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A INFLUENCIA DA CALCITONINA SINTETICA DE SALMAO NA

CICATRIZACAO CUTANEA DE RATOS

INFLUENCE OF THE SYNTHETIC SALMON CALCITONIN IN CUTANEOUS WOUND

HEALING OF THE RATS

JoseNeiva Euldliot; Antonio Natalino M anta Dantas'; Arist6teles Goes-Neto
Aryon deAlmeidaBarbosa Junior®; AndréNey MenezesFreire

RESUMO: Objetivo: O presente trabalho tem como objetivo investigar a influéncia da calcitonina sintética do salmao no processo
cicatricial da pele da regido dorsal em ratos, analisando paré@metros bioquimicos, biomecanicos e histol6gicos, e suas possiveis
interrelagdes. M étodo: Setenta e dois (72) ratos machos adultos foram submetidos, sob anestesia geral inalatéria a uma incisdo linear
na pele que foi, subsegiientemente, suturada. Metade dos ratos (grupo teste) foi tratada no pds-operatério com calcitonina sintética
do salméo, e a outra metade, sem tratamento, constituiu o grupo controle. Os animais, em pares de nove ratos cada (teste e controle),
foram sacrificados no 5°, 10°, 15° e 20° dias pds-operatdrio para a remogéo dos fragmentos de pele com cicatriz para as analises
bioguimicas, biomecanicas e histoldgicas. Utilizou-se o teste “t” de Student para a comparagdo de médias de amostras independentes
e 0 teste de correlagdo de Pearson para verificar o grau de associagdo entre as médias das variaveis. Resultados: A calcitonina
sintética de salm&o acelerou o processo cicatricial da pele, mas ndo de maneira linear e constante. Em comparagdo com os animais
nédo-tratados, houve aumento significativo tanto do contelido de hidroxiprolina nas fases de proliferacdo inicial e tardia da cicatri-
zagdo, quanto da carga maxima de ruptura na fase de proliferagao tardia. Os resultados histol6gicos corroboram os resultados
bioquimicos e biomecanicos, sugerindo uma correlagdo entre contelido de colégeno, resisténcia a tragéo e histologia da cicatriz.
Conclusdo: A calcitonina sintética de salmé&o acelerou o processo cicatricial da pele, modificando significativamente o conteldo de

coldgeno e a carga maxima de ruptura, mas ndo de maneira linear e constante (Rev. Col. Bras. Cir. 2007; 34(4): 237-244).

Descritores: Cicatrizagao de feridas; Pele; Calcitonina; Hidroxiprolina; Resisténcia a tragéo.

INTRODUCAO

As calcitoninas apresentam ampladistribuicdo entre
0S seres vivos, sendo encontradas em diversos animais e,
parti cularmente nos mamiferos, sdo produzidas nas célulasC
parafoliculares, derivadas dacristaneural embrionéria, quese
localizam natiredide.

A calcitonina é um peptideo de 32 aminoécidos em
cadeia simples, com uma ponte dissulfeto na porgéo
aminoterminal e um residuo de prolina na porcao
carboxiterminal. O CGRP (peptideo relacionado ao gene da
calcitonina) € um neuropeptideo quimicamente semelhantea
calcitonina, que é liberado por terminagdes de nervos senso-
riaisnaderme e epiderme dapele notecido lesado, etem sido
associado com a regeneracdo da pele. Ambos os peptideos
(calcitoninae CGRP) séo produtos de splicing aternativo do
complexo génico dacal citonine?.

As sequéncias protéicas das calcitoninas variam
entre as espécies. As partes terminais da molécula séo muito
mai s conservadas do que a parte central variavel, o que pode
ocasionar variagfes na poténcia e duragéo de agao®.

Existem cal citoninas sintéti cas qui micamente seme-
Ihantes as cal citoninas nativas de mamiferos e de peixes utili-

zadas para fins terapéuticos. A calcitonina sintética do sal-
mao € a mais potente do ponto de vista farmacodinamico,
apresentando maior periodo de duragdo de agcdo do que as
outras cal citoninas sintéticas em fungdo da grande atividade
nos receptores de ligagdes®.

Em doses farmacol 6gi cas acal citoninatem um efeito
direto sobre: (a) rins, aumentando a excrecdo de determina-
dosions, (b) sistemadigestivo, inibindo asecrecéo géstricae
pancredti ca e aumentando a absor¢do de calcio no [imen do
intestino, (c) sistemanervoso central, exercendo efeitos anal-
gésicos e antiinflamatérios pelo aumento do aporte de célcio,
liberagcdo de endorfinas e inibicdo de prostaglandinas, assim
como (d) aumentando a proliferacdo celular para a
reconstituicdo de tecidos lesados'.

Estudos experimentai s prévios com calcitoninasin-
tética em pele de mamiferos demonstraram o seu papel no
aumento da sintese de DNA de células epiteliais e de células
do tecido conectivo da pele, e proliferacéo de fibroblastos*®
assm como um aumento da resisténcia a tracdo’ enquanto
gue o CGRP apresentou efeitos tréficos na cicatrizagdo®® e
contracao de feridas'.

Modelos de cicatrizag8o de feridas em pele de ani-
mai s de |aboratdrio apresentam muitas caracteristicasinteres-
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santes que podem ser diretamenterelacionadasaclinicacirdr-
gica, ja que se tratam de feridas com perda de tecido assim
como as freglientemente encontradas na préticaclinica. A le-
s80 pode ser facilmente reproduzidadamesmaformapor dife-
rentes pesquisadores em diferentesindividuos e alesfo pode
ser continuamente observada e monitorada histol ogicamente
através de bidpsiast.

Este trabalho teve como objetivo investigar ainflu-
énciadacal citoninasintéticade salm&o, no processo cicatricial
dapele de ratos.

METODO

Animais

Foram utilizados 72 ratos (Rattus novergicus), varie-
dade albino, de linhagem Wistar, ndo isogénicos, machos,
adultosjovens, com 17 a 20 semanas, entre 176 a383 gramas.
Osanimaisforam mantidosem gaiolasindividuais, com agua
filtrada ad libitum, em uma sala climatizada (23°C) sob luz
artificial (12h claro / 12h escuro), e alimentados com rac&o
comercial de manutencéo pararatosad libitum.

Os animais receberam todos os cuidados dispensa-
dos a humanos de acordo com os critérios estabelecidos no
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’ (NIH).
Este estudo foi aprovado pelo Conselho de Pesquisa do Cur-
so de Pos-Graduacdo da Faculdade de Medicina daBahia da
Universidade Federal daBahiaantes do seu inicio.

Procedimento cir r gico

Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados
pelamesmaequipe, com instrumentos previamente esteriliza
dos, e todos os ratos do grupo teste (Gt) e do grupo controle
(Gc) foram submetidos a um procedimento operatorio padro-
nizado.

O procedimento cirdrgico consistiu narealizagéo de
umaincisdo vertical linear, medindo 5cm, naregido dorsal do
animal. Essaincisdo envolveu toda espessura do tegumento,
incluindo o paniculo carnoso, tomando-se como referénciaa
coluna vertebral ao longo do eixo do corpo do animal. Na
disseccdo, a ferida operatéria foi divulsionada aproximada
mente em 2cm, em ambos os lados, partindo de suas bordas,
nos segmentos meédios laterais até visuali zagao damuscul atu-
raerealizagdo dahemostasia. Apdsafinalizacdo daoperacdo
procedeu-se a sintese da pele, inclusive do paniculo carnoso,
com sutura de pontos separados, com exposicdo da ferida
cirdrgica

Delineamento experimental

ApOsaintervencdo cirdrgica, osanimaisforam aea-
toriamente di stribuidos em dois grupos, 36 dos animais cons-
tituindo o grupo teste (Gt) e 36 constituindo o grupo controle
(Gc). Ambos osgrupos (Gt e Ge) foram subdivididos em qua-
tro subgrupos (Gt5/Ge5, Gt10/Gce10, Gt15/Gel5 e Gt20/Ge20),
cadaqgual com nove animais, conforme o programa estabel eci-
do entre adata da operacdo e o diadamorte (5°, 10°, 15° e 20°
dias), quando osfragmentosde pele com cicatriz foram retira-
dos. Os animais que morreram em alguma etapa durante o
experimento ndo foram substituidos por outros animais.

238

No pGs-operatorio, os animais foram acondiciona-
dos em gaiolas individuais, permanecendo, ainda, em jejum
por 12 horas. Eles néo receberam antibi6ticos, e foram acom-
panhados diariamente, observando-se a sua atividade fisica,
aaparénciaea ingestéo alimentar.

Osanimais do grupo teste receberam, desde o diada
operacdo até o diado sacrificio, umaaplicacdo dacalcitonina
sintéticado salm&o (Miacalcic®, Novartis Pharmaceulticals,
Switzerland) na dose de 20 Ul/kg de peso corporal, por via
subcutanea, na area tricotomizada daregido dorsal. A aplica
¢&o individualizada foi realizada com seringa de insulina na
areatricotomizada, ao lado dainciso. As suturas de todos 0s
animaisdos gruposteste e controleforam removidasno 5° dia
pOs-operatorio.

Todos os animais do grupo teste (Gt) e do grupo
controle (Gc) foram mortos pelainalagdo de vapores de éter
etilico no dia determinado do pdés-operatério relativo ao
subgrupo aque pertenciam (5°, 10°, 15° e 20° dias).

Um fragmento de 5 x 5 cm?de pele, em toda a sua
espessura, incluindo a linha suturada ao centro, foi retirado
de cada animal. Este fragmento foi subdividido em um frag-
mentode4 x 5cm?eoutrode 1 x 5 cn?. O primeiro fragmento (4
x 5cm?) foi colocado em solucéo decloreto de sddio (NaCl) a
0,9% paraadeterminacéo daresisténciadacicatriz atracéo. O
segundo foi imerso em solugdo neutrade formal deido 10% (v/
v) paradeterminar o contetido de hidroxiprolinae ser utilizado
paraaandlise histol6gica

Anélisebioguimica

A determinagéo do conteido de hidroxiprolina foi
feita pelo método de Bergnan e Loxley*?, para tecido sdlido,
segundo umavariante que requer aobtencédo de um hidrolizado
ap6s 17 al8horasa110°C. Cadafragmento de pelefoi, indivi-
dualmente, submetido ahidrélise com &cido cloridrico, paraa
liberac8o da hidroxiprolina e a neutralizag@o da acidez.
A leitura da absorbancia de cada amostra foi feita em
espectrofotdbmetro (Hitachi, model o U-2000, Japao) a558nm, e
o contetido de hidroxiprolinafoi determinado através dacom-
paracdo com uma curva padréo.

Anadlisebiomecanica

Utilizou-se uma méaquina de teste modelo 4202
(Instron, Estados Unidos), usual mente empregada para deter-
minac&o das propriedades de resisténciade pléstico naforma
defilme. Oscorposde provaforam padronizados como sendo
adrea seccionada medindo 4 x 5 cm? de comprimento. A dis-
tanciaentre as garrasfoi de 10 mm, a velocidade daméguina
foi de5 mm/min eacargaaplicadafoi de 10 kg. A propriedade
biomecéni cade cargaméximafoi determinada paraas amos-
tras de todos os subgruposteste (Gt) e controle (Gc). A varia-
vel cargaméximade rupturafoi definidacomo sendo o ponto
de ordenada maximarepresentado no grafico, formado medi-
ante a aplicacdo de forca de tragcdo ao corpo de prova até a
rupturacompl eta dos fragmentos de pele com cicatriz.

Andlisehistolégica
Osfragmentos de pele com cicatriz foram embebidos
em parafina, seccionados a 4im e corados em hematoxilina-
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eosinaevermelho sirio (corante especifico paracolégeno). As
[&minas foram examinadas em microscopia éptica e o estudo
histol6gico baseou-se na andlise das caracteristicas
morfol 6gi cas do processo inflamatdrio e do grau de organiza-
¢do tecidual damatriz extracelular, especialmente em relacéo
a0 colageno e fibroblastos. Os aspectos histolégicos foram
avaliados qualitativamente, analisando-se, por comparagéo,
os tecidos e células presentes nas fotomicrografias dos
subgrupos teste e controle ao final do 5°, 10°, 15° e 20° dias
pos-operatorio.

Andliseestatistica

Umavez que os dados passaram no teste de norma-
lidade, utilizou-se o teste “t” de Student para amostras inde-
pendentes para a comparagdo da diferenca entre as médias
dasvariaveis quantitativas analisadas (hidroxiprolinae carga
maxima de ruptura) dos subgrupos teste e controle, quando
comparados doisadois. Paraaverificagdo do grau de associ-
acdo entre as médias do conteido de hidroxiprolina e carga
maxima de ruptura dos fragmentos de pele com cicatriz, em
cada par de subgrupos, utilizou-se o teste de correlacéo de
Pearson. Os dados foram analisados utilizando-se o programa
PAST 1.27%, evaores de P £ 0,05 foram considerados esta-
tisticamente significativos. Os dadosforam apresentados como
meédias + desvios padrfes.

RESULTADOS

Trésanimaismorreram ao longo do periodo do expe-
rimento. Esses animais ndo foram substituidos, de modo que
um total de 69 animais sobreviveu durante todo o experimen-
to, ndo sendo detectada nenhuma infecgdo nestes animais.
Nenhuma diferencanaaparéncia, fechamento, ou crescimen-
to de pélosfoi observadanosfragmentos de pele com cicatriz
nos animais dos grupos controle e teste. Os dados quantitati-
vos foram comparados entre 0s subgrupos controle e 0s seus
subgrupos teste correspondentes, assim como entre os dias

apos a operacdo dentro de cada grupo controle e teste, como
descrito a seguir.

NaTabela 1 sdo apresentadas as comparagdes entre
as médias do conteido de hidroxiprolina (imol/g) nos frag-
mentos de pele com cicatriz em cada par de subgrupos (Gt e
Gc) por dia pos-operatorio. As médias dos subgrupos teste
foram superiores &s dos subgrupos controle corresponden-
tes, entretanto s6 foram significativamente diferentesno 5° e
20° dias pos-operatorio.

Tanto nos subgrupos teste como nos subgrupos
controle o contetido de hidroxiprolinaexibiu um padrao seme-
Ihante, um aumento rapido do 5° para 10° dia, alcangando os
valores maximos, seguido por umadiminui¢do de 10° parao
15° dia (mais acentuado no subgrupo controle do que no
subgrupo teste correspondente) e uma discreta diminuicéo
do 15°parao 20°dia.

Asmédiasde cargamaximade rupturadosfragmen-
tos de pele com cicatriz apresentaram valores iguais (5° dia
pOs-operatorio) ou maisaltos (10°, 15° e 20° diasde pds-opera-
térios) nos subgrupos teste do que nos subgrupos controle
correspondentes, porém, com significancia estatisticasomen-
te nos 15° e nos 20° dias de pds-operatdrio (Tabela 2).

Um padrdo semelhante foi observado em ambos os
subgrupos teste e controle para a carga méaxima de ruptura.
Houve um aumento durante o periodo amostrado, porém este
aumento ndo ocorreu de maneiragradual, assemelhando-se a
umacurvasinusoidal. Osval ores de cargaméximade ruptura
aumentaram do 5° para o 10° (de formaum pouco mais acentu-
ada no subgrupo teste do que no subgrupo controle), segui-
do por um discreto aumento (quase um plateau) do 10° parao
15°dia, e um aumento muito rdpido do 15° para o 20° diapds-
operatorio (que foi mais acentuado no subgrupo teste do que
no subgrupo controle).

Umacorrelagdo significativafoi comprovadaentre o
contetido de hidroxiprolinaeacargade maximade rupturade
fragmentos de pele com cicatriz no 10° diapds-operatorio so-
mente no grupo teste, e uma correlagdo significativa seme-

Tabela 1 - Comparacao entre as médias do contetido de hidroxiprolina (¢mol/g) dos fragmentos de pele com cicatriz .

Subgruposteste (Gt) Subgruposcontrole(Gc)
Subgrupos N°de Médiat D.P? N°de MédiatD.P  P(A°=A)b
(diapds-operatério)  unidades amostrais unidades amostrais
5 9 81,39+2012 8 6457+ 973 0,04*
(26,03%)°
10 9 106,55+17,73 9 103,46+14,92 069
(2,98%)°
15 9 101,42+27,60 9 82,35+ 26,13 015
(23,16%)°
20 8 92,35+1230 8 7913+ 929 0,02
(16,71%)°

aD.P. = desvio padréo

b Probabilidade obtida a partir daaplicagdo doteste” t” de Student (duasamostrasindependentes). Critério do teste (4): média dasamostras.

Nivel de significancia de 5% (o= 0,05)

¢Percentual de aumento no subgrupo tratado com calcitonina emrelagéo ao subgrupo controle

* Sgnificativo para a= 0,05 (5%)
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Tabela 2 - Comparacéo entre as médias de carga maxima de ruptura (kgf) dos fragmentos de pele com cicatriz.

Subgruposteste (Gt) Subgruposcontrole(Gc)
Subgrupos N°de Médiat D.P? N°de MédiatD.P  P(R°=A)b
(diapds-operatério)  unidades amostrais unidades amostrais
5 9 024+ 020 7 0,24+ 010 095
(%)
10 9 113+ 047 7 0,98+ 019 044
(15,11%)
15 9 139+ 0#4 9 1,02+ 036 0,04*
(36,06%)
20 8 430+ 164 8 251+ 064 0,01*
(71,53%)

aD.P. = desvio padréo

b Teste“t” de Sudent (duas amostras independentes). Critério do teste (4): média das amostras. Nivel de significancia de 5% (o= 0,05)
¢Percentual de aumento no subgrupo tratado com calcitonina emrelagéo ao subgrupo controle

* Sgnificativo para o= 0,05 (5%)

Ihante foi encontrada no 20° dia pds-operatério em ambos 0s
grupos, teste e controle (Tabela 3).

Nas figuras 1-8 sdo apresentados os resultados
histolégicos. No 5° dia pos-operatério, inflamagdo cronica
moderada, estendendo-se ao musculo e ao subcuténeo com
presenca de tecido de granulagdo ocorreu no subgrupo con-
trole (Figura 1), enquanto que, no subgrupo teste correspon-
dente, observou-se uma proliferacdo de fibroblastos com
fibrose moderada, estendendo-se até o subcutaneo (Figura 2)

No 10° dia pés-operatério no subgrupo controle, 0
cortetransversal histoldgico foi caracterizado por hiperplasia
epitelial, proliferacao defibroblastosecicatriz fibrética (Figu-
ra 3) enquanto que, o subgrupo teste correspondente, apre-
sentou proliferacdo defibroblastos com fibrose subepidérmica
focal (Figura4).

No 15° dia pds-operatorio no subgrupo controle, a
secdo foi caracterizada pela proliferacdo subepidérmica de
fibroblastos com fibrose recente, (Figura5), enquanto que, no
subgrupo teste correspondente, ocorreu fibrose subepidérmica
focal e proliferacéo acentuada de fibroblastos (Figura6).

No 20° dia pés-operatério, no subgrupo de controle,
a secdo apresentou proliferacdo de fibroblastos com cicatriz
dérmica (Figura 7), enquanto que, o subgrupo experimental

correspondente, mostrou cicatriz extensa, fibrose
subepidérmica com proliferacdo acentuada de fibroblastos
(Figura8).

DISCUSSAO

A cicatrizagéo deferidas é umacascatacomplexade
eventos, iniciada por lesdo tecidual, para a restauracdo da
integridade de um tecido e envolve ativacdo coordenada, di-
visdo, quimiotaxia, migracdo e diferenciacdo celular’,

Todo o processo pode ser dividido em fases distin-
tas, caracterizadas pelapopul agéo celular predominante e se-
gue uma seqiiéncia conservada de eventos que se sobrepSem
no tempo e incluem inflamagdo, proliferacéo e remodel acdo
tecidual™.

Todas as fases da cicatrizacdo sdo diretaou indireta-
mente mediadas por citocinasliberadaslocalmente, fatoresde
crescimento e hormdnios. O tecido de granulagdo comega a
invadir o espaco daferidaaproximadamente quatro dias apds
alesdo, com fibroblastos produzindo anovamatriz extracelular
necessériaao desenvolvimento de cél ulas e vasos sangiiineos
gue levam o oxigénio e nutrientes necessari 0s a sustentacdo
do metabolismo celular#*s,

Tabela 3 - Correlacéo entre as médias do contetido de hidroxiprolina (imol/g) e as médias de carga maxima de ruptura (kgf)

dos fragmentos de pele com cicatriz.

Diap6s-operatério ra/pe
Subgruposteste (Gt) Subgruposcontrole(Gc)
5 040/ 027 0,64/ 006
10 0,67/ 004* 017/ 064
15 0,34/ 036 0,10/ 0,79
2 0,74/ 0,02* 0,79/ 0,009*

aCoeficiente de correlacdo de Pearson
b Probabilidade das variaveis ndo serem correlacionadas
* Sgnificativo para = 0,05 (5%)
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Figura 1 - Fotomicrografia de tecido cicatricial de um animal do Figura 2 - Fotomicrografia de tecido cicatricial de um animal do
subgrupo controle no 5° dia pds-operatério. Hematoxilina-eosina, subgrupo teste no 5° dia pds-operatério. Hematoxilina-eosina, X10.
X10. (TG: Tecido degranulagéo; C: colageno; M: misculo). 54 x40 (TG: Tecido de granulagao; C: colageno; M: misculo; F: fibrose).
mm (300 x 300 DPI). 54 x 40 mm (300 x 300 DPI).

! "? : _t _.'_..1 Sleay ._.;_"“.. _ B
Figura 3 - Fotomicrografia de tecido cicatricial de um animal do Figura 4 - Fotomicrografia de tecido cicatricial de um animal do
subgrupo controle no 10° dia pds-operatério. Vermelho sirio, X10. subgrupo teste no 10° dia pés-operatério. Vermelho sirio, X20. (Cn:
(Cn: colageno novo; Co: colageno antigo Hc: hiperceratose). 54 x colageno novo; Co: colageno antigo Hep: hipertrofia epitelial). 54 x
40 mm (300 x 300 DPI). 40 mm (300 x 300 DPI).

S TR T = S L) WL 300 R LW ﬁ-‘iﬂ
Figura5- Fotomicrografiadetecidocicatricial deumanimal do subgrupo Figura6- Fotomicrografiadetecidocicatricial deumanimal dosubgrupo
controle no 15° dia pés-operatdrio. Hematoxilina-eosina, X40. (Cn: teste no 15° dia pés-operatério. Vermelho sirio, X40. (Cn: colageno
colageno novo; Co: colageno antigo). 54 x 40 mm (300 x 300 DPI). novo; Co: colageno antigo; F: fibrose). 54 x 40 mm (300 x 300 DPI).
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Figura 7 - Fotomicrografia de tecido cicatricial de um animal do
subgrupo controle no 20° dia p6s-operatorio. Hematoxilina-eosina,
X4. (Cn: colageno novo; |: inflamagao cronica; E: edema). 54 x 40
mm (300 x 300 DPI).

No presente estudo, no 5° dia pds-operatorio, os re-
sultados histol 6gi cos de animaistratados com cal citonina (Fi-
gura 2) foram qualitativamente distintos daqueles encontra-
dos no subgrupo control e correspondente (Figura 1), umavez
gue houve uma proliferagéo de fibroblastos muito maior, as-
sim como a presenca de fibrose moderada, similarmente ao
encontrado em estudos prévios que demonstraram um au-
mento da proliferacdo de fibroblastos tanto in vitro (cultura
decélulas) comoinvivo (tecido cicatricial) depoisdaadminis-
trac8o de calcitonina, quando injegdes de calcitoninainduzi-
ram aum grande aumento nos niveisde calcio, ocorrendo uma
melhora significativa do processo cicatricial em coelhos*s.
Trabalhosque utilizaram fibroblastos em culturaidentificaram
a capacidade do cécio local na modulagéo da proliferacéo
celular, motilidade e maturag&o, sugerindo que a modulagéo
de cdlcio é essencia no processo cicatricial®.

Este resultado histoldgico qualitativamente distinto
corrobora a diferenca significativa do conteldo de
hidroxiprolina(p <0.05) em fragmentosdetecido com cicatriz
entre os animaistratados e ndo-tratados com cal citoninano 5°
dia pés-operatério (Tabela 1). Este aumento de produgéo de
colégeno pode estar relacionado aumamaior proliferacéo de
fibraoblastos em animaistratados com cal citoninaassim como
também observado para outros mediadores de cicatrizaggo,
como aguns fatores de crescimento®’.

As secOes histol6gicas dos subgrupos teste e con-
trole nos 10° e 15° dias pos-operatérios (Figuras 5-8) foram
qualitativamente semelhantes como também nenhuma dife-
renca estatisticamente significativa do contetudo de
hidroxiprolinafoi observadaentre animaistratados e néo-tra-
tados com cal citonina nesse periodo, embora o contelido de
hidroxiprolina dos subgrupos teste sempre tenha sido mais
alto do que os dos subgrupos controle correspondentes (Ta-
belal).

No 20° dia pés-operatério, porém, as seccdes
hi stol 6gi cas do subgrupo teste (Figura8) foram consideravel -
mente diferentes daquelas do subgrupo controle correspon-
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Figura 8 - Fotomicrografia de tecido cicatricial de um animal do
subgrupo teste no 20° dia pos-oper atério. Hematoxilina-eosina, X20.
(Cn: colageno novo comcicatriz; F: fibrose). 54 x 40 mm (300 x 300
DPI).

dente (Figura6), jAque essesanimaistratados com cal citonina
apresentaram uma maior proliferagdo de fibroblastos com
fibrose acentuada e, similarmente ao que foi observado no 5°
dia pos-operatorio, houve diferenga no contetdo de
hidroxiprolina(p <0.05) entre animaistratados e ndo tratados
com calcitonina (Tabela 1). Este resultado sugere que, até
mesmo ao fina da fase de proliferagdo e inicio de fase de
remodel ag8o do processo cicatricial, a calcitonina pode estar
envolvida com a proliferagdo de fibroblastos e, por conse-
guinte, com a producdo de colégeno, através da modulacdo
do metabolismo decélciolocal.

ApO6s migrarem para o tecido lesado, osfibroblastos
iniciam a sintese de umamatriz extracelular provisoriaque é
subseqgiientemente substituida por uma matriz de colégeno.
Coléagenos sdo as principais macromol éculas da maioria dos
tecidos conjuntivos e as proteinas mais abundantes do corpo
humano, e a pele é particularmente rica em coldgenos. As
fibrilas de colageno, que se agregam paraformar asfibras de
coldgeno, sdo insolliveis, altamenteresistentesatracao, e efe-
tivamente contribuem para o processo curativo pela
reconstituicdo de tecidos lesados e conferindo resisténcia a
tragdo em cicatrizes'®.

No presente estudo, o contelido total de colégeno
(indiretamente medido através de conteddo de
hidroxiprolina) do fragmento de pele com cicatriz, aposal-
cangar um pico maximo por voltado 10° diapds-operatorio,
comecgou a diminuir, enquanto que a resisténcia a tragao
aumentou, provavelmente como resultado da modificagdo
estrutural do colageno recentemente depositado, com a
maturacgéo das fibrilas de coldgeno desorganizadas em fi-
bras compactas.

Osfragmentos de pele com cicatriz deanimaistrata-
dos com cal citoninaapresentaram val ores significativamen-
te mais altos de cargaméximade rupturado que os encontra-
dos nos animais ndo tratados, mas apenas nos 15° e 20° dias
pOs-operatdrios, ou sgja, somente apds adiminuicao do con-
tetido de colageno. Garcia et al.” também observaram uma
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resisténciaatracdo significativamente mais elevadaem frag-
mentos de pele com cicatriz de animais tratados com
calcitonina, masjé, apartir do 5° dia pds-operatério, seguido
por um aumento ndo significativo no 8° dia, e entdo, nova-
mente, um aumento significativo nos 10° e 15° dias de pos-
operatérios. O aumento em diametro dafibrado colédgeno é
geralmente associado com um aumento em resisténciaatra-
¢do dacicatriz, e asligagdes cruzadas dasfibrilas de col ageno
sdo largamente responsaveis por estas mudancas
morfol 6gicas e 0 aumento daresisténciadacicatriz. A resis-
téncia a tragdo ndo depende somente da quanti dade absolu-
ta de fibras de colageno presentes, mas, principalmente da
guantidade de ligagdes coval entes intermol ecul ares (pontes
cruzadas) *°.

Em comparagdo aos animais ndo tratados, um au-
mento estatisticamente significativo dahidroxiprolina, e con-
segiientemente, do contetido de colégeno, foi observado na
faseinicial etardiade proliferacdo/inicial de remodelacéo da
cicatrizago, como também um aumento estatisticamente sig-
nificativo dacargaméximade rupturanafasetardiadeprolife-
racdo/inicial de remodelacdo. Além disto, os resultados
hi stol 6gicosforam congruentes com os resultados bioquimicos
e biomecanicos, corroborando-os.

Os resultados do presente estudo indicam que ad-
ministracéo local de calcitonina sintética de salmao mel ho-
rou o processo cicatricial de feridas incisionais na pele da
regido dorsal deratos, mas ndo de umamaneiralinear cons-
tante.

Estudos a longo prazo envolvendo todo o periodo
deumtipico processo cicatricia (80-100 dias), devem ser rea-
lizados para uma melhor andlise dos efeitos mdltiplos da
calcitonina na cicatrizagdo, como também da sua atividade
antimicrobiana, que ainda permanece subestimada®®.
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ABSTRACT

Background: The aim of the present study wasto investigate the influence of synthetic salmon calcitonin on wound healingin
dorsal skin of rats. Biochemical, biomechanical, and histological parameterswere analyzed aswell as possible relationships
between them. Methods: Seventy-two maleratswererandomly assigned to control and experimental groups. Surgical procedure
comprised the creation of incisional cutaneouswound, which was subsequently sutured. Experimental group wastreated with
synthetic salmon calcitonin postoperatively. The animals were sacrificed in the 5, 10, 15" and 20" postoperative days for
wounded skin specimens removal for biochemical, biomechanical, and histological studies. Results: In comparison to non-
treated animals, a significant increase in hydroxyproline and collagen contents was observed in early and late proliferation
phases of wound healing. Additionally, a significant increase in maximum rupture load in the late proliferation phase was
observed. Histological findings corroborated biochemical and biomechanical results. Conclusion: Synthetic salmon calcitonin
improved the wound healing process, but not in a linear constant fashion.

Key words: Wound healing; Skin; Calcitonin; Hydroxyproline; Tensile strength.
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