Rev. Bras. Cancerol., 1996; 42(1): 49-59

Aspectos histologicos da reparacgao tecidual
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Resumo

Foi estudada a acdo do metotrexato administrado por via intramuscular sobre a
cicatrizagdo de feridas cutineas circulares abertas em ratas, do ponto de vista
histolégico. Foram operadas 36 ratas Wistar, com peso médio de 250,0 gramas.

Nos 18 animais do grupo-controle (Grupo 1) foi injetado soro fisiologico 0,9% por via
intramuscular, em volume equivalente ao necessério ao grupo tratado, no membro
traseiro esquerdo, imediatamente apds a confec¢do de uma ferida aberta de pele,
provocada com vazador de 6 mm de didmetro no dorso do animal, a cerca de 5 cm das
bordas inferiores dos pavilhdes auriculares. No grupo-experimento (Grupo 2)
realizou-se 0 mesmo procedimento cirdrgico do grupo-controle e administrou-se
metotrexato (1 mg/kg de peso corpéreo) por via intramuscular na mesma localizagdo
anatdmica. Foram sacrificadas no 4° e 7° dias de pds-operatério. As alteragdes
histoldgicas do efeito do metotrexato, evidenciado através da microscopia 6ptica, se
fizeram predominantemente no 7° dia de pés-operatério, tais como: a reducdo da drea de
tecido de granulag@o e necrose (p < 0,001), do nimero de niicleos redondos (p < 0,001),
do ndmero de polimorfonucleares (p < 0,001), do nimero de fibroblastos e histiécitos
em transformacéo (nidcleos fusiformes/campo) (p < 0,001), da distincia entre as bordas
da ferida (p < 0,001) e do niimero de vasos/campo (p < 0,005). Concluem que o
metotrexato atenua a resposta inflamatdria, atuando nas fases iniciais e de fibroplasia,
entretanto, acelerou o processo de reepitelizag@o.
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Abstract

The authors have studied the action of methotrexate applied intramusculary on healing
of cutaneous circular open wound on female rats from the macroscopic and
histological point of view. 36 Wistar female rats scaling 250.0 grams on an average.
On the 18 animals of the control group (Group 1) sodium chloride was injected intra-
muscularly into the left back member in an equivalent to the amount required for the
group treated, immediately after making a skin open wound with a 6 mm diameter punch
on the back of the animal at about 5 cm from the lower edges of the external ears. The
same surgical procedure of the control group was carried out in the experimental group
(Group 2), and methotrexate (1 mg/kg of body weight) was applied intramuscularly into

the same anatomic location. They were killed on the 4th and 7th days after operation.
The histologic alterations of the effect of methotrexate evidenced through optical
microscopy, such as reduction of tissue area of granulation and necrosis (p < 0.001),
the number of round nuclei (p < 0.001), in the number of fibroblasts and histiocytes in
transformation (fusiform nuclei field) (p < 0.001), in the distance getween the edges of
the wound (p < 0.001) and in the number of vessels/field (p < 0.05), were
predominant on the 4th and 7th days. It is concluded that, the methotrexate
attenuates the inflammatory answer actuating in the initial and fibroplasia phases,
however, this has accelerated the reepitelization process.
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Introducéo

O processo de reparagio tecidual consti-
tui um tema de elevada importancia em
Medicina e Cirurgia. Sabe-se da literatu-
ra, que esta reparacdo € um fendmeno
constatado nos seres vivos, seguindo um
padrdo sistemdtico e bastante complexo
de eventos, de grande relevancia para sua
sobrevivéncia, quando ocorrem lesdes
cirdrgicas, iatrogénicas ou acidentais,
podendo sofrer influéncia de multiplos
fatores locais e sistémicos®: 21,

E de fundamental importincia, o estudo
do efeito de cada droga antineopldsicaiso-
lada ou em protocolos associativos e se
exercem ou nao um efeito adverso sobre
a cura de ferimentos cirtdrgicos®.

Os virios efeitos das drogas citotéxicas no
processo de cicatrizagdo das feridas cirtr-
gicas de pele, t€ém sido investigados sob di-
versos aspectos em Medicina, especialmen-
te em Cirurgia Geral e Experimental %26,

O metotrexato (MTX, ametropterina) é
uma substincia antagonista do 4cido
félico, classificada no grupo das drogas
antineopldsicas como antimetabdlito,
conforme nos ensina Calabresi e Parks
Jr.®. Possui atividades antitumorais"?,
antiinflamatdrias, imunossupressoras®” e

teratogénicas"?; entretanto, até o presente
nao existe evidénciaque o MTX, sejauma
droga carcinogénica®.

E um agente terapéutico empregado no ma-
nuseio de leucemias, cincer de mama, can-
cer das vias biliares extra-hepdticas, cancer
de bexiga, cAncer de pulmio, linfomas, can-
cer colorretal, tumores experimentais, pso-
riase, artrite reumatéide, dermatomiosite,
ldpus eritematoso sistémico, gravidez tu-
béria e outras afec¢des!”- 2731,

O objetivo desta pesquisa € o de estudar al-
guns aspectos histolégicos na fase inflama-
téria e inicio da fase de fibroplasia da repa-
racdo tecidual de feridas cutineas circula-
res abertas, sob efeito de quimioterapia com
metotrexato, administrado por viaintramus-
cular (IM) em ratas Wistar.

Método

Foram utilizadas 36 ratas, brancas, adultas
(rattus norvegicus albinus, rodentia mam-
malia), da linhagem Wistar, sadias e bem
nutridas, com peso médio de 250 gramas.

Os animais provieram do Biotério Central
da Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) do Ministério da Saide no Rio
de Janeiro - RJ e foram mantidos por quatro
semanas em adaptac@o no Biotério do Ser-



vigo de Cirurgia Experimental do HCE. As
idades variaram de quatro a seis meses.

As ratas foram mantidas em gaiolas apro-
priadas comiluminagdo, ventilagdo e tem-
peratura ambiente, na propor¢do de duas
ratas por gaiola no perfodo pré-operatd-
rio e uma no pds-operatério, sendo ali-
mentadas com dieta padronizada e balan-
ceada por via oral.

As 36 ratas foram distribuidas aleatoriamen-
te em dois grupos abaixo especificados:

e Grupo I (Controle, Nio tratado, NT, e
NT,): constituido de 18 animais com nove
em cada subgrupo, os quais receberam por
IM, injecdo unica de soro fisiol6gico (SF) a
0,9%, em volume correspondente ao neces-
sario parauma dose equivalente aos do Gru-
po 2 (experimento), no membro traseiro es-
querdo, administrada imediatamente apds o
ato operatdrio, ou seja, logo ap6s a confec-
¢do de uma ferida cutinea circular com
vazador (“punch”) com 6 mm de diametro
no dorso dos referidos animais, a aproxima-
damente 5 cm abaixo do limite inferior dos
pavilhdes auriculares.

® Grupo 2 (Experimento, Tratado, T, e T,):
formado de 18 ratas com nove em cada
subgrupo. Foi executado procedimento ci-
rirgico idéntico ao Grupo 1. Em seguida, si-
milarmente ao grupo-controle, as mesmas
foram submetidas & quimioterapia com
metotrexato em dose inica (1 mg/kg de peso
corpéreo), por via IM na mesma localiza-
¢do anatdmica.

Asratas permaneceram em jejum de 12
horas para alimentos s6lidos, sendo for-
necido dgua “ad libitum”.

Utilizou-se como droga o metotrexato, em
frasco-ampola de 50 mg-LSP, contendo 2
ml (Methotrexate®).

A referida substincia foi diluida em SF-
0,9% e a solugdo resultante foi adminis-
trada na dose de 1 mg/kg de peso corpo-
ral do animal em dose uUnica, imediata-
mente apds o ato cirtrgico, por via IM,
ainda sob efeito da anestesia superfici-
al com éter sulfdrico.

As ratas foram submetidas individualmen-
te a anestesia inalatéria em campanula de
vidro hermeticamente fechada, contendo em
seu interior compressas umedecidas com
éter sulfirico, sendo mantidas por masca-
ras de éter sulfirico e ar ambiente, em res-
piracdo espontanea.

A metodizacdo da técnica cirdrgica, obede-
ceu as seguintes etapas:

a - Animal em decubito ventral: depilacio
ampla de parte do pescoco e anti-sepsia da
regido posterior do pescogo e do térax com
dlcool iodado a 2%;

b - com auxilio de um vazador n® 6, o qual
foi posicionado em sentido perpendicular a
linha mediana dorsal, a mais ou menos 5 cm
das bordas inferiores dos pavilhdes auricu-
lares, demarcando a pele da regido dorsal,
em seguida girando-o para a direita e para a
esquerda, até a sec¢do completa e cir-
cunferencial da pele e conseqiiente exérese
damesma e da tela subcutanea da regido de-
marcada, expondo-se a fdscia muscular
dorsal;

¢ - hemostasia exclusivamente por compres-
sdo manual com auxilio de gaze esteriliza-
da e umedecida em SF 0,9%, durante alguns
segundos;

d - ap6s limpeza com SF-0,9%, a ferida
cutanea foi deixada descoberta.

Subseqiientemente a total recuperacgéo anes-
tésica, as ratas tiveram livre acesso a racio
e dgua. Nio se fez uso de analgésicos ou
antibidticos.

Foram sacrificadas individualmente em
campanula fechada com éter sulfirico em
alta concentracdo, até a parada dos sinais
vitais.

As ratas foram mortas no 4°dia (NT, e T ) e
no 7° dia de pds-operatério (NT, e T,). A
seguir, procedeu-se a exérese do segmento
de pele e tela subcutinea, contendo a ferida
cutanea em cicatrizacio através de uma in-
cisdo de forma retangular de aproximada-
mente 6 cm x 3 cm e exposi¢do da fascia
muscular dorsal.




Apés aretirada de cada peca, realizou-
se lavagem mecanica da mesma com soro
fisiol6gico, sendo estirada sobre uma has-
te de madeira efixada com alfinetes em
suas extremidades cranial e caudal.

Os espécimes foram fixados em formalina
a 10% tamponada (pH = 7,4), por um perio-
do de 18 a 24 horas, sendo realizado quatro
cortes de 3,0 mm paralelamente ao plano
sagital para processamento histolégico e
inclusdo em parafina. Os cortes histologi-
cos foram de quatro micrometros.

As seccoes histoldgicas foram coradas em
hematoxilina-eosina (H-E) e pela coloragdo
especial tricrdémico de Gomori.

Foram avaliados através da microscopia
Optica os seguintes pardmetros: distancia
borda-borda da ferida cirtrgica cutinea
(reepitelizacdo); drea de tecido de granu-
lagdo (mm?); drea de tecido de necrose
(mm?); substincia amorfa (estudo semi-
quantitativo); média do nimero de ntcleos
redondos (mondcitos, polimorfonucleares,
eosinéfilos, plasmécitos e células epite-
libides)/campo; média do ndimero de po-
limorfonucleares/campo; média do nime-
ro de nicleos fusiformes (fibroblastos e
histidcitos e transformacdo)/campo; média
do nimero de vasos/campo.

Dia 4 - Distancia
borda-borda

Dia 7 - Distancia
borda-borda

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
0,45 0,34 0,36 0,0
0,51 0,35 0,44 0,4
0,51 0,39 0,40 0,0
0,49 0,33 0,42 0,0
0,52 0,37 0,38 0,0
0,57 0,40 0,48 0,3
0,48 0,39 0,45 0,0
0,52 0,37 0,43 0,0
0,48 0,40 0,39 0,0

Tabela 1 - Distribui¢do das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram
sacrificadas com quatro e sete dias de pds-operatério, segundo a
distdncia borda-borda (mm) da ferida cirdrgica cutinea

(reepitelizag¢@o) de cada animal.

W =45,0%** (p < 0,001)

W =485%**(p < 0,001)

Teste de Friedman (X?, = 24,73**; p < 0,01)

A distincia entre as bordas da ferida cirtr-
gica cutinea foi medida com lupa graduada
em milimetros (Marca Raimbow).

Através da coloracdo de HE, as dreas de te-
cido de granulacdo e de necrose foram me-
didas com a ocular milimetrada e calibrada
no microscopio (Spencer fabricado pela
“American Optical Corporation”), usando
objetiva de 20X e ocular de 10X. Foram
calculadas as referidas dreas, multiplican-
do-se o comprimento pela altura em mili-
metros.

Quanto a presenca de substancia amorfa,
a mesma foi avaliada através de estudo
semiquantitativo em leve (+), modera-
da (++) e acentuada (+++).

A presenca de substincia amorfa, a média
do ntimero de nicleos redondos, a média do
nimero de polimorfonucleares, a média do
ndmero de nucleos fusiformes, a média do
nimero de vasos foram observadas e conta-
das em 10 campos com Objetiva40X e Ocu-
lar 10X.

Os dados obtidos no presente estudo foram
analisados utilizando-se os testes F de
Brieger, Turkey, Friedman e Wilcoxon, ado-
tando-se o nivel de significancia de 5% de
probabilidade (p < 0,05), para verificacio
de diferencas significativas, de acordo com
Campos® e Pimentel-Gomes™®.

Resultados
Estudo histolégico:

1. Distancia borda-borda (mm)

O grupo tratado com metotrexato (T, e T,),
apresentou-se com valores menores em re-
lacdo ao grupo-controle. Portanto, o proces-
so de reepitelizacdo foi mais acentuado nos
subgrupos tratados.

Pode-se observarna Tabela 1, que tanto no
4° quanto no 7° dias de pés-operatdrio, a
distancia borda-borda foi menor no Gru-
po 2 do que no grupo-controle, estudada
pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon,
cuja significancia estatistica foi ao nivel
de 0,1%. Essa diferenga foi mais evidente
no 7° dia.



2. Area de tecido de granulacdo (ATG)
(mm?)

Asmédias aritméticas do grupo-controle (T,
e T,) foram de menor valor, sendo eviden-
ciado o efeito antiinflamatério do MTX.

A Tabela 2 registra o estudo estatistico rea-
lizado pelo teste de Wilcoxon da 4rea de te-
cido de granulagdo (ATG), no 4° e 7° dias
pés-operatdrio (significativo ao nivel de
0,1%).

3. Area de tecido de necrose (ATN) (mm?)

O subgrupo-experimento (T, e T,) apresen-
tou valor inferior ao exibido pelo grupo-con-
trole.

Registrou-se um menor (ATN) no grupo ex-
perimento, tanto no 4° como no 7° dias de pés-
operatério, com resultado estatisticamente
significativo (p<0,001). Essa constatacdo foi
maior no Grupo 2 nos animais mortos no 7°
dia de observagdo, pois em 5/9 animais ndo
ocorreu necrose (Tabela 3).

4. Substancia amorfa

Houve maior quantidade de substincia
amorfa no grupo tratado com 4° dia de pds-
operatério (++: moderado - oito ratas) do
que no grupo-controle (+: leve - nove ratas).
No 7° dia assinala-se maior evidéncia de
substincia amorfa no grupo-controle (++:
seis ratas; +++: trés ratas) do que no grupo
tratado com MTX (+: leve - nove ratas).

A andlise da Tabela4, quanto a varidvel pre-
sente, semiquantitativamente comenta-se
que ocorreu aumento da substincia amorfa
no grupo-controle do 4° dia (+: leve - nove
ratas) para o 7° dia (++: moderada - oito
ratas), enquanto no grupo tratado ocorreu
uma redugdo no 4° dia (moderada - seis
ratas; acentuada - trés ratas) para o 7° dia de
pés-operatério (+: leve - nove ratas).

5. Média do nimero de nicleos redon-
dos (NR)/campo

As médias do grupo-experimento foram
menores do que as do grupo-controle. Hou-
ve reducéo da média do nimero redondos/

campo, tanto no grupo-controle quanto no
experimento no 4°dia (p<0,05) e 7°diade
pés-operatério (p < 0,001). conforme ob-
serva-se na Tabela 5. Essaredugéo foi mais
acentuada no 7° dia do subgrupo tratado
com MTX.

6. Média do nimero de polimorfonucleares
(PMN)/campo

O grupo-experimento apresentou valores
menores em relacio ao grupo-controle.

Dia4-ATG Dia7-ATG
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
0,59 0,50 0,62 0,50
0,55 0,51 0,61 0,51
0,57 0,53 0,64 0,50
0,55 0,50 0,66 0,51
0,58 0,49 0,68 0,53
0,60 0,50 0,67 0,51
0,53 0,43 0,67 0,52
0,56 0,51 0,60 0,50
0,58 0,56 0,63 0,54

Tabela 2 - Distribui¢do das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram
sacrificadas com quatro e sete dias de pés-operatério, segundo drea
de tecido de granulagdo (ATG) em mm de cada animal.

W = 49,0%* (p < 0,001) W = 45,0%*%* (p < 0,01)
Teste F de Brieger (F = 64,00%*; p < 0,01)

Dia4-ATN Dia7-ATN
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
0,50 0,36 0,30 0,0
0,43 0,31 0,38 0,1
0,47 0,34 0,39 0,0
0,38 0,37 0,36 0,0
0,40 0,35 0,38 0,0
0,49 0,32 0,39 0,09
0,41 0,34 0,42 0,0
0,41 0,33 0,41 0,08
0,43 0,36 0,40 0,05

Tabela 3 - Distribui¢do das ratas utilizadas, e acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram
sacrificadas com quatro e sete dias de pds-operatério, segundo a
area de tecido de necrose (ATN) e mm de cada animal.

W = 45,0%** (p < 0,001) W = 45,0%*%* (p < 0,001)
Teste de Friedman (X?, = 23,23***; p < 0,01)




Dia Grupo Grau de intensidade
+ ++ +++
4 Grupo 1 9 - -
4 Grupo 2 1 8 -
7 Grupo 1 - 6 3
7 Grupo 2 9 - -

Tabela 4 - Distribuicdo das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram sacrificadas
com quatro e sete dias de pés-operatdrio, segundo a presencga de subs-
tancia amorfa por grau de intensidade em cada animal.

+ (leve); ++ (moderada); +++ (acentuada)
Dia4-NR Dia7-NR

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
60 60 73 47
58 55 70 43
59 54 76 40
60 50 75 43
62 61 74 50
61 59 77 41
60 52 72 51
59 56 70 47
62 64 68 52

Tabela 5 - Distribuicdo das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram sacrificadas
com quatro e sete dia de pés-operatério, segundo a média do niimero
de niicleos redondos (NR)/campo em cada animal.

W = 67,0% (p < 0,05)
Teste F de Brieger (F = 89,83**; p < 0,01)

*= 45,0 (p < 0,01)

Dia4-PMN Dia7-PMN
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
56 30 51 9
54 36 49 10
54 34 50 7
51 29 45 9
56 28 53 12
57 33 49 10
54 35 50 13
51 32 48 10
55 30 47 14

Tabela 6 - Distribuicdo das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram sacrificadas
com quatro e sete dias de pés-operatorio, segundo a média do niimero
de polimorfonucleares (PMN)/campo em cada animal.

W = 45,0%** (p < 0,001) W =45,0%*%* (p < 0,001)
Teste de Friedman (X?, = 27,00; p < 0,01)

Conforme demonstrado na Tabela 6,
existe uma redu¢do da média do ndmero de
polimorfonucleares, estatisticamente signi-
ficativo no grupo tratado com MTX
(p <0,001), tanto no 4° dia quanto no 7° dia
de pos-operatério. Tal diminuigio foi acen-
tuada nesse ultimo tempo de observagio.

7. Média do nimero de nicleos fusi-
formes (NF)/campo

Para estudo comparativo dos valores da
média do nimero de NF/campo, empregou-
se o teste F de Brieger que apresentou dife-
renga estatisticamente significativa ao nivel
de 1%.

Asmédias aritméticas do grupo experimento
foram de valor menor.

Aredugdo damédia do nimero de NF/cam-
po ocorreu no grupo tratado com me-
totrexato em relagdo ao grupo-controle,
tanto no 4° dia (p <0,001), quanto no 7° dia
de pés-operatdrio (PO), com diferenca es-
tatisticamente significativa ao nivel de 0,1
(Tabela 7).

Os fibroblastos mostraram-se com cito-
plasma menor, mais denso, nicleo vesi-
culoso quando comparado com os do gru-
po-controle (7° dia de PO).

8. Média do nimero de vasos/campo

Houve diferenca signficativa entre a mé-
dia aritmética X' (grupo controle - sete
dias) e as demais varidveis.

A Tabela 8 mostra um aumento da média do
nimero de vasos no grupo tratado em rela-
¢d0 ao grupo-controle no 4° dia de PO, com
nivel de significancia ao nivel de 0,1%. En-
tretanto, no 7° dia de observagdo no Grupo
2 (tratado) ocorreu diminui¢do do niimero
de vasos/campo (p < 0,05).

Discussao

O animal de experimentagdo selecionado
para uso nesta pesquisa, foi orato, tendo em
vista a sua elevada resisténcia a infecgdo e
ao trauma cirtrgico. E de f4cil acomodaco,
manuseio, baixo custo de manutengéo, boa
disponibilidade em nosso meio-®.



Foram utilizados apenas animais adul-
tos, do sexo feminino, apesar do conheci-
mento de publicacdes, de que estes apresen-
tam maiores varia¢des de ordem hormonal,
quando comparados aos machos"?, que po-
deriam interferir no processo de cicatriza-
¢do, todavia esse assunto € controverso.

Em 1982, Modolin e col.?® em Sao Paulo,
utilizando ratos adultos jovens, alimentados
com uma dieta aprotéica por um periodo de
trés semanas, observaram diminuicdo do
processo inflamatério e da fibroplasia.

O metotrexato € um 4cido organico bicar-
boxilico fraco, possuindo peso molecular de
454 daltons, negativamente carregado com
pH neutro e com solubilidade em lipideos
limitada® '

Evans e Christensen’? afirmaram que ge-
ralmente 0 MTX é transportado ativamente
para dentro das células, exceto em altas con-
centragoes.

E um quimioterdpico especifico para a fase
S do ciclo celular, promovendo a inibi¢do
da sintese de ADN, podendo ter efeitos mais
amplos no ARN e na sintese protéica® '”.
Inibe a quimiotaxia dos neutréfilos induzi-
dos pelos leucotrienos B, e complemento
C, (Ve também dos produtos daativagdo dos
macréfagos, tais como interleucina-1 e pros-
taglandina E,"®.

Pode ser empregado através de distintas vias
de administracdo. No presente estudo, op-
tou-se pela via IM com inje¢do da solug@o
de MTX no membro traseiro esquerdo do
animal. E sabido que a opgdo por outra via
de administracdo como a oral, muito utili-
zada no estudo dos efeitos de drogas
antiinflamatdrias, as vezes requer entubagao
gastrica, além da necessidade de medigdes
dos niveis plasmdticos do agente quimio-
terdpico, o que leva a maior complexidade
no referido experimento.

Freeman-Narrod e col."¥ e Campbell e
col.!® relataram que a absor¢do do MTX
seguida a administragdo por via IM parece
ser mais rapida e complexa com niveis ma-
ximos atingidos em aproximadamente duas
horas apds a sua inje¢do.

Dia4-NF Dia7 - NF
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
210 68 157 98
211 75 163 111
213 71 165 110
200 70 160 108
198 72 158 113
200 73 162 101
212 69 156 113

Tabela 7 - Distribui¢do das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram sacrificadas
com quatro e sete dias de pés-operatério, segundo a média do niimero

de niicleos fusiformes (NF)/campo em cada animal.

W = 45,0%*%*% (p < 0,001) W = 45,0%** (p < 0,001)
Teste F de Brieger (F = 1376,24: p < 0,01)

Dia 4 - Vasos Dia 7 - Vasos
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
33 40 36 31
31 36 33 31
30 35 35 30
31 41 32 28
32 33 29 29
32 37 30 27
31 32 30 29
34 38 30 29
35 39 28 30

Tabela 8 - Distribuicdo das ratas utilizadas, de acordo com os
subgrupos com e sem metotrexato (MTX), as quais foram
sacrificadas com quatro e sete dias de pds-operatério, segundo a
média do nimero de vasos/campo em cada animal.

W = 52,0%** (p < 0,001) W= 655%(p <0,05)
Teste F de Brieger (F = 15,01%%; p < 0,01)

A administragdo do MTX por via intramus-
cular, ao invés da via oral, € empregada oca-
sionalmente em pacientes portadores de
psoriase, levando-se em consideracdo os
efeitos colaterais no aparelho digestivo. Tal
via permite a obtencdo de concentragdes
séricas maiores e de efeitos mais prolonga-
dos em relag@o a administrag@o oral.

Wang e col.”? relataram uma maior distri-
buicdo e eliminacdo de MTX em pacientes
mais jovens portadores de osteossarcoma




apos inje¢do intravenosa, portanto esta dro-
ga apresenta uma farmacocinética depen-
dente da idade.

Bender® verificou que a dose e a via de ad-
ministracdo do MTX empregado para uma
inducdo particular é dependente da cinética
da populagdo-alvo com uma concentrag¢do
de metotrexato 6tima para cada neoplasia
maligna responsiva.

Bleyer® assinalou que 50,0 a 70,0% do
metotrexato € ligado as proteinas, espe-
cialmente a albumina.

Nesta pesquisa experimental, empregou-se
uma dose tnica de MTX (1 mg/kg de peso
corporeo), dose simile a usada por via oral e
por injecdo intra-arterial em humanos com
toxicidade tolerdavel™.

O MTX apresenta multiplos e variados efei-
tos colaterais para a medula Gssea (leuco-
penia), tracto gastrintestinal (mucosite, ul-
ceracgdes, nduseas, vomitos, diarréia, fibrose
e cirrose hepadtica), pele (alopécia, queda de
cabelo, capilarite, erup¢do macular, ne-
crélise, fotossensibilidade e reacdes alérgi-
cas) rins (diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular e da liberagio de creatinina, le-
sdo do epitélio tubular), sistema nervoso
(aracnoidite, cefaléias, paraplegia, quadri-
plegia e outros), olhos (queimag@o ocular,
prurido, diminui¢do do lacrimejamento e
outros efeitos)@ 33 10.18,19.32)

Primordialmente, a base e as margens
do ferimento sdo recobertas com tecido
de granulagdo. Ocorre proliferacio fibro-
blastica e o brotamento capilar, mesmo na
presenca de inflamacdo. A proporcdo que
os leucdcitos retiram o exsudato inflama-
torio, surge no ferimento tecido de
granulacdo, tendo como ponto de partida
as suas margens. Outro mecanismo envol-
vido na reparacdo e desencadeado preco-
cemente a partir das margens da ferida é
a epitelizacao.

Simoes e col.®® na Escola Paulista de Me-
dicina, realizaram um estudo dos aspectos
ultra-estruturais dos fibroblastos e dos
macréfagos, no processo de reparagdo da
pele de 12 ratos Wistar, em ferimento com

6 mm de didmetro, os quais utilizaram ins-
trumento similar a um furador de rolha.

Atualmente, a cicatrizacdo das feridas sob
efeito de quimioterapia com agentes an-
tineopldsicos constitui um amplo campo
para investigacdes cientificas”-®,

As alteragdes no processo cicatricial de fe-
ridas cutdneas, observadas em associagdo
com a quimioterapia antineopldsica, estdo
nadependénciado tipo de agente citostatico,
da dosagem, da via e do tempo de adminis-
tragdo usados” 1113 15:24),

Calnan e Davies (1965)® em Londres, ana-
lisaram o efeito do metotrexato em doses
varidveis, administrado por via intraperito-
neal em ratas Wistar jovens, sob a cicatri-
zacdo de feridas cirtirgicas de pele, avalia-
das exclusivamente através da medida da
forca ténsil no 3°, 5° e 7° dias de pés-opera-
tério e concluiram que:

e quanto maior for a dose do MTX menor
serd o valor da forca té€nsil, conseqiiente-
mente maior a inibicdo do processo ci-
catricial;

e o retardo da cicatrizagdo foi mais eviden-
te quando o MTX foi administrado no peri-
odo pés-operatorio.

Os aspectos histologicos dos efeitos do me-
totrexato no processo de reparagdo tecidual
da ferida cutanea com perda de substincia
na presente pesquisa, se fizeram em maior
intensidade no 7° dia de pds-operatério nas
areas de tecido de granulagdo préximas a
epiderme. Essas altera¢bes constaram da
diminui¢do do nimero de nicleos redon-
dos/campo, do nimero de polimorfonu-
cleares/campo, da redugdo da quantidade
de substancia amorfa e do nimero de nu-
cleos fusiformes/campo através da micros-
copia Optica (Tabelas 5, 6, 7 e 8).

O processo de reepitelizacdo se fezcom mais
intensidade no grupo tratado com
metotrexato, cobrindo completamente a fe-
rida cirdrgica, enquanto que o grupo-con-
trole, mostrou area de necrose.

A auséncia de mortalidade pés-opera-
téria, até as datas preestabelecidas para



sacrificio dos animais nos referidos gru-
pos, resultaram da alta resisténcia asin-
feccdes da espécie estudada, do correto
manuseio dos animais, dos cuidados
adequados pré e pds-operatorios, do do-
minio das técnicas anestésica e cirdrgi-
ca empregadas, bem como do conheci-
mento dos aspectos farmacolégicos e
farmacocinéticos do agente citotéxico.

A ferida cutinea utilizada neste trabalho
constitui um exemplo de cicatrizagdo por
segunda inteng¢do (ou cicatrizag¢do secunda-
ria), onde ocorreu perda de substancia (28,
26 mm?). Isso resulta em um processo mais
prolongado para a cura das mesmas, tendo
em vista a necessdria remocao do tecidoe o
restabelecimento do defeito tissular comcé-
lulas vivas.

Simdes e col. (1986)? estudando alguns as-
pectos histoldgicos da cicatrizacdo de feri-
das cutineas com perda de substancia (6 mm
de didmetro), em ratas Wistar ndo submeti-
das aadministracdo de drogas, relataram que
aos sete dias de pds-operatdrio, houve apa-
recimento de fibroblastos, com reticulo
endoplasmadtico granular e complexo de
Golgi bastante desenvolvidos, mostrando
grandes quantidades de vesiculas intra-
citoplasmaticas, contendo fibrilas coldge-
nas. Verificaram também grande concentra-
¢do de neutréfilos e macréfagos (contendo
vesiculas eletrolicidas no seu interior). A
substincia intercelular continha fibrilas
coldgenas tipos I e III.

Kaiser e col. (1961)@? estudando as altera-
¢oes histoldgicas em feridas cutineas de caes
submetidos a quimioterapia antineopldsica
com mostarda nitrogenada (mecloretamina)
sacrificados no 3° dia de pds-operatério, ob-
servaram fibroblastos anormais, similares
aos encontrados em tecidos irradiados.

Atualmente, tornam-se necessarios novos
trabalhos experimentais, relacionando dife-
rentes dosagens, intervalos e via de admi-
nistracdo do metotrexato, isolado ou em as-
socia¢do com o dcido félico (leucovorin) e
outras drogas citotdxicas, bem como sua
conexdao com procedimentos cirdrgicos,
sobre a cicatrizac@o das feridas em vdrias
espécies animais.

Conclusodes
A avaliacdo dos resultados permite con-
cluir que:

1. O metotrexato na dose de 1 mg/kg de
peso corpéreo, administrado por via in-
tramuscular em ratas Wistar, promoveu
atenuacio da resposta inflamatodria, atu-
ando nas fases iniciais e de fibroplasia dos
ferimentos tratados no periodo estudado;

2. areepitelizacdo da ferida cutinea, no
presente modelo experimental, foi ace-
lerada pelo metotrexato.
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