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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1 - INTRODUCAO

A inflamacao é a resposta vascular e celular
dos tecidos circunjacentes a uma lesao ou destruigao celular,
caracterizando-se pelos seguintes sinais e sintomas: calor,
dor, rubor e edema, como foram fixados por CELSO (Aulus Corné-

lius Celsus), enciclopedista romano que viveu de 30 a.C. até

50 d.cC.

Os agentes responsaveis pela inflamagac sao ex
tremamente variaveis, Ela constitui uma resposta basica do
organismo e aparece em gqualquer tecido. O alicerce da respos

ta inflamatoria € sempre o mesmo, independente do tipo de agen
te responsavel ou local de ocorréencia. A natureza, duracgao e
gravidade final de sua resposta sao determinadas por fatores
relaciconades com © hospedeiro e ¢ agente agresscr, embora a
sequéncia das reagoes observadas numa inflamagao seja sempre a
mesma, tais como: trauma, lesao tecidual, presencga de mediado

res quimicos, sintomas e sinais inflamatdrios.

A reparacac da lesao representa a substituicgao,
por células novas, de tecidoc morto cu lesado. Em certos teci
dos, a reparagao consiste em reposigao de células parenguimato
sas, onde a reconstituicao & quase perfeita, © gue ja nao acon
tece em outros casos, com a substitui¢ao de celulas mortas ou

lesadas por células do tecido conjuntive (fibroso), ocorrendo



perda das células funcionalmente ativas e acarretando diminui-

¢ao da reserva funcional do tecido.

"Se, nessa fase reparatbria, com um pequeno arti
ficio deslocassemos as margens da ferida, veriamos que sab elas
faz saliéncia grande nimerc de minlisculos granulos avermelha-
dos e brilhantes,. Os mesmos correspondem aos bretos capila-
res circundados pelos fibroblastos e por fibrilas colagenas re
centemente constituidas. Devido a esse aspecto, tal tecido,

€ chamado de tecido de granulacao” (BOGLIQLO, 1976). Dentro

do processo de reparagao do organismo animal, a formagao deste

tecido &, sem dlvida, de primordial importancia.

"Os fibroblastos sao células do tecido conjunti
vo, responsaveis pela formagao do colageno. Produzem também
a maioria das glicosaminoglicanas {mucopolissacaridecs Aacidos)
do tecido de granulagaec, gue permite a agregagao do colageno

em feixes" (MATA, 1981).

Grande parte dos autores indicam que os fibro-
blastos do tecido de granulacaoc se originam de c€lulas mesen-
guimais indiferenciadas e fibrOcitos em estado de repouso,
existentes juntos da area lesada, e se tornam ativos apds a le
sao do tecido. Ainda, células perivasculares (pericitos) da

regiaoc podem modificar-se em fibroblastos.

Entretanto, outros autores afirmam que os fibro

blastos no tecido de granulagao tém origem hematdgena, mormen-



te de mondcitos. Na verdade, nao existem provas que eliminem
uma ou outra hipdtese, mas & provavel que ambas estejam corre-
tas, tendo os fibroblastos do tecido de granulagao as duas
origens.

Através da injlria tecidual ou por meio da im-
plantacao de esponjas tem-se induzido artificialmente a forma-
géo de tecideo de granulagao, em animais de laboratdrio com o
objetivo de se pesquisar a génese e processos gue levam a cura
do animal.

Varios pesquisadores tém realizado experiéncias
em tornc da morfologia do colagenc, sua cronologia de sintese
e maturagao, bem como os aspectos biogquimicos e fisiopatoldgi-
cos dos componentes estruturados que participam da formacao do
tecido de graﬁulagao (MADEEN & PEACOCK Jr., 1968; ROSS, 1968;
Mc MINN & PRITCHARD, 1969; VIZIOLI, BOZZ0O & VALDRIGHI , 1972;
VIZIOLI, 1973; BAZIN, PELLETIER & DELAUNAY, 1973; QOHEN, LEWIS
& RESNIK, 1975; VIZIQLI, 1975; DETLAUNAY & BAZIN, 1975; EN-
GLER & JAYIE, 1976; BAZIN, LE LQOUS & DELAUNAY, 1976; VIZIOLI,

BLUMEN & EL GUINDY, 1976; 1IM, FRESHWATER & HOOPES, 1976)}.

A sintese do colagenc no tecido de granulacgao &
detectavel a partir do terceiro dia de desenvolvimento. A par
tir dai, a atividade dos fibroblastos aumenta atingindo o maxi
mo entre 14 e 20 dias. Isso foi constatado pelo método de
radiocautografia, utilizando-se prolina marcada, conforme traba

lhos de LOWTHER et ali< (1961); PROCKOP et aqlii (1962); MAIEEN



& PEACOCK (1968). Estudos posteriores feitos  por  VIZIOLI
(1975) demonstraram que a sintese do colageno no tecido de gra
nulacao inicia-se a partir dos primeiros dias de seu desenvol
vimento atingindo o pico entre 15 e 20 dias. ApOs a terceira
semana, a atividade de sintese pelos fibroblastos cai drastica

mente, atingindo niveis inferiores aos primeiros 10 dias.

"Como & sabido, os passos iniciais na formagao
do colagenc ocorrem, intracelularmente, nos ribossomos do reti
culo endoplasmatico rugoso dos fibroblastos secretores. 0O ma
terial ai produzido & entao transferido para as vesiculas do
aparelho de Golgi, ou entaoc diretamente para o espago extrace-
lular. Moléculas de protocolageno {precursores do colageno)
sao lancadas pelas ceélulas para o exterior, onde se tornam vi
siveis pela polimerizacgao que ocorre, ac gue tudo indica, do
lado externo da membrana celular, mas bem junto a ela. As
moléculas de protocolageno extracelulares tornam—se entac agre
gadas tanto lateral guanto longitudinalmente, e formam fibri-

las de cclageno, gue por sua vez,unem-se em feixes de fibras que po-

den ser visualizadas ao microscopio Sptico" (ANDRADE, 1980).

Quanto & substancia fundamental, formada princi
palmente por um muccpolissacarideo acido {glicosaminoglicana),
o acido hialurdnico, torna-se imprescindivel a agregacao do co.

ladgeno para formar fibras e feixes, atuando @ come . substancia
"c%imentante“ que une as fibrilas entre si (JUNQUEIRA, 1983).



Os mucopolissacarideos acidos (M.P.A.) estao pre
sentes no tecido de granulag'éo desde ag primeiras horas apds a iesép
tecidual e aumentam bastante durante a fase de proliferagacdos fibroblas-
tos que 0s produzem. Sua sintese no tecido de granulagao tem
sido estudada por varios autores, utilizando-se métodos histo-
fotométricos e histoquimicos. Segundo FROMM {1958) e SCHILLING
et ali? (1959) a sintese de mucopolissacarideos &acidos no teci
do de granulagSo € muito r&pida durante as primeiras duas ou
trés semanas. Recentemente, VIZIOQLI {1975) confirma que nos
processos de granulagao provocados por implantacac de esponja,
a quantidade de mucopolissacarideos acidos existentes € bastan
te grande até o 159 dia apbs o inicio do processo, depois do
que essa guantidade comeca a decrescer. Portanto, a partir
do 159 dia os M.P.A. se.ligam totalmente as fibras, agregando

os feixes de colageno e produzindo a maturagao final do tecido.

Também participam do processo de formagao  do
tecido de granulacao varias enzimas importantes, como fosfata-
se alcalina, gue estd intimamente associada ac processo de agre
gacao do colageno; adenosina trifosfatase (AT Pase), gue tem
sua atividade ligada as necessidades energéticas do tecido, e
5-nucleotidase, gue aumenta sua atividade no tecide de granula
¢do durante os primeircs 15 dias de evolugao, devido a acelera
cdao da sintese dos acidos nucleicos, e consequentemente aumen-—

to do giro dos nucleotideos.

Passados 15 dias de desenvelvimente, o tecido



de granulagac torna-se mais maduro; o nimerc de fibras e de
capilares diminui, pois as necessidades de nutrigéo do tecido
comegam a decrescer, o0 que resulta num processc de encolhimen-
to do tecido, provocando uma retracgao gradual da area. Esse
encolhimente tecidual cessa em 5 semanas, e, 45 dias apds, o©
local da ferida & praticamente imperceptivel (VIZIOLI & BOZZO,
1976) .

Juntamente com essa gama de fatores gque inter
vém, através de mecanismos diversos, na cronologia de sintese
e maturagao do coldgeno, € necessario falar-se sobre a agao e

o efeito de drogas nesse processo.

AALTO M. et alii (1972) verificaram os efeitos
da serotconina, indometacina e outras drogas antireumaticas na
sintese do colageno e outras proteinas, em tecido de granula-
¢cdo induzido em ratos, por meio de implantacac de esponja. A
serotonina estimuilou a sintese do coligeno; a indometacina e
a fenilbutazona inibiram a sintese de proteinas em altas con-
centragoes, estimulando contudo tal sintese, quandc em baixas
concentracgoes; a bradicinina histamina e vasopressina também

estimularam a sintese de proteinas, incluindo o cclageno.

ANDRADE (1980), estudando a agac de trés drogas
antiinflamatdrias no tecido de granulagao induzido artificial-
mente em ratos, demonstrou gue a dexametazona 21- fosfato € po
tente inibidora da sintese e maturagao do colageno, possuindo

a fenilbutazona as mesmas propriedades, empbora em grau menor.



Por cutro lado, a tripsina interferiu positivamente na sintese

e maturagao do colageno, acelerando o processo de reparo.

MAIA (198l), pesquisando também a agac de trés
drogas: a carnosina, o 2,4 dinitrofenol e o horménic tiroxina,
no tecido de granulacao provocado da mesma forma gue os ante-
riormente citados, conclui gue a carnosina participa como ace-
lerador do processo de sintese e maturagao do coldgeno, inter-
ferindo positivamente na proliferacao do tecido de granulacgao,
tanto qualitativa quanto quaﬁtitativamente. 0 2,4 dinitrofe-
nol interfere como potente inibidor da sintese de colageno e o

hormdnio tiroxina acarreta ligeira redugao nesse processo.

JUNQUEIRA (1983}, observando o efeito de outras
trés drogas antiinflamatdrias no tecido de granulagac, obtido
segundo a mesma metodologia dos antericres, demonstrou que a
betametazona & potenté inibidora da sintese e maturagao do co
lageno. A papaina, por sua vez, inibiu de maneira discreta a
evolugac do tecido de granulacao, e o piroxican interferiu po-
sitivamente nesse processo, podendo constituir-se portanto, em

achado importante dos mecanismos que interferem na reparagaoc

tecidual.

Devido & importancia da utilizacgaoc dos antibio-
ticos na medicagao pOs-operatdria da cavidade oral, resolveu-

se pesquisar a sua atuagao a nivel de tecido de granulagao.



Em 1942, quando a penicilina G, passou a ser
utilizada na pratica médica, iniciou-se nova era da histdria
terapeutica medicamentosa. 0Os anos encarregaram-se de demons
trar a eficdcia desse antibidtico e de seus derivados no trata
mento de grande variedade de moléstias infecciosas. Lego  se
aperfeigoaram os métodos naturais de obtencac dos primeiros an
tibioticos; isolou-se o nlcleoc ativo de alguns deles, tornan-
do-se assim possivel o preparo de grande nimero de derivados

semi-sintéticos.

Na atualidade, o conceito mais abrangente pare-
ce corresponder aquele, segundo o qual se designa por antibid-
tico toda substancia originalmente cbtida na natureza, a par-
tir de microrganismos ou extraida de vegetais, capaz de atuar
em pequenas concentragoes contra agentes infecciosos, mostran-

do-se ainda Gtil no tratamento de algumas neoplasias.

Segundo AMATO NETO (1978), os antibidticos saoc

classificades,; gquanto ao seu mecanismo de agéo, ems:

1. Antibidticos que interferem na sintese da parede celular:

penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, bacitracina.

2. Antibioticos gue interferem na fungado da membrana citoplas-—

matica: anfotiricina B, nistatina, polimixinas.

3. Antibidticos gue interferem na sintese de &cidos nucleicos:

rifamicinas, griseofulvina.
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4. Antibidticos que interferem na sintese proteica:

a) inibindo a sintese proteica: cloranfenicol, tetracicli-

nas, lincomicina, eritromicina.

b) determinando a sintese de proteinas anomalas: aminogli-

cosideos.

Nesta pesquisa utilizaremos treés tipos de anti-
bidticos que apresentam diferentes mecanismos de acao: griseo

fulvina, tetraciclina, penicilina G bentazina.

GRISEQFULVINA

Produzida pelo Pentcillium griseofulvum, também
pode ser encontrada em culturas do Penicillium janczewshi. Fol
o primeiro antibidtico, administrado pela via oral, a se mos-—
trar particularmente ativo contra numerosos dermatdfites, pro-
dutores de tinhas do couro cabeludo e da pele glabra, bem como
em onicomicoses. Em contrapartida, & ineficaz contra infec -
goes bacterianas e contra uma série de deengas como micetomas,
blastomicose, actincmicose. Sua administragéo pode ser oral
ou local. Para adultos a dose € de 0,5 a 1 g /dia , em duas
ou quatro parcelas, iniciando—se com guantidade maior, que lo-
go deve ser diminuida. A sua absor¢ao é intestinal e o mais
alto teor sanguineo €& alcancgado em quatro horas. Sua distri-
buiqao & seletiva, aproximadamente 65% da quantidade absorvida

encontra-se ligada ds proteinas plasmaticas e aos gldbulos
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sanguineos, mas diminutas porg¢oes nos liquidos teciduais. A
substancia & também encontrada nos misculos esqueléticos e em
gorduras, mas o principal sitio de sua atuacac é a pele. A
eliminagao se faz grandemente nas fezes, e pequena guantidade

se excreta através dos rins. A griseofulvina age bloqueando
a sintese de DNA de microrganismos sensiveis, representados por
varias espééies de fungos, sendo porém desconhecido o local
exato onde ocorre esse blogqueio. Sua relagao extrutural com
os nucleotideos purinicos sugere, no entanto, gue esse antibié
tico possa ser inibidor da sintese de DNA ao nivel da partici-

pagao das purinas.

TETRACICLINAS

Elas foram, a principio, isoladas de varias es-
pécies de Streptomices. Entretanto, introduziram-se recente-
mente em terapéutica varios derivados semi-sintéticos, alguns
dos gquais foram depois encontrados na natureza. 0 termo gené
rico tetraciclinas € usado para designar todo o grupo. Alguns
médicos preconizam que determinadas tetraciclinas sao superio-
res a outras clinicamente, mas a maioria € essencialmente seme
lhante.

As tetraciclinas deprimem a sintese proteica e,
além do mais, podem romper a membrana da célula bacteriana atra
vés da formagao de complexos com metais bivalentes essenciais.

Parece que elas agem inibindo a unido do RNA,_ . ja ligado ao
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amino-acido, com a subunidade 30 S do ribossoma: as tetraci-
clinas seriam inibidoras da interagao codon —anticodon. Como
decorréncia da inibigao da sintese das proteinas, os microrga-
nismos deixam de crescer e tornam-se incapazes de se multipli-
car. Sao antibidticos bacteriostaticos, porém em condigles
excepciocnais podem ser bactericidas. Em geral, as tetracicli
nas, apds administragao oral, sac absorvidas de forma imcomple
ta e irregular pelo tubo digestivo (estdmago e intestino delga
de), sendo gue cerca de 30% sao excretados na forma inalterada.
Entretanto, a absorgao € em geral adequada para tratar a maio-
ria das infecgoes. As tetraciclinas tém um volume de distri-
buicao um poucc maior do que a agua organica total, e  como
elas, sao depuradas pelo figado; grandes concentragoes do an-
tibidtico ocorrem no parénquima hepdtico e na bile, alcancgando
niveis 10 a 30 vezes maiores que os niveis plasmaticos simulta
neos. Elas sao excretadas principalmente na urina por filtra
¢ao glomerular e em menor extensao, na bile e no leite duran-
te a lactagao. Existem disponiveis in{imeros preparados para
administragido oral, parenteral e topica. A administracao oral
& a mais indicada sendo que por essa via alcancam concentracodes
séricas maximas cerca de duas horas depois. Sua prescricao
& de 2 g /dia em adultos sendo indicado administracao de 6 em

6 horas para que ¢ nivel seja mantido na corrente sanguinea.
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PENICILINA G BENZATINA

Constitui ainda hoje o principal grupo de anti-
microbianos, tanto pela sua efici€ncia na terap@utica clinica

como pelo seu baixo prego de aquisigao.

AMATO NETO (1978) classifica a penicilina G ben
zatina como natural. LAGAZ e col. (1975} classificam-na como
semi~sintética. Ela € obtida por processo de fermentacao, em
geral a partir do Penteillium chrysogenum. A benzilpenicilina

age sobre a formagaoc da parede celular pela inibigao da sinte-

se de mucopéptides. Ela interfere no passo final da sinte-
se da parede celular, inibindo a transpeptidacao. Por serem
andlogas estereoquimicas do segmento molecular onde atua a

transpeptidase, as penicilinas desviam para si essa enzima,
originando-se complexos desprovidos de atividade. Como decor
réncié segue-se a formagao insuficiente de parede celular, rup
tura e dissolugao da bactéria. Os antibidticos que atuam as-

sim sac bactericidas.

Sua absorgao por via oral & precaria, sendo fa-
cilmente destruida pelo suco gastrico. A introducgao de radi-

cais benzatinicos a benzilpenicilina permite liberacac protrai

da, garantindo nivel sanguineo mais prolongado. Assim , a
penicilina G benzatina mantém nivel sanguineo de até 25 a
30 dias. Sua concentragao maxima no plaéma é atingida cerca de oito

horas depois de administrada por via intramuscular.
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Sua  prescrig¢ao para adultos €& de 1.200.000 unidades

de guatro em guatro semanas.

Poucas pesquisas existem elucidandce a respeito
do efeito dos antibidticos na biossintese do coliageno. Somen
te para esclarecimentc, citaremos algumas opinioces sobre a as-
sunto.

BOGART ¢t al (1981), estudando a distribuic¢do
em tecidos e os efeitos da tetraciclina na sintese protéica de
mitocdndrias em ratos, apOs administra¢ao intravenosa, verifi-
caram que aitas concentracgoes desse antibidtico tem efeito ci-
totdxico direto, blogqueando inteiramente a sintese  protéica.
Em baixas concentrag¢oes de tetraciclina esta sintese parece

também ser prejudicada.

PRIESTLEY & BROWN (1978), estudando os efeitos
da griseofulvina no crescimento, metabolismo e morfologia de
fibroblastos em cultura de células humanas normais em em fibro
blastos de camondongos, verificaram que este antibidtico pode
influenciar o nlimero de fibroblastos &, indiretamente, a produ
cao de coldgeno e acido hialurdnico, e dessa maneira a griseo-
fulvina pode diminuir diretamente a sintese de &cido mucopolis
sacaridico, em cerca de 20% , efeito este semelhante ao produ-

zido nas mesmas cé&lulas pela cortizona (PRIESTLEY, 1978).

AR SR A
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A griseofulvina nao parece afetar diretamente a
sintese colagena, embora a um modesto efeito indireto possa se

guir-se uma diminui¢ao da sintese de fibroblastos (PRIESTLEY &
BROWN, 1978).
PAGET & WALPOLE (1958) mostraram que, em ratos,

altas doses parenterais de griseofulvina causaram em grande
escala a interrupgao da mitose, durante a metafase, nos locais

de grande "turn-over" celular como a mucosa e o figado.



CAPITULO 2

PROPOSICAO
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2 - PROPOSICAO

Este trabalho tem por objetivo estudar os efei-
tos de trés drogas antibidticas com diferentes mecanismos  de
acao: uma que interfere na sintese de acidos nucleicos {gri-
seofulvina), uma gque interfere na sintese protéica (tetracicli
na) e uma que interfere na sintese da parede celular (penicili
na G benzatina), sobre a evolugao do tecido de granulagao in-

duzido em ratos:



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS
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3 - MATERIAL, E METODOS

3.1. SELECAO DOS ANIMAIS

Utilizaram-se nesse trabalho 40 ratos { Fatitus
norvergicus, Albinus; Wistar), adultos jovens (150 dias), ma-
chos, pesando em média 280 g, devidamente alimentados com ra=-
¢do balanceada e agua "ad libitum", mantidos em gaiolas, que e .
ram limpas diariamente. Atingida a idade desejada, os ratos fo

ram: submetidos aco procedimento de implantac¢ao das esponjas.

3.2. MATERIAL USADO

. campanula de vidro

. mesa cirurgica para ratos

. tescuras de ponta fina e ponta romba
. ping¢as diversas

. placas de Petri

. porta - agulhas

. agulhas de sutura

. seringas centesimais de 1,0 ml

. agulhas hipodérmicas descartaveis,

. esponjas de policlorovinil (PVC)
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fios de algodao, para sutura

. algedao hidrofilo e gaze esterilizada

. solugdo antisseptica (Germ-Hand,Darrow Labo
ratorios S/A).
éter sulfirico (Indafarma, Ind. e Com. Prod.

Quimicos).

3.3. DISTRIBUICAO DOS ANIMAIS EM GRUPQOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram separados em 4 grupos de 10 ani
mais. De cada grupo utilizaram-se 8 ratos, sendo 2 para reser
va. Tornou-se necessario esse cuidado, devido a possibilidade

de ocorrer um processo infeccioso ou a morte de algum animal.

- Um dos grupos fol denominado do Grupo A {con-
trole), outro de Grupo B (Griseofulvina), outro de _Grupo C

(tetraciclina) e, finalmente, Grupo D (penicilina G benzatina).

ApCs a distribuigao, 0s mesmos receberam uma

marcacac particular para facilitar a identificagao ulterior,e
foram pesados, para que, a partir dessas pesagens o©g . volumes

injetaveis fossem calculados.
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3.4. IMPLANTACAQ DAS ESPONJAS

Os animais, apds distribuigido e pesagem, foram
sendo anestesiados com éter sulfurico recebendo, um a um, a
implantagac das esponjas de policlorovinil do seguinte modo :
depilou-se a regiaoc dorsal mediana traseira dos animais e pra
ticou-se uma incisao de aproximadamente 1,5 c¢m em cada lado
da coluna vertebral. Com o auxilio de uma tesoura ponta romba
procedeu~se a divulsao dos tecidos para possibilitar a intro-
ducao da esponja. A mesma fol introduzida com uma pinga tdo
distante guanto possivel do local da inciséo, para evitar que
a formagao do tecido de granulacac fosse prejudicada peloc pro
cesso de cicatrizacdo da incisao. Apds o implante, a incisdo
foi suturada com um ponto, feito com fio de algodao e agulha,
proprios para sutura. Todos esses procedimentos, foram reali-

zados sob condigbes assépticas.

3.5, ADMINISTRACAQO DE DROGAS

Imediatamente apos a implantagdo das esponjas

em todos os animais, estes receberam a inje¢ac de uma das se-

guintes drogas por via intraperitoneal:
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GRUPO A: 0Os animais deste grupo foram injeta -
dos com soluc¢ao salina 0,9%, cada 6 horas, durante trés dias.

Diante disso foi denominado grupo controle.

GRUPO B: Os animais deste grupo receberam a
administracao de griseofulvina, na dosagem de 35,7 mg/kg de 12

em 12 horas, durante trés dias.

GRUPQ C: Os animais deste grupo receberam a ad-
ministracao de tetraciclina, na dosagem de 35,7 mg/kg de 6 em

& horas, durante trés dias.,

GRUPO D: Os animais deste grupo receberam a ad-
ministracido de penicilina G benzatina na dosagem de 171.425 u/

kg, numa Gnica aplicacgao.

As drogas utilizadas foram:

- Grisecfulvina (Grifulvin MC 500 mg comprimidos - Johnson &
Jhonson) .
- Tetraciclina (Cloridrato de Tetraciclina 500 mg -~ capsulas =

Laboratdério Zambeletti Ltda).
- Penicilina G Benzatina (Benzetacil - 1.200.000 u -~ suspensao
Laboratorio Fontoura Wyith).
E necessario frisar que os intervalos de adminis

tragao das dreogas, foram rigorosamente obedecidos,
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3.6. OBTENCAO DO MATERIAL PARA ESTUDO

Apos 7 dias, a contar do momento da implantacao
das esponjas, dois animais de cada grupo foram sacrificadoscom
un golpe occipital e, apos isso, foram removidos os tecidos de
granulacdo para estudo. Aos 14, 21, 28 dias foram colhidos o
restante do material sequindo-se © mesmo érocedimento da cole-
ta acs 7 diés. Escolheu-se © inicio da avaliagao a partir do
7¢ dia, pois neste tempo, a fase proliferativa da resposta in-'

flamatoria estd bem estabelecida.

3.7. COLORACAO COM HEMATOXILINA _EOSINA

Um total de 32 ratos, sendo oito por grupo e
dois para cada dia de sacrificio, forneceu o material para os
estudos comparativos da morfologia e evolugao gquantitativa do

tecido de granulagao.

0s tecidos de granulagao, retirados dos animais,
foram fixados em formol calcic a 10%, durante 24 horas, a tem
peratura ambiente. Apds a fixag¢ao, os tecidos foram incluidos
segundo a técnica de rotina, e corados com hematoxilina-eosing
sendo, posteriormente, levados ao microscopio Optico para ob-

garvacao dos resultados.
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4 - RESULTADOS

A implantagao subcutanea da esponja de PVC pro-
vocou uma reagao inflamatdria, como resposta d agressdo do cor
po estranho. Ocorreu a formagaoc de uma capsula fibrosa que
envolveu por completo a esponja. E a partir dessa capsula
fibrosa que os elementos celulares migraram para o interiocor da

esponja, através de seus poros e comegaram a proliferar.

A sequeéncia observada da proliferagao do tecido
de granulagac, nos seus respectivos dias e grupos, foi a rne-

guinte:

7 DIAS

Podemos observar nas figuras 1 e 2 (foctosA) que
correspondem ac grupo controle, a capsula fibrosa perfeitamen-
te delineada, circunscrevendo todos os limites da esponja de
PVC. A partir dessa capsula observamos a presenca de grande
nimero de células fibrogénicas, oriundas de células totipoten-
tes ou mesenquimais, tomando grande parte da area. Constata-—
mos, também, a presenga de grande niumero de capilares neofor.a
dos. As fibras colagenas, nesse estagio, ainda sac em nlme ro
bagtante reduzido. Comparando-se o grupo controle com os de-—
mais tecidos em analise, ou seja, o0s gue receberam tratamen-

to com agentes antibidticos, podemos notar o seguinte:
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O tecido de granulacgac obtido dos animais tra
tados com griseofulvina, mostrado nas figuras 1 e 2 (fotos B),
demonstrou um crescimento menor, caracterizado por uma me-
nor proliferagao fibroblastica e quase nenhuma presenca de
fibras colagenas, bem comc discretos capilares neoformados .
Portantc, esse tecido apresentou-se com desenvolvimento leve

mente retardado em relagao aoc grupo controle,

Ja, os animais tratados com tetraciclina apre
sentaram o tecido de granulagao praticamente idéntico aoc
grupo controle, ou seja, com um crescimento proliferativo ana
logo. 0 aspecto geral do tecide de granulagao de sete dias,
de animais com tetraciclina pode ser cobservado nas figu-

ras 1 e 2 (fotos C).

O tecido de granulagao obtido dos animais  que
receberam a administragao intraperitoneal de penicilina G ben-
zatina, também evoluiu de maneira semelhante ao controle.
Quantitativamente, apresentou niimero de células um pouco me -
nor, inclusive fibroblastos. Observaram—se ainda alteragoes

circulatorias bastante pronunciadas. Figuras 1 e 2 (Fotos D).
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Figura 1.

Tecido de gramulagac dos diferentes grupos, aocs

de desenvolvimento. Aumento original 12,5 X.

7 dias



Figura 2.

Tecido de granulacao dos quatro grupos, aos 7  dias.
Nota-se que o tecido correspondente a foto B apre-
senta-se com um desenvolvimento retardado em rela
ééo ao grupo controle. Enquanto que os tecides dos
grupos C e D apresentam-se com crescimento prolife
rativo andlogo ao grupo A (controle). Aumento ori-

ginal 80 X .
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14 DIAS
Cbservou-se aos 14 dias pds-implante que o teci
de de granulagac do grupamento controle (figuras 3 e 4 , fo-
tos A) , evoluiu satisfatoriamente, com aparecimento de fi-

bras-colégenas, ocupando quase todos os espagos da esponja,
que, a.essa altura, come¢ou a ser comprimida pelo tecido em
crescimento. No grupo B persiste um atraso pequeno caracte-
rizado por um menor nimero de fibras coldgenas e demonstrando
um aspecto menos ordenado que o grupo controle. Com relacao
ao grupo C, animais que receberam tetraciclina, observa - se
que o aspecto do tecido mostrou-se praticamente identico ao gru
po controle. O grupce D, animais gue receberam penicilina G
benzatina, apresentou, também, um desenvolvimento andlogo ao
grupo A , porém mencs fibrosado e, continuou a apresentar alte
racgoes circulatdrias, porém naoc tao pronunciadas  como aos

7 dias.
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Figura 3.

Tecidos de granulagac dos grupos A, B, C e D aos
14 dias de evolugac. Os tecidos dos animais trata-
dos com solugao salina tetraciclina e penicilina,
respectivamente grupos A, C e D continuam se de-
senvolvendo normalmente, apresentando maior quanti-
dade de fibras colagenas e maior fibrosamento em re
lagao aos 7 dias. Enguanto gue o tecido da foto B,
continua com um atraso pequeno em relagao ao grupo

controle. Aumento original 12,5 X .
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Figura 4,

Tecido de granulagao acs 14 dias de

confirmando as observagoes anteriores.

original 80 X .

evolugao,

Aumento
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21 DIAS

Neste estdgio de desenvolvimento, apds 3 sema-

nas de evolugao, os tecidos dos quatro grupos nac apresentam

diferencas significativas entre si. 0 desenvolvimento do te-
cido de granulagao & satisfatorio. Nota-se que a quantidade
de fibroblastos e fibras colagenas continua aumentando. As

figuras 5 e 6 mostram, em diferentes aumentos, uma vista geral

dos tecidos de cada grupc.

0 tecido do grupo D, tratado com penicilina G
benzatina, apresentou um fibrosamento discretamente menor em
relacao aos demais e alteragdes circulatdrias em menor intensi

dade,
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Figura 5. Tecidos de granulagao apds 3 semanas de evolugao
(21 dias). Os tecidos dos quatro grupos nac apre-
sentam diferencas significativas. Nota-se gue a
quantidade de fibroblastos e fibras colagenas conti

nua aumentando. Aumento original 12,5 X .
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Figura 6.

Mesmo tempo de estudo (21 dias}, confirmando

observacoes da figura 5.

Aumento original 80 X .

as
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28 DIAS

Os tecidos de granulagao dos guatro grupos em
cbservagao apresentam-se completamente maduros, e mostram fei-
xes de fibras colagenas tomando os espagos da esponja. Obser-
va-se uma acentuada redugao da celularidade, bem como da neo-
formagao de capilares sanguineos. Os fibroblastos, nesse esta
gio, s3o ligeiramente alongados, havendo desaparecimento quase
que completo das células inflamatdrias. Os tecidos de granula
cao correspondentes a todos os grupos de 28 dias podem ser

observados nas figuras 7 e 8 .

Nota~-se que o grupo D , ainda, apresenta algu-

mas alteragoes circulatodrias.



Figura 7.

Vinte e oito (28) dias de desenvolvimento dos teci-
dos. ©Os guatro grupos mostram—se bastante evolui-

dos. Aumento original 12,5 X .



Figura 8.
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Tecido de granulagcao aos 28 dias de evolugao.
Observa-se que os tecidos dos guatro grupos apresen
tam-se madurcs, caracterizados pela diminuicao da
celularidade e da neoformagao de capilares sangui-

neos. Aumento original 80 X .
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5 - DISCUSSAO

Através da implantagao subcutdnea da esponja de
PVC , conseguiu-se provecar a formagac do tecido de granula-
gao., O inicio dessa formagao se deu na primeira semana apds
a implantacao, por meio da migragao de células fibrogenéticas
e totipotentes advindas da céapsula fibrosé envolta na esponja

implantada experimentalmente.

Esses elementos celulares proliferaram até por
volta do 219 dia de desenvolvimento do tecido, como verifica-
mos em nosso experimento, quando entao a fase proliferativa
propriamente dita termina e estabelece-se a organizagao e matu
ragao do tecido. Isso confirma, de maneira geral, os achados
de GRINDLAY & WAIGH (1951); DUNPHY & UDUPA (1955); CHVAPIL
(1967); HICKS (1969); FEHER et al (1971); VIZIOLI (1971 ,
1973); PEDERSEN & VIIDIK (1972); FUKUHARA (1972); VIZIOLI &

ALMEIDA {1978); B2ANDRADE (1980); MAIA (1981); JWNQUEIRA {1983).

Os parametros utilizados para as avaliacdes mi-
croscdpicas prendem-se a4 quantidade de células fibrogenética:
e mesenquimais e & neo-formagao de capilares sanguineos encon-
trados nos tecidos. Com a evolugao da resposta proliferativa,
tornam-se fatores importantes o teor do coldgeno presente, a
sua agregagao sob a forma de feixes, e o direcionamento organi

zado dos mesmos. Esses parametros foram ja utilizados enm

pesquisas anteriores, da mesma natureza, por VIZIOLE & ATMEIDA °
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(1978), ANDRADE (1980), MATIA (1981}, JUNQUEIRA (1983).

De uma maneira geral, de acordeo com o descrito
anteriormente, o comportamento das fases de formagac do tecido
de granulacao nao diferiu muito entre o grupo controle e os ou

tros trés grupos que receberam medicagao antibiodtica.

Em relagac ao grupo controle, os tecidos dos ra
tos que receberam a administragao de griseofulvina apreésenta-
ram acs 7 dias de evolugéo um crescimentce menor, caracterizado
por uma proliferagao fibroblastica diminuida e quase nenhuma
presenca de fibras colagenas, bem como discretos capilares neo
formados. Essas constatacoes nos fazem indagar a razao pela

qual isto se da.

PAGET & WALPOLE (1958) mostraram em ratos, que
altas doses parenterais de griseofulvina causavam en grande
escala a interrupgéo da mitose, na metafase, em lugares como

o figado e mucosa onde ocorre grande "turn-over’" celular.

Segundo PRIESTIEY & BROWN (1978) a griseofulvi
na pode influenciar o nimero de fibroblastos e consecutivamen

te, de forma indireta, a sintese de seus produtos especificos,

como colageno e acido hialuronico. Em adigéo a esse efeito o
medicamento pode diminuir a sintese de acido mucopolissacaridi
co. 0 grau de diminuigaoc & de cerca de 20% , sendo equivalen
te ao produzido nas mesmas cé&lulas pela hidrocortizona, um me-

dicamento antiinflamatorio bastante potente (PRIESTLEY, 1978).
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Provavelmente essa diminuic¢ao do nimero de fi-
broblastos tanto em cultura de células de fibroblastos humanos
como em linhas estabelecidas 3T; e 3T, de fibroblastos de ca
mondongos, se dé pela supressao mitotica observada durante a
anafase e a teldfase e, ainda, pelo baixo Indice mitdtico de

fibroblastos humanos (PRIESTLEY & BROWN, 1978).

Tais resultados, obtidos por estes pesquisado-
res, "in vitro" podem nao ocorrer "in vivo", e mesmo que eles
ocorram, a concentracgao do medicamento nas duas situagoes €

uma questao de suposicao.

0Os efeitos inibidores descritos agqui nao devem
causar alarme no usco clinico da griseofulvina e, na verdade,
podem ajudar a explicar os resultados benéficos nas doengas de
tecido conjuntivo onde o metabolismo de fibroblastos e a produ

cao de macromoléculas € excessivamente anormal.(PRIESTLEY & BROWN,
{1978).

0 antibidtico griseofulvina mostrou notavel bai
xa toxicidade nos seus 20 anos de uso dermatoldgico contra in-
fecgoes flangicas; entretanto, varios efeitos colaterais de

beneficio potencial incluindo vaso-dilatagao e atividade anti-

inflamatoria tem sido relatados levando seu uso experimental
para condigoes nao flungicas, como a sindrome de Raynaud (ALLEN,
1971) , escleroderma (GIORDANO, 1967) , artrite reumatoide e

sindrome de ombro e mao (COHEN et al, 1960 : SERRE & SIMON,
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1962) . 0 modo de agao da droga nesses casos € desconhecido,
embora algumas semelhancas de estrutura e atividade com a
colchicina tém levado a especulacao que a inibigac colagena de

ve ser importante.

Diante do exposto, sugerimos que a discreta di-
minuicao da sintese colagena cbservada em nosso experimento
aos 7 dias de evolugao do tecido de granulagao possa ser atri-
bufda & diminuigdo da sintese de fibroblastos océsionada, por

sua vez, pela diminuig¢ao do indice mitdtico dos mesmos.

Ja, os estudos microscopicos dos tecidos dos
ratos tratados com os antibidticos tetraciclina e penicilina G
benzatina revelaram no primeiro estagio de observagao, ou se-
ja, ao fim da primeira semana de evoluqéo, um aspecto semelhan
te ao do tecido do grupo controle e neles evidencia-se a capsu
la fibrosa perfeitamente.delineada, circunscrevendo todos os
limites da esponja de PVC . A partir dessa capsula observa-
mos a presenca de grande nimero de células fibrogénicas, toman
do grande parte da Aarea. Constatou-se, também, a presenga de
grande nimero de capilares neo-formados. as fibras colagenas,

nesse estagio, ainda sao em nimero bastante reduzido.

Aos 14, 21 e 28 dias observou-se que o desen-

volvimento dos tecidos de granulagao continuou se mostrando

praticamente idéntico ac grupo controle.
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Notamos, somente nos tecidos tratados com peni-
cilina G benzatina, ¢ aparecimento de alteracgoes circulato-
rias bastante pronunciadas, presentes em todas as fases de ob-
servagao. Nao encontramos na bibliografia consultada nada

que esclarecesse esse fato.

Ficou claro, em nosso experimento, gque o aspec-
to do desenvolviménto tissular assemelhou-se muito agquele ob -
servado no tecido dos ratos controle, em todas as fases obser-
vadas, mostrando portanto que, desse ponto de vista, os antibid
ticos tetraciclina e penicilina G benzatina nao exercem nenhu-
ma agao especifica, ou, se exercem esta agao, nao € evidencia-

da pela microscopia comum e por métodos histologicos de rotina.

FISHMAN & HEWITT {(1970) descobriram gue a pene-
tracdac antibidtica em areas avasculares, abcessos ou matrizes
de fibrina pode ser reduzida. Surge portanto a questao: a
lesao granulosa humana & uma Area avascular ? Os excelenteas
experimentos realizados por ORDER et al (1965) demmnstraram que,
embora a escara de uma queimadura grave seja avascular, uma
vez removida as granulacgoes aparecem e a neovgsculatura se en-
contra presente. Todavia, parece que, embora a vasculatura
parega abundante no tecido de granulagao, ele &, gualitativa e
guantitativamente diferente de outros ferimentos. Segundo su

gestao de ROBSOM et al (1974) , a base de fibrina de um feri-
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mento granular parece evitar que o0 sangue portador da maioria

dos antibioticos penetre no tecido de granulacao.

Portanto, com base nes trabalhos anteriormente
citados e no experimento por nds realizado, sugerimos que os
antibioticos tetraciclina e penicilina provavelmente, nao in-

terferiram no processo de sintese e maturagdo colagena em teci

do de granulacdo pois, esses antibidticos ndo conseguiram pene

trar de forma satisfatoria no mesmo .
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6 - CONCLUSOES

Apos analise dos resultados obtidos nessa pes-
quisa, levando-se em consideracao as condigoes utilizadas no

presente trabalho, conclui-se que :

6.1 - A griseofulvina na dose de 35,7 mg /kg , injetada in
traperitonealmente em ratos a cada 12 heras, durante
trés dias, inibkbiu de maneira discreta a sintese e

maturagao do colageno.

6.2 - A tetraciclina na dose de 35,7 mg /kg , injetada in-
traperitonealmente em ratos a cada 6 horas, durante
trés dias, nao interferiu no processo de evolugao do

tecido de granulacgao.

6.3 - A penicilina G benzatina quandec administrada em
dose tnica de 171.425 wu/kg ndao demonstrou interfe-

réncia no processo de evolugéo do mesmo tecido.



CAPTTULO 7

RESUMO



48

7 - RESUMO

Este trabalho teve por objetivo estudar os efei
tos de trés drogas antibidticas de diferentes mecanismos de
acdo: uma que interfere na sintese de acidos nucléicos (griseo
fulvina), outra que interfere na sintese da proteina (tetraci-
clina) e outra que interfere na sintese da parede celular bac-
teriand (penicilina G benzatina), no desenvolvimento do tecido
de granulacao induzido em ratos, por meio da implantacgao de es
ponja.

Os resultados obtidos demonstraram que a griseo
fulvina na dose de 35,7 mg /kg inibiu de ﬁaqeira discreta a pro
liferacao fibroblastica e a sintese colagena. .Ja a tetraci-
clina na dose de 35,7 mg /kg € a penicilina G benzatina na do
se de 171.425 u/kg nao interferiram na proliferacao do teci-

do de granulacao.

De posse desses resultgdos pode-se concluir que
o antibidtico griseofulvina, na dose utilizada, constitui -se
num recursc terapeutico gquande houver necessidade de uma ini-
bi¢dao discreta na proliferagao fibroblastica e na sintese cola
gena. Ja os antibioOticos tetraciclina e penicilina G benza-
tina nao tendo apresentado, aparentemente, a¢ao sobre o tecido
de granulacao nao seriam, portanto, indicados em terapias de
aceleragdo ou inibig¢ao da sintese e maturagao deste mesmo teci

do.
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8 - SUMMARY

This paper repcrts a study on the effects of
three antibiotics with different mechanisms of action :
Griseofulvin, which interferes with the nucleic-acids synthesis;
Tetracyclin, which interferes with the proteic synthesis and
Benzathine penicillin G , which interferes with the bacterial
cell wall synthesis in the granulation tissue development

induced in rodents by sponge implantation.

The results obtained have demonstrated that
Griseofulvin at a dosage of 35,7 slightly inhibited the
fibroblastic proliferation and the collagen synthesis. On the
other hand, Tetracyclin at a dosage of 35,7 mg /kg and
Benzathine penicilin G at a dosage of 171.425 u /K did not

interfere with the granulation tissue proliferation.

These results suggest that the antibiotic
Griseofulvin at the dose used appears to be the therapeutic
resource whenever the necessity of a slight inhibition either

of fibrcoblastic proliferation or of the ccllagen synthesis.

Having not apparently acted upon the granulation
tissue the drugs Tetracyclin and Benzathine penicillin G would
not therefore be indicated for synthesis acceleration or

inhibition therapy and maturation of the same tissue.
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