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Resumo

Introdugdo: A cicatrizagdo de feridas envolve trés fases:
inflamacgdo, proliferacdo e maturagio. A falha ou prolonga-
mento de uma destas fases pode causar um retardo ou nio
oclusio da ferida. Na fase proliferativa ocorre deposigio de
colageno tipo Il e na fase de maturagdo o coldgeno tipo 111 é
substituido pelo tipo I. A Mitomicina C é um quimioterdpico
com agdo citotoxica e pode ser usada em feridas ciriirgicas
para retardar o processo de cicatrizagdo e inibir estenoses.
Objetivo: Comparar histologicamente, sob luz polarizada,
a agdo da Mitomicina C na cicatrizagdo de feridas ciriirgicas
no dorso de ratos, em dois momentos distintos, em relagio a
concentragdo de coldgeno tipo I e I1I. Material e Método:
O estudo foi constituido por 35 ratos da raca Wistar, subme-
tidos a procedimento cirtirgico com realizacdo de uma ferida
circular no dorso do animal, retivada da pele e cicatrizagio
por segunda intengio. No grupo controle, com 13 animais, a
ferida foi lavada com solugdo salina apenas. Nas feridas dos
22 ratos do grupo caso foi colocada uma gaze embebida com
Mitomicina C. Apos 30 e 60 dias os animais foram sacrifi-
cados e as cicatrizes retiradas cirurgicamente e submetidas
a estudo histologico com a coloragdo de picrosirius red. As
laminas foram analisadas com microscopio optico sob luz
polarizada para avaliar a concentragdo de coldgeno tipo I
e tipo IIl. Resultados: Quanto ao coligeno I, houve um
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aumento de sua concentragio em 60 dias quando comparada
a de 30 dias, em ambos os grupos, porém sem significincia
estatistica. Em relagdo ao coldgeno III observou-se que a
sua concentragdo foi maior em 60 dias do que em 30 dias no
grupo caso, sendo essa diferenca estatisticamente significa-
tiva (p=0,013). O mesmo nio ocorreu em relagio ao grupo
controle. Conclusdo: A concentragio do coldgeno III no
grupo tratado com Mitomicina C foi maior com o aumento
do tempo, sugerindo a agdo retardadora da Mitomicina C
1o processo de cicatrizagio.

Descritores: Cicatrizacio, Mitomicina, Coldgeno, Ratos
Wistar

Abstract

Introduction: Wound healing involves three phases: in-
flammation, proliferation and maturation. The failure or
extension of these stages can cause a delay or not occlusion
of the wound. In the proliferative phase occurs deposition of
collagen type 111 and maturing type 111 collagen is replaced
by type 1. Mitomycin C is a drug with cytotoxic action
and can be used in surgical wounds to slow the healing
process and inhibit stenosis. Objective: To compare histo-
logically, through polarized light, the effect of Mitomycin
C in the healing of surgical wounds on the back of rats, at
two different times, for the concentration of collagen type
I and 1. Methods: The study consisted of 35 mice of the
Wistar’s race that underwent surgery performed through
a circular wound on the animal’s back, removed the skin
and healing by secondary intention. In the control group,
13 animals had the wound washed with saline only. In the
case group, 22 mices had the wound treated with Mitomycin
C. After 30 and 60 days the animals were sacrifyed and the
scars surgically removed and sent for histological study
with picrosirius red. The slides were analyzed with optical
microscope under polarized light to assess concentration of
collagen type I and type I11. Results: As for collagen I, there
was an increase in its concentration in 60 days compared to
30 days in both groups, but without statistical significance.
Towards collagen 111, in 60 days the concentration was



Ribeiro FAQ, Carvalho MFP, Pereira CSB, Tateno DA. Analise da concentragdo de coldgeno tipo I e IIl presente no reparo de feridas tratadas com Mitomicina

C em ratos. Arq Med Hosp Fac Cienc Med Santa Casa Sao Paulo. 2015;60:22-

6.

higher than 30 days in the case group and the difference
was statistically significant (p = 0.013). This was not seen
in the control group. Conclusion: The concentration of
type III collagen in the group treated with Mitomycin C
was higher with increasing time, suggesting the retarding
action of Mitomycin C in the healing process.

Keywords: Wound healing, Mitomycin, Collagen, Wistar rats
Introducao

A Mitomicina C é um antimetabdlito que foi iso-
lado do caldo do Streptomyces caespitosus por Wakaki
et al* (1958) citado por Miyamura et al (1967)®. Ca-
racteriza-se por apresentar cristais azul-violeta, peso
molecular de 334 e solubilidade em 4gua e solventes
organicos. Sua atividade antitumoral relaciona-se a
trés grupos carcinostaticos (anel de aziridina, o grupo
quinona e o grupo octano). Apresenta efeito inibitério
da sintese do DNA e do RNA celular e de proteinas?
E utilizada na quimioterapia endovenosa no tratamen-
to de corioepitelioma, sarcoma de células reticulares,
seminoma e tumores epiteliais, além de tumores da
cavidade oral, pulmdes, intestino, pancreas e estoma-
go. Também, em alguns casos, é usada topicamente em
tratamento anti-neoplasico, principalmente em tumo-
res vesicais, uma vez que praticamente nao é absorvida
pelamucosa ap6s administragdo intravesical™®. Como
efeitos colaterais graves notaram-se aplasias medula-
res em doses endovenosas acima de 50 mg e necroses
teciduais locais quando do extravasamento da droga
no tecido celular subcutaneo.

Estudos anteriores evidenciaram a eficacia da Mi-
tomicina C na inibicdo do crescimento tumoral por sua
acao direta sobre o DNA®?). Outros trabalhos “in vitro”
demonstraram sua capacidade de inibigao de fibro-
blastos® e esta caracteristica determinou, apds estudos
experimentais em animais®®, o inicio de seu uso em
oftalmologia para o controle de recidivas nas cirurgias
de pterigeo e de glaucoma, e na otorrinolaringologia
para tratamento das estenoses’?. Ainda em relagdo
a essa ultima especialidade médica citada, trabalhos
experimentais em animais foram feitos para observar o
processo cicatricial de traumas laringeos induzidos®**¥,
assim como para retardar a cicatrizagao de paracenteses
na membrana timpanica, o que poderia ser usado como
alternativa para a cirurgia de colocacao de tubos de
ventilagdo(***?. Alguns autores comentaram a possibi-
lidade do uso tépico desta droga no saco endolinféatico
para tratamento da doenca de Méniere®?). Na 4rea da
cirurgia geral, a substancia foi estudada no sentido de
inibir sinéquias intra-abdominais®?* .

A cicatrizagdo é a resposta restaurativa que ocorre
fisiologicamente apds uma lesdo tecidual. Esse reparo
é composto por trés fases distintas: inflamagao, proli-
feracdo e maturacao. A fase proliferativa ocorre de trés
a cinco dias a lesao tecidual e se caracteriza por ele-
vagdo na concentragao de fibroblastos, que produzem
e depositam grande quantidade de coldgeno tipo III
Posteriormente ocorre a maturagdo, com remodelagao
e substitui¢do das fibras colagenas do tipo IIl por fibras
colagenas do tipo I®29,

Carvalho (2012)®, pesquisou o coldgeno tipo I em
feridas no dorso de ratos tratadas com mitomicina C e
propionato de clobetasol pelo método imunohistoqui-
mico, usando anticorpo anticoldgeno tipo I, mas nao
foi observada reacgdo positiva ao anticorpo nas areas
da cicatriz dos animais de nenhum grupo. Segundo a
autora essa reagdo negativa dever-se-ia a imaturidade
do coldgeno que, nesta condigdo, apresentaria uma
configuragdo antigénica diferente®.

A coloragao histologica pelo picrosirius red é o mé-
todo mais utilizado na literatura para avaliar a presen-
ca de fibras coldgenas, corando-as em vermelho®?).
Essas fibras, quando visualizadas ao microscépio
Optico com lente polarizadora, assumem coloragdes
distintas. Ficam alaranjadas, se forem fibras de cola-
geno tipo I, ou esverdeadas, caso sejam de colageno
tipo II1¢%2:

As especialidades médicas que realizam procedi-
mentos em cavidades podem se deparar com a pre-
senca de estenoses acidentais ou iatrogénicas, sendo
fundamental ndo somente o seu tratamento como a
sua prevencao. Na otorrinolaringologia, as estenoses
laringeas e as de meato acustico externo merecem
atencdo e o manuseio dessas complica¢des motivou
os autores a realizarem este estudo.

Objetivo

Analisar, com o auxilio da microscopia 6ptica, a
a¢do da Mitomicina C na cicatrizacdo de feridas cirtr-
gicas no dorso de ratos, em dois momentos distintos,
em relagdo a concentracao de fibras colagenas dos
tipos I e IIL.

Material e método

Foram selecionados 35 ratos da linhagem Wistar,
adultos, machos e com peso acima de 200 g. Os ani-
mais foram submetidos a anestesia geral, tiveram seu
dorso depilado e, nesta regiao, foi realizada uma ferida
cirdrgica circular, de 1 cm de didmetro, com retirada
da pele e do tecido celular subcutaneo.

* Wakakie et al (1958) APUD Miyamura S, Shigeno N, Matsui M, Wakaki S, Uzu K. The biological studies on mitomycin 1. Antibacterial
activities of mitomycin derivatives. | Antibiot (Tokyo). 1967; 20:72-6.%
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No grupo controle, de 13 ratos, a ferida cirtirgica
foilavada com soro fisiolégico. Seis ratos foram sacri-
ficados ap6s 30 dias e sete, ap6s 60 dias.

O grupo tratado com Mitomicina C, de 22 ratos,
recebeu aplicagdo topica de 2 ml da droga a 0,5 mg/
ml (Mitocin, Bristol-Myers Squibb, Sao Paulo, Brasil),
gotejados em uma gaze mantida sobre a ferida por cin-
co minutos. Ap0s este tempo, a ferida foi lavada com
10 ml de soro fisiolégico a 0,9%. Dez animais foram
sacrificados em 30 dias e 12, em 60 dias.

Apbs o sacrificio, também sob anestesia geral, a
regido dorsal que incluia a cicatriz e a area adjacente
a ela foi depilada, fotografada e removida cirurgica-
mente. Os fragmentos foram fixados em formol a 10%
e processados pelas técnicas histologicas habituais com
inclusao em parafina e preparo de laminas com cortes
de 3 nm de espessura para o exame histologico pela
coloragao picrosirius red.

As laminas coradas com o picrosirius red foram
observadas ao microscépio éptico Axioskop 4.0, da
marca Carl Zeiss, sob luz polarizada, para determinar
a concentragao de fibras colagenas do tipo I e do tipo
III na area correspondente a cicatriz. As imagens digi-
talizadas das cicatrizes visualizadas com a lente pola-
rizadora foram submetidas a avaliagdo pelo programa
Image Pro Plus 4.5®, que reconheceu regides coradas
de cor alaranjada (colageno tipo I) e cor esverdeada
(colageno tipo III), calculando a concentragao destes
subtipos de coldgeno na area estudada (Fig. 1 e 2).

Resultados

A concentracao média de colageno tipo I nas lami-
nas do grupo controle foi de 16,8% ap6s 30 dias e de
22,4% ap6s 60 dias. No grupo tratado com Mitomicina
C a concetragao do colageno I também aumentou de 30
para 60 dias, porém os valores foram menores (10,9%
e 11,9%, respectivamente). Apesar dos valores terem
sido maiores com o aumento do tempo em ambos
os grupos, essa diferenga nado foi estatisticamente
significativa.

A analise do colageno tipo III mostrou concen-
tragdes mais baixas do que as do colageno tipo I no
intervalo de tempo avaliado, nos dois grupos. O grupo

Figura 1. Presenca de fibras de coldgeno I (alaranjadas) e de
colageno III (esverdeadas) em lamina do grupo tratado com
Mitomicina C.

Figura 2. Presenca de fibras de colageno I (alaranjadas) em
lamina do grupo controle.

controle apresentou, ap6s 30 dias, 0,003%,e essa con-
centragdo aumentou para 0,019% apéds 60 dias. Ja no
grupo tratado com Mitomicina C néo foi encontrado
colageno tipo III aos 30 dias e apenas 0,006% apods
60 dias. A diferenca entre a concentragdo de fibras
de colageno III em 30 e 60 dias para o grupo tratado
com a Mitomicina C foi estatisticamente significativa.
O mesmo ndo ocorreu em relagdo ao grupo controle.

Discussao

A anadlise da concentragdo de fibras colagenas
com a utilizagdo da microscopia 6ptica sob luz po-

Tabela 1

Anilise da concentrac¢ao de coldgeno tipo I em animais do grupo controle ap6s 30 (n=6) e 60 dias (n=7) e em animais
tratados com Mitomicina C ap6s 30 (n=10) e 60 dias (n=12), de acordo com o * Teste t-Student/ ** Mann-Whitney

Grupo Tempo Meédia Mediana Desvio Minimo Miximo p
30 16,8% 14,8% 14,9% 4,2% 45,2%
Controle 0,063**
60 22,4% 19,5% 8,0% 15,8% 37,4%
30 10,9% 11,3% 5,6% 3,3% 19,0%
Mitomicina 0,650%*
60 11,9% 12,6% 5,4% 4,0% 18,8%
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Tabela 2

Analise da concentrac¢ao de colageno tipo III em animais do grupo controle apds 30 (n=6) e 60 dias (n=7) e em animais
tratados com Mitomicina C apés 30 (n=10) e 60 dias (n=12), de acordo com o Teste de Mann-Whitney**

Grupo Tempo Média Mediana Desvio Minimo Miximo p
30 0,003% 0,000% 0,007% 0,000% 0,017%
Controle 0,351%*
60 0,019% 0,003% 0,044% 0,000% 0,119%
30 0,000% 0,000% 0,000% 0,000% 0,002%
Mitomicina 0,013**
60 0,006% 0,003% 0,012% 0,000% 0,040%
Colageno 1 Colageno 3
0,25 0,02
0,018
02 / 0,016
0,014
0,15 - 0,012
- R - 0,01 -
01 - S 0,008
0,006
0,05 - 0,004 -
0,002 =
0 0 — -
30d 60d 30d 60d
= (Controle = Mitomicina == (Controle == Mitomicina

Figura 3. Porcentagem de Colageno I em relagdo ao tempo no
grupo controle e no grupo tratado com Mitomicina C.

larizada, nos dois momentos estudados, demostrou
que, tanto no grupo controle como no grupo caso, a
concentragao de fibras de colageno I e de colageno
III aumentaram com o tempo. No grupo de animais
que utilizou a Mitomicina C, o aumento de fibras de
colageno III de 30 para 60 dias foi estatisticamente sig-
nificativo. As fibras de coldgeno IIl sdo as primeiras a
serem formadas durante o processo cicatricial, sendo
posteriormente substituidas por fibras de colageno I.
O aumento de fibras de coldgeno III, no grupo caso,
mesmo ap6s 60 dias da injuria, indica a agdo retarda-
dora da Mitomicina C no processo cicatricial. Outros
estudos também mostraram a reduc¢ao da deposicao
de colageno apés uso de Mitomicina C em 30 dias em
outros animais, como pregas vocais de caninos e de
suinos®??), porém esses estudos analisaram apenas
a concentracdo de coldageno total e ndo dos subtipos
de coldgeno. Além disso, as analises ocorreram em
periodos de até 30 dias.

Ribeiro et al(2003)©Y observaram inibi¢do do pro-
cesso de fibrose em cicatrizes cirdrgicas em dorsos de
ratos tratados com a mitomicina C tépica, em quatro
semanas. Tais achados corroboram os resultados
encontrados no presente estudo, no qual o uso da
Mitomicina C mostrou uma menor concentragao de
fibras colagenas maduras (tipo I) em relacdo ao grupo
controle, em 30 dias®3%,

Figura 4. Porcentagem de Coldgeno I em relagao ao tempo no
grupo controle e no grupo tratado com Mitomicina C.

Conclusao

A Mitomicina C aplicada topicamente retardou
0 processo cicatricial em feridas cirtirgicas no dorso
de ratos.

Esse achado contribui para a indicagdo do uso
da Mitomicina C em cirurgias nas quais a contengao
cicatricial seja fundamental para bons resultados pds-
-operatdrios, como em cirurgias otorrinolaringolégicas
de estenoses e sinéquias.
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