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O tegumento dos mamiferos regenera-se com grande rapidez apés lesdes
cutdneas; iniciada pelo crescimento dos tecidos mesodérmicos que servem
de suporte a invasao epitelial, a regeneracdo cutanea se completa, auto-
regula-se, quando a superficie lesada f6r inteiramente recoberta pelas células
epiteliais que avancam dos bordos para o centro da area lesada.

-

E evidente que grande ntumero de fatdres, tanto internos quanto ex-
ternos, podem influir nesse mecanismo de regeneracao do tegumento, condi-
cionando, direta ou indiretamente, modificagdes na sua propria capacidade

regenerativa. INao cabe aqui discutir detalhadamente tais fatdores. bem estu-
dados na revisao de Arey (1936).

Os hormoénios, elementos trofogenéticos de integrac@do em sua maioria,
devem ocupar a priori, lugar de destaque nesses mecanismos de regeneracao

tissular. E interessante assinalar que os evocadores embriogenéticos conhe-
cidos sao esterdides (Needham, 1942), classe de substancias a que também

pertencem os hormoénios gonadais, essencialmente morfogenéticos.

Procuramos investigar o papel do horménio masculino quimicamente
puro sobre os processos de cicatrizacao cutdnea, uma vez os resultados encon-
trados na literatura serem contraditérios e nao ter sido ainda utilizado o
hormonio puro em pesquisas dessa natureza. s resultados a que chegamos
sao 0 motivo déste trabalho.

e e

(*) Trabalho apresentado a 1" Reunido Conjunta das Sociedades de Biologia do
Brasil, realizada em Sdo Paulo, de 2 a 6 de setembro de 1946.
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MATERIAL E METODOS

Nesta investigacdao foram utilizados ratos machos, albinos e malhados,
com 250 gr. de péso médio. O horménio masculino foi empregado sob a
forma de propionato de testosterona dissolvido em 6leo de sésamo (*).
A preparagao MC1 com atividade «diffusing» foi obtida do seguinte modo:
4 testiculos de ratos adultos foram triturados a polpa fina em gral de porce-
lana e extraidos sucessivamente com 3 porcdes de 50 cm?® de solucao de
cloreto de sédio a 0.85%; o residuo solido foi separado por centrifugacao e
os sobrenadantes turvos reunidos e precipitados com 6 volumes de acetona.
Apés nova centrifugagdo o precipitado branco floconoso foi separado e la-
vado 3 vézes com acetona, com éter e séco no wvacuo. O pd resultante
mostrou-se parcialmente solivel em agua distilada e em solucdo fisiolégica
de cloreto de sédio. Foi preparado um extrato encerrando o material so-
lavel de 20 mgr. por cm?® (a parte insolivel eliminada por centrifugacao)
que manteve atividade «spreading» constante por 1 més de observacao, con-
servado na geladeira a 3-5° C. |

A lesao cutanea foi praticada na regidao lombo-sacra, lateralmente, em
area previamente depilada com navalha; o animal foi anestesiado pelo éter
para a retirada do retalho cutaneo. A primeira determinacao da area foi
feita 24 horas apdés a feitura da lesao, quando os bordos da ferida ja se
acham aderidos aos planos profundos, limitando areas compreendidas entre

400 e 500 mm?.

A determinagao das areas foi feita por desenho dos bordos epidermi-
zados em papel celofane diretamente aplicado sébre a area lesada; cs con-
tornos foram a seguir passados por decalque para papel de desenho e as
areas resultantes determinadas por meio de planimetro de Amsler. Os
animais foram isolados individualmente em gaiolas metalicas durante todo o
periodo experimental. Nao foram utilizados pénsos ou outros dispositivos
de protecao a ferida, todos éles causas de interferéncia no processo de «re-
tragao» dos bordos epidermizados, processo ésse fundamental para o feno-
meno da regeneragao.

As inje¢des de propionato de testosterona e de 6leo de sésamo, para os
animais controles, foram feitas subcutaneamente na pele do abdome. O efeito
local foi verificado pela aplicacdo do horménio diretamente sdobre a area le-
sada. Os controles do grupo tratado com a preparagao MCI1 ativa, direta-

(*) Perandren (Ciba) e Testoviron (Schering).
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mente sébre a ferida, foram igualmente tratados com fracio do mesmo ex-
trato inativado pelo aquecimento a 100° C. durante 30 minutos.

A castracao foi feita por via escrotal, os animais anestesiados pela
avertina (intraperitonial).

A atividade «diffusing» do extrato MC1 foi testada pela técnica de
MADINAVEITIA modificada por HuMPHREY (1943); empregamos bolhas intra-
dérmicas de 0.2 cm? do extrato diluido em partes iguais com solucdo de
hemoglobina de cavalo; os 6 «spots» de doses diferentes e os 2 contrdles
foram alojados bilateralmente na pele do dorso depilado de cobaios machos
albinos (cérca de 350 gr.) e a leitura feita de modo habitual pela face
interna da pele.

RESULTADOS

Os resultados experimentais obtidos com os diferentes tratamentos estan
condensados nos graficos 1, 2 e 3. As curvas representam a cicatrizacao
em fungdo do tempo; em ordenadas estdo expressos os valores percentuais
das areas lesadas em relacao as areas medidas 24 horas apés a feitura do
retalho cutaneo.

No caso da primeira série de animais (fig. 1) pode observar-se que o
- tratamento local com propionato de testosterona foi absolutamente sem efeito
retardador ou acelerador do processo de recomposicio do tegumento.
A analise de variancia nao revela diferencas significativas ao fim de 13 dias
de experiéncia (seguranca de 80%). As determinacoes das primeiras areas
(medidas com 24 horas), mostram diferencas atribuidas ac acaso. tendo-se
aqui verificado um érro experimental relativamente pequeno (C. V. = 14.7%).

A analise de variancia dos dados da 2* série (fig. 2) também nédo re-
vela diferengas significativas entre os lotes de animais normais, castrados
(baixo nivel hormonal) e tratados com propionato de testosterona (alto
nivel hormonal). Se bem que ao fim de 12 dias de observacio a hetero-
geneidade dos dados tenha sido muito grande (C. V. = 34,6%) as dife-
rengas nao sao significativas (probabilidade de 20%).

Resultado interessante foi obtido na 3® série experimental, na qual o
planejamento foi procurar qualquer efeito de inteiracio entre o propionato
de testosterona e o [afor de difusdo. A analise dos resultados ao fim do
14° dia, se bem que houvesse um érro experimental elevado (C. V. — 28,6 % )
revela ser significativa a diferenca observada entre os grupos de animais
castrados (tratados com extrato MCI1 ativo e inativado) e os normais (tra-
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tados com MCI1 ativo, inativado e com propionato de testosterona -+ MCI
ativo). Todavia, dentro désses grupos as diferencas nao sae absolutamente
significativas.
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Grafico 1. Cicatrizagao cutanea em ratos castrados e tratados localmente com propionato de testosterona.
Cada ponto representa a média dos lotes.

4 ratos normais recebendo 6leo de sésamo puro diadriamente sdobre a Arca lesada.
5 ratos normais tratados diariamente com 1-2 mgr deé propionato de testosterona em solucdo oleosa

DISCUSSAO

A analise dos resultados experimentais obtidos revzsla que somente se
pode concluir sequramente, considerando-se os dados do tltimo dia de obser-
vacao, isto é, no final de todo o periodo de cicatrizacao. Os resultados
parciais apontam a possibilidade da regeneracdo ter sido influenciada em
diferentes fases do processo; assim, na 2.* série as médias calculadas para o
2° dia sao: normais — 83,4%; castrados — 92,1%:; tratados com hormo-
nio = 76%. A analise mostra que estas diferengas sdao sequramente (20% )
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significativas. Em outros térmos, ao fim do 2° dia os animais castrados apre-
sentavam-se com areas maiores (cicatrizagao mais lenta) do que os normais,
enquanto que os tratados com propionato de testosterona apresentavam sen-
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Grafico 2. Cicatrizagdo cutidnea em ratos normais, castrados e tratados com propionato de testosterona sub-
cutaneamente.

Cada ponto representa a média dos lotes.

- 0 ratos normais recebendo &6leo de sésamo puro.
6 ratos castrados 26 dias antes da retirada do retalho cutineo, também recebendo &leo puro.

6 normais tratados com 30 mgr. de propionato de testosterona (5 mgr. duas vézes por semana),
inclusive durante o periodo experimental.

sivel redugdo da area em relagdo aos normais. Tal resultado parcial devera
ser investigado com maior detalhe posteriormente, com experiéncias melhor
planejadas; aqui o resultado pode apenas ser considerado sugestivo e por
varias razdes. Dada a dificuldade em obter-se areas iniciais uniformes para
os diferentes animais, surge uma questdo importante: a velocidade de cicatri-

zagao' € proporcional a area inicial. Nessa série as areas lesadas oscilaram
entre 692 e 376 mm’. E bem possivel que a desuniformidade obtida nos pri-
meiros dias para os animais dessa série corra a conta dos valores dispares
das areas iniciais. Também é possivel que o niimero de animais tenha sido

muito pequeno (poucas repeticdes).
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Considerando-se porém o tempo total de cicatrizacao, os resultados sao
bem claros e concordantes. A castragao nao altera o processo total de
cicatrizagao, confirmando-se assim os dados de MErLINI (1928), MARrRINO
(1931) e DINATALE & MipANA (1931). Do mesmo modo porém, os animais
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Grafico 3. Cicatrizagao cutdnea em ratos normais, castrados e tratados com propionato de testosterona.

Efeito do «diffusing factory aplicado localmente.

Cada ponto representa a média dos lotes.

5 ratos
5 ratos
5 ratos

normais tratados diariamente com 2 gotas de MCI1 ativo.
normais tratados diariamente com 2 gotas de MCI inativado.
castrados 20 dias antes da lesdao; tratamento diario com 2 gotas de MCI1 ativo.

5 ratos castrados nas mesmas condic¢des, recebendo MC1 inativado.

5 ratos normais tratados com 30 mgr. de propionato de testosterona (3 x 10 mgr. subcut.) durante
o periodo de experimentagao; recebendo diariamente 2 gotas de MCI1 ativo.

Todos os animais que nao receberam testosterona foram injetados com 6leo de sésamo puro nas
mesmas doses.

tratados com propionato de testosterona nao diferem dos normais, contra-
riamente ao que afirmam AIlgEvorl (1927) e LAuBER (1933). Estes pesqui-
sadores trabalharam em época anterior ao isolamento e sintese do hormodnio
masculino, empregando extratos testiculares bovinos (androgénicos). Seria
entao bem possivel que o efeito acelerador por éles assinalado corresse 3
conta de outras substancias presentes em seus extratos. Uma vez que a
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castracao ¢é ineficaz, os resultados por nés obtidos com a testosterona seriam
de esperar.

Com a finalidade de investigar um outro fator, presente sequramente
nas laminas de testiculo frésco e pélpa testicular, empregadas pelos pesqui-
sadores que notaram efeitos positivos no processo de regeneracio da pele,
obtivemos a preparagdo MCI, rica em atividade «diffusing». ‘Atendendo a
uma possivel especificidade de efeito, extraimos testiculos de animais ‘da
mesma espécie. O fator de difusdo descoberto por DurRAN-REYNALs (1929)
foi recentemente identificado as hialuronidases (CHAIN & DuTHIE, 1940), en-
zimas que determinam a clivagem do acido hialurénico em glucosamina e acido
glucurdonico; éste polisacaridio é de importancia para o caso pois também ja
foi isolado e parece ser constituinte normal da pele (MEYER & CHAFEEE,
1941). O espetacular aumento da permeabilidade cutanea pelo “diffusing
factor” podera correr a conta da clivagem do acido hialurénico da pele, com
modificagdes fisico-quimicas locais, das quais a mais importante seria a dimi-
nui¢ao da viscosidade ao nivel dos espagos intercelulares. Aplicado localmente
no tecido subcutaneo, ésse fator de difusdo tem a curiosa propriedade de con-~
centrar no local da infecdo, particulas de corantes injetados no sistema vas-
cular; possivelmente a concentracdo de estrogénicos nas areas de inflamacio
cutanea e de aumento da vascularizacdo por agentes farmacolégicos (Bru-
NELLI, 1935), corre a conta de mecanismo semelhante. Dada a semelhanca
quimica entre os estrogenos e a testosterona, .seria razoavel supor-se uma con-
centracao de horménio masculino em areas lesadas, com alta taxa de fator de
difusdo. Se bem que o extrato MC1 fésse altamente ativo, nido houve qual-
quer modificagdo no tempo de cicatrizacao das areas de animais tratados com
ambos os elementos. Em vista dos outros resultados, é possivel que a falta de
efeito decorresse da ineficacia do propionato, se bem que nio temos provas

diretas de que o ester da testosterona tivesse sido concentrado na ferida.

E interessante assinalar que tanto o extrato MCI1 ativo como o inativado,
aceleraram o processo de cicatrizacdo dos animais castrados. A falta de
animais normais nesse grupo torna dificil a conclusdo. De qualquer modo
parece que ha uma substancia ativa no extrato, térmo-estavel, diferente das

trefonas e do fator de difusdo. Este ponto devera ser investigado poste-
riormente,
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Do exposto podemos concluir que, pelo menos no caso particular da
regeneracao do tequmento do rato, o hormonio testicular puro (propionato
de testosterona) nao representa papel decisivo indispensavel nesse meca-

nismo de recomposicao tissular.

Agradecemos ao Engenheiro Edgar Kahlkmann do Departamento de
Pesquisas Agronomicas do Ministério da Agricultura, pela analise estatistica

dos nossos resultados experimentais.

SUMMARY

The effect of testosterone propionate in different treatments was tested
in adult male rats (250 g.) with mechanical skin experimental lesions. The
whole period of cicatrization was investigated in normals, castrated and

testosterone treated animals.

We could not detect any alteration in the regeneration process in both
treated and untreated rats (normals and castrated). Diffusing factor
obtained from homologous testis, directly applied upon the lesions also do
not change the healing period.

Related to the course of the healing process, little evidence is presented
by variance analysis that significative differences could be detected in the
first periods, in both castrated and testosterone treated groups; however new
well planed experiments should be carried to test this point.
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