cedro
por um minimo de 7 dias (POLICARD et alii, 1957), inclufdo en parafina

e seccionado em micrdétomo (R.JUNG-HEIDELBERG), em cortés.com 7 pm de

" espessura.
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2.7. Técnicas de coloraglo gerale ¢ histoquimicas:
2.7.1, Hématoxilina~eosiné (HE) :

Apds desparafinizacBo em xtlol e éubsequente htdratag¢3o, o=
cortes foram corados durante 7 minutos em hematoxilina, seguindo-se
banho en égua'destilada_porIIZ minutos, eosina durante 10 min., rédpida
desidratac3io (&lcool 95% e 100%), diafanizaclo em xilol por 10 min e
montagem em bdlsamo do Canada.

Tal método foi cmpregado para anélise geral morfoldgica das

reagfes teciduais frente as (njecles de coldageno.

2.7.2. Xylidine Ponceau a pH 2,5:

Ob mater}al fo!,corado em soluc3o 0,1% durante 15 minutos A
temperatura ambiente seguindo-se lavagem em scido acético a 2% durante
30 minutos, degidrataco em oténol, diafanizaclo em xilol por 10 ﬁinU*
tos e montagem em bdlsamo do Canadd (VIDAL, 1970)

A coloragdo por xylidine ponceau a pH 2,5, que tem por obje-

tivo a detecgHo de radicais »NH; totais, fol utilizada para comparagHo

da concentragfo e compactaclo dos coldgenos injetados em relagio as

fibras dérmlicas pré-existentes.

2.7.3. Impregnacfo por prata:

0 material foi submetido 3 oxidag¥o por dcido periddico a

0,5% durante 10 mfnutos, lavado em 4gua destilada, imerso em prata
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amoniacal a 1% por.lo minutos, tratado com formaidefdo a 10% durante
30 segﬁndos, novamente lavado em &gua, imerso em solﬁcﬁo de tiossulfé-
to de sédio a 5% por 3 minuéos, desidratado, diafanizado em xilol ‘o
mbntado em bélsaﬁo d&vCanadé.(LHDTKA & MIYRE, 1953; 'CALLYAS, 1570;
VIDAL, 1987c).

0_cofégeno se torna impregnado por prata devido 3 reati?fdade

histoquimica de alguns grupds hidroxila de carboidratos que oxidados,

resultam em aldefdos e estes por sua vez promovem a precipitacio dos

fons Ag' (MELLO & VIDAL, 1972; VELICAN &'VELICAN, 1972;‘VIDAL, 1987c).
A impregnagfo por prata fol utilizada para a andlise morfold-

glica das fibras de célégeno da derne, assim como para a detecgdio de

presenca ou auséncia de natureza fibrilar nos colédgenos injetados.
2.7.4. Azul de Toluidina a pH 4,0:

Os cortes, apds desparafinizac3o e Hidratac%o, foram coraaos

por azul de toluidina, soluclo aquosa a 0,025% em tamp3o Mcllvaine a
pH 4,0 durante 15 minutos & temperatura ambiente, seguindo-se 3 banhos
rédpidos em dgua destilada, secagem ao ar, diafanizac%o em xilol por 10
minutos e montagem em b&lsamo do Canadd, segundo método de Vidal

(MELLO & VIDAL, 1980). |

| Esse método fol utilizad§ para a detec¢Zo de grupos anidbnicos

e metacromasia, assim como foi imprescindfvel 2 contagem de mastdécitos
que teve por objetivo verificar possfveis variacgBes quantitativas no

decurso das reagBes teciduais aos implantes de coldgeno.
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2.8. Avaliac¥o de quantidades de'mastdcttoé nags proximidades das

regifies Injetadas:

A quantif!caéﬁo de mastdcitos foi re%lizada nos cortes de'pa—
ta corados por azul de toluidina a.bH 4,0 para todos os tempos aosvdi-
ferentes materiais injetados, bem como em cortes de patas dé camundbn—
| gos ndo-injetadas. Os mastécitos corados pela tdcnica citada apresen-
tam~sé com'citoplasma carregado de granulac8es fortemente metacromdti-
4 cas, o que torna clara sua distingc%o dentre outros tiﬁoé celulares.

A contagem foi realizada em microscdépio Pol Zelss utilizan-
do~se ocﬁlar Kpl W 12,5X e objetiva Plan 40/0,65, focalizando-se re-
giBes da derme vizinhas ao implante. Nessas cbndic6es, cada .regigo
focalizada media aproximadamente 1,59 x-logpmz de drea. Foram realft-
zadas contagens de trinta campos microscépicos para cada tempo, sendo
esses campos escolhidos ao acaso e geralmente em numero de 10 para ca-

da animal.

2.9. Mnislise estatistica:

A andlise estatistica da quantificacﬁo‘de magtdcitos foi rea-
ltzada empregando-se a rotina do SAS (Statistical Analysis System),

implementado no VAX 11/785, do Centro de Computacfo da Unicanp.



2.10.Hicroscopia de polarizaglo:

Os cortes foram observados ao microscépio de polarizag®o
Zeiss, com anal isador e polarizador cruzados, para a detecg¢%o qualita-
tiva da birrefringéncia, tanto das fibras de coldgeno da derme quanto

dos coldgenos injetados, a fim de se estabelecer possiveis varfag¢Bes

decorrentes de tals implantes.



3.RESULTADOS
3.1. OBSERVACGES CLfNICAS:

Imediatamente apds as injecBes de qualquer uma das substén-

cias em estudo, os animais apresentaram elevag¢gBes no dorso e entumes-

cimento da regido plantar das patas traseiras, ocasionadas pelo pré-
prio bvolume de material injetado. Nessas regi8es elevadas, a feSIS*
téncia a palpaglo fol fraca no caso de injeg¢io de solﬁgﬁo fisioldgica,
média no caso de coldgeno liofflizado ressﬁspendido em salina (CL) e
mais forte nos casos de inje¢les de coldgeno em gel puro (CG) e cols-
geno em gel formolizado (CF). O entumeéc!mento'da regifo plantar das
patas traseiras acarretou perturbagifo tempordria da locomoc¢%o dos ani-
mais devido ao "arredondamento” das superficles em contato com o solo,
© que ocasionou ”perdaé de equilfbrio”, associadas provavelménte ao
desconforto. A perturbac3o da locomog¥o persistiu por 2 horas aproxi-
madamente, apds o que houve uma adaptag®o dos animais 2 nova situacg®o
e a locomogfo retornou ao padr3o normal.

As regiBes injetadas do dorso pareciam n%o causar desconforto
-algum, uma vez que n%o houve reag¢3o dos animais que o denotasse.

A duragfo do edema nos locais injetados variou conforme o ti-
po de ﬁaterial injetado. Nas rénges em que se Injetou solugdo fisio-
l1égica, houve regréssﬁo completa em 24 horas. Nas regiBeé injetadas
com CL, o edema regrediu mals lentamente e por volta de 72 horas havia
apenas uma pequena elevagdo que representava a presenc¢a de co}égeno na
derme e que continuoﬁ palpdvel por aproximadamente 15 dias. Nas re-

gldes injetadas com CG ou CF, o edema propriamente dito regrediu len-
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tamente até o 52 dia; mas a elevag3o resultante da presenga dos cold-
genos injetados ainda era palpdvel até o 602 dia apds o implante.
.Hafores detalhes sobrevregressﬁo de volume dos Implantes podem ser ob-
tidos na tabela O1. | .

| 0 crescimento dos pé&los cortados na.regiﬁodersal dos animais

fo! normal para todos os casos. N¥o se reglstfou nenhum caso de eri-

tema ou necrose.

Nem mesmo os animais que sofreram inje¢Bes repetidas (de CL,
.CG ou CF) apresentaram qualquer sinal de necrose tecidual, embora o
edema tenha se prolongado por mais tempo, conforme se acumulava o ma-

terial implantado.
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Tabela Ol: Representagfo esquemdtica do efeito de inje¢Bes apds varios

perfodos no volume das amostras.

SF = {nje¢Ho de solﬁgﬁo fisioldgica
CL. = injeg%o de col dgeno liofi}izadovréssuspendido em salina
cG = injeclo de colégeno em forma de gel

= injecgd de coldgeno em gel tratado por formaldefde

B nenhuma alterag¢fo no volume da amostra

ou BJ reducBes gradativas no volume da amostra

] amostra n¥%o pode ser detectada macroscopicamente

h= horas e d= dlas decorridos apds as inje¢des,.
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3.2. OBSERVACSES MACROSCSPICAS DURANTE A EXCISXO DAS PECAS:

Apds o sacriffcio dos animéls, quando da retirada de mate-
rial para fixa¢3o, novas observac¢Ses foram realizadas, principalmenté
em relag3o 2 pele do dorso, que ao ser retirada, expunha o tecido sub-

cut@neo em sua face inferior. As patas, por serem fixadas sem dissec-

¢¥o, ndo puderam ser examinadas quanto a este aspecto macroscépico.

A observacg®o da face inferior do tecido subcut@neo da pele
~do doréo injefada com solucHo fisioldgica nZo deﬁonstrou qualsquer al-
teragBes em nenhum dos tempos de injeg#o, apresentando aspecto igual 2
pele de camundongos ndo 1nJetados.' Para os casos de animals injeta-
dos com CL, o implante era visivel como uma massa~esbranquigada e di-
fusa até por volta de 15 dias apds a injegHo e apés isso sua identifi -
cagilio tornava-ge malis Hiffcii. '

Nos casos de animéis injetados com CG e CF, o aspecto era
similar, com pequenas variac8es entre um e outro. Os nédulos resul-
tantes das inje¢Bes eram perceptfveis ao tato e visfveis no tecido
subcuténeo da pele rebatida. Com 24 horas de implante, notava-se que
ocorria vasodilatagfo na drea injetada com CF, que mostrava vasos no
l tecido subcut8neo visfveis a olho nd, o que‘néo fol notado com Inje-
¢Bes de CG. Aos 3 dias a vasculariza¢¥o se normalizou, n%o apresen-
tando diferencas notdveis a olho nd bara qualquer dos casos.

Aos 5 dias, o colégeno em gel (CG) se apresentava como uma

.. "bolha” bem delimitada e o coldgeno tratado com formaldefdo (CF) se

‘apresentava um tanto mais espalhado, n%o apresentando praticamente um

nédulo endurecido ou bem delimitado, mas uma camada homogénea por bat-
%o da derme. Essa situacfo se manteve pelos demais tempos, com leves

~ diminui¢Bes dos volumes de coldgenos injetados.



26

' 3.3. OBSERVACSES NICROSCAPICAS:

0 estudo da estrutura anat8mica microscépica de patas e .
pele de camundongos adultos fol realtzado prevtamenﬂe atraveés de ob-

éérvagﬁes de cortes histolégicos das referidas estruturas provenientes

de animals que n%o haviam sofrido qualquer tipo de tratamento. Os
cortes de pata e pele foram exaﬁinados quanto aoe geguintes aspectos:
espessura e arranjo das fibras de coldgeno da derme, presenga e aspec-
to de fibroblastos, mastdécitos, glandulas,  rede vascular, espéssura
da derme em diferentesz regifes da pata e atnda, estrutura de p&los na
péle do dorgo. Os aspectos exibidos foram considerados normais (fig.
01) e¢ tomados como padr3o de comparacéo para os aspectos apresentados
pelos tecidos dos animais submetidos as inje¢Bes de solugio fisiols-
gica (SF), colédgeno liof11izado cL>, colégeno em gel puro (CG) e co-

ldgeno em gel tratado por formaldefdo (CF).

3.3.1. COLAGENO LIOFILIZADO RESSUSPENDIDO EN SOLUGKO FISIOLEGICA X 8O-
LUCXQ FlSlOLﬁGICA (CL X SF)

Oz resultadoe aqui descritos referem-se principalmente aos
efeltos das inje¢Bes de coldgeno llofll(éado. Os efettos das Inje¢d8es
de "solucio fisidldgica,‘menos expressivos, serﬁb descritos somente

quando ge fizer necesgsgdrio.
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Fig. Ol: Corte sagital de pata de camundongo aduito (regi%o plantar)
corado péla Hemato#ilina?eosina. Pode serAnotada'a variag¥do de espes-
sura da derme (®»), sua qelularidade, a presencga de glandulas e um
grande vaso(%). Epitélio ( ¥ ) e queratina s%o visfveis na parte su-

perior da figura, camada muscular ) e tend3o &+, na inferior.

Aumento = 100 X.



0 exame microé;épico dos cortes de pele do dorso e pata ob-
tidos 6 hofas ap6s as Injec¢Bes de coldgeno llofiljzado homqgeneizadd
-permitiu a identificacﬁo do ﬁaterlal implantado que se distribuia na
derme ou logo abaixo desta e se corava pela eosina, aparentemente na
mesma tntensldade que as flibras dérmicas. O implante jd se encontrava
" com infiltragio moderada dé polimorfonucleares, principalmente neutré-
filos, mals acentuada na periferia que no centro (fig. 02). A infil-
tracfio de neutrdfilos também ocorreu na derme vizinha ao implante.
" Nos cortes obtidos das regid&es que sofreram injeg¢¥o de soluc¥o fislio-
16gica, pudemos Qbservar que ocorreu distenéﬁo na derme promovida pela
presenga do lfquido, com visivel separagdo das fibras dérmicas, aumen -
tando o= espagos inter-fibras (fig. 03). As gléndulas, a epiderme e
os nucleos de fibroblastos apresentavam aspect§ normal .

Vinte e quatro horas apds as injecBes de CL, os implantes
exibiam aumento da Infiltrag¢¥o de neutréfilos (fig. 04), malor'em pata
que em pele, e a derme adjacente se apresentava com edema leve carac-
terizado por espagos inter-fibras um pouco mais pronunciados do que os
habitualmente encontrados. Os implantes apresentavam fraca birrefrin-
géncta, havendo ﬁm nftido contraste com as fibras dérmicas que exibiam
birrefringéncia razoavelmente elevada (fig. 05).

A coloracg¥o pelo xyildine Ponceau a pH 2,5 evidenciou o alto
conteddo protéico do implante, que demonstrou intenéidade'de coloracdo
levemente lnferior.é das fibras ddérmicas (fig. 06). A natureza fi -
‘brilar do material implantado foi evidenciada pelo método de impregna-
.céo,por prata (fig. 07) que também nos permitiu identificar a Intensa

infiltragﬁo de neutrdfilos. As fibras presentes no implante apresen-

tavam distribui¢do irregular e a birrefringéncia no local fol batxa.



Fig. 02: Corte sagital de pata de camundongo 6 horas apds injec¥o de
CL. Pode-se observar o grande volume de matertal injetado (=) e a
Invagtio de polimorfonucleares, frequentemente mais acentuada na peri-
ferta do Implante. O0s tectdos adjacentes n¥o demonstraram alterac8es
exceto a presenga de neutrsfilos nas regifes mals préximas ao implan-

te. Colorag¥o: Hematoxilina-eoszina. Aumento: 100 X.

‘Fig. 03: Corte sagital da regi¥o plantar de pata de camundongo 6 horas
apds Injeg¥3o de SF. Pode-se notar que os espagos inter-fibras ( %)
est¥o muito aumentados, devido ao edema. ColoragZo: Hematoxilina-eo-

glna. Aumento: 700 X.
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Fig. 04: Corte sagital de pata de camundongo 24 horas apds injecZio de
CL. Pode-se observar o Intenso infiltrado de neutrdfilos no implante
(> ), a eosinofilia do material implantado e os espacos maié pronun-
clados entre as flbras dérmicas. A infiltrac3o de neutréfilos gse es-—

tende, com menor intensidade, pelas estruturas vizinhas. Coloracgfo: -

Hematoxilina~eosina. Aumento: 300 X.

Fig. O03: A mesma imagem da figura 05, em microscopia de pofar!zacgo,
com polérizador e analisador cruzados (902). HNota-se a presenga de
fraca birrefringéncia no material implantado (—=) que se encontra cir-
cundado por trama de fibras dérmlcas, muito maile birrefringentes. Ob-
serva-se ainda, na parte infer¥or diréita da figura, a presenga de unm

tend#do altamente birrefringente.

Fig. 06: Corte sagital de pata de camundongo 24 horas apds injego de
CL, corado por xylidine Ponceau a pH 2,5. Podemos observar a afinida--
de do CL implantado (na metade inferior aa figura) pelo corante, a he-
terogenetdade do material lmp!éntado e a malor thtensidade de colora-

¢80 nas fibras dérmicas(»). No limite superifor da figura, podemos

observar a presen¢ga de glandulas sebdceas. Aumento: 700 X.
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Fig. 07: Corte sagital de pata de camundongo 24 horas apds Inje¢do de
CL,submetido. a }mpregnagﬁo por prata. Na regi%o do implénte (metade
infertfor da figura), podemos observar a presenga de flibras, desde as
mais finag (») até as razoavelmente espessgas, distribufdas  caotica-
mente e ainda a intensa (nfiltrag%o de neutrdfilos. HNa metade supe -

rior da figura, observa-se a derme, glindulas sebdceas e o tecido epi-

telial queratinizado. Aumento: 250 X.
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Através da coloragio péloAazul de toluidina a pH 4,0 pudcmos
confirmaf que a populacgfo celﬁlar invasora do implante estava consti-
tufda princlpalment@ por neutrdfilos e tambdm detectér um aumento apa -
‘rente do numero de mastécitos presentes na derme adjacente, caracﬁefﬁ—
zados por intensa metacromasia cltoplasmética. o

Nqs casos de injegﬁeg de soluc§§ fisioldgica obser#amos que
~em 24 horas ocorria regress3o parcial do edema, as fibras dérmicas
tendiam a retornar & posiclo original, caracterizada pela proximidade
das flibras, e em alguns casos, as camadas muscﬁlares situadas sob a
derme se achavam levemente infiltradas por neutrdéfilos.

Aos 3 aias apds as iInjegdes de CL, pﬁdemos notar que a quan-
tidade dé células presentes no interior do implante era igual ou até
menor que no primeiro dia, porém o tipo celular predominante passou a
ser o fibroblasto (fig. 08), com nmicleo ovalado caracteffstico, croma-
tina pouco corada e algumas vezes, nucldolo evidente. HNicleos com es -
sas mesmas caracterfsticas puderam ser observados também na derme e
£ecido muscular vizinhos do implante. Nos cortes corados por AT a pH
4,0 pudemos constatar o aumento do numero de mastécitos na derme. Nos
cortes de pele do dorso, o nimero de mastdcitos se apresentou, como em
todos os demais tempos, menor que em cortes de pata.

Cinco‘ dias apds asyinjeQGes de CL, a concénttacﬁo celular

no implante estava bastante aumentada. o tipo celular .predominante
.lera o fibroblasto de nicleo ovalado e fracamente corado pela hematoxi-
lina. Havia também micleos de fibroblast&s fusiformes e intenéamente
corados. Q material extracelular, eosiﬁa positivo, exibia uma éerta.
heterogeneidade de distribuic%o, comiregiaes 6nde aparentemente havia

~ menor concentracXo.



Fig. 08: Corte de pata de camundongo 3 dias apds injeg¢%o de CL. Pode-
-8e observar no interior da massa colagénica implantada, eosina positi-

va, o infiltrado celular constitufdo , em grande parte, por fibroblas-

tos, cujos ndcleos podem ser visualizados(—).

Tais nicleos tambén
sdo encontrados préximos ao implante, no tecido muscular e na derme.

Coloragto: Hematoxilina-eosina. Aumento: 250 X.
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Exceto a presenga de élguns neutréfilos em regi8es profundas
da derme, nenhuma particularidade foi constatada nos coftes de pata e
pele 5 dias apdés haverem sofrido Inje¢Ses de SF.

As observagfes realizadas com o material que foi retirado 7 a
dias apés as inje¢Bes de CL n3o demonstraram grandes alterac8es em
relag¥o ao pempo anterior. O implante continuou éom grande conéentra;

¢do de niucleos de fibroblastos, porém na periferia, aumentou a quanti -

dade de nicleos fusiformes e bastante corados. Ocorreu ainda na peri~
ferta do implante, um leve aumento da birrefringéncia, com o apareci -
'mento de estrutura semelhante a fibras. Nos cortes impregnados por
prata fol possfvel detectar com malor nitidez a presenca de matertal
fibroso nas bordas do Implante.. A colorag%o pelo AT a pH 4,0 confir-
mou .a presenga de nucleos de flbroblastos fusiformes e intensamente
corados nesta regido.

Os controles, que beceberam.injecﬁo de SF, demonstraram al-
gumas vezes a presenga de nicleos de fibroblastos oval-arredondados e
cromatina pouco corada, geralmente na camada mais profunda da derme.

Aos 15 dias apds as injegBes de CL, o fmplante se apfesentou
totalmente invadido pcr fibroblastos e demonstrou uma queda dréstica
no numero de neutrdéfilos, que se tornaram raros. A quantidade de fi{-~
bras que se coram por eosina e xylidine Ponceau mumentou na periferia
do implante (fig. 09). O implante demonstrou ter sofrido uma redug¢o
aprecidvel de volume. A presenca de nudcleos de fibroblastoé claros e
arredondados, hematoxllina—posltlvos, pdde ser notada tanto na derme,
e regiées'prdximas ao implante, quanto no teéido muscular. No mate-

rial corado por AT a pH 4,0 pdde ser observada a presen¢a de mastéci-

tos com sinals de degranulagio.
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Fig. 09: Corte sagital da regi%o plantar de pata de camundongo 15 dias
apds Injeg¢%o de CL. Pode- se obsgervar o matérial implantado (»), eo-
sina positivo, intensamente infiltrado por Pibroblastos' e ainda a
grande quantidade de fibras acidéfilas razoavelmente espessas (—>)Ina
margem superior do implante. A derme t ambém ée apresehta infiltrada
por fibroblastos (—=), Pode;se observar ainda o epitélio e gl%nduias

sebdceas na parte superior da figura. Colorag3o: Hematoxilina-eosina.

Aumento:: 480 X.
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A Impregnag¢3o por prata revelou, nos cortes devimplantes com
15 dias ,a presenga de fibrilas argirdfilas aparentemente mais espes-
sas que nos 1@plantes com 7 dfas. Em alguns controles injetados com
SF, notamos a presencé de fibrobléstos'e neutrdéfilos.

Trinta dias apds as'injegées de CL, os implantes, completa -
ment.e invadidos por fibroblastbs, chegaram a apresentar alguns vasos
(f1g.10). Avpresenca de fibras com espessura razodvel e organizagio
espacial definida p&de ser detectada, no interior do implante, com o
auxflio de microscopia de polarizagZo, que evidenciou.aﬁmento signifi -
cativo da birrefringéncia (fig. 11). A densidade do implante dimi-
nuiu, porém aumentou a organizag¢¥o. A quantidade de mastdcitos evi-
denciados pelo AT a pH 4,0 sofreu uma elevag%oAconsideréve}. A colo-
ragdo pelo xylidine Ponceau a pH 2,5 também evidenciou material com
caracterifstica fibrila} e grau de organizac®o aprecidvel.

Apds 60 dias das inje¢Bes de CL foi notdvel a intensa redu-
¢330 de volume do material injetado. Com bastante atencio pode~se ain-
da distinguir o local do implante e concluir que o que restou foi unm
mate rial fibroso, eosina positivo, com caracterfsticas muito sgeme-
lhantes &as das flbras dérmicas (fig. 12) e com birrefringéncia apre -
citavel(fig. 13). A coloragHo pelo AT a pH 4,0 evidenciou a persistén-
cia da presehca de nudcleos de fibroblastés com cromatina pouco corada,
_ porém seu nﬁmero‘éstava muito reduzido (fig. 14). A quantidade de

mastdcitos também sofreu um decrésclmo considerivel.



Fig. 10: Corte sagital da regi%o plantar de pata de camundongé no‘ 302
dia apds Iinjecdo de CL. Podemoé observar o colégeno. i&plantado no
centro da figura (®) com infiltrado celular intenso e presenca dev
alguns vasos (—»), e ailnda uma leve infiltracio celular nas proximida-~

-

des do implante. Colora¢%o : Hematoxilina-eosina. 4Aumento: 300 X.

Fig. 11: A mesma imagem da figura anterior, em microscoplia de .polari;
zagdo, com peolarizador e analisador cruzades (90°), HNota-se que a
birrefringéncia no interior do implante ¢ visivelmente malor do que 'a‘
‘exibida na figura 06 (ibp]ante apds 24 horas) . Podemos observar a
preéenca de fibras com ofganizaqﬁo espacial definida no interior do

implante e na periferia, uma concentracfo destas (=e=),






Fig. 12: Corte sagital da regldo -plantar de pata de camundohéo no .602
dia apds injec%o de CL. Pode-se notar claramente a intensa reduc%o de
volume ocorrida no coldgeno Injetado, qué se transformou em, ou promo-

veu a formacfo de material fibroso, eosiné positivo (¥%). A celulari-

dade da regl¥o ainda se encontra levemente aumentada. Observa-se ain-

da, abaixo do material fibroso, a presenca de tecido muscular e ten—

dso. Colorag¥o: Hematoxilina-ecosina. Aumento: 300 X.

Fig. 13: A mesma imagem da figura anterior, em microscopia de polari-

zagdo, com polarizador e analisador cruzados (302). Nota-sge a blrre*
fringéncia e a disposicﬁo ordenada de fibras na derme (=), Podemos
observar alnda a grande Intenstidade de blrrefringéncla' exibida pelo

tend¥o que se encontra na pérte inferior direita da figura,.
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Fig. 14: Corte sagital da regl¥o plantar de pata de camundongo no 602
dia apds a injecg%o de CL. Pode-sc notar a presenca de niudcleos com
cromatina pouco cdrada (=), que contrastam com os nicleos fﬁslformes
inteﬁsamente corados presentes na porg¢f%io superior da derme (—). A
regidio com os nicleos mais volumosos (=) é também bastante flbrosa,
fato observévelﬂem material tratado por outras técnicas, e corresponde
A regl¥o onde foi realizado o implante. Cocloragdo: Azul de toluidina

a pll 4,0.  Aumento: 600 X.
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A observacg¥o de cortes delpata e pele do dorsb de- animals
que_sofréram injectes repetidés de CL nos permitiu detectar, no 'mate~
rial implantado, diférentes estdglios de evoluglo, dependentes da tdade
do implante. Podefse'distinguir, nos cortes corados por’xy}idine Pon-
ceau a pH 2,5, a organizacdo e a malor compactacﬁo do implante mais
antigo em qomparac%oiao mais recente (fié. 15). Distinguia-se, nos
corteé corados por HE e AT, a presenga de neutréfilos, fibroblastos e
macroéfagos. O grande volume de material implantado que se acumulou
- durante o perfiodo de apllicag¢io das Inje¢8es paréce ter promovido com-
pressHdo das fibras da derme que se apresentavam "aglomeradas”.

Nos énimais injetados repetidamente com SF, notamos sinais
de ocorréncia de inflamac¥o. Observamos a presenga de tecido de gra-
nuiacﬁo com neutrdfilos, fibroblastos e coldgeno. O nuimero de mastd-
citos porém, foi inferior ao dos animais injetados repétidamente com

CL.
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Fig. 15: Corte sagital da regi¥o plantar de pata de camundongo que re -
cebeu injec¢¥es repetidas de CL. Todo o material localizado na metade
inferior da figura representa coldgeno injetado. Pode-se distinguir o
coldgeno impiantado hé mais tempo (%) com aspecto fibroso e organiza-
do e, na regl%o inferior, o coldgeno recentemente 1mp1a6tado %),
pouco compactado e sem organizagio. Coloraglo: xylidine Ponceau a pll

2,5. Aumento: 480 X.
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3.8.2. COLAGENQ GEL (CG)

A abﬂervacﬁd microscdpica dos cortee.de pele e pata apds"l
dia da Injeg8o de coldgeno em gel (CG) demonstrou que os implantes de
CG se distribuem uniformemente na derme ou logo abaixo desta, formando

massas colagénicas unicas, sem fissuras, com caracteristica finamente

fibrilar, observdvel nos éortes.corados por HE (fig. 16), xy}idine
‘Pondeau a pH 2,5, assim como nos cortes impregnados por prata.

Quando examinados em microscopia de polarizagso, tals im-
plantes demonstraram birrefringéncia discreta(fig. 17). Observou-se
ainda, nas bordas do material iﬁjetado, a presenca de neutrdfilos, ge-
ralmente em camada unica descontfnua (fig. 16). N#Ho houve invas#o ce-
lulaf n§ perfodo de 24 horas apds a inje¢Ho. As fibras de coldgeno da
derme, assim como as gléndulés sebdceas apresentaram aspecto normal.

| Nog cortes corados por AT a pH 4,0, pode-se observar clara-
mente que os nudcleos de fibroblastos situados na derme adJacente' ao
implante apresentavam morfologia alongada e cromatina compactada.
Houve auséncia total de colorag®o da massa colagénica implantada.

Pelo método de xylidinebponceau para protefnas totais, pode-
se constatar que a inténsidade de coloracg%o do implante fol bem menor

que a das fibras dérmicaé, sugerindo malor compactaglio destas.
A impregnagﬁo por prata demonstrou o carédter argiréfilo da

rede fibrilar observada no interior do material injetado.
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Aos 3 dias apds a Inje¢do de CG houve um acentuado aumento .

‘da ades%o celular 3 superffcie do material implantado. Entre essas

célulast pudemos notar, nos cortes corados por lE (fig. 18), a presen-

- ¢a de macrdfagos e neutrdfilos. A coloraglo por AT a pH 4,0 eviden-

clou, nas bordas do implante, a presenga de fibroblastos com morfolo-
gia nuclear mais arredondada, cromatina aparentemente menos condensada

e por vezes; nucléolo visfvel. Tal colorag3o evidenciou também a pre-

‘senga de substéncia extracelular fracamente metacromdtica (fig. 19)

entre as células aderidas ao implante. HNa derme vizinha do implante,

agsim como na camada muscular situada abaixo deste, pode ser notada
também a presen¢ga de neutrdfilos e de nudcleos arredondados e c¢laros,
possivelmente de fibroblastos.

Quando comparados os implantes em pele e em pata, >p6de*se
notar, prlnclpalmente‘nos cortes corados por xylldine Ponceau, que o
material injetado na péta corou-se um pouco mais intensamente, suge-
rindo ter ocorrido af malor concentragfo do>gel.

Aos 5 dias apds o implante houve uma diminuig¢3o do numero de
neutrdfilos na periferia do implante, aparecimento de alguns 1infdéci-
tos e um acentuado aumento do numero de fibroblastos. O materfal im-
plantado, eosina positivo, persistiu éomo uma méssa Unica e fibrllar{

porém em alguns pontos houve o aparecimento de "canais” de penetracg?o

- celular. Nesses pontos-parecia haver uma associag¥o macrdéfagos-fibro-

blastos (fig. 20). Observou-se ainda, nos cortes corados por AT, unma

leve metacromasia no citoplasma das cdélulas que invadiram o gel.



Fig. 18: Corte de pele do dorso de camundongo no 32 dia apdés inje¢Ho

de CG. Podemos notar no limite do implante, o aumento da quantidade
de células, entre as quals destacam-se neutrdéfilos , macrdéfagos (») e

fibroblastos &), Colorécﬁo: Hematoxilina-eosina. - Aumento; 1900 X.

Fig. 13: Corte de pele do dorso de camundongo no 32 dia apds .1n3eq5§
.de CG. A 5rea observada corregponde aco limite do implante, n3o corado
por este‘méﬁodo (%), 'Podemos observar nessa regido, uma ‘camada. de
células, onde se distinguem fibroblastos com nicleo claro'e volumoso
e um material'extracelﬁlar com leve metacromasia (»), Coloracdo:

Azul de ﬂoluidina a pH 4,0. - Aumento: 1900 X, -
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~Fig. 20: Corte sagital da regido plantar de pata.vde camundohgov no 5<2
“dia apdés injeg3o de CG. Pode-se qbserQar r-‘egi’éo’ limftrofe do implén- :
" te, onde se nota a penetracﬁo de f‘ibroblaétos no gel (») e a presenga
de células semelhémtes a macrdéfagos (»)associados aos f‘ibrobl»astos."'
Na regi¥o da derme acima do implante, observa-se 2 variabilidade mor-
foldgica dos nicleos de Af‘ibroblast;:s, que se apresentam ora fusiformes
e _1nten’samente corados (* ), ora ovalados e f‘racaménte corados ( : ).

Colbrac%o: Hematoxilina-eosina. Aumento: 600 X.
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Ads 7 dias apdés o implante de CG houve'uh pequeno aumenﬁo do -
.material éxtracelulaf presente na cahada de fibroblastos que contorna
o local do implante e, quanéo submetido 3 éoioracﬁo por AT a pH. 4,0,
eate ageumia um asﬁect;:de ”véub levemente metacromético.' A presenca
de haierial flbrosd 2o redor do implante pode ser notada aos 7 dias e
ainda mais acentuadamenﬁe‘aoé 15 dias. Tal material & argirdfilo, eo-

sina positivo, xylldine Ponceau positivo e possul alta'concentragﬁo de

fibroblastos.

Aos 15 dias nB3o foi notadé grénde avango em profundidade na
penetragdo celular, porém os.poﬁtos de penetrag¢do no gel se tornaram
mais frequentes. Houve diminuig3o do ﬁﬁﬁero-de neutrdéfilos e o numero
de fibroblastos com cromatina pouco corada aumentou bastante, inclusi-
Qe na derme propriamente dita. Pode ser notada mais claramentek uma
condensag¢do maior do m;terial implantado na pata; drea mais vascularl -
zada e sujéita 3 compress3o (}ig. 21 .

Aos 30 dias houve um acentuado avénbo da penetrac%b celular
no gel (fig. 22). Tais célulés apresentavan, gerélmente, ndcleo.claro
e volumoso. As fibrilas presentes no interior do .implante aumentaram
notavelmente de espessura e a birrefringéncia se tornou mais acentua-
da. | |

Os ndcléos das células.inVasoras'do implante apresentavam
cromatina aparentemente frouxa. O tecldé muscular adjacente ao lm;
plante tambénm épresentou um numero razoavelmente gbande de nicleos com

as caracteristicas descritas acima.
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Fig. 21: Corte sagital da regi¥o plantar de pata deicamundongo no 15=
dia apdSs injégﬁo_de CG. Pode-se observar o gel injetado com camada de
_ fibroblastos aderida ao redor do implante (»), e ainda uma camada

fibroga eosina positiva com populac3o densa de fibroblastos (% ).0bs.:

o espago observado entre o implante e.a derme deve-se a artefato de

técnita."Coloragﬁo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 25OVX,



49

Fig. 22: Corte sagital da regigo plantar de paté de camundongo no 30=
dia apds injéc%o de CG. Podemos notar que ocorreu um‘visjvel aprofun-
damentov da fnvasd¥o celular no gel. Neste, o tipo celular mais fre-

quente & o fibroblasto com nicleo ovalado e croﬁatina.pouco corada(»)
Nota-se ainda a pfesencavde material fibroso e orientado ao redor do
1mplénte —) . Tél'materlal também se encontra com populééﬁo densa de

fibroblastos. Cploracﬁé: Hematoxilina-eosina. Aumento: 250 X.
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Nos implantes de CG com 60 dias de duracio, obéervou—se uma
diversidade nas respostas individuais. Em um caso de lmplénte efe;ua-
. do em pele do dorso,‘a pénettécgo celuiar fol muito Intensa na perife-
ria evleve na feg{ﬁo central do gel injetado. Ao redor de um grande
nimero de células, podia-se notar um halo claro, sugerlnao uma aéﬁo
celular na degradac3o do coligeno injetado (fig. 23). -As célulaé ro;

deadas pelo halo se assemelhavam muito a macrdfagos. Notou-se ainda-
que oe fibroblastos n¥io apresentaram em geral, o halo pericelular.

Nesae caso, o implante de CG com invag¥o celular Intenesa, tornou-ge
vascularizado (fig. -23). HNo segundo animal, o implante apresenﬁou pe-
quena invaglo celular, compardvel ao quadro exibido pelos 1mplantes

coﬁ‘7 dias de duraglio, e os fibroblastos se encontravam somente ao re-
dor do implante. HNo terceiro caso n¥o fol encontrado, nos cortes de
pele, o material injet@do proprfamenté dito, mas pdde-se constatar que
‘nos locals onde supostamente fol realizado o implante, a derme estava
com a espessura dupllcada.

Nos implantes efetuados em pata, péde- se observar ﬁma major
compactag®o do material injetado que pode ter dificultado ou retérdado
a invasﬁo(celular e o estabelecimento de vascularizagfio. Os implantes
demonstraram aspecto fibroso (fig. 24) e a nfvel de microscopta de po-
larizag¥o, péde-se constatar que houve um aumento da bifrefringéncia
(fig. 25). |

Através da andlise dos cortes h;stoldgiCOS»obtidbs dos ani-
mats que sofreram inje¢Bes repettdaz de CG, p&de-aé observar qﬁ& ape - -
sar de ocorrer o acumulo de material nos locais injetados, n%o ocorreu
fus¥o desie material e cada implante se comportou como se fosse o uni -
co. Obgervaram-ge no meémo corte, implantes com gréué variidvels de

infiltracio celular.
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Fig. 23: Corte de pele do dorso de camundongo 60 dias apdés injeg¥o de

CG, focalizando-se o interior do implante (drea central do implante na

regi%o superior da figura). Pode-se notar a presencga de um vaso ( »)
e distinguir a existéncia de um halo claro ao redor de algumas célu-

las(—) . Colorac¢3o: HéMatoxillna—eoslna. Aumento: 600 X.



- Fig. 24: Corte sagital da regi%io plantar de pata de camundongo 60 dias

apds Inje¢Ho de CG. Podemos observar o aspecto flibroso do gel implan-
tado (%) que sofreu nftida retrag¥o e compactag%o. No implante res-

tam poucas células, provavelmente remanescentes de uma invas¥o celular

mais intensa. Colorag%o: Hematoxilina-eosina. Aumento: 300 X.

Fig. 25: A mesma imagem da fligura anterior, em microscopta de po{ari—‘

Zagdo, com polarizador e analisador cruzados (90°). Podemos notar que

a birrefringéncla razoavelmente alta do gel Implantado (-=) & clara-

- mente malor que a do mesmo material no 12 dia apés o implante (figura

21)f Abaixo do gel implantado, hi um grande vaso, camada muscular e

tend%o.
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Nos cortes de pele do dorso injetadas repetidamente com CG
observou-gse uma quantidade razodvel de tecido de granulacio entre as
massag colagénicas, o que n3o fol observado em cortes de pata que 50 -

freram o mesmo tipo de tratamento.
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3.8.3. COLAGENO-GEL TRATADO COM. FORHALDE(DO (CF)

0 exame microscépico dos cortes de pele do dorso e patas de
~camundongos apds 24 horas da injec¥o de CF revelou que este se apre-
senta repleto de fissuras,'o.que abre espago & Infiltracg¥o intensa de

polimorfonucleares, principalmente neutréfilos. O CF implantado se

caracteriza por ser eosina positivo, nylidine Ponceau postitivo, argt-
rofilo e azul de toluidina negativo, n#o apresenta o cardater Flnamente
fibrilar como os implantes de CG, mas se caracteriza por ser méls ho -
mogéneo (fig. 26). Quando observado enm ﬁlcroscopia de polarizagio, o
implante de CF revelou-se fracamente birrefringente (fig. 27).

Os tecidos gdjacentes‘ao imb}ante se achavam, apdés 01 dia da
injeclo, ha matoria das vezes, também infiltrados por polimorfonucles-
res.

Hoe cortes corados por mylidine Ponceau a pll 2,5, ’observou»
se que a Intensidade de coloraéﬁo do CF {mplantado foi um pouco menor
que a das fibras de coldgeno da derme (fig. 28), porém pareceu ser
maior que a dos implantes de CG.

A coloraglo pelé azul ée toluftdina a pH 4,0 permitiu obser-
var que'a populaqéo ceitlar nas proximlda&es do coldgeno implantado
era constituida por grande numero de neutféfilos, alguns linfdécitos >e
fibroblastos. Estes dltimos, épés 24 horas de 1nJéq§o J4 e encontra-
“vam com cromatina apérentemente descompactada, nucléolos visiveis e

citoplasma metaérqmético (fig. 29).



Fig. 26: Corte éagital de regi%o plantar de pata de camundongo 01 dia
apds Injeg¢¥o de CF. Pode-se notar o grande volume de coldgeno injeta-
do (%2, suabeoslnofllia, a penetracio de neutrdfilos em regides ﬁaist
Internas do‘implantQ (facilitada por fissuras) e a auséncia de aspecto

fibrilar do gel. Colorac3o: Hematoxilina-eosina. Aumento: 300 X.

Fig. 27: A mesma imagem da figura anterior, em microscopla de polari-
zag¥o, com polarizador e analisador cruzados (90°). HNota-se que a

birrefringéncia do CF injetado (4 ) & bastante balxa quando comparada

3 exibida pelas fibras dérmicas (=),
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Fig. 28: Corte de pele do dorso de camundongo Ol dia apds injegHo de

CF. Podemos observar que o CF implantado nZ%o se apregsenta como massa

dinica, mas se encontra repleto de fissgsuras que'faciliiam a infiltracHo
celular. A‘intensidade'de coloragio do implante (%) & levemente in-
ferior & das fibras dérmicas (=), Co]éraq%o: xylidine Ponceau a pH

2,5. Aumento: 100 X.

Fig. 29: Corte.de pele do‘dorso de camundongo 24 horas apds injeg3o de
CF. A regl%o dé figura & adjacente ao implante, é qﬁal se encontra 2
direita, n%o corado. Pode-gse observar a presenca de fibroblastos com
cromatina descompactada, um ou mais nucléolas evidentes ee citoplasma
lev&m&nte metacromitico —=). Presentes ainda, numerosos neutrdéfilos
(») @ aiguns Iinfécttos. ~Colo}ag§0: Azul de toluidina a pH 4,0.

Aunmento: 1300 X.
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Aoe 3 diss apde s injeclo de CF,>3 tnftltraclo de pal!mor?a"
nucleares 'nﬁo cresceu muito em numero no interior do implante, porén
aumentouvo nimero de fibroblastos com nﬁéleo claro e volumoso ao redor
do implante e tambémind‘tecido'muscular adjacente a este.

Aos 5 dtas apdsAo implante, a ades3o celular & superfrcie do
gel eétéva'aumentada, os fibrobﬁastos e macrdfagos éodiaﬁ ser vistos
ao redor e também no intertor 30 1&plante e é drea devinvasﬁo ndo pa-
recia estar maie restf!ﬁa de fiscuras (fige. 30 e 31). ,Aiguns ndcleos
grandes e claros com caracterfsticas de nidcleos de fibroblastos podian
ser notados também na derme adjacente ao implante.

Com a coloragdo por azul de toluidina a pll 4,0 notou!se a
presenca de material citoplasmdtico e extracelular levemente metacro-
matico nas proximidades dos fibroblastos situados nas bordaz do im-
plante. ‘

Aos sete dias, observou-se no CF implantado em pata, o cola-
bamento das fissuras, oéasionado provavel@ehte pela press3o exercida
sobre o material durante a locomog¥o (fig. 32). HNo entanto, as ‘célu-
las permaneceram na massa colag@nica formando tracados bastante carac-
terfsticos. Algumas regies dentro do gel permancceram ainda nZo in-

vadidas. Nucleos claros e volumososbpodiam ser visztos na derme e tam-
hém na camadé muscul ar prdxima'ao implante.-

Nos cortes corados por azul de toluidina a pH 4,0, observou-
se, ao redor do implante, a formag%o de um ”"véu” levemente metacroms-
tico constitufdo pelos clitoplasmas de fibroblastos e provavelmente
‘tambén por.material extracelular. HNuicleos de linfdcitos e resfduos de
-neutrdfi{los também foram observados nessa érea.

A coloragﬁo.por x®ylidine Ponceau para pfotefnas totais reve-

lou malor concentrag3o protdica do materlalylnjetado na pata.



Fig. 30: Corte de pele do dorso de camundongo no 52 dia apds injegHo
de CF. Podemos notar o aumento de espessura da camada celular aderida
a superficie do implante &) e ainda a presenca ds células no inte-

rior deste (»)., Colora¢do: Hematoxilina-eozina. Aumento: 250 X.

Fig. 31: Corte de pele do dorso de camundongo no 52 dia apds injegHo
de CF. Podemos observar o‘ aspecto dos flbroblastos (») com micleos
claros e volumososg, preséntes tanto na regi%o do implante (porgZo in-.
ferior da figura), como em suas proximidades e ainda a présenqa de ma-

créofages (—), Coloracfo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 600 X.
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Fig. 32: Corte sagital da regi%o plantar.de pata de camundongo no 72
dia apde injecfio de CF. Pode- se observar que ocorreu uma compactéqﬁo
do maﬁérlal injetado (%), com o desaparecimento dag fissuras e a con-
sequente disposiglio das células em traJétos tértuosos no interior do
gel. Acima do implante, podemos obsefvar a derme (%), epiderme e‘ca*

mada de queratina e abafxo, um grande vaso e camada muscular. Colora-

¢30: Hematoxilina-eosina. Aumento: 100 X.
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Nos implantes em pele do dorso, apds 7 dias de duragHo, as -

fissuras ainda n3o se achavam totalmente fechadas, e em alguns pontos,

o matertal injetado parecla estar sendcydegradado. Alguns orificlos

observados na massa colagénica lembravam primérdios de vasos e o teci-
do de granuiac%o ao redor do implante J4 se encontravé com vasculart -
zag%o instalada.

Quinze dias apds os implantes de CF em pele do dorso ocor-
reu, Indiscutivelmente, a instalacHo de rede vascular. MNuitos vasos
com - células sangufneas em seu interior sfo vistos atravessando o gel
.(fig. 33). O material injetado se achava penetrado por uma rede celu-
lar onde predominavam os fibroblastos, seguidos por macrdfagos e neu-
tréfilos.

Hogs implantes em pata, aos 15 dias ainda n%o eram observados
vasos sanguineos caracterfsticos, porém parecta haver uma tendé&nclia &
sua formacHo. 0 matertal implantado se encontrava mais compactado
(fig. 34) mas também parecia sofrer lise em alguns pontos. A quanti -
dade de fibroblastos no interior do implante era razoavelmente grande.
Havia tambdm nucleos com cromatina pouco corada situados na derme é en
camadas musculares vizinhas ao implante.

Aos 30 dias apds os implantes de CF, pbde-se detectar, nos

cortes de pata, a presenga de vasos sanguineos no interior do implante

(fig. 35).  Pbde-se identificar ainda, entre as células invasoras do

implante, macrdéfagos e numcrosos fibroblastos. 0 mesmo ocorreu nos
inplantes efetuados em pele do dorso, porém a diatrlbuiqﬁo espactal

das célulag infiltradas foi mais uniforme. Noé cortes gubnetidos &

impregnag®o por prata, notou-se, nas regtes de mator concentraéﬁo de

células e vasos, a presenga de substéncia kargiréfﬂla, poscivelnente

" col4geno recém-sintetizado (Fig. 36).



Fig. 33; Corte de pele do dorso de camundongo'no 152 dia apds injegHo
de CF. Observa-se a presencga de vasos sangufneos bem caracterizados
(=) no interior e nas bordas do gel implantado. Nota-se ainda a pre-
ysenca de numerosos fibroblastos comlmorfologia nucyear oval arredonda-

da(e), Coléraqﬁo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 250 X.

Fig. 34: Corte sagital da regldo plantar de pata de camundongo no 152
dia apde inJeg%é de CF. Podemos notar a compactagfo sofrida pelo gel
implantado e a invas3o fibrobléstica, menos acentuada que a‘demonstra~
da na figura anterior. Observamos ainda, ao redor do implante, una
regigo rica em fibras e células (—), onde se pddla‘ dlstinguif, mi-
crogscopicamente, nulcleos de Fibrob)astos e .neutréfi!os. ColoracHo:

Hematox!ilina-eosina. Aumento: 250 X.
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Fig. 35: Corte sagital da reglio plantar de pata de camundohgo no 302
dia apds inje¢¥o de CF. Podemos notar a presenga de vasos sangufneos
de pequeno calibre (=) no interior do gel implantado e ainda a inten-
sa Inflltrag3o Fibrobléstica. Na feg!%o inferior da figura, misculo

estriado. ColoracZ%o: Hematoxilina-eosina. Aumento: 600 X.

Fig. 36: Corte de pele do dorso de camundongo no 302 dia apdz injecHo
de CF. Pode-se observar na metade inferior da figura, o aspecto do
gel lmplantado, onde podémos distinguir a‘presénqa de vasosvsangufneos
{—=) e, em suas proximidades, a existéncia de substancia’ argirdfila,
mals Intensamente impregnada que o gel tmplantado. ‘Ao redor do i

plante, observa-se ainda uma extensa camada fibrosa. Método: Impreg-

nag#o por prata. Aumento: 100 X.
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Nos cortes de implantes de 30 difasg, notou -se fambém, em re-
giBes prdéximas ao implante,’tais como a derme e tecido muscular adja-
centes, a presenga de nucleos oval arredondados com cromatina aparen-
temente d&aaaﬁpactéda, prévavelmente de Fiﬁroblastos. )

A birrefﬁtngéncia do matérlal implantado fot, aos 30 dlas;
um pouco mais intensa que a abresentada nos dias iniciais do implante.

Nos‘cortes de pata corados por xylidine Ponceau a pll 2,5, obgervqu-se
que ocorreu cdncentracﬁo do material injetado, porém ele ainda se co-
;ravé menos lﬁtensamente que as fibras dérmicas. HNos cortes corados
por azul de toluidina a pH 4,0, observou-se a presenga de material ci-
toplasmitico e extracelular levemente metacromsdtico, presente nas bor-
dag e interior do implante. |

Aos 60 dias apds og implantes de CF, observamos, tanto em
pele do dorso como em #ata, que d‘material injetado parece ter sofrido
retrag3io ou absor¢fo e adquire um aspecto mais fibroso (fig. 37). Os
fibroblastos presentes em seu interior, mais escassos, apresentavam
nicleos alongados ¢ cromatina compactada. Quando observados em - mi-
crogcopla de polarizagfo, os impiantes demonstraram birrefringéncia
’consideravelmente mais intensa que a exibida nos primeiros dias (fig.
38) . | |

0 exame microécdpico dos cortes de pele e pata dos animais
que receberam inje¢8es semanais de CF durante dois meses revelou que
‘os colégenos injetados em dxés diferentes n¥o se fundem em massa ﬂﬁi—
ca.. Pode-se distinguir o implante mals recente pelo menor conteudo de
éélulaa mmftltradas. 0Os twplantes maxa’sﬁtigaa'apreaentaraﬁ alta &e~
lularidade, vaéos e em algumas regides, uma éparéncia fibrosa. Og nu-
“cleos  das células invasoras dos implantes s%o volumosbs.e apresentan

cromatina frouxa.



Fig. 37: Corte sagital da regi%o plantar de pata de camundongo no 602
dla apds InjegHo de CF. Pode-se notar a compactag¥o ocorrida no gel

Implantado (%) e a escassez de células em seu interior. Colorac%o:

Hematoxillné~eosina. Aunento: 300 X.

Fig. 38: A mesma imagem da figura anterior, em microscopia de polari-
zagHo, com polarizador e analisador cruzados (90°). Pode-se observar
que a birrefringéncia eﬁibjda pelo coldgeno na'regiﬁo do implante( * )
é mals lntensa.que né l2 dia apds a InjegHdo (figura 27).  Abalxo do

material implantado h4 um grande vaso ( ) e acima, fibras dérmicas.
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Nicleos volumosos e com cromatina aparentemente descompacta -
dé foram enéontrados também na derme e tecidos musculares vizinhos aos
implantes acumulados. A (ntensidade de coloragdo peio xylidine Pon-
éeau ‘a pH 2,5'parecé auﬁentar de aéordo com a duracto do lmplante,
sendo, nos implantes com 2 meses de'duracﬁp, levemente inferior & das

fibras dérmicas.
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3.4. RESULTADOS DA QUARTIFICACXO DE HASTACITOS

Diversas médidas em diferentes campos mlcroscdpicos foram
tomadas no mesmo animal devido a forte variabilidade entre as observa-
¢Ues. Essas medidas constituiram-se em sub-amostras. Procedemos en-

t¥o oe calculos das médias das observacBes por camundongo e das mé-
dias das observagBes em cada tempo para as diferentes substénciag In-

Jetédas. Estas dltimas se encontram na Tabela 04.

Com as médias do numero de mastdcitos observadas por camun-
dongos (varidvel HHast) procedemos ao ajuste de um modelo linear com o
fatorial tempé x tratamento, para avaliar o efeito desses fatores (o
possivel interag¢fo) em MMast.

A  seguir, nas tabelas 02 e 03, apresentamos o0g resultados
dos cdlculos de ajuste do modelo'llnear, em partlicular as andlises do

vari8ncia.

Tabela 02: Andlise de varifincia para os valores médios de mastdcitos

observados por camundongo (HMast).

GO S e ST i G T GRS S B iy e s W B M e s i S e, B, B S i, i . W S s . B, e Mt S 8 b it B St e e 5o Aok S, o B S S A ke S P S . oS B it . ook St et

Fonte de Vari{ac¢io GL 5.0 Q.H F

" Tratamentos . a0 544,991 18,166 4,15 %
Res fduo 53 . 231,742 4,372
TOTAL 83 776,733

-...m....—.—....-.--__...-..u....__....-.—m....,.—.._-...—._.-.-........-u.m—..m.q..w-.u_“.—n.wm—.mm—,-—-mm-_—u—m..-—ummm—.mmuu..‘m—..

% significativo a nivel de 0,01%.
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Tabela 03: Andlise de varl8ncia para os valores mdédios de mastécitos
segundo as subst8ncias injetadas, o tempo decorrido apds as

inje¢Bes e a InteracHo desses dolis fatores.

Ao e o O S o S S A o O O Wt S W L B o G s A s B P, . B o Wl B e S S S B R i R, B BT W, st e i e s S . P A ekt Bt vl . W S e R O S S i e S b

Fonte de VartacHo GL 5.Q. F PR>F

Subetinciaz 4 303,861 17,37% 0, 0001
Tempo ‘ Z 145,732 4,76%% 0,0003
Subst.x Tempo 19 95, 397 1, 18k%% 0,3349

o, R St A Sk W W i . S W B s S T B B B, i e A B, S SR e Bt i o s Bt 2 o S B SR il T SR b, et it AR b S i, i W o R AV R Sl . vl . B o S5O S R SO I b Ao e B

* Significativo a nfvel de 0,01%
%k Significativo a nfvel de 0,03%

X%k NZo-significativo.

A partir dos resultados apresentados na tabela 02 (valor ~de
F=4,15) podemos dizer que as médlas se ajustam bem ao modelo linear
proposto, e pelos resultados expostos na ﬁabela 03 verificamos a n%o-
signlficﬁﬁcla da interag¥o entre tempo e tratamento . Conasidera-ase
entto que os efeitos de tratamento e tempo (significativos) s%fo aditi-
vos e podem ser conslderados em separado.i |

Com a fiﬁalidade de se quantificar os efeitos dos dois fato-
res, procedemos ao cél;ulo de um esquema de comparag¥es miltiplas
(pelo método de RYAN—EINOT-GABR!EL-UELSCH), que garante o nivel global
das comparag@es, qualquer que seja o numero de comparages.

ds regultados cohstam na tabela 04 (MMastT e MHMastS), eendo

que na leftura dos resultados, as médias deaignadas por letras lguaisg

ao lado nZo diferem significativamente entre si. 0Os testes s3o feitos

a nivel de p= 0,03,
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Tabela O04: Mddia de mastdcitos/campo microscdpico segundo as  substan -
clas injetadas e o tempo de duragio dos implantes. :

S e S SO Sl L S, SR S R oD e . 0 S S B, AR TS GRS g o B KR WIS Ml Sl S i A i, ) St . S Wl B S S P S S T S A S S 1 o Pt S s S5 e 2 S S i e o s o e o 557 A e

tempo s$s SF CL (o/¢] CF MMastT
0 = 5,300 - . ~ 5,300 (h)
(D) o S 113
& horas 4,133 - 7,900 : 6,017 (b
(3) (3 ' : (6]
0l dia 9,000 10,900 5,433 11,233' 8,980 (a,b>
) (2) " (3} (3 [101]
03 diag 6,566 13,800 6,266 7,600 | 8,583 (a,b)
(3 (3 » (3 ‘ (3 [121
05 dias 8,533 10,666 6,333 6,200 7,878 (a,b)
2) (3 (3 (3) [111]
07 dias 7,500 10,333 6,900 7,633 8,007 (a,b)
(2) (2) (3 (3 [101]
15 dias - 8,866 11,833 7,533 6,133 B,297 (a,b
' (3 T (2) (3 (3) [11]
30 dias 10,533 14,400 8,533  9,466 10,7562 (a)
(2) (3 (3) (3 [111]
60 dias 6,333 12,3800 7,233 7,766 8,558 (a,b
3 (3 (3 (3> [123

MMast5s. 5,300(d) 7,482(d) 11,687(e) 6,830(d) 8,005(d) 8,490
[13 [201] (211 £211 (211 - [84]

e S G G i S PR ) Wl G i 7S A W, S e SR S . i T e . S S, e 41 G, W e i . W, S . W O Yo 4 e, . Bl W i e . e R P RO B . e e O o, S, S S e B B e e

Legenda da tabela 04: 88= sem qualquer tipo de tratamento; §F- solucio
fisioldgica; CL= coldgeno liofilizado ressuspendido; CG= coldgeno gel;
CF= coldgeno formolizado; (n)= nimero de camundongos utilizados para
contagem de 30 campos microscdépicos; [nl= soma do numero de camundon-
gos relacionados nas linhas ou colunas; HMastT= média geral de masts-
citos/campo para os diferentes tempos de injec¢Ho; KENastS= média geral
de mastdcitos/campo para as diferentes substincias injetadas.

OBS.1: . cada campo microscdpico acima referido corresponde & uma &rea
de 1,59 x 10° jw’ :

OB5.2: médias accunpanhadas por letras fguais n¥o diferem significati-
vamente entre gi . , ' B :
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4.DISCUSSRO
4.1. Agpectos clinices gerais:

A observag¢io do aspecto fisico dos implantes em relag%o a

gseus volumes representado graficamente na tabela Ol, nos revela clara-

£

‘mente que quanto menor é a "fluidez” do implante, maior o tempo de du-

ra¢¥%o do entumescimento pof ele provocado, desconsiderando-se logica-
mente o edema presénte nas primeiras 24 horas apds Os’impléntes. As
rédugses de volume nos primeiros dias pds-implantes devem ser princi-
palmente o resultado Aa abgorcgio de égﬁa pelé microcirculac3o e somen-
te com o decorrer do tempo é que elas podem ser creditadas ao rearran -
Jo e ou degradacZo dos materials implantados.

Ainda com reépeito aos dados apresentados na tabela Ol, cha-
ma a atengﬁo o fato de que oé volumes dos implantes efetuados em pata
diminuem mais rapidamente, provavelmente devido a pressio exercida pe~
lo peso do aniﬁal, acarretando maior compactacﬁo; fator este ausente
nos Implantes em pele do dorso. Tal quadro pode ser confirmado mi-
croscopicamente pela maior condensacgiio apresentada pelos implantes de
CC e CF em patas, inclusive com o colabamento das fissuras ocorrendo
mais rapidamente no CF implantado em pata,
| A auséncia de sinals clinicos indicativos de qﬁalquer tipo
‘de rejeic¢do aos coldgenos implantados, mesmo em animais‘ repefidamente
Injetados,. encontra semelhan¢a em dados publicados anteriormente pof
PITANGUY e cdlaboradores (1983) que tahbém n3o detectaraﬁ reaces ad-
versas apds uma série de implantes dérmicos de éolégeno bovino em ~ hu-

manos . A experiéncia clfnica tem demonstrado que somente indivfduos



70

muito reativos manifestam reac8es clfnicas detectdvels em resposta ’a
'implantes de ‘cdlégeno (SIEGLE et alii, 1984; HCCOY et alii, ‘1985{
CDDPERHAN & MICHAELI, 1986). | |

0 fato do coldgeno bovino injetado (qualquer que tenha sido
o tratamento empregado) n%b ter deééncadeado reac@es como as promovi -

das por outras protefnas heterdlogas se deve primeiramente as pequenas
difercencas de composi¢¥o molecular existentes entre as espécles (PIEZ

et alii, 1963) e ainda a utilizaclo de pepsina no processo de extra-
c%o; que destrdi as porgles telopeptidicas da molécula, onde se encon -
tram os principais determinantes antigénicos (SCHHMITT et alii, 1964),
reduzindo consideravelmente o potencial imunogénico do coldgeno.
Deve-se salientar ainda que a pequena irritac3o causada pe-
los implantes de CF, traduzida em vasodilatacﬁo local, pode ser resul -
tado da liberagZo de pequena quantidade de formol excedente que  apre-
senta toxicidade, porém esta desaparece por volta do 32 dia e n3o che -

ga a comprometer os resultados de tais implantes.
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4.2. Aspectos microscépicos:

Em primeiro lugar ser#o discutidos os fatores gerais que
afetaram os 3 tlpoé de implantes de coldgeno e somente apds isso & que

nos deteremos em detalhes sobre cada tipo de. implante em particular.

4.2.1. Qutm!oﬁax!a e fage inicial de degradacle des celégenos injeta-

dog

0 rdpido acumulo de neutrdfilos no interior (CL) ou ao redor
(CG e CF) das 4recas oéupadas pelos coldgenos implantados é o primeiro
detalhe histoldgico que nos chama a atencdo. 'CHANG & HOUCK (13870 e
HOUCK & CHANG (1971) demonstraram que o coldgeno éoldvel e também seus
pept fdeos liberados po} agdo de uma colagenase cuténea, s%o quimiotd-
ticos para polimorfonucleares, éfeito‘sentldo em apenas 4 horas. Ba-
seado nesses mesmos trabalhos procuramos explicar as diferencas de
velocidade da ag3o quimiotdtica exercida sobre os neutrdfilos conforme
o tratamento prévio dispensado aé material injetével.v 0 acumulo de
neutrdéfilos ocorreu com velocidade decrescente na ordem: CL, CF e CG,
aendo‘ que essa é.a mosmaAordem do aumento dé viscosidade dos implan-
tes. Parece ldgico supor que a alta viscosidade do implante de CG re-
tarda a difus3io de suas moléculas na derme e explicé o assédio mais
tardié cu ailnda ménas lntens§ de-neutfdf!los. |

Os neutrdfilos s%o, por sua vez, células portadoras da enzi-
ma coiagénase,vaﬁiva emn pH neutro e alcalino (LAZARUS et alifl, 1968;

~ORONSKY et alii, 1973). Todo processo inflamatdrio, mesmo os de vpe¥

quenas proporg¢8es, evoca a exsudac¥o de quantidades significativas de
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leuc&cltos granuldcitos e a colagenase presenﬁe em seus gfﬁnulos deve
¢star envolvida na destruicﬁé do colégéné (LAZARUS et alii, 1968 .
Assim sendo, o acumulo de neﬁtfdfilos constatado em todos os tipos de
'iﬁplantes realizados Aév¢,'aléh de significar o infcié de uma réa&ﬁo
do tipo Inflamatdria, iniclar o processo de dégradaqﬁo doé coldgenos

injetados. -

Logo em seguida ao acumulo de neutrdéfilos, nota-se no decor-

rer do tempo em todos os tipos de implantes, a queda de seu numero e o
aparecimento de fibroblastos e macréfagbs. POSTLETHWAITE e colabora-
dores (1978) demonstraram que os coldgenos humanos tipo 1, Il e III e
guas cadeias isolaéas s%o quimiotét{cds péra fibroblastos dérmicos
humanos. Os autores levantam a hipdtese de que a estreita agsociag¥o
do colégeno com as glicosaminoglicanas nos feixes de colidgeno deve
exercer um papel ”proketor", impedindo o estimulo quimiotdtico sobre
og fibrob}éstos e que, duranté O processo inflamatdrio, a agdo de vi-
rias glicosidases e hidrolases lisossbmicas, além de colagenases, éx~
poriam'o coldgeno e seus peptfdeos que funcionariam ent%o como eétfmu—
lo quimiotdtico para efetuar a migrac3o de fibroblastos aos sftios de
inflamac%o. Cabe lembrar aqui que os colédgenos utilizados nos implan-
tes n¥Ho estavam conjugados a glicosaminoglicanas e portanto poden
proniamente funciohar como estimulo quihiotético para os fibroblastos.
Quénto aos macfdfagcs'encontvadés nos gitios lnflamatérios,
acredita-se que sejam, na verdade, mondcitos dobsangue que emigraram
sob a Influéncia de fatores quimiotédticos formados no local da infla-
magfio (ROELS,1981).
| Hacrdfagos e fibroblastos tém sido considerados como. as
pﬁiﬁcipais células envolvidas na reabsor¢Ho de coldgeno (UOESSNER,

1968; DUANCE & BAILEY, 1981).



73

A fagocitose e posterior degradagﬁo do coldgeno efcetuada por
macréfagoe tem sido demonstrada durante a involucbo de ﬁtero de rata
(PARAKKAL, 1969). Hacréfagoa tambénm estio tmplicados na destrui¢io do

coldgeno em les8es inflamatdrias em que predominam células mononuclea- .

res, sendo estimulados pelas linfocinas a produzir colagenase (UAHL et
alii, 1975).

A  degradacgo intracitoplaémética do coldgeno maduro em f1i-

broblastos, através do fenbmeno da Fagocitbse, em processos de remode-
lag¥o do tecido conjuntivo tem sido postulada por TEN CATE (1972), TEN
CATE & DEPORTER (1875) e HCGAU & TEN CATE (1983). VIDAL (1972) de-
monstrou a exlstencia de granulos, possivelmente lisossomos, em fibro-
blastos de gengiva humana, levantando a hipdtese de sua possfvel rela-
¢%o0 com os processos de remodelagto ou reutilizagﬁo dos feixes ée co-
ldgeno.

Mais recentemente, a associacfo de macrdfagos e fibroblastos
na produg¥o de colagenase tem sido descrita. KRANE (1982) se refere a
um fator celular mononuclear goldvel (HCF) secretado por mondcitos-ma-
créfagos, que influencia fibroblastos dérmicos a produzir colagengse.

HUYBRECHTS-GODIN e colaboradores (1979, 1985) e LAUB e cola-
boradores (1982) também relataram a atuag¥o de macrdfagos e fibroblas-
tos na degradagZo de proteoglicanas e colégenq, éalientando a ocofrén~‘
cia de um sinergismo na'degradagﬁo deste dltimo, quando os dola tipos
celulares atuam Juntamente (co~cultura).v Estes autores também ce re-
ferem a fatores liberados por linfdcitos que promoveriam a liberagio
de fatqres spldveis por mécrdfagos, eiestes por sua vez estimularianm
os fibroblastos no sentido da prqdug%c de colagenase. - Fibroblastos

~ sHo tidos ent¥o como og principais efetores na degradagto de componen-
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tes do tec!do’conJuntlvo, cabendo aos macrdéfagos avinfluéncla regulé~
téria dessas fungBes. Portanto, Justamente a célula que €& responsdvel
pela constru¢Bo de macromoldculas estruturais do tecido éonjuntlvo,
deve zer tasmbém o sgeﬁte mats ativo em sua degradag®o. Os'Fatores "ou
peptfdeos liberados pelos macrdéfagos s¥%o aqui denominados monocinas
regulatdrias de matriz ("matrix regulat&ry ménokinés”) e devenm ser re-

laclonados, se nHo idénticos & interleucina i e, no espago de uma hora

despertam o comportamento colagenolftico nos fibroblastos, a se tradu-
zir nos dias sﬁbsequentes.

WAHL (1985) também atribui &s linfocinas e monocinas libera-
das por células moncnucleares o papel de (nfluencilar a mobiltzac¥n de
fibroblastos do tecido conjuntivoladjacente e de estimular a prolife-
ragdo de fibroblastos no tecido conjuntivo local em processos inflama-
térios.

Parece bastante provdvel que os fibroblastos observados na
regi¥o dos implantes n#%o foram somente mobilizados para essas reglies,
mas que a proliferacio local destes realmente ocorre pois foil possivel
observar, em alguns casoé, células em processo de divis3o |

De acordo com os dados da literatura apresentados, a consta-
tag¢do da presenga de macrdéfagos e fibroblastos nas regies dos im-
plantés por volta do 32 dia, nos leva a crer que se instala uma fase
de degradag¢¥o dos colégenos lnjetados,’degradacﬁo esta provavelmente
.efetuada extré e intracelulérmente e que, no§ casos de implantes de .CG

e CF, promovem a invas3o das células no interior do gel implantado.
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4.2.2. Fase de sfntese do componentes da matriz extracelular

Se, por um lado, étlvldades de degradacﬁob estido . ocorrendo
nos locais onde foram efetuados os implantes, por outro pudemos notar
a ocorréncia de atlvidad@é de sfntese de componentes'da matriz extra
celulaf. A co!oragéo pelo azul de toluidina a pH 4,0 demonstrou cla-

ramente a presenga de matertal metacromatico de Iocal!zacﬁo intracelu-

lar e também extracelular. A mgytacr‘omasia}exibida pelas glic'osamino—,
glicanas 4dcidas é a rea¢§o histoquimica mais tipica para se detectar
tais componentes da matriz extracelular (LISON, 1960) e tem sido §m~
plamente utilizada (VIDAL, 1963, 1977; VIDAL & MELLO, 1974; SHEPARD &
MITCHELL, 1976).

0 azul de toluidina é um corante bdsico que possui em sua
molécula radicais -NH ' livres e estabelece ligacBes eletrostaticas com
~0s grupos anfénicos das Q.A.GLAS.,ma}s especificamente os grupos car-
boxila (-C0O0Q ) e gulfato (080 ) livres, senac utilizado como mdtodo
de detec¢®o e quantificag¢lo das G.A.G.As. "in situ"‘(VIDAL, 1887 .

Em trabalho de revis3o sobre histoquimica dos tecidos con-
Juntivos, FULLMER (1965) situa que a presenca.de material metacromdti-
co no citoplasma de fibroblastos n3¥o ¢ detectada normalmente, porém se
torna evidente durante o crescimento tecidual., A quantidade de glico-
saminogl icanas estd aumentada em tecidos de crescimento rdpido, inde-
pendénte do estimulo de crescimento (tecido conjuntivo embrionario,
situag¢Bes reparativas e teéldos sujeltos a ciclos de crescimento) e unm

decréscimo dessa quantidade & regularmente observada concomitantemente

com a maturac%o.
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DELAUNAY & BAZIN (1963) relataram uma elevac3o acentuada na
vtaxa de glicosaminoglicanas eﬁ tecidos inflamados, principalmente has
fages Inicfais, efevacﬁo que coincide com a-ocorréncia de multiplica-
¢lo fibrobldstica. Esse excesso g6 desapareceria no final de algumas
semanas, sofrendo uma queda progressiva, provavelmente proporcional &
importéncia'da formac¥o das fibras de colégeno. FLINT (1972) relatou

- uma produc¢Ho bifdsica de G.A.G.As. em processo de remodelag¢¥o enm ten-

d%o com um aumento de 4ctdo hialurénico concomitante com o perfodo de
" degradagHo de coldgeno e posteriormente, o acumulo de G.A.G.As. sulfa-
tadas durante o perfodo de reparo, quando ent%o ocorrié deposi¢do de
" fibras de colégeﬁo orientadas que gradualmente reagregavam.

PARRY e colaboradores (1982) associam a presenga de 4cido
hialurdnfco nas fases iniciais dos processos de regeneragio e remode-
lagiio, com a facilitagio de migragfio das células nesées tecidos e
tambdém com o movimento & distribuicso de moléculas e fibrilas 8@ cols-
geno recém-sintetizadas (estdgio primdrio de crescimento fibrilar) e

;éom a inibi¢¥%o do crescimento lateral das fibrilas, porém n¥o do lon-
gitudinal nos estédgios iniciais do processo de fibrilogénese. ‘Numa
fase posterior, durante a maturacH3o, o conteddo de dcido hialurdnico
(HA) tende a decrescer muito rapidamente enquanto o de condroitino
sulfato e dermato gulfato aumentam (estdgio secunddrio de crescimento
Fibrflar), o que permitiria o creccimenteo lateral das fibrilas de co-
‘légené.

TOOLE (1985)H£ambém sé refere & costreita correlécﬂo entre a

sintese de hialuronato com o movimento e proliferacio celular e sua

remo¢cdo com o processo de diferenciacfo.
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A vpartlclpa¢§o ativa de gllcasamlnagllcanaé ne proceszo de
agregago de fibrilas de colégeno tem eido éxtensamente revista. A
influéncfa_ de diferentes gliéosémlnogllcanas em’aceierar ou retardar.
as fases de nucléacﬁo'e crescimento na fibrilogénese, assim como a es-—
timulagdo da fibrilogénese prpmovida pelo condroitino sulfato s¥o re-
vistas por ﬁéDJS (1978)>que relata §ue a fntera¢ﬁo entre ‘proteoglica~

- nas e coldgeno tem 3 consequéncias: induz a forma¢Ho de coldgeno fi-

brilar, estabiliza a estrutura orifentada do colidgeno, e aumenta o grau
- de orlentag3o das cadeias de glicosaminoglicanas.

Os dados da literatura até aqui apresentados somados & consg-
tataglo histoqufﬁlca da presen¢a de G.A.G.As. nos implantes, conduzen
& tdéia de que isto marca o infcio de um perfodo de biossfntese de co-
ldgeno. De fato, na mesma regi¥o onde a metacromasta fol obgervada
(nag Dbordas dos implantes), nota-se posteriormente o aﬁarecimento de
fibras de coligeno.
| Tais fibras stio detectadas por volta do 7¢ dia de duragio
dos implantes porém sua presenga se tornou marcante por volta do 5=
difa para og trés tipos de implantes de coldgeno. O método de impreg-
nagdo por prata revelou o cardter argirdéfilo deste material neoformado
nas hordas dog implantes. Por veolta do 302 dia, a presenga desse ma-
tertal fibrilar argirdfilo pode ser notada também no interior dos im-
plantes. ’ ‘

GILLHAN (1968) detectou o aparecimento de fibras argirdfilas
de locallzacﬁé extracelular entre o 42 e 62 dias de formac¥o de cica-
trizes de incisles cirdrgilcas, relaéiénando tal constataclo com a sfn-

tese de cdlégeno.
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- 0 método de impregnagHo por prata & indicado para coldgenos
de uma forma geral (GALLYAS,A197O)Adevjdo a4 presenga de carboidratos
nessas moléculas, os quals, apds oxidag¥o promovem évprecipltacﬁo dos
fons Ag" (VALDRIGHI. & VIDAL, 1971; VELICAN & VELICAN, 1972; VIDAL,
1987c¢y.

~Em estudos sobre o turnover de éolégeno em enxertos de pe]e,‘

- através de autoradiografia, ZIKA e colaboradores (1973) referem-se a0

controle celular da massa colagénica nos enxertos relacionando a répi~
. da degradag¢3o do coldgeno com a hipercelularidade do local. 0Os auto-
res deduziram que na fase proliferativa de seu ciclo de vida, os fi-
broblastos s#o ”brogramados” para aisfntese de cplégenase e mats tar-
de, na fase estaciondria, para a sfntese de coldgeno.

Atravds do método de colorag¢3o por Hematoxlllna-eos!né, utf -
lizado aqui como método auxiliar na deteccho e caracterizagéo do mate~
rial neoformado, pudemos observar fatos que nos conduzem a (ddias ge-
melhantes &s conclufdas no trabalho acima referido. Observamos as fi-
bras neoformadas nas bordas dos implantes (figs. 09, 21 e 22), de ca-
réater aciddéfilo e nicleos de fibroblastos fusiformes, enquanto qﬁe os
nicleos presentes no interior dos implantes s¥o ovalados. Ieso leva A
suposicdo que os ndcleos fusiformes, em fase estacionaria (de acordo
com o trabalho anteriormente citado) se encontram em fase de sfnteée
de colsgeno, enquanto que os do interior dos implantes (fig. 09) esta-
" riam trabalhando ainda ﬁo sentido de sua remog¢Ho, ou seja, produzindo
colagenase.

0 método de coloraglio pelo xylidine Ponceau a pH‘é,S foi ou-
“tro importante nétodo éuxiliar na caractertzagHdo dos fmplantes e mate-

rial neoformado.
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0 xylidine Ponceau (XP) & um corante azéfco sulfatado que se
liga a protefnaé em seus radicais amino disponivelis (vNH: n3io bloquea-
dos noé tecidos por grupés dcidos das glicanas dcidas) nZo sendo ﬁor-
ianto< especifico para coldgeno, podendo corar outras glicoprotefnas
egtruturais oﬁ protefnas preseﬁtes (VIDAL, 1970, 1980a, 1987a).

- Era ée se egperar que houvesse iniciaimenté uma intensa  co-

+

lorabilidade dos implantes de coldgeno quando tratados por XP, uma vez

que n#o esﬁando conjugadog as glicosaminoglicanas, teriam maior quan-
tidade de radicais amino disponfveis. 0O que se verificou, entretanto,
foi uma colorag¢io menos intensa que a2 exibida pelas fibras dérmicas, o
que poderfamos explicar pelas concentrag¢@es de coldgeno nos impiantes
serem inferiores as das fibras citadas. De faté, as ligagBes com o
coldgeno dependem da concentracdo de coldgeno presente e de fatores
como o estereoarranjamento (VIDAL, 1987a).

A intensificac3o gradual da colorabilidade ao XP foi obser-
vada com o decorrer do ﬁempo nos imp]anteévé foi concomitante com a
redug¥o de seus volumes, sendo provavelmente sinal da compactag¥o
ocorrida. NHo se pode descartar ainda a hipdtese de ocorréncia de um
processo de desnaturacﬁo dos coldgenos implantados influindo na in-
tensidade de coloracfo, uma vez que segundo PIMENTEL e colaboradores
(1981), a deénaturacao do coldgeno e a consequente dissocfacﬁo das ca-
deias % exp®e uma maior quantidade de grupos uNH:, 0 que resulta em
llgaqgo de mailor quantidade de corante.

Outra evidéncia a fortalecer nossa hipdtese da ocorréncia de
atividades de sfntese de glicosaminoglicanas e coldgeno ao redor e

posteriormente no interior dos implantes de coldgeno foi a constataglio

do aumento de birrefringéncia verificado nos 3 tipos de estudos.
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Ja enm 1963, VIDAL, através de tdécnicas histoquimicas e mf-~
croscopia de polarizagio, sugeriu cerem as mgiéculas de glicosamino-
glicanas 4cidas ortientadas ﬁaralelémente ao mafor elko das moldculas
de cplégeno e propés qdé desta forma, a birrefringéncié exibida 'pélos
Feixes de coldgeno deverié ser o resultado da soma da birrefringéncia
do coldégeno com‘a das mé]éculas denglicosaminog}iéanas orientadas.

Esta rela¢%o estrutural, segundo o autor, além de facilitar a ac¥3o es-

tabilizante, contribuiria para a resieténcia 2 tragﬁo.‘

Em trabalhos posteriores, o mesmo autor (1964, 1977, 1980bL),
através dos estudos das propriedades anisotrdpicas de tendSes submeti-
dos a digestdes enziméticas, detectou efetivamentes a participacHo daé
G.A.G.As. e das glicoporotefnas estruturais (G.P.Eg.) na orientac3io
macromolecular dos feixes de coldgeno. De acordo com esses eétudos,
og eixos das cadelas ﬁrotéicas nos quale se ancoram as G.A.G.As. (for-
mando ag pboteoglicanas)Vencohtram—se emn sticﬁo inclinada em relacdo
ao eixo longitudinal das fibras de coldgeno é as cadeias de G.A.G.As.
dispYem-se em paralelo em relacHo s mesmas fibras;‘ Também as G.P.Es.
e as moléculas de dcido hialurénico se alinham paralelamente 3s GAGAcg
e portanto as fibras de coldgeno, contribuindo para o maior grau de
ordem molecular (e portanto de birrefringéncia). A contribuigfo das
G.A.G.As. Féi estimada como o correspondente a 13% do valor total da
birrefrihgéncia de forma da matrié extracelular em tend®es calcaneares
(VIDAL, 1964). |

Embora n%o tenham sido realizadas andlises quantitativas de
birrefringéncia, nossas observag¥es indicam a ocorréncta de um aumento

da ordem macromolecular e nfvel de agregaciio de componentes de matriz

extracelular na regi%o dos implantes com o decorrer do tempo. Tal
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constatac¢do, apoiada pelos estudos acima citados nos levam 3 conclusHo
de que a causa priméria desse aumento de birrefringéncia reside na
sintese e complexag¥o de coldgeno e G.A.G.As. e provavelmente tambdm

de outras G.P.Es., sugerindo a existéncia de‘um processo de remodela-

¢do teclidual instalado.

4.2.3. Rearranjo das moldculas de coldgeno no interfor doé implantes

Ainda com relacio ao aumento de birrefringéntia verificado
nos implantes com o decorrer do tempo n¥o pddemos descartar o possivel
real inhamento sofrido por fibras de coldgeno injetadas e n3¥o degrada-
das. BSobre este aspecto, estudos prévios (HARRIS et alift, 1981; STO-
PAK & HARRIS, 1982) j& demonstraram que. fibroblastos cu}tivados sobre
substratos flexfvels, como placas de coldgeno, podem exercer forcas de
tragdo e compress¥o distorcendo as finas placas de substrato énde as
fibras, originalmente desorganizadas, se arranjam criando padfﬁes de
distribuic%o maig organizados, semelhantes aos encontrados em tend¥es,
ltgamentos ou outros tecidos de natureza conjuntiva. Da mesma fornma,
STOPAK e colaboradores (1985) demonstraram que o coligeno exdgeno mar-
cado injetado em tecido embriondrio adquire um arranjo tdéntico ao Ja
existente no sftio de iﬁjec%o, sendo que esta incorporagifio de coldgeno
pré-formado em estruturas organizadas deve ser explicado.por padrées
de forgas como tensBes e deformagSes causadas pelo ambiente figsico,
além das tensBes e deformacBes mec8nicas geradas pelo deslocamento ce-

lular.
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Em face destas constatac@as; consideramos a posslbilldade'da
ocorréncia de um rearranjo de parte dos coldgenos implantados, princi-
palmente éG.e'CF (vlde figs. 25 e 38) por ag¢%o celular e forcas‘ exer -
cidas pelo ambiente ffsico, sendo que essa remodelacdo também implica-
ria em aumento de birrefringéncia, uma vez que o arranjo das fibras de
coldgeno, a principio caoticamente dispersas no implante, resultarié

em malor grau de ordem macromolecular.

4.2.4. Biocompatibilidade e biodegradabilidade

Outra propriedade dos implantes de coldgeno, a biocompatibi-
lidade, & fator essencial para'o sucesso do emprego de coldgeno como
enxertos variados, que apresentariam resultados bagtante negativos ca-
s0 séus produtos de degradag¥o apresentassem qualquer sinal de toxici-
dade.

TACHIBARNA e colaboradores (1985), utilizando enxertos de eg-
ponjas de coldgeno como préteses ureterals referem-se a estas como su-
portes biodegraddveis e indutores de atividade regenerativa, promoven-
do o cresclmeﬁto celular e diferenciacﬁo.

Uma vez verificado que os implantes de coldgeno de uma forma
geral (CL, CG ou CF) possuem o potencial de induzir uma certa "ativa-
cHo” do tecido conjuntivo préximo, desencadeando reacBes de degrada-
¢¥o, sfntese de novos componentes e ordenacﬁQ ou 'reorganizacﬁo dos
préprios implantcs, resta-nog a observacgio dé alguns detalhes particu-

lares proﬁovldos pelos tratamentos prévios dispensados aos coldgenos

injetdvels.
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4.3, Influébncia de tratamentos prévios na ostabllidade dos im-

plantes de‘colégano}

Conforme - coﬁstatadO‘primeiramente através da dbservagﬁo' da
regress%o de volume dos implantes (tabela O1) e confirmado pelos as-
pectos.microscdpicos, os implantes de CL s%o reabsorvidos e ou remode-

lados numa velocidade maior que os outros dois tipos estudados.

M causa désse.fenémeno provavelmenté reside em dois proces-
sos utilizados na sua preparagdo:
- a radiacfo utilizada como método de esteriliza¢¥o de produtos con-
-tendo coldgeno pode modificar a estabilidade do produto final e émbora
a dose de radiaglio necegsdria para induzir destruicﬁo»qufmica do cold-
geno "in vitro” seja relativamente alta (5 Mrads), algumas alterag8es
t&ém sido observadas em doses maig baixas, como 1,5 Mrads (CHVAPIL et
alti, 1873, 1977).
2~ a intensa agitagﬁo'mécﬁnica durante o‘pfoccsso de homogeneizaéﬁo
pode ter induzido quebras nas fibras de coldgeno e assim facilitado o
ataque engimético ou mesmo a fagocitose.

0 tratamento por formaldefdo (CF) teve por sua vez, dois ob-
Jetivos principais: esterilizar o gel de coldgeno e estabelccer liga-
¢c8es cruzadés ("cross—1links”) intermoleculares, simulandd "in vitro”
as liga¢Bes cruzadas ocorridas durante a maturag¥fio bioldgica dd colé-
geno e desta forma aumentar a estabilidade, diminuindo a taxa de reab-
sor¢fio do implante.

C formaldefdo é um aldéfdb monofuncional e interage com os

amino-grupos do coldgeno, seguindo-se condensag%o secunddria com gru-

pos. amida ¢ guanidil produzindo pontes metileno. As ligagles envolvi-
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das entretanto, parecém ser relativamente ldbeis (BOWES & CATER, 1968;

BARKER et alii, 1980).

0 tratamento do coldgeno por formaldefdo reduz a sensibili-
dade a colagenase bacteriana e aumenta a preservagdo de enxertos'
(PEACOCK et alii, 1965; HUANG & YAKNAS, 1977; BARKER et alii,  13880),
embora a elevagio de temperatura (39-402C) anule o. efeito protetor

contra a colagenase bacteriana (HARRIS & FARRELL, 1972).

Segundo PEACOCK e colaboradores (1965), o tratamento de es-
ponjas de coldgeno com formaldefdo em concentraciio de 0,15% produziu
bons resultados em implantes no ffgado, com a reabsorqﬁé das esponjas
ocorrendo num espago de &6 a 8 semanas, porém o tratamento com i% de
formaldefdo provocava necrose tecidual.

0 tratamento do coldgeno por formaldefdeo acarreta perda de
elasticidade (CIVAPIL et alii, 1973), sendo provavelmente esta a causa
das "quebras” apresentadas pelos implantes de CF, que lhes conferen
aspecto caracteristico evfacilitam a penetfa@ﬁo das célulag.

A ligag%o de coldgeno com o glutaraldefdo (aldefdo bifuncio-
nal) também extensivamente estudada, e apesar de produzir bons resul-
tados na preservagio de enxertos (CHVAPIL, 1982; CHVAPIL et alii,
‘19%7, 1383) possui o inconveniente de apresentar citotoxicldadé, o que
impede a_celﬁlarizacﬁo e iIncorporacio dos implantes (CHVAPIL et alii,
1983).

Pelo acima exposto chegamos A& conclus¥o que embora o efeito
estabilizante promovido pelas ilgagﬁes cruzadas coh o formaldefdo te-
nha se refietido em maior durabfiidéde dos implantes (éuando comparado

aos implantes de CL), a fragllidade das ligac¢Bes (sensfvels ao calor e

acidez) e as fupturas do gel causadas pela diminui¢fo de elasticidade,
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(mpedlram que os implantes de CF tenham apresentado preserva¢Xfo supe-
rior a doé implantes de CG,

Os implantes de coiégeno ém gel pufo (CG) apreSentaram exce-
lente preservacio, a'despeitd da auséncia de "crossiinking". | fsso
provavelmente ¢é reflexo dé alta viscosidade apresentada por este mate-
_r;al, é que retarda a invas¥o celular. Por outro lado, ficou compro-
vado que a utilizaclo de dcido acético durante o processo de exiracﬁo
do colédgeno bovino & suficientetpara(uma boa esterilizac¢3o e, se con-
venientemente manipulado em condigBes assépticas, 0'colégeno em gel

dispensa tratamento esterilizante adicional.

4.4. Haptdcitos X RemodelacHo tecidual

Hastécitos ‘s%o células do tecido conjuntivo que apresentam
citoplasmé'carregado de grﬁnuios cujo conteddo constitui-se por hepa-

- rina (YURT et alii, 1977), aminas biologicamente ativasgs como a his£a~

mina (RILEY & WEST, 19%66), glicosaminoglicanas (LEWIS et alit, 1973) o

enzimas (LYNCH et alii, 1978; SCHUARTZ et alii, 1979, 1981) dentre as
Quais as proteases (LISON, 1966, BIRKEDAIL -HANSEN et alit, 1§76).

| RILEY & WEST (1966) referem-se 3 correlacgiio existente entre
o contetdo dé histamina de um dado tecido e a populacio de mastdcitos.
Sendo assim, a contagdm de méstdcftos‘por nés realizada teve o intuito
de. detectar possfveis alterag¢Bes em quantidade dessas céluias cujo
conteudo b;oqqrmico acarreta ampla participac8o nos processos inflama-
téfios, regenerativos e reparativos, ou na manuten¢¥o da homeostasia

de uma forma geral.
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Através da andlise dos resultados apresentados né tabela 04
podc~se observar que dentre oé trétamentos empregados, somente és in-
Jeg¢Bes de CL, de uma maneira geral, promoveram uma elevagHo signifﬁca;
tiva do mimero de mastdcitos na dérme adJacenté ao implante (resultado
que pode ser lido na linha MHastS5).' Por outro lado, a ébservacﬁo das
médias de mastdcitos segundo o tempo decorrido apds a aplicaglo dés

inje¢Bes (coluna MHastT) revela que ocorfe um aumento significativo do

nimero destas células aos 30 dias para todos oz tipos de tratamento
" empregados.

Esse aumento da populagHo de mastdcitos aog 30 dias sugere
sua participa¢do no processo de remodelécﬁo do tecido neoférmado, com
degradagio enzimidtica de coldgeno, uma vez que ja& foi anteriormente
demonstrado que as proteases liberadas por mastdécitos ativam a colage-
nase latente (procolagenase) em vdérios sistemas de culturas de tecidos
ou Org¥os (BIRKEDAHL-HANSEN et alii, 1976). Assim, apés as‘ etapas
iniciaig anteriormente verificadas como migragio e crescimento fibro-
bldstico, sfntese de glicosaminoglicanas e coldgeno, segue-se um pro-
cesso de degradacfio de coldgeno e proanalmente também de proteoglica-
nas (LEWIS & AUSTEN, 1381), processo influenciado pela liberacio de
proteases de mastdcitos;

Outro papel importante dos mastdcitos, relacionado & hepari-
na, é'erstfmuio'é migracdo de cdlulas endotelials nos ﬁrocessos de
' neovascularizacho (AZIZKHAN et alii, 19807,

0 motivo pelo qual os implantes de CL se tornarém‘mals rapiF
da e intensamente vasculariéados deve residir nessa influéncia dos
mastécitos ﬁo processoAde anglogénese, aliado as caracterfsticas fisi-

cas de tais implantes, como maior porosidade. De fato, comparado aog
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outros tipos de implantes, foram estes os que apreseﬁtaram és majores
taxas de mastdécitos/campo. |

A func¥o da histamina, por sua vez, reside em principio, vna
dilatagc3o captlar e aumento da permeabllfdade vagcular no iﬁrclo dos
processos inffamatérios (STERN, 1966). HNo entanto, sua presenca em
quantidades significativas tem sido relatada em tecidos em prolifera-
¢d0, como tecido fetal e neoplésico, inaicando uma poésfvel participa-
¢80 - nos processos de proli?eracﬁo celular. Outro papel atribu{do A

histamina é o estfmulo 3 renovacio de componentes do tecido conjunti-
ivo, como glicosaminoglicanas e coldgeno (VIDAL, 1967).

Ndo temos a pretens¥o de esclarecer totalmente a participa-
¢Hdo dos mastdclitos nas reagles éos implantes de coldgeno, uma vez que
tal participagfio € certamente rica em detalhes, ﬁorém seguramente os
mastécitos desempenham um papel fisioldgico como mediadores na regula-
¢¥o do microambiente e o conteddo de seus grénulos secretdrios parti-

cipam do desenvolvimento local de resposta aos implantes.

4.%, ConzmideracBes finals

‘Hé algum tempo os implantes dérmicos de coldgeno tém sido
realizados para se minimizar defeitos estéticos como cicatrizes e ru-
gas ou mesmo alteragBes malores como as causadas por distrofias, prin-
cipalmente as facials. Dessa forma, o objetive dos implantes é'corr1~
gir defeitos de relevo da derme, porém parece que além do efeito apa-
bente, o) célégeno implantado na verdade produ; uma "ativacHo” do teci -~

do conjuntivo local.
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A derme n¥o se caracteriza normalmente por uma alta taxa de
Mturnover”. Porém, na resposta aos implantes, os produtos de degrada-
Gdo (peptfdeos) dos colégenoé lnjetédos devem estimular a ﬁrodugﬁol de
colageno através de  um mecan i smo que mimetiza o' mecanismo .dé
"feedback”. |

Pode-se dizer que as injec¢Bes de coldgeno heterdlogo desper-

tam uma cascata de 1nteracﬁes celulares, lntéragﬁes célula-célula, in-

terac8en via mediadores soldvels produzidos por macréfagos, fibro-
blastog e mastécitos, interacBes via mediadores 1nsold§ets como cold-
geno e proteoglicanas e interag8es mediadas>por produtos de degradacgdo
de componentes da matriz extracelular. Todas essas intera¢@es resul-
tam em processos adaptativos, como o processo de remodelaciio tecidual

e o restabelecimento da homeostasia.
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5. CORCLUSHES

Inplantes de coldgeno efetuados em dreas submetidas i forgas exter-
nas, como compressdo constante, sofrem compactacio e reducio de vo-

lume mais acentuados que en dreas ni¥o sujeitas 4 essas forcgas.

ReagBes clinicas detectdveis em resposta a implantes . de colégeno

n3o s¥%o usuais.

Os implantes repetidos de colégeno bovino em camundongos {(como xe-
noenxertos) néo degspertam feagﬁes imunoldglcas detectdvels clinica-
mente, provavelmente em virtude da semelhanga de composi¢io molecu-
lar entre as espdcies e redug¥o de antigenicidade promovida pela

extrag¥o enzimdtica do coldgeno.

Ndo hd evidénela de toxicidade para os produtos de degradacfo dos

coldgenos implantados, mesmo quando tratados por formaldefdo.

A ag¢¥o quimiotdtica do coldgeno e seus peptrdeos, que promove a mi -
gragdo de neutrdfilos e posteriormente de macréfagos e fibroblas-
tos, se traduz com velocidade proporcional & difusibilidade e in-

versamente proporcional a viscosidade do implante.

Em todos os tipos de implantes de cdlégeno podemos notar as mesmas

fases de evolucio:

1. o ataque inicial ao material implantado efetuado por neutrsfi-

los, e um pouco mafis tardiamente por macréfagos e flbroblastos,



- 90

2. uma fase deAsfntese de glicosaminogllcanas, seguida por‘ sintese
de coldgeno,

3. a angiogénese no tecido de granulaclo e posteriormente no im-
plante, e

4. uma nova fase de ataque enzim&tico que sugere a rémodelaéﬁo do

tecido neoformado ¢ porc¢¥o residual do tmplante.

A dose de radlag8o utilizada na esterilizacHo do coldgeno (2Hrads),
assim como. a violenta agitagHo mec8nica sofrida durante o processo
de homogeneizaglo com salina aumentam a susceptibilidade dos im-

plantes de CL & degrada¢¥o enzimdtica.

A exposicio do coldgeno a pH 4cido durante o processo de extracio &
suficiente para a esterilizagfo e se convenientemente manipulado, o

gel de coldgeno dispensa tratamentos esterilizantes adicionais.

Em todos os tipos de implantes de coldgeno, o estado de cristalini-
dade e de agregag®o aumentam no decorrer do tempo, provavelmente em
virtude do alinhamento das fibras e conjugag¥o de coldgeno com gli-

cogaminoglicanas.
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6. RESUNO

0 objetivo do presente trabalho reside no estudo das respos-
tag da matriz'extrécelufaf as ingecﬁes'iﬁtfadérmicas de éolégeno he£é~
rélogo e avalia¢§o do efeito de pré-tratamentos frsicos e qufmlcoé
diépensados ao material injetdvel nessas respostas. Para tanto, inje;

tou-se colédgeno I bovino em forma de gel, gel formolizado e ainda solu

¢%Ho de coldgeno liofilizado en camundoﬁgos que foram sacrificados apdse
_decofrfdos .diversos intervalos de tempo desde a-apllcagﬁq das inje-
¢Ges, sendo os cortes histoldgicos submetidos a uma série de técnicas
gerais e citoqufmlcas; A observag¥o microscdépica desses cortes pernmi -
tiu observar que quaisquer que tenham sido osg traﬁamentos prévios, as
reagtes aos implantes se caracterizam iniclalmehté por invas#o de neu-
tréfileos, seguida por ﬁacrdFaQQS'é fibroblastos, apds o que se inicia
uma fase de sintese de glicosaminoglicanas e coldgeno, seguida por
procesgsog de vascularizagio dos implantes e remodelag¢%o tecidual. N%o
foram evidenciados qualisquer sinals de toxicidade ou reag¢Ho imunoldégt-
ca aos implantes dérmicos de colééeno heterdlogo. Verificou-se ainda
que o coligeno sujeito & radiaglo e agitagldo mecinica vigarasa apre-
senta maior susceﬁtibllidade 4 degradacgdo, eﬁquanto a ligagc3o com for-
~maldefdo confere resisténcia ao ataque enzimitico, embora cause perda
de elasticidade do implante. Constatou-se ainda uma elevacio do nume-
ro dé mastdcitos nas proxlmidades.dos inplantes por volta do 302 dia,
sugerindo sua participag¢3o no processo de remodelacfo do tecido neo-
formado. A nivel de organizacéo molecular, fol constatado um  aumento

de bifrofringéncia com o decorrer do tempo pds-implante, provavelmente

devido 20 realinhamento das fibras e conjugacHo de coligeno com glico-

~eaminoglicanas no interior do material implantado.
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ABSTRACT
In the present work the extracellular matrix responéés to
intrédermic het@rologous collagen injections and the evalluation of
the effects of the injected material physically and chemically treated
were studied.
Hiﬁe were injected with type 1 bovine collagen (gel, gel

formolized and lyophyllized collagen solutions) and sacrificed at

different intervals of time thereafter. The histologic preparations
were processed and a series of routine and citochemical techniques and
microscope observations were performed. |

The tissue reaction to the implénted material in all
treatment cases was outlined by neutrophil invésion, followed by the
macrophage and fibroblasts, and afterwards by glycosaminoglycans and
collagen synthesis pha;e, with further vascularization process of the
implant and tissue remédeling. No toxicity signs or immune reaction
to the heterologous collagen dermic implants was verified.

The radiation and the vigorous mechanical shaking treatments
in the case of lyophyllized collagen resulted in a higher
susceptibility to degradation of collagen. The formaldehyde treatment
resulted in enzimatic attack resistent collagen, although the’ implant
elasticity wés lost.

The increase  of mast cells numbers iﬁ the ‘1mp1ant
surroundings was detected by the 30th day, suggesting their
participation in the remodeling process of ‘the neonate  tissue.
Regarding the molecular organization, the increase of the implant

‘birefring@nce was noted, probably due to the fibers realignmant and to

the collagen glycosaminoqucans ‘binding in the interior of the

implanted material.
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