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RESUMO

INTRODUCAO: a cicatrizacdo de feridas é um processo dinAmico que envolve Varios
fenbmenos bioldgicos e bioquimicos os quais podem ser minimizados em condicBes
patolégicas ou melhorados pela oferta de fatores de crescimento ou de condigbes de
crescimento teciduais. O Oxido nitrico como o produto da reacdo de Oxido-reducdo da
arginina (ARG) estimula a proliferacdo dos angioblastos, células precursoras do endotélio.
Consequentemente ocorre formagéo de novos vasos sanguineos no tecido e possivelmente
coopera para a melhora do processo cicatricial. OBJETIVO: avaliar os efeitos da arginina
na cicatrizacdo da parede abdominal em ratos Wistar. METODO: utilizaram-se vinte ratos
Wistar, submetidos a laparotomia-laparorrafia e separados em dois grupos. No grupo
arginina receberam tratamento diério, por cinco dias, com ARG (300mg/kg/dia) via
intraperitoneal. No grupo controle foram tratados diariamente com solu¢do tampdao fosfatos
em dose equivalentes ao peso, pela mesma via do grupo arginina. No sétimo dia pos-
operatorio coletaram-se amostras de sangue e a cicatriz da parede abdominal de ambos os
grupos. Avaliaram-se o nivel sérico de nitratos e nitritos, a evolucdo cicatricial pelas
dosagens de hidroxiprolina tecidual, formacdo de tecido de granulacdo, determinacdo da
porcentagem de colageno maduro e imaturo, densidade de miofibroblastos e angiogénese.
Empregaram-se os testes de ANOVA e T-Student com p<0,05 para as comparacdes entre
os grupos. RESULTADOS: entre 0os grupos controle e tratado por arginina, ndo ocorreram
diferengas significantes nas dosagens de nitratos e nitritos (p=0,9903), hidroxiprolina
tecidual (p=0,1315) e na densidade de miofibroblastos (p=0,0511). O grupo arginina
apresentou maior densidade microvascular (p=0,0008), maior porcentagem de colageno tipo
| (p=0,0064) e melhora na formagdo do tecido de granulacdo com melhores indices de
proliferacdo angiofibroblastica (p=0,0007) e reepitelizacdo das bordas (0,0074).
CONCLUSAO: na avaliacio cicatricial da parede abdominal de ratos Wistar sob tratamento
com arginina por sete dias ndo houve alteracdo do nivel sérico de nitratos e nitritos, da
deposicéo de colageno total e da densidade de miofibroblastos. Verificaram-se aumento da
maturacdo de colageno do tipo I, da densidade microvascular e melhora na formacdo do
tecido de granulacdo cicatricial pelas melhores reepitelizacdo de bordas e proliferacéo
angiofibrobléastica.

Descritores: arginina, cicatrizagdo, hidroxiprolina, angiogénese, CD34, miofibroblastos,
colageno tipo |, picro-sirius, anti actina alfa, nitratos e nitritos, ratos Wistar, parede
abdominal.



ABSTRACT

INTRODUCTION: wound healing is a dynamic process involving several biological and
biochemical phenomena which can be minimized in pathological conditions or improved if a
correct supply of growth factors or proper tissue growing conditions are in course. Nitric
oxide as the product of the arginine (ARG) reduction reaction stimulates the proliferation of
angioblasts, endothelial cell precursors. Consequently there is formation of new blood
vessels in the reparation tissue that, probably, improves the healing process. OBJECTIVE:
to evaluate the effects of arginine on the abdominal wall healing process in rats. METHOD:
the study was approved by the Ethics Committee for Animal Research according to the
012/11 HAC protocol. Twenty Wistar rats underwent laparotomy-laparorrhaphy and were
separated into two groups. In the arginine group 10 rats received daily treatment for five
days, with ARG (300mg / kg / day) intraperitoneally. In the control group the other 10 rats
were treated daily with phosphate buffer solution at a dose equivalent to the weight, by the
same administration way of the arginine group. On the seventh postoperative day blood
samples and the surgical wound of the abdominal wall were collected in both groups. Serum
levels of nitrates and nitrites, the scar evolution by measurements of tissue hydroxyproline,
granulation tissue formation, the percentage of mature and immature collagen, myofibroblast
density and angiogenesis were evaluated. ANOVA and T-Student tests with p<0.05 were
employed for comparisons between groups. RESULTS: there were no significant differences
in dosages of nitrates and nitrites (p=0,9903), tissue hydroxyproline (p=0,1315) and
myofibroblast density (p=0,0511) between the groups. The arginine group had a higher
microvascular density (p=0,0008), higher percentage of type | collagen (p=0,0064) and
improve in the granulation tissue formation with better angiofibroblastic proliferation index
(p=0,0007) and better edges re-epithelialization of the wound (0,0074). CONCLUSION:
wound healing evaluation in the abdominal wall of Wistar rats under treatment with arginine,
there were no changes in serum levels of nitrates and nitrites, the total collagen deposition
and myofibroblasts density. There were increase of type | collagen maturation,
microvascular density and improved granulation tissue formation by better edges
reepitelization and angiofibroblastic proliferation.

Keywords: arginine, wound healing, hydroxyproline, angiogenesis, CD34, myofibroblasts,
collagen type |, Sirius red, anti actin alpha, nitrates and nitrites, Wistar rats, abdominal wall.
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1. Introdugéo

A cicatrizagdo de feridas € um processo dindmico que envolve os
fenbmenos de homeostasia, inflamagéo, proliferacdo celular e remodelamento tecidual
(MANDELBAUM, DI SANTIS & MANDELBAUM, 2003). E considerada fundamental para o
sucesso de qualquer intervengdo cirlirgica e a falha neste processo pode levar a graves
consequéncias. Hipocrates ja havia estabelecido que “a cicatrizagio é uma questido de tempo,
mas, algumas vezes, é uma questio de oportunidade”. Provavelmente se considerarmos
atualmente a “oportunidade™ mencionada por Hipdcrates, deveremos incluir os novos produtos
e procedimentos que facilitam o tratamento de diversas questées relacionadas a reparacio
tecidual, oriundos da dedicagdo crescente de pesquisadores, focados em desvendar os
segredos da reparagdo tecidual, os quais propiciam a renovagdo de conhecimentos
(GIAQUINTO & MOTA, 2005).

Sabe-se que um volume significante de recursos & destinado ao
tratamento de complicagbes pos-operatorias causadas pelo retardo em algum dos
fenémenos cicatriciais ou a n&o cicatrizagdo, o que motiva grandes investimentos em
pesquisas voltadas a melhor compreenséo da fisiopatologia para que novos fatores que
influenciam este processo sejam reconhecidos no meio médico como opgdes terapéuticas.

Nesse contexto, gragas aos avangos em metabologia cirtrgica, nutricdo
e biogquimica, vive-se numa nova época em que se pretende interferir nos fenémenos e na
sintese de substancias que sejam capazes de melhorar ou abreviar o tempo do processo
cicatricial, como o estudo experimental que demonstrou que a suplementagao com arginina
na dieta de ratos aumentava a forga ténsil e a deposicdo de coldgeno em tecido lesionado
(CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007). A arginina (ARG), um aminoacido semi-
essencial, desempenha papel fundamental no metabolismo de diversos componentes do
organismo propiciando numerosos e peculiares efeitos farmacolégicos (SEIFTER et al.,
1978). E recrutada nas fases agudas e cronicas da cicatrizacdo e comprovadamente
precursora, entre outras moléculas, do 6xido nitrico (ON) o qual coopera na angiogénese e
no processo cicatricial como um todo. A angiogénese por sua vez € um fendmeno cicatricial

da fase proliferativa que coopera para que células e fatores de crescimento possam dar
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prosseguimento a fase da remodelagdo com a maturacéo de colagenos e aumento da forca
ténsil cicatricial (WITTE & BARBUL, 1997).

Assim sendo, a hipétese do presente estudo é investigar o efeito da
administrag&o intraperitoneal de ARG na cicatrizacdo da parede abdominal de ratos Wistar,
considerando como indicadores a sintese e maturagdo de colageno, a formacéo de tecido

de granulagéo, as densidades teciduais microvascular e de miofibroblastos.

1.1.  Objetivos:

- Quantificar a deposicédo de colageno total pela dosagem de hidroxiprolina
tecidual;

- Quantificar a maturagdo de coldgenos dos tipos | e llI por histometria
computadorizada;

- Avaliar a formagéo do tecido de granulagio cicatricial por histopatologia:

- Avaliar a densidade cicatricial microvascular endotelial através do marcador anti-
CD34;

- Avaliar a densidade cicatricial de miofibroblastos através do marcador anti-actina

alfa;
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2.1. O PROCESSO DE REPARACAOQ CICATRICIAL

Em 1910, Carrel propds uma organizagéo didatica do processo cicatricial em trés
fases para o seu melhor entendimento: a inflamataria, a proliferativa e a de remodelamento,
as quais se sobrepdem. A fase inflamatéria tem inicio no momento da lesio tecidual e se
extende até o quarto dia, seguida pela fase proliferativa, a partir do terceiro até o décimo
quarto dia. A Ultima fase, a de remodelamento, se inicia a partir do sétimo dia e tem um
periodo prolongado podendo durar meses ou anos. Outros autores descreveram a
cicatrizacdo em outras fases, as quais podem ser consideradas como desdobramentos das

fases descritas por Carrel (GIAQUINTO & MOTA, 2005).

i Regressdo dosvasos e remodelamento
; do coldgeno
|

1

Reepitelizagdo, angiogénese e fibrogénese
1

T T

E Infiltrac3o de PLIN, macrafagos e linfécitos
. i

] 1
]
1

Coagulacdo (depdsito de
fibrinaj e deposicac de
plaquetas

T2 i3 it b B Tdias .6 semanas .8 semanas....

FIGURA 1 ~ FASES DA CICATRIZAGAO (GIAQUINTO & MOTA, 2005).

Como citado anteriormente, ha muito tempo ja se sabe que estas fases nao sao
mutuamente excludentes, mas sobrepostas no tempo. O reparo completo dos tecidos
resulta de alternancias sucessivas de reagdes anabolicas e catabdlicas que tém os
leucéeitos como um de seus mais importantes protagonistas. Essas células, além de suas
conhecidas atividades imunes, estdo intimamente envolvidas com as reagdes catabolicas de
degradacao de tecidos pela produgéo de proteases e também com as reacées anabélicas

de formagéo de tecidos pela produgio de fatores de crescimento, reponsaveis pela
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recomposi¢do da celularidade regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela

formacéo da cicatriz (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

A primeira fase da cicatrizagdo, a inflamatéria, dura em média trés dias e @
caracterizada por vasoconstricdo e hemostasia transitorias, seguidas por vasodilatacdo e
extravasamento de plasma, plaquetas e leucécitos que formardo um exsudato inflamatério.
Este exsudato leva a agregagdo plaquetaria e consequentemente o tamponamento da
les&o, pela ativagéo da via intrinseca da coagulagdo. Outro processo que ocorre nesta fase
€ a ativagéo e recrutamento de neutréfilos e macrofagos, que liberam fatores angiogénicos e
fagocitam residuos teciduais, macromoléculas e possiveis agentes infecciosos. Ha também
a liberagéo de mediadores quimicos tais como fator de crescimento derivado das plaguetas
(PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-p), fator ativador plaquetario (PAF),
da fibronectina e da serotonina. Todo esse processo leva a formagao local de fibrina, que da
sustentabilidade para neutréfilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais e aumenta a

permeabilidade vascular (GIAQUINTO & MOTA, 2005).

Apbs uma leséo tecidual ocorre ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento
de seus constituintes. Os eventos iniciais do processo de reparo estdo, nos primeiros
momentos, voltados para o tamponamento desses vasos. Quase concomitante ao estimulo
lesivo, e devido a influéncia nervosa (descargas adrenérgicas) e agdo de mediadores
oriundos da degranulagdo de mastocitos, ocorre vasoconstricdo como primeira resposta. A
lesdo do endotélio (ruptura, fissura ou eroséo) dispara uma sequéncia de eventos, iniciando-
se com a deposi¢éo de plaquetas, prosseguindo com sua ativagao e posterior recrutamento
de novas plaquetas. O resultado dessa sequéncia é a formacdo de trombo rico em
plaquetas, que provisoriamente tampona a lesdo endotelial. Esse trombo rico em plaquetas
(trombo branco) é rapidamente infiltrado pela fibrina, transformando-se em um trombo
fibrinoso. Logo apos, os eritrocitos séo capturados por essa rede fibrinosa e forma-se entéo
o trombo vermelho, principal responsavel pela oclusdo do vaso sanguineo rompido. Este
fornece uma matriz preliminar, que alicergara a migragdo das células responsaveis pelo

desencadeamento do processo de reparo. A adesio inicial das plaquetas a superficie
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lesada ocorre pelas proteinas de adesdo presentes na sua membrana. As principais delas

sdo os receptores da glicoproteina IIb/llla (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o TGF B, o PDGF e
quimiocinas formando um gradiente quimiotatico que orienta a migragcdo das células (tanto
da circulagdo como das regides adjacentes) envolvidas com a instalagcdo da resposta
inflamatéria. Uma vez que os neutréfilos sdo as células mais abundantes no sangue, um
numero significativo deles é passivamente coletado pelo trombo provisério durante o
rompimento dos vasos. Apos este extravasamento passivo, os neutréfilos migram para a
superficie da ferida para formar uma barreira contra a invasido de microrganismos e
promover o recrutamento ativo de mais neutrdfilos a partir dos vasos adjacentes nao
lesados. Ao final de um dia apés a lesdo eles constituirdo 50% das células migradas ao local

(FOXMAN, CAMPBELL & BUTCCHER, 1997; ENGELHARD et al., 1998).

As proximas celulas que surgem na regido, do segundo ao quinto dia, sdo os
macrofagos derivados de mondcitos. Eles sdo responsaveis pelo elemento mais critico na
indug&o do processo de reparo, pois além de fagocitar microrganismos, os macréfagos os
processam nos fagossomas, apresentam seus peptideos pelo complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) as células T auxiliares. Desta forma, a fagocitose destas células
atua como elo entre o sistema imune inato e o adaptativo. Além disso, é a célula mais
eficiente na eliminagdo de fragmentos teciduais. Ainda, por influéncia de ligantes a seus
receptores de membrana, os macrofagos produzem e exportam mediadores lipidicos
(eicosanocides), mediadores peptidicos (citocinas e fatores de crescimento), outras proteinas
(tais como fragbes do complemento e fatores de coagulacéo) e enzimas relacionadas ao
reparo (tais como colagenases, matriz de metaloproteases). (NEWMAN, HENSON &

HENSON, 1992; RICHES, 1996; DI PIETRO, 1995).

Na fase proliferativa da cicatrizacdo, que segue a fase inflamatéria, o aumento da
permeabilidade vascular decorrente da inflamagdo e agdo de prostaglandinas, leva a
formacao de um infiltrado celular, rico em macréfagos e fibroblastos. A partir do quarto dia

do inicio do processo cicatricial 0 ambiente comega a ser invadido por novo estroma,
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gerando o tecido de granulagdo. Esse tecido consiste na combinacdo de elementos
celulares, incluindo os fibroblastos, células inflamatérias e destaca-se a angiogénese com a
formacdo de novos capilares, diminuindo perda de liquidos pela ferida e criando uma
barreira contra infeccées. Simultaneamente os fibroblastos iniciam a sintese de proteinas
como o colageno. Nesta etapa, os mediadores envolvidos s&o as interleucinas 1 e 6 (IL1 e
IL6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o fator beta de transformacao do crescimento

celular (TGF-B). (WITTE & BARBUL, 1997; GIAQUINTO & MOTA, 2005).

Com a presenca local de macrofagos derivados de mondcitos e a produgdo e
liberagédo dos mediadores quimicos produzidos por eles, a migragdo e ativagao de
fibroblastos é intensificada. Essas células s@o os principais componentes do tecido de
granulagdo e apds a influéncia dos fatores de crescimento e demais mediadores, derivados
principalmente (mas nédo exclusivamente) dos macréfagos, sdo ativadas e migram das
margens da ferida para o seu centro. Isto se da pela matriz proviséria formada e seguindo a
orientagdo do gradiente quimico de substancias quimioatraentes. Com o aumento do
numero de fibroblastos ativados para a produgéo de colageno no local, a matriz extracelular
comeca a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte e mais elastico. Este processo
& denominado de fibroplasia e para a sua eficiéncia é necessaria a ocorréncia em paralelo
da formagdo de novos vasos sangliineos, ou seja, & necessaria a neovascularizagao ou
angiogénese da regiao. Além da agao direta de fatores de crescimento sobre as células da
vasculatura, a indugéo da angiogénese &, em parte, creditada a baixa tensao de oxigénio

caracteristica que ocorre no centro de uma ferida (KNIGHTON, SILVER & HUNT, 1981).

A deposigéo de coldgeno pelos fibroblastos, a deposicéo de fibrina e fibronectina
durante a hemostasia, na fase proliferativa determinam a resisténcia ténsil da cicatriz. Além
desses elementos, depositam-se também os glicosaminoglicanos, proteoglicanos e outras

proteinas, como as proteinas acidas ricas em cisteina (GIAQUINTO & MOTA, 2005).

O colageno € uma proteina estrutural encontrada em grandes quantidades em todos
os animais. Nos seres humanos, representa um terco do total de proteinas, sendo trés

quartos do peso seco da pele composto por ele. E o componente mais abundante na matriz
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extracelular. Existem descritos vinte e oito tipos diferentes de colagenos, que sdo composto

por pelo menos 46 diferentes cadeias polipeptidicas identificadas nos vertebrados (VEIT et

al., 2008).

O colageno ¢ organizado em fibras insoltveis de grande resisténcia, compostas por
trés cadeias polipeptidicas, torcidas sobre si mesmas, formado uma tripla hélice. Cada uma
delas possui uma sequiéncia repetida de trés residuos de amino acidos que sao a prolina, a
hidroxiprolina e a glicina. O que mantém as fitas unidas sio pontes de hidrogénio entre os
residuos de prolina e hidroxiprolina, que estabilizam essas cadeias, sendo que a
hidroxiprolina compde 14% do colageno (KIVIRIKKO & RISTELLI, 1976). Sabendo-se disso,
quantificar a hidroxiprolina tecidual permite a analise da evolucado cicatricial, ja que a
hidroxiprolina n&o deriva da ingestdo alimentar, mas da hidrélise da prolina e o colageno ¢ a
Unica proteina do organismo animal que contém hidroxiprolina em quantidade significativa

(STTETEN, 1949).

Como é possivel, através de processo biogquimico, determinar a taxa de
hidroxiprolina em tecido normal ou em tecido decorrente de processo cicatricial, pode-se
obter, por essas medidas, uma avaliagdo quantitativa da qualidade do reparo. Considera-se
que o decréscimo da concentragdo da hidroxiprolina evidencia o catabolismo do colageno e

sua dosagem ¢ utilizada como indice de evolugéo da cicatrizagdo (DIETZ et al., 1995).

Alem da deposigéo de colageno, outro fenémeno que ocorre na fase proliferativa da
cicatrizagdo é a angiogénese. E importante diferenciar angiogénese e vasculogénese, dois
fenébmenos que geram novos vasos sanguineos a partir de diferentes estimulos iniciais.
Define-se vasculogénese como a formagdo de novos vasos sanguineos em local onde
esses nao existiam. Sua formagdo deve-se ao estimulo e proliferagdo dos angioblastos
(células precursoras do endotélio), originarios do mesoderma esplancnico (YOSHIDA,
2005). Ja a angiogénese ou neovascularizagdo é um termo de origem grega (anggeion =
vaso, génesis = formacao) e é definida como brotamento de novos vasos a partir de células
endoteliais de um vaso pré-existente, sendo o processo desenvolvido em duas fases: de

brotamento e de maturagdo (YOSHIDA, 2005).
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Com a fibroplasia se inicia a formag&o do tecido de granulacéo (por volta do quarto
dia) que esta suportado por uma matriz frouxa de fibronectina, acido hialurénico e colageno.
E edemaciado e caracteriza-se pela presenca de espacos vazios, devido a imaturidade dos
vasos, que sao extremamente exudativos e sangram com facilidade. A olho nu, a superficie
deste tecido parece conter muitos granulos. Na verdade sdo as extremidades rombas de
vasos neoformados que se organizam perpendicularmente em direcdo a superficie e
possuem uma coloragao vermelha escura. A neovascularizagdo € essencial neste estagio ja
que permite a troca de gases e a nutricdo das células metabolicamente ativas (ECKERSLEY

& DUDLEY, 1988; GUIDUGLI-NETO, 1992).

Com o estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células
endoteliais de capilares ndo lesados nas margens da ferida secretam colagenase e ativador
do plasminogénio. Essas duas substancias causam aberturas na membrana basal, o que
permite a migracéo das células endoteliais através da parede do vaso e utilizando como
substrato a matriz extracelular provisoriamente produzida, seguem em direcdo a regido da
leséo. Na regido externa do vaso, passam por diferenciagdo e adquirem a capacidade de
formag&o de novos tubos capilares. As células endoteliais migratorias formam no exterior do
vaso um broto capilar que se acopla ao capilar de onde eram originarias para restabelecer o

fluxo sanglineo (RUDOLPH & BALLANTYNE, 1990).

As principais etapas da angiogénese, incluem a vasodilatagdo, que ocorre em
resposta ao estimulo gerado pelo 6xido nitrico e leva ao aumento da permeabilidade dos
vasos preexistentes, induzidos pelo fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). Em
seguida acontece a degradagéo proteolitica da membrana basal do vaso original pelas
metaloproteinases da matriz extracelular e o rompimento do contato célula-célula entre as
células endoteliais, pelo ativador do plasminogénio. Posteriormente as células endoteliais
migram em diregdo ao estimulo angiogénico, seguida pela proliferacdo e maturagdo das
celulas endoteliais e das células migratorias. Por fim, a inibicdo do crescimento e
remodelagem em tubos capilares e o recrutamento de células periendoteliais (pericitos e

células musculares lisas vasculares) estabilizam o novo vaso sanguineo (CARMELIE, 2005:
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ADAMS & ALITALO, 2007; KERBEL, 2008).

A angiogénese & controlada através de uma série de reguladores que podem ativar
ou inibir esse fendbmeno. Os principais ativadores s&o conhecidos como fatores de
angiogénese estimuladores de crescimento, ou fatores pro-angiogénicos (VEGF e o fator de
crescimento de fibroblasto — FGF) e os inativadores sio os fatores inibidores da
angiogénese (angiostatina, endostatina e trombospondina-1), que na homeostase estdo em
equilibrio perfeito. Normalmente a angiogénese encontra-se inibida devido a maior producéo
de inibidores. Em muitas doencas graves esse equilibrio é perdido gerando um descontrole
no processo angiogénico. Estes inibidores agem impedindo estimulos mitogenos ao
endotélio, inibindo a migragdo de células endoteliais, reduzindo a proliferacdo vascular e

contribuindo para a apoptose dessas células (FOLKMAN, 1995).

Para estimar a densidade microvascular tecidual e a angiogénese, diversos
marcadores podem ser utilizados, um deles é o anticorpo anti-CD34. Este anticorpo liga-se
ao receptor CD34, que é uma proteina glicosilada transmembrana presente em células
precursoras hematopoiéticas imaturas e acredita-se que esteja envolvida na migracao

celular durante a angiogénese (KUZU et al., 1992; ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Durante a fixagdo dos fibroblastos e sua transformacéo para células produtoras de
colageno, o processo de contragdo da ferida alcanca a sua eficiéncia maxima. Isto ocorre
devido a mudanga de fenétipo dos fibroblastos das margens da ferida para miofibroblastos.
Em um processo inicialmente descrito por Gabbiani e colaboradores em 1970, os
fibroblastos destas regiées marginais comegam a exibir caracteristicas funcionais similares
as células musculares lisas. Majno e Joris em 1996 relataram que os miofibroblastos sdo
células intermediarias entre musculares lisas e fibroblastos. Estas células sdo encontradas
alinhadas ao redor de depositos da nova matriz extracelular, fazendo unides célula a célula
e gerando forga de tensdo. Auxilia também no processo de contracdo da ferida, pois o
ressecamento da sua crosta superficial durante a desidratacao diminui de tamanho e arrasta

o tecido a ela aderido (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).
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Com os processos descritos anteriormente, por volta do décimo dia apos a lesédo
tecidual, inicia-se a terceira fase da cicatrizacdo, a fase do remodelamento. Nesta fase,
concomitantemente a deposicdo e maturagdo do colageno, ocorre o ganho progressivo de
forga ténsil, que pode ir aumentando até por dois anos apods o inicio do processo cicatricial.
Para o remodelamento, que gera resisténcia da cicatriz, nao apenas a quantidade absoluta
do colageno é importante, mas também a forma de disposicdo de suas fibras, que séo
rearranjadas ao longo do tempo. Nas cicatrizes recentes o colageno do tipo Il prevalece em
relagédo ao coldgeno do tipo I. J& com o passar do tempo, nas fases mais tardias da

cicatrizagéo, o coladgeno tipo | se tornara predominante (DIETZ et al., 2005).

Por volta do décimo dia o tecido de granulagdo vai sendo enriguecido com fibras de

colageno e comega a apresentar aparéncia de massa fibrética. (CLARK & HENSON, 1993).

E consenso atualmente, que a resolugdo completa de uma ferida, somente pode ser
considerada apds o término da maturagdo e remodelagem da matriz extracelular. Este
processo ocorre lentamente durando meses ou as vezes anos. Apesar de todos estes
processos, uma cicatriz cutanea completamente madura possui cerca de 70% da resisténcia
da pele normal. A resisténcia de uma cicatriz é dada pela quantidade de colageno
depositada e pela forma com que as fibras se organizam. Quanto maior o nimero de
ligagbes covalentes transversais, maior a resisténcia da cicatriz. Quando secretado na forma
de tropocolageno, as ligagdes transversais das fibras se dao por pontes de hidrogénio que
com o processo de amadurecimento da fibra, sdo oxidadas até aldeidos. Estes, apos a
oxidagcdo, se ligam covalentemente com outros grupos aldeidos ou com lisinas nao

oxidadas, o que aumenta a resisténcia da fibra. (BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

Em 1985, Clarck descreveu que o processo de remodelamento da cicatriz envolve
etapas sucessivas de producgdo, digestéo e orientacao das fibrilas de colageno. A deposicido
de colageno é feita a principio de maneira aleatéria. Essas fibras sao subseqglentemente
digeridas pela colagenase, ressintetizadas e rearranjadas de acordo com a organizagéo das
fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas por ligagdes covalentes entre

moleculas de tropocolageno. Repetigdes sucessivas da lise, ressintese, redirecionamento e
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religagéo formam fibras maiores de colageno e resultam numa configuracdo mais regular da
cicatriz. Isso aumenta a sua resisténcia devido a organizagdo das fibras acompanhar as

for¢cas mecanicas a que o tecido esta sujeito (CLARK, 1985).

Dos 28 tipos de colagenos identificados em mamiferos, quatro sdo mais conhecidos.
Eles se diferenciam pela composigao quimica, pelo modo que suas moleculas se ligam, pela
sua fungdo e pelas doengas causadas por sua ma-formagdo ou por sua producdo
insuficiente ou em excesso (SHOULDERS & RAINES, 2009). Em tecidos normais (que nao
tecidos de cicatrizagéo), predomina o colageno tipo |, constituindo 80 a 90% do colageno
tecidual total. Os 10 a 20% restantes sdo do tipo Il (GIAQUINTO & MOTA, 2005). O
colageno tipo | possui fibrilas estriadas agrupadas na forma de fibras colagenas maiores e
tém como fungéo principal a resisténcia ao estiramento. Ja o colageno tipo Ill € composto
por fibras reticulares e encontra-se em maiores concentracées em tecidos de recém-
nascidos, bem como no periodo inicial da cicatrizagéo. A principal fungédo colageno tipo Ill é

dar sustentagdo a 6rgdos e tecidos (DIEGELMANN & EVANS, 2000).

2.2, AARGININA

A arginina, ou &cido L-amino-5-guanidino-valérico, € um aminoacido fundamental
para diversos eventos fundamentais para a vida e manutengdo da homeostase nos
mamiferos. Dentre eles pode-se citar a liberacdo de varios hormdnios, a sintese de
colageno na cicatrizagdo de feridas, atividade antitumoral e respostas imunes de varias
celulas. Nos Ultimos anos, varios estudos demonstraram esse papel fundamental da ARG
(EFRON & BARBUL, 2000; ZALOGA et al., 2004).

E um aminoacido codificado pelo codigo genético, sendo um dos componentes das
proteinas dos seres vivos. A ARG ¢ sintetizada a partir da citrulina pela acdo sequencial das
enzimas argininosuccinato-sintetase e argininosuccinato-liase, no eixo intestinal-renal.
Possui quatro atomos de nitrogénio por molécula e devido a essa caracteristica estrutural

(figura 2) € o principal carreador de nitrogénio em humanos e animais, apresentando
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importante fungdo na sintese proteica e no metabolismo intermediario de nitrogénio por
participar do ciclo da uréia. E precursora da sintese de moléculas com grande importancia
biolégica como ornitina, poliaminas, ON, creatina, agmatina, glutamina e prolina, dentre

outras (WILMORE, 2004.)

H
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FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DA ARGININA (EFRON & BARBUL, 2000).

Normalmente é considerada nfo essencial para adultos e criangas, devido a
capacidade do organismo em sintetiza-la (HARDY et al., 2006). Porém, sabe-se que em
situacdes clinicas especificas como trauma e sepse principalmente, ocorre aumento do

consumo. Esse excede a capacidade de produgéo corporal levando a deplegéo da arginina,

que nestes casos € ainda agravada pela reduzida ingestao do nutriente em doentes graves.

NADPH ) ) NADPH
L-arginina mey N-hIdroXi-L- 0y citrulina
Cavs Arginina o2

f Gxido Nitrico
iﬁ.ngiageﬁese |

FIGURA 3 - SINTESE DO OXIDO NiTRICO A PARTIR DA ARGININA (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).

Desta forma, a denominagdo mais adequada é aminoacido condicionalmente
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essencial (PAN, et al., 2004).

Os niveis plasmaticos de arginina sdo mantidos a partir de fontes exdgena (dieta) e
endogena (degradacgdo proteica corporal e sintese endogena pela citrulina). A sintese
endogena de arginina varia de acordo com o estado nutricional e estagio de
desenvolvimento (WU & MORRIS, 1998). Em adultos, ndo ocorre entrada de quantidades
substanciais de arginina dietética na circulagao sistémica, pois 40% da arginina ingerida &
degradada pelo intestino delgado na primeira etapa do metabolismo. A arginina também é
sintetizada no tecido hepatico a partir do ciclo da uréia, porém devido a alta atividade da
enzima arginase, a arginina produzida sera rapidamente hidrolisada em uréia e ornitina, ndo
havendo, portanto, sintese liquida do aminoacido (WU et al., 2009; FLORA FILHO &

ZILBERSTEIN, 2000).

A outra via de utilizagado da arginina é o eixo intestino-rins. A arginina produzida da
degradacdo de proteinas corporais € transformada no epitélio intestinal em citrulina,
sintetizada a partir do glutamato, glutamina e ornitina em processo que é dependente das
enzimas ornitina-aminotranferase e ornitina-transcarbamilase (HALLEMEESCH, LAMERS &
DEUTZ, 2002; TAPIERO et al., 2002). A citrulina circulante, proveniente dos enterocitos e
entdo captada pelos rins e convertida em arginina em processo mediado pelas enzimas
argininosuccinato-sintase e argininosuccinato-liase que contribui para aproximadamente
10% do fluxo plasmatico de argininina. Desta forma, a sintese endégena de arginina em
adultos envolve principalmente o eixo intestino-rins (CRENN & CYNOBER, 2010; EVANS et

al., 2004).

A arginina, quando metabolizada a citrulina, promove a formagado de compostos
nitrogenados como éxido nitrico, nitritos e nitratos. Grande parte da importancia biologica da
arginina esta atribuida ao ON (POPOVIC, ZEH & OCHOA, 2007). Este éxido & um potente
regulador vasoativo e principal fator de relaxamento derivado do endotélio. Ao promover a
vasodilatacéo eleva o fluxo sanguineo nos tecidos lesados (SAMEL et al.,2003). Alem disso,

o ON possui importante papel na resposta imunologica, sendo produzido por células que
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atuam na resposta inata como os mondcitos, macréfagos, microglia, células de Kupffer,
eosinofilos e neutréfilos, por isso, durante a inflamacédo, age mediando mecanismos de
citotoxidade e defesa ndo especifica do hospedeiro. No entanto, o ON parece exercer dupla
fungéo no organismo, os efeitos benéficos ou destrutivos, dependem da quantidade em que
€ produzido (BODGAN, 2001). A quantificacio da producéo de ON é dificil, ja que este é
rapidamente oxidado pela oxihemoglobina a nitrato e nitrito o que contribui para a meia-vida
no sangue ser muito curta. Assim sendo, normalmente é medido indiretamente a partir da
concentracao dos metabolitos nitratos e nitritos no plasma ou nas células (LUIKING et al.,
2009). A sua fungdo varia de acordo com a célula que o origina. Assim sendo, nos
fibroblastos, promove a sintese de colageno, nas células endoteliais estimula a angiogénese

e em macrofagos é citostatico para as bactérias (WITTE & BARBUL, 2002).
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3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizaram-se 20 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da linhagem
Wistar, com idades entre 180 a 210 dias e pesos de 408,4 + 40,1 gramas, provenientes do
biotério da Universidade Federal do Parand, mantidos durante o experimento nas
dependéncias da Coordenacao de Ensino e Pesquisa do Hospital e Maternidade Angelina
Caron. Apos o recebimento, os animais foram submetidos a triagem através de inspecéo da
pelagem para investigacdo de ectoparasitas, sinais de diarréia e lesées cutaneas. Foram
mantidos em sala especifica para manutengéo de animais de laboratério a qual dispéem de
exaustdo forcada de ar, temperatura controlada entre 19 a 23°C e ciclos de iluminagao
automaticamente regulados a cada 12 horas. Os ratos foram separados em dois grupos com
pesos estatisticamente similares (p=0,2452 — tabela 3) e colocados no maximo quatro ratos
em cada caixa de polipropileno com sepilho (substituidas a cada 24 horas), recebiam racéo
especifica para a espécie (Nuvilab - Quimitia S.A.®) e agua ad libitum. Permaneceram
nessas condi¢Ges por sete dias de observacéo que antecederam os experimentos e também

durante os mesmos, que foram executados em um Unico ciclo de atividades.

Observaram-se os Principios Eticos na Experimentagdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA-2000) e o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Animais (CEPA) do Hospital e Maternidade Angelina Caron,
conforme protocolo n® 012/11 CEPA/HAC (anexo 1). Os ratos foram separados em grupos

conforme descrito na tabela 1:

TABELA 1: DEMONSTRATIVO DA ORGANIZAGAO DOS GRUPOS DO ESTUDO E PROCEDIMENTOS REALIZADOS:

Grupos n Procedimentos

Grupo composto por ratos submetidos & laparotomia mediana,
tratamento por cinco dias com solug&o fisiologica por via intraperitoneal,
mantidos até o sétimo dia e coleta de amostras da parede abdominal
contendo a cicatriz operatoria.

Controle 10

Grupo composto por ratos submetidos & laparotomia mediana,
tratamento por cinco dias com solugdo de arginina (300mg/kg/dia), por
via intraperitoneal, mantidos até o sétimo dia e coleta de amostras da
parede abdominal contendo a cicatriz operatéria.

Arginina 10

Legenda: n - nimero de ratos em cada grupo.
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3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirlirgicos foram executados em ambiente exclusivo para cirurgias
experimentais, devidamente sanitizado e climatizado. Conforme demonstrado na figura 4, a
mesa cirdrgica era montada com protegdo esterilizada bem como os instrumentos e 0S

acessorios e os procedimentos executados em condi¢des de esterilidade.

FIGURA 4 - AMBIENTE CIRURGICO DEMONSTRANDOA MONTAGEM DA MESA CIRUGICA
REFERENCIA: AUTOR

Para a indugdo anestésica os ratos foram submetidos a sedagéo por inalagdo de

Isoflurano (Isothane-Baxter®) em circuito fechado, pesados em balanga analitica (Coleman®
modelo SK280251) sendo os pesos registrados em protocolo especifico (apéndice 1 - tabela
3). A seguir, a partir dos pesos individuais eram calculadas as doses dos anestésicos
cloridrato de cetamina (Ketamin-Cristalia®) na dose de 100mg/kg, associada a 10mg/kg de
cloridrato de xilasina (Xilazin-Syntec®), conforme demonstrado na tabela 4.

Foram utilizadas duas seringas descartaveis de 1ml (BD-Plastiplak®) e agulhas
hipodérmicas (BD-Plastiplak®) para cada rato, sendo cada um dos anestésicos inoculados

separados por via intra-muscular em ambas as panturrilhas posteriores.
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FIGURA 5 - ETAPAS DO PROCEDIMENTO CIRURGICO, NO DETALHE A” LAPAROTOMIA MEDIANA COM ABERTURA
DA PELE E TECIDO MUSCULAR E ACESSO A CAVIDADE PERITONEAL. NO DETALHE B” A FERIDA
CIRURGICA SUTURADA EM DOIS PLANOS: MUSCULO-APONEUROTICO E CUTANEO.

REFERENCIA: AUTOR

Apbs confirmagdo da indugdo anestésica, pela perda do reflexo interdigital,
procediam-se: tricotomia ampla do abdémen, fixacdo em decutibito dorsal com fita adesiva na
prancha cirtrgica, degermagdo da area tricotomizada com alcool-iodado e colocacao de
campos cirlrgicos fenestrados esterilizados. Por meio de laparotomia mediana de trés
centimetros de extensdo, um Unico médico-cirurgido executava a abertura da pele e tecido
muscular. A seguir era suturada a ferida cirGrgica em dois planos (musculo-aponeurdcito e
pele), com pontos continuos utilizando fio Mononylon® (Ethicon) 3.0 (figura 5).

Apds o fechamento, a ferida cirtrgica era limpa com solucéo fisioldgica esterilizada
(Eurofarma®) e novamente aplicado alcool-iodado. Administravam-se dipirona por via oral,
na dose de 20mg/kg, 10ml de solugao fisiolégica por via subcutanea na regido dorsal e os
ratos eram mantidos sob aquecimento até a recuperacdo anestésica.

A seguir eram recolocados em caixas devidamente identificadas e durante as 24
horas seguintes eram mantidos com racéo e agua ad libitum até o sétimo dia de evolugao

pos-cirlrgica.
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3.3 TRATAMENTOS

Os tratamentos foram feitos por injegdes intraperitoneais (IP) (figura 6) na
dose de 300mg de arginina/kg/dia para o grupo arginina e dose equivalente de solucéo
tamp&o fosfatos para o grupo controle (SHUKLA, RASIK & SHANKAR, 1999) sendo as

inoculagbes executadas com os ratos sedados por inalagdo de isoflurano (Isothane-

® - - - - . . . . ’
Baxter ), uma vez ao dia, por 5 dias. O inicio dos tratamento (primeira dose) foi no pds
operatorio imediato, com os ratos ainda sedados. Para o calculo dos volumes a serem

inoculados os ratos eram pesados e os volumes das doses obtidos através do seguinte

calculo:
Volume (ml) = 300P
200
Onde:
Volume (ml) = Volume da solugao de L-Arginina a ser inoculado
- P = peso do rato (gramas)

Para o grupo arginina foi utilizada solugdo de L-Arginina (Merck® artigo
K21051142) a 20% em solugdo tampéo fosfatos pH 7,4, esterilizada por filtracdo em
membranas de 20p (Millipore-SCWP304F0%), aliquotada em cinco frascos esterilizados e

mantidos a 4+2°C.

FIGURA 6 - DEMONSTRATIVO DA TECNICA DE INOCULAGAO DA SOLUGAO DE L-ARGININA A 20% OU DA
SOLUGAO SOLUGAO TAMPAO FOSFATOS PH 7,4 POR VIA INTRAPERITONEAL COM OS RATOS
SEDADO.
REFERENCIA: AUTOR
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Para o grupo controle foi utilizada solugao tampao fosfatos pH 7,4. Esta
solugédo foi administrtada diariamente por via IP nos ratos do grupo controle, em doses
equivalentes aos pesos. Foi utilizada solucgéo tampdo fosfatos pH 7,4, esterilizada por

filtracdo em membranas MF (SCWP304F0 Millipore®), aliquotada em frascos esterilizados e

mantidos a 4+2°C,

3.4 COLETA DE AMOSTRAS

No sétimo dia de evolugio pos-operatoria, os ratos foram pesados em balanca
analitica (Coleman® modelo SK280251), a seguir submetidos & sedacdo por inalagdo de
halotano (Tanohalo-Cristalia®) em circuito fechado, anestesiados por injecdo intramuscular
com cloridrato de cetamina (Ketamin-Cristalia® na dose de 100mg/kg e fixados em
pranchetas cirtrgicas.

A seguir foi procedida pung&o cardiaca com a coleta de 8 a 10 ml de sangue, volume
este correspondente a uma pungéo exanguinativa (figura 7) e indutora de parada cardio-

respiratoria.

FIGURA 7 - DEMONSTRATIVO DA TECNICA DE PUNGAO CARDIACA E COLETA DE SANGUE EM RATOS SEDADOS.
REFERENCIA: AUTOR

Ainda sob plano anestésico e com evidéncia de morte procedeu-se a ressecgao da
ferida operatdria contendo camada musculo-aponeurética e pele. As amostras coletadas
foram estendidas em papel filtro, lavadas solugdo tampio fosfatos (PBS) pH 74 e

separadas em dois fragmentos (figura 8).
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Dosagens de
hidroxiprolina
tecidual

Histopatologia

FIGURA 8 - DEMONSTRATIVO DA COLETA DE AMOSTRAS DE TECIDO MUSCULAR. NO DETALHE “A”, A FERIDA
RESSECADA E SEPARADA EM DOIS FRAGMENTOS. NO DETALHE “B” A AMOSTRA DESTINADA PARA A
DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA E NO DETALHE “C” A AMOSTRA COLETADA PARA A AS AVALIACOES
HISTOPATOLOGICAS
REFERENCIA: AUTOR

Um dos fragmentos era destinado para as dosagens de hidroxiprolina, pesados em
balanga analitica (Marte®), registrados os pesos e imersos em PBS pH 7,4 e mantido em
freezer a -80°C até a oportunidade do processamento laboratorial (item 3.6.2). O outro
fragmento era destinado para as avaliagées histopatoldgicas, imerso em frasco identificado

contendo formalina tamponada para ser submetido ao processamento histopatoldgico (item

3.6.3).

3.5. AVALIACOES

3.6.2 Dosagens de hidroxiprolina tecidual

No apéndice 2 esta disponibilizada a metodologia laboratorial detalhada para a
dosagem de hidroxiprolina tecidual por método espectrofotocolorimétrico (DIETZ et al., 1995
e DIETZ et al.,2005).

Esse método avalia o conteldo total de hidroxiprolina em amostras de tecido, o que
representa uma medida quantitativa da deposicdo de colageno total naquela amostra e é
espressado em micrograma (ug) por miligrama (mg) de tecido Gmido. Tem por principio a
oxidag&o da carboxi-pirrolidona e do pirrol teciduais pelo reativo de Ehrlich, gerando cor

mensuravel a 560 nm e proporcional ao contetido de hidroxiprolina.
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As amostras foram avaliadas em duplicatas e para a obtencdo dos resultados, as
leituras espectrofotométricas a 560 nm foram tabuladas e submetidas & validacao pela
aplicagéo de critérios estatisticos. Se os valores das leituras nao apresentassem diferenca
significante (p>0,05) entdo era calculada a média entre ambos. Os valores individuais das
leituras em duplicatas e das dosagens de hidroxiprolina em pg/mg para cada amostra estio

disponibilizados na tabela 5.

3.6.3 Avaliacbes microscopicas

Para as avaliagbes microscopicas, as amostras foram fixadas em formalina
tamponada, os fios de sutura foram retirados e entdo submetidas ao processamento
histolégico automatizado que consistia nas fases de desidratacdo, diafanizagéo e
emblocamento. A seguir eram entdo efetuadas secgOes perpendiculares ao maior eixo da
sutura, em triplicatas, com micrétomo a 4 um de espessura e fixados em laminas para

serem coradas conforme a avaliagéo a ser feita, seguindo os itens a seguir.

3.6.3.1 Avaliagdo histométrica da porcentagem de colageno dos tipos | e ll|

Os cortes histologicos foram submetidos a coloragdo de Picrosirius-Red-F3BA
(JUNQUEIRA, COSSERMELLI & BRENTANI, 1978) e disponibilizada no apéndice 3. Eram
analisados por meio de microscépio 6ptico em aumento de 400 vezes, utilizando-se fonte de
luz polarizada. As imagens eram captadas por camera fotografica e transmitidas a um
monitor colorido e digitalizadas.

Realizou-se a andlise histométrica das imagens mediante o aplicativo Image Pro-
Plus verséo 4.5 para Windows para a identificagdo do tipo de colageno, baseado em cores.
As cores vermelho, amarelo e laranja correspondiam a colageno tipo |, enquanto que os
tons de verde correspondem ao colageno tipo 1| (figura 9). O resultado foi expresso em area

percentual de colageno tipo | e tipo Il em cada local do corte histoldgico.
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Para a obtencdo dos resultados, foram procedidas trés leituras de campos
diferentes em cada ldmina, as quais foram tabuladas e submetidas & validacado pela
aplicagado de critérios estatisticos. Se os valores das trés leituras nio apresentassem
diferenca significante (p>0,05), entdo era calculada a média entre as mesmas. Os valores
individuais das trés leituras para cada critério avaliado e a média de cada amostra estéo

disponibilizados na tabela 7.

3.6.3.2 Avaliagéao histopatologica da formacao de tecido de granulacéo

Os cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina (HE) de Harris foram
avaliados por trés patologistas independentes sendo considerada em cada leitura a
intensidade da reacgéo inflamatéria cicatricial mediante avaliagédo da formacdo de crosta
fibrinoleucocitaria pela observagdo de depositos de fibrina e células sanguineas na
superficie da ferida, proliferagdo angiofibroblastica, através da avaliagdo morfoldgica de
neovascularizag&o (angiogénese), da proliferacdo de fibroblastos e da reepitelizacido das
bordas dedicando-se especial atenco ao avango do epitélio em torno da ferida. A esses

achados foram atribuidos graus 0, 1 e 2 para a auséncia de reacéo, reagao em grau discreto

e moderado respectivamente (STEVENS & LOWE, 2002), conforme demonstrado na tabela

2. Para a obtencéo dos resultados, as leituras foram tabuladas e submetidas a validacao
pela aplicagao de critérios estatisticos sendo que se os valores das diferentes leituras néo
apresentassem diferenca significante (p>0,05) entdo esses resultados eram considerados
véalidos e era calculada a média das leituras daquele critério naquele grupo de ratos (tabela
4). Os valores individuais das trés leituras para cada critério avaliado e a média de cada

amostra estao disponibilizados na tabela 9.

TABELA 2 - CRITERIOS ADOTADOS PARA AS AVALIAGOES HISTOPATOLOGICAS DA FORMAGAO DE TECIDO DE
GRANULAGAO PELA COLORAGAO DE HEMATOXILINA E EOSINA CONFORME DESCRIGAO DE STEVENS

& LOWE (2002).
Critérios Graduacoes
i Ausente Discreta Moderada
Crosta fibrinoleucocitaria 0 1 2
Reepitelizacdo de bordas 0 1 2
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Proliferacéo angiofibroblastica | 0 I 1 2

3.6.3.3 Avaliagdo da densidade microvascular

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 4um de espessura
estendidos em laminas de vidro e submetidos aos anticorpos anti-CD34. A marcacéo dos
cortes histolégicos com anticorpo anti-CD34, permite a quantificagdo da densidade
microvascular cicatricial. O antigeno CD34 & uma proteina transmembrana encontrada na
superficie de células endoteliais, que atua na ligagao com receptores especificos de adesio
celular. O CD34 & expresso difusamente nos microvasos cicatriciais e seus niveis de
expressdo podem se correlacionar a qualidade do processo cicatricial (MOLGAARD,
SPURR & GREAVES, 1989).

Foi empregado o método da imunoperoxidase com o uso da técnica da
estreptavidina-biotina, com controles positivo e negativo, seguindo a especificacdo do
fabricante (Biotin anti-CD34 antibody clone QBEnd/10®, Dako Corporation Glostrub
Denmark) diluido a 1:350 (HSU, RAINE & FANGER, 1981). As reacbes foram consideradas
positivas, quando se detectou reacdo marrom, excluindo-se as provaveis areas de coloracédo
de fundo com padrdo de reacdo nuclear, sendo que qualquer célula endotelial ou grupo de
células endoteliais de coloragdo marrom, independentemente do tamanho, claramente
separada de outros elementos imunocorados, eram considerados um microvaso (figura 9). A
analise foi realizada por histometria computadorizada, conforme descrito no apéndice 5. Os
resultados foram expressados em densidade tecidual de miocrovasos em uma area de

7.578,94 11, como média de trés leituras em diferentes campos microscopicos.

3.6.3.4 Avaliagdo da densidade de miofibroblastos

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 3um de espessura
estendidos em laminas de vidro e submetidos aos anticorpos monoclonais anti-a-actina
muscular lisa para a identificacdo de miofibroblastos. Foi empregado o método da

imunoperoxidase (MCCAFFREY et al., 1997; LORENA et al., 2001), com o uso da técnica
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da estreptavidina-biotina, com controles positivo e negativo, seguindo a especificagio do
fabricante (Biotin anti-«SMA antibody clone PJC10%, Dako Corporation Glostrub Denmark)
diluido a 1:400. As reacdes foram consideradas positivas, quando se detectou reacéo
marrom, excluindo-se as provaveis areas de coloracio de fundo, com padrdo de reacéo
nuclear (figura 9). A andlise foi realizada por histometria computadorizada, conforme
descrito no apéndice 6. Os resultados foram expressados em densidade tecidual de

miofibroblastos em uma area de 7.812,26 uz, como média de trés leituras.

FIGURA 9 — PRANCHA DE LAMINAS ~

‘A" E "B". QUANTIFICACAO DE COLAGENO TIPO | E TIPO Il POR HISTOMETRIA COMPUTADORIZADA
PELO METODO DE COLORAGAO DE PICRO-SIRIUS. NO DETALHE ‘A" MICROSCOPIA OTICA E NO
DETALHE "B" APOS POLARIZAGAO SENDO AS CORES VERMELHO, AMARELO E LARANJA
CORRESPONDEM AQ COLAGENO TIPO I, ENQUANTO QUE OS TONS DE VERDE GCORRESPONDEM AO
COLAGENO TIPO Il

“C": AVALIAGAO DA DENSIDADE MICROVASCULAR CICATRICIAL PELO METODO DA IMUNOPEROXIDASE -
TECNICA DA ESTREPTAVIDINA-BIOTINA COM ANTICORPO MONOGLONAL ANTI-CD34. CONSIDERADAS
POSITIVAS, COMO UM MICROVASO A REACAO MARROM EM QUALQUER CELULA ENDOTELIAL OU
GRUPO DE CELULAS ENDOTELIAIS INDEPENDENTEMENTE DO TAMANHO, CLARAMENTE SEPARADA DE
OUTROS ELEMENTOS IMUNOCORADOS.

‘D _AVALIACAO DA DENSIDADE _TECIDUAL DE _MIOFIBROBLASTOS PELO METODO DA
IMUNOPEROXIDASE - TECNICA DA ESTREPTAVIDINA-BIOTINA COM ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-
a-ACTINA MUSCULAR LISA PARA A IDENTIFICAGAO DE MIOFIBROBLASTOS CONSIDERADAS POSITIVAS,
COMO UM MIOFIBROBLASTO A REAGAO MARROM EM QUALQUER CELULA.

REFERENCIA: AUTOR
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3.6.3.5 Dosagens de nitratos e nitritos

A dosagem de nitratos e nitritos foi feita em amostras de plasma obtido de sangue
coletado por pungéo cardiaca. Foram avaliadas quatro aliquotas de uma mesma amostra
(tetraplicatas) e empregou-se o reagente de Griess (sulfanilamida a 2%, N-1-naftil
etilenodiamina a 0,2% e acido ortofosforico) para a dosagens. A mistura amostra/reagente
de Griess foi incubada por cinco minutos a 37°C e seguida de leitura da densidade 6tica em
espectrofotémetro a 520nm (TATSCH et al., 2011).

Para validar as leituras oticas das repeticdes das mostras foi aplicado e teste estatistico
de ANOVA considerando o critério de que se o valor e p for >0,05, ndo havera diferencas
entre as mesmas e podera ser calculadas as médias entre as dosagens. Foi preparada
simultaneamente ao teste, uma curva de calibracdo com padrdo de nitritos nas
concentragdes de 40, 80, 120, 160 e 200 pumol/L. Apos a validacdo do método, as
densidades 6ticas medias foram Interpoladas por regresséo linear na curva de calibracdo e

assim obtidos os resultados em pumol/L, conforme descrigdo no apéndice 7.

3.6 AVALIACOES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e empregaram-se os
testes de ANOVA e T-Student com p < 0,05 para as comparages entre 0s grupos através

do software GraphPad InStat.
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4.1. DOSAGENS DE HIDROXIPROLINA TECIDUAL

Na tabela 5 (apéndices) pode-se verificar que nas duplicatas das absorbancias a
560nm n&o ocorreram diferencas significantes (p=0,9433), o que validou esses resultados
para a obteng@o das médias dessas dosagens (tabela 5). Na comparagao entre as médias

dos grupos arginina e controle obteve-se p=0,1355 (grafico 1 e tabela 6).

GRAFICO 1: COMPARAGAO ENTRA AS MEDIAS DAS DOSAGENS DE HIDROXIPROLINA TECIDUAL (pGIMG DE
TECIDO) ENTRE OS GRUPOS AVALIADOS
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Grupo Arginina Grupo Controle

Grupos Avaliados

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios
padrées das dosagens de hidroxiprolina nas amostras dos grupos tratados pela arginina e

controle (tabela 5), obteve-se o valor de p = 0,1353 considerado néo significante.

TABELA 6: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO A DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA
TECIDUAL (ug/mg):

Grupos Média + Desvio Padréo
Grupo Controle 0,0304+0,0073
Grupo Arginina 0,025+0,0081

p* 0,1353

Legenda: p= significancia estatistica
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4.2 AVALIACAO HISTOMETRICA DA PORCENTAGEM DE COLAGENO DOS TIPOS | E ||

Conforme demonstrado na tabela 7 (apéndices), as avaliagbes histométricas das
porcentagens de colageno do tipo |, nas amostras do grupo arginina, em 3 campos
microscopicos ndo apresentaram diferencas significantes (p=0,2462), assim como o grupo
controle (p=0,8604). Para colageno Ill, ndo houve diferenca no grupo arginina (p=0,6463) e
controle (p=0,7814), o que permitiu validar esses resultados e proceder as comparacées
entre as médias dos grupos. No grafico 2 e na tabela 8 estio demonstradas as
comparagées entre as médias dos grupos controle e arginina para colageno | com p=0,0064
com valores maiores para o grupo arginina e para esse grupo, valores menores para

colageno Il com p=0,0274.

GRAFICO 2: COMPARAGAO ENTRA AS MEDIAS DAS PORCENTAGENS DE COLAGENOS DOS TIPOS | E Il ENTRE 0S
GRUPOS AVALIADOS
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TABELA 8: COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS AVALIAGOES HISTOMETRICAS DE COLAGENO TIPO | E IIl NOS
GRUPOS CONTROLE E ARGININA

Grupos Porcentagens de Colagenos
Tipo | Tipo Il
Grupo Controle 63,21+8,10 36,67+13,93
Grupo Arginina 74,40+8,14 48,7147,76
# 0,0064 0,0274

Legenda: MX+DP = Média + desvio padréo; *p: significAncia estatistica;
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4.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA FORMACAO DE TECIDO DE GRANULACAO

Conforme demonstrado na tabela 9 (apéndices), as avaliacdes dos critérios

histopatolégicos da formagao de tecido de granulacio nas amostras do grupo arginina, em

trés leituras microscépicas, € no grupo controle, ndo apresentaram diferengas significantes

para a reepitelizacao de bordas (p=0,612) e proliferagéo angiofibroblastica (p=0,3811) e no

grupo arginina p>0,099 e p=0,8783 respectivamente, o que permitiu validar esses resultados

e proceder as comparagbes entre as médias dos grupos. No grafico 3 e na tabela 10 estdo

demonstradas as comparagbes entre as médias dos grupos controle e arginina para

reepitelizagao de bordas (p=0,074) e proliferagao angiofibroblastica com p=0,0007.

GRAFICO 3: COMPARAGf\E) ENTRA AS MEDIAS DAS GRADUAGOES DOS CRITERIOS DE FORMAGAO DE TECIDO DE
GRANULAGCAO ENTRE OS GRUPOS AVALIADOS
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TABELA 10: COMPARAQI\Q ENTRE AS MEDIAS DOS GRUPOS CONTROLE E ARGININA NA FORMAGAO DE TECIDO
DE GRANULACAO CONFORME 0S CRITERIOS DE FORMAGAO DE CROSTA FIBINOLEUCOCITARIA
REEPITELIZACAO DE BORDAS PROLIFERAGAQ ANGIOFIBROBLASTICA:

Crosta Fibrinoleucocitaria

Reepitelizagdo de bordas

Proliferagao angiofibroblastica

Grupo Controle | Grupo Arginina | Grupo Controle | Grupo Arginina | Grupo Controle Grupo Arginina
1 1 1,93+0,21 1,440,52 1,97+0,11 1,37+0,46
nao se aplica avaliacio estatistica p=0,0074 p=0,0007

Legenda: p: significincia estatistica;
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4.4. AVALIACAO DA DENSIDADE DE MICROVASCULAR CICATRICIAL

Conforme demonstrado na tabela 11 (apéndices), as avaliacdes histométricas em
trés campos microscopicos das densidades microvasculares cicatriciais, nas amostras do
grupo arginina apresentaram p=0,1618 e no grupo controle p=0,8929, o que permitiu validar
esses resultados e proceder as comparagées entre as médias dos grupos. No grafico 4 e na
tabela 12 estdo demonstradas as comparacdes entre as médias dos grupos controle e
arginina, para as avaliagdes histométricas das densidades microvasculares cicatriciais, com

p=0,0008 com valores maiores para o grupo arginina.

GRAFICO 4: COMPARAGAO ENTRA AS MEDIAS DAS DENSIDADES MICROVASCULARES ENTRE OS GRUPOS
AVALIADOS
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TABELA 12: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO A DENSIDADE MICROVASCULAR
CICATRICIAL

Grupos Média + Desvio Padréo
Grupo Controle 282,06+99,12
Grupo Arginina 446,33+81,59

p* 0,0008

Legenda: p= significancia estatistica
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4.5. AVALIACAO DA DENSIDADE TECIDUAL DE MIOFIBROBLASTOS

Conforme demonstrado na tabela 13 (apéndices), as leituras histométricas em trés
campos microscopicos das densidades teciduais de miofibroblastos, nas amostras do grupo
arginina apresentaram p=0,5517 e no grupo controle p=0,7768, o que permitiu validar esses
resultados e proceder as comparacées entre as médias dos grupos. No grafico 5 e na
tabela 14 estdo demonstradas as comparacdes entre as médias dos grupos controle e
arginina, para as avaliagdes histométricas das densidades teciduais de miofibroblastos, com

p=0,0511.

GRAFICO 5: COMPARAGAO ENTRA AS MEDIAS DAS DENSIDADES DE MIOFIBROBLASTOS ENTRE OS GRUPOS
AVALIADOS
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TABELA 12: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO A DENSIDADE MICROVASCULAR
CICATRICIAL

Grupos Média + Desvio Padrao
Grupo Controle 282,06+99,12
Grupo Arginina 446,33+81,59

p* 0,0008

Legenda: p= significancia estatistica
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4.6. DOSAGENS DE NITRATOS E NITRITOS

Conforme demonstrado na tabela 15 (apéndices), as dosagens de nitratos séricos
em quatro testes das mesmas amostras do grupo arginina apresentaram p=0,9941 e no
grupo controle p=0,9269, o que permitiu validar esses resultados e proceder as
comparagdes entre as médias dos grupos. No grafico 6 e na tabela 16 estdo demonstradas
as comparagbes entre as médias dos grupos controle e arginina, para as dosagens de

nitratos séricos, com p=0,9903.

GRAFICO 6: COMPARAGAO ENTRA AS MEDIAS DAS DOSAGENS DE NITRATOS E NITRITOS SERICOS ENTRE OS
GRUPOS AVALIADOS
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TABELA 16: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO AS DOSAGENS DE NITRATOS

SERICOS
Grupos Média + Desvio Padréo
Grupo Controle 1,35+0,23
Grupo Arginina 1,35+0,26
p* 0,9903

Legenda: p= significancia estatistica
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5. Discusséo

5.1 O MODELO EXPERIMENTAL

A escolha do rato para este estudo foi feita por ser animal de pequeno porte
adaptado ao ambiente laboratorial, aquisicdo acessivel e facil manejo em alojamento
multiplo e alimentag&o especifica para espécie, bem como ser possivel padronizagdo de
variaveis como raga, idade e sexo (HERMANN, WOODWARD & PULASKI, 1964; LAW &
ELLIS, 1990; JIBORN, AHONEN & ZEDERFELDT, 1980). No presente estudo foram
utilizados 20 ratos da linhagem Wistar, com idades entre 180 a 210 dias e pesos de 408 4 +
40,1 gramas, separados em dois grupos e conforme descrito no apéndice 1, ao serem
comparadas estatisticamente as médias e os desvios padrées entre os pesos dos grupos
controle e arginina verificou-se p = 0,2452 o que demonstra a homogeneidade de ambos os
grupos no inicio do experimento.

O experimento cirdrgico do presente estudo foi realizado em um Unico ciclo de
atividades por uma equipe treinada para o propésito, sendo os procedimentos executados
em condi¢des de esterilidade.

Com o objetivo de cumprir preceitos éticos no manejo e execugdo do presente
estudo em ratos, adotou-se o principio de que “experimentos que possam causar dor ou
anguUstia em animais desenvolver-se-30 sob sedagdo, analgesia ou anestesia adequadas”.
Desta forma, o procedimento anestésico foi executado em duas fases, sendo a primeira uma
sedagdo inalatéria com isoflurano para que os ratos fossem corretamente pesados em
balanga de precis@o e também para que ndo sofressem o estresse e a dor da inoculacéo
dos anestésicos, por possivel contengédo inadequada. Na segunda fase foram empregados o
cloridrato de cetamina associado ao cloridrato de xilasina. Essa associagdo cetamina-
xilasina, por via intramuscular ou intraperitoneal € uma das mais utilizadas em animais de
pequeno porte e mantém o animal em plano anestésico de 40 a 60 minutos, com
possibilidade de reforgo da dose, caso prolongue o tempo cirtrgico (SCHANAIDER &
SILVA, 2004).

Um fator importante para a indugdo adequada de um plano anestésico é a

pesagem correta de cada rato, para que recebam corretamente a proporgéo ao peso das
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drogas anestésicas, sendo indispensavel que o rato esteja pelo menos sedado para néo se
mobilizar durante a pesagem o que levaria a leitura errada do peso na balanca. No presente
estudo empregou-se balanga eletrénica e os ratos estavam sedados no momento da
pesagem. Conforme orientado pelo GUIDELINES ON ANESTHESIA AND ANALGESIA IN
LABORATORY ANIMALS, o procedimento anestésico foi considerado adequado para o
inicio do procedimento cirlirgico em média apés quatro minutos da inoculagdo dos
anestésicos.

Imediatamente antes do procedimento cirtrgico executava-se tricotomia,
degermagdo da area abdominal com A&lcool-iodado e colocagdo de campos cirlirgicos
esterilizados. A seguir era executada, por um Unico meédico-cirurgido, uma laparotomia
mediana de cerca de trés centimetros de extens&o e a sutura da ferida cirurgica em dois
planos (musculo-aponeurécito e pele), com pontos continuos utilizando fio Mononylon®
(Ethicon) 3.0. Para a escolha do fio de sutura, considerou-se a sua possivel interferéncia no
processo de cicatrizagéo ocasionando eventuais erros na analise dos resultados e optou-se
pelo uso de fio monofilamentar inabsorvivel o Mononylon® (Ethicon) 3.0, gue sabidamente
causa menor reacao tecidual com pouca reagdo inflamatéria pela presenca do corpo
estranho e, portanto, menor interferéncia no processo cicatricial (KORUDA & ROLANDELLI,
1990).

Apobs o fechamento, a ferida cirlirgica era limpa com solugo fisiologica esterilizada
e alcool-iodado. Para prevenir eventual dor pds-operatoria administravam-se dipirona por via
oral e solugao fisiologica para reidratar e eram mantidos sob aquecimento até a recuperacao
anestesica. No transcurso do presente estudo, ndo se observaram mortes dos ratos nem
infeccéo ou alteragées macroscopicas nos sitios cirlrgicos.

Ao término do estudo, executaram-se as coletas de sangue para obtencdo de
sangue total e como um procedimento terminal, pela puncdo cardiaca realizada sob
anestesia como anteriormente descrito e utilizando o cloridrato de cetamina na dose de

100mg/kg para assegurar o 6bito pos-exsanguinacgéo.
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5.2 A ARGININA

Gragas as descobertas em metabologia cirirgica, bioquimica e nutricdo, vive-se uma
nova época na qual se pretende interferir na biologia molecular, influindo na sintese de
substancias responsaveis pelo desenvolvimento dos fenémenos cicatriciais que respeitem o
principio de "interferéncia minima", isto &, causar o minimo de trauma quimico aos tecidos
danificados, para que o processo de cicatrizagéo seja levado a termo sem modificar o curso
natural (PENAFORTE et al., 2003).

E sabido que a cicatrizagdo de feridas e a angiogénese sdo prejudicadas pela
redugdo de ON dependente de éxido-nitrico sintase induzivel, que também interfere na
expressao de fatores de crescimentos (BELABED et al., 2006). Outro aspecto importante &
que o ON endotelial é capaz de ativar a mobilizacdo de derivados endoteliais de células
progenitoras da medula 6ssea para o leito da ferida. Estas células desempenham funcéo
importante no processo de neovascularizagdo (BONNEFQY et al, 1995).

Associando a importancia reconhecida do ON na cicatriacdo e na angiogénese de
feridas e os resultados de um modelo desafiante de estudo de cicatrizagdo em ratos Zucker
(diabéticos e obesos), com a evidéncia da melhora do processo cicatricial com o emprego
formula hiperproteica enriquecida com arginina além de prolina (RAYNAUD-SIMON et al,
2012), foi estruturado o projeto do presente estudo que visou comparar os processos
cicatriciais, na parede abdominal de ratos conforme parametros bioguimicos e
histopatologicos, em vigéncia de tratamentos, por via IP, com solucéo arginina e solucéo
tampéao fosfatos como controle.

A escolha da via de administragdo da arginina no presente estudo baseou-se no fato
de que quando L-arginina ¢ injetada por via intraperitoneal apresenta tendéncia de aumento
no teor de hidroxiprolina (CARTER et al., 1994) pois 0 ON desempenha um papel central na

regulagao da biossintese de colageno.
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Os efeitos do tratamento com arginina na ferida cirurgica, no presente estudo foram
avaliados bioquimicamente pela determinacdo do teor de hidroxiprolina tecidual que
representa a deposicdo total de colageno e histologicamente pela quantificacdo de
colagenos | e lll, avaliagido da formacao de tecido de granulagao, pela angiogénese e pela

densidade tecidual de miofibroblastos.

5.3 A HIDROXIPROLINA TECIDUAL.

A avaliagdo da quantidade de colageno total, indicado pela hidroxiprolina tecidual,
permite uma analise valiosa, porém parcial do processo cicatricial, pois devem ser também
considerados os diferentes tipos de coladgeno, cuja diferenca entre estes ocorre pela
composicdo quimica e pela forma de associacdo entre suas moléculas, interferindo na
resisténcia cicatricial. Concomitantemente a deposicio e maturagdo do colageno em uma
cicatriz, ocorre o ganho progressivo de forga ténsil até dois anos apos (DIETZ et al., 2005).

A primeira etapa na biossintese de hidroxiprolina é a hidroxilagédo da prolina pela
enzima prolil-hidroxilase, que demanda ferro, O,, acido ascérbico e a-ceto-glutarato para
sua ativagdo. A hidroprolina pode ser sintetizada a partir da L-arginina por duas vias
metabdlicas, a via da arginase e a via da ornitina-aminotransferase, as quais produzem a
maior quantidade tecidual de prolina. No presente estudo, contrapondo-se aos resultados de
Shukla e colaboradores (1999), ndo houve diferenca significante entre as meédias de
hidroxiprolina teciduais nos grupos arginina e controle, apesar de aumento numérico.

Os mecanismos da cicatrizacdo ocorrem em seqUéncia de trés fases, a fase
inflamatéria, a fase de proliferacdo ou de formagdo do tecido de granulacdo e a fase de
remodelagé@o ou de maturagdo. Os fibroblastos e as células endoteliais s3o as principais
células da fase proliferativa, as quais migram para a ferida, porém precisam ser ativados
para sair de seu estado de quiescéncia. Em seguida é liberado o TGF-B, que estimula os
fibroblastos a produzirem colageno e a transformarem-se em miofibroblastos, que
promovem a contracdo da ferida. No presente estudo ndo houve diferenca significante

quanto a densidade cicatricial de miofibroblastos (posteriormente discutido) em ambos os
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grupos o que permite inferir sobre a consequente similaridade de dosagem de hidroxiprolina

tecidual (CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007).

5.4 QUANTIFICACAO DE COLAGENOS | E Il

Nao apenas a taxa absoluta do colageno, representada pelo contetdo em
hidroxiprolina, mas também a forma de disposi¢ido de suas fibras sio responsaveis pela
resisténcia tecidual. Até o presente ja foram identificados 19 isoformas de colageno sendo
que o colageno tipo | predomina e constitui 80 a 90% e os restantes 10 a 20% sio do tipo 1l
(GIAQUINTO & MOTA, 2005).

O colageno tipo | é o mais frequente e predominante em ossos e tenddes é
considerado colageno maduro. O tipo Il é mais comumente encontrado em tecidos moles,
como vasos sanglineos, derme e fascia. Ja o tecido de granulacéo expressa 30 a 40 % de
colageno do tipo Ill, sendo considerado colageno imaturo. O colageno mais importante é do
tipo I, que é responsavel nZo apenas pela manutencao da integridade da maioria dos
tecidos em fungéo das suas propriedades mecanicas (RAMACHANDRAN & MITRA, 1976),
mas também por sua participagdo ativa na funcionalidade dos tecidos em funcdo de sua
interagdo com as células presentes na matriz extra-celular. Esta presente em todos os
vertebrados, e incluido na lista das maiores e mais complexas macromoléculas encontradas
no reino animal, juntamente com outras macromoléculas formam a matriz extra-celular. No
presente estudo, observou-se maior média na porcentagem de colageno tipo | no grupo de
ratos tratados pela arginina quando comparados ao grupo controle (p=0,0064).

O método empregado para a avaliagéo e diferenciagio de tipos de coldgeno, foi o da
polarizag&o com picrosirius que relata a porcentagem das fibras, classificadas em maduras
ou imaturas de acordo com a sua coloragéo e permite avaliagéo quantitativa de fibras
colagenas, sendo utilizado amplamente em estudos de cicatrizacdo de anastomoses
intestinais e outros tecidos (CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007).

Estudo da suplementacao nutricional com arginina em seres humanos demonstrou

melhora no processo cicatricial pelo aumento de hidroxiprolina e da resposta imunoldgica
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pela ativagdo blastogénica de linfécitos circulantes. Os autores consideraram a hipotese de
emprego da arginina na suplementagao nutricional para pacientes criticos (BARBUL et. al,
1890). Contudo ainda permanece controverso o seu uso indiscriminado e sem supervisao na
nutricdo esportiva, pois foi relatado caso de pancreatite secundaria a doses elevadas de
arginina por via oral (SAKA et al., 2004).

Estudos experimentais em ratos foram executados com os objetivos de verificar os
efeitos da arginina na cicatrizagdo pés-operatéria em intestinos e pele, em queimaduras, |,
incorporagéo de material sintético na parede abdominal, com diferentes doses e vias de
administragdo, como oral, subcutdnea e intraperitoneal (CORREA-NETO et al., 2009;
GUIMARAES et al., 2013 e SHUKLA et. al, 1999; CHEN et al., 1999: ARBOS et al., 20086).

Diferentemente dos demais estudos acima citados, os efeitos do uso de dieta
enriquecida com arginina durante a lactagédo, por ratas desnutridas durante a gestacao,
sobre o crescimento e cicatrizagdo da parede abdominal dos filhotes proporcionou
recuperagao ponderal, normalizagdo da forga ténsil da ferida cirlrgica e dos niveis de
concentragao total, bem como de maturagéo do colageno (ARANHA JUNIOR, 2013).

O tratamento com arginina, com a mesma dose utilizada no presente estudo,
administrada por via subcutanea demonstrou, no processo cicatricial de retalho cutaneo em
ratos indugéo de angiogénese e aumento da deposigio de colageno total (GUIMARAES et
al., 2013).

No presente estudo, verificou-se aumento significante (0,0064) da porcentagem de
colageno tipo I, no grupo tratado com arginina quando comparado ao grupo controle, o que
pode ser explicado quando se avaliam os resultados da quantificagdo da densidade
microvascular cicatricial a qual demonstrou aumento significante também no grupo tratado

pela arginina (0,0008).

5.5 FORMAGCAO DE TECIDO DE GRANULACAO

Conforme anteriormente citado, os mecanismos da cicatrizagdo ocorrem em

sequéncia de trés fases, a fase inflamatéria, a fase de proliferacdo ou de formacéao do tecido
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de granulagdo ao sétimo dia com maior estimulo angiogénico e sintese de colageno
seguindo-se a terceira fase, de remodelagéo cicatricial pela deposicao e maturacéo de
colageno e por consequéncia a maturacdo da cicatriz. O tecido de granulacdo que inclui
uma colecdo de elementos celulares, como os fibroblastos, células inflamatdrias e
componentes neovasculares e da matriz, como a fibronectina, as glicosaminoglicanas e o
colageno. A formagdo do tecido de granulagdo depende do fibroblasto, célula critica na
formacédo da matriz. Longe de ser apenas produtor de colageno, o fibroblasto produz
elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiologico (KONSTANTINIDIS et al., 2007, CAMPOS,
BORGES-BRANCO & GROTH, 2007).

O tecido de granulagdo no presente estudo foi avaliado por procedimento histoldgico
atraves do método da hematoxilina-eosina de Harris considerando a intensidade da reagao
inflamatéria cicatricial mediante avaliagdo da formacdo de crosta fibrinoleucocitaria pela
observagéo de depésitos de fibrina e células sanguineas na superficie da ferida, proliferagcdo
angiofibroblastica, através da avaliagdo morfolégica de neovascularizagao (angiogénese),
da proliferacdo de fibroblastos e da reepitelizacdo das bordas dedicando-se especial
atencao ao avango do epitélio em torno da ferida, sendo para cada critério atribuidos graus
0, 1 e 2 para a auséncia de reagéo, reagdo em grau discreto e moderado respectivamente
(STEVENS & LOWE, 2002).

Os achados do presente estudo podem ser explicados pelo fato de que a formacéo
do tecido de granulagdo tem inicio com infiltracdo de macrofagos que produzem e liberam
mediadores quimicos os quais intensificam a migragdo e ativacdo de fibroblastos, como os
resultados da avaliagdo da proliferacéo angiofibroblastica mais intensa no grupo tratado pela
arginina. Essas células s&o os principais componentes do tecido de granulacdo e apos a
influéncia dos fatores de crescimento s#o ativadas e migram das margens da ferida para o
seu centro, o0 que permite inferir sobre os efeito da arginina na melhor reepitelizacao das
bordas no presente estudo. Este processo é denominado de fibroplasia e para a sua

eficiéncia & necessaria a ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos sangiiineos,
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ou seja, & necessaria a neovascularizacio da regido (KNIGHTON, SILVER & HUNT, 1981:

BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

5.6 DENSIDADE MICROVASCULAR

No presente estudo o grupo tratado pela arginina demonstrou densidade
microvascular tecidual significativamente maior (p=0,0008) quantidade que o grupo controle.
Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que sdo reconhecidas duas vias de
degradagao direta da arginina. Uma delas mediada pela enzima arginase, que a transforma
em ornitina e uréia, enquanto que pela outra via a arginina é catalisada pela enzima éxido
nitrico-sintase e tem como produto o éxido nitrico. O ON & um potente ativador do “fator
vasodilatador associado ao endotélio vascular’ que € responsavel pela angiogénese
(FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

Pode-se citar também o fato de que o ON & uma molécula mensageira importante
que esta envolvida em diferentes respostas fisiologicas e patolégicas durante cicatrizagdo
de feridas (SCHWENTKER et al., 2002; CHILDRESS & STECHMILLER, 2002). Os efeitos
positivos do ON sobre a angiogénese tém sido extensamente estudados. A aplicacgdo topica
de ON acelera a proliferacéo endotelial e de imigragéo fibroblastica, contudo a aplicacao de
inibidor de ONs inibe a angiogénese (CHILDRESS & STECHMILLER, 2002). Além disso, a
delecdo genética da ONs prejudica tanto a angiogénese quanto a cicatrizacéo de feridas, e
estimula o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (MORBIDELLI et al., 1996).

O uso do anti-CD34 no presente estudo, com a finalidade de quantificar a
angiogénese cicatricial foi devido & forte marcacéo laboratorial, pela facilidade do uso e por
ser considerado um otimo marcador de endotélio vascular, que sobrepuja os demais
marcadores CD31 e o fator VIIl. E um antigeno encontrado na superficie de células
endoteliais, especialmente durante a angiogénese cuja expressao pode ser observada tanto

em tecido normal quanto neoplasico (KUZU et al., 1992).
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5.7 DENSIDADE DE MIOFIBROBLASTOS

No presente estudo, as densidades teciduais de miofibroblastos nao diferiram entre o
grupo tratado com arginina e o grupo controle (p=0,0511) apesar de ter ocorrido diferenca
numerica. O método utilizado no presente estudo para a quantificacao de miofibroblastos,
por meio de imunoistoquimica, utilizando-se o anticorpo anti-a-actina muscular lisa (actina a-
sm) & amplamente empregado para essa finalidade pois estudos comprovam a importancia
dos miofibroblastos no processo cicatricial e demonstram que existe relacdo direta entre o
nivel de actina a-sm e a capacidade contratil dos miofibroblastos (CAMPOS, BORGES-
BRANCO & GROTH, 2007). Estudo com a utilizacdo de arginina para avaliar a cicatrizagéo
colonica em ratos e empregando a mesma forma imunoistoquimica de avaliacdo, nao
demonstrou vantagens com o uso da arginina em relagdo a proliferacdo cicatricial de
miofibroblastos (CORREA-NETO et al., 2009). Outro estudo experimental em ratos que
investigou a densidade de miofibroblastos na cicatrizagao de feridas pelo mesmo método
ora empregado concluiu que o metronidazol, aplicado de forma topica nas feridas com
cicatrizagdo por segunda intengdo, nao interfere na contragdo da ferida e atrasa o
aparecimento dos miofibroblastos (TRINDADE et al., 201 0).

A importancia dos miofibroblastos no processo cicatricial decorre também pelo fato
de que o processo de contra¢do da ferida alcanca a sua eficiéncia maxima durante a fixagao
dos fibroblastos e seu amadurecimento fenotipico para celulas produtoras de colageno. Isto
¢ devido @ mudanca de fenétipo dos fibroblastos das margens da ferida para miofibroblastos
que sdo celulas intermediarias entre musculares lisas e fibroblastos. Apesar de seu
mecanismo contratil estar ainda por ser esclarecido, estas células sdo encontradas
alinhadas ao redor de depdsitos da nova matriz extracelular, fazendo unides célula a célula
e gerando forca de tensdo. Auxilia também no processo de contragédo da ferida o
ressecamento da sua crosta superficial que durante a desidratacdo diminui de tamanho e
arrasta o tecido a ela aderido (CORNELISSEN et al., 2000).

Destacam-se neste processo o efeito estimulatorio das trés isoformas TGF-Bs como

potentes estimuladores da expressido de proteinas da matriz extracelular além das
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integrinas. Além dos efeitos sobre a proliferagio de fibroblastos, da sua acao sobre os
queratinocitos e a deposigéo de matriz extracelular, participam também da diferenciacéo de

miofibroblastos e do processo de angiogénese (ROBERTS, 1996).

5.8 DOSAGENS DE NITRATOS E NITRITOS

O oxido nitrico € um radical livre de meia vida curta formado a partir do terminal
guanidino da arginina. Este terminal guanidino aceita cinco elétrons em um processo de
oxidagdo molecular exigindo oxigénio, resultando na formagdo de ON e citrulina (RIZK,
WITTE & BARBUL, 2004).

O oxido nitrico € um metabélito que atravessa as membranas celulares com extrema
facilidade, o que faz dele um mensageiro intra e intercelular. Tem uma vida curta (cercade 3
a 9 segundos) e precisa ser produzido em grande quantidade ou por longo periodo de
tempo para promover efeitos bioldgicos duradouros (NEILY et al., 1994). Devido a esse
curto tempo de vida, a sua dosagem direta é impraticavel. Considerando que a sua
metabolizag&o gera nitratos e nitritos, os quais sdo estaveis e permitem suas dosagens em
fluidos biologicos, como liquido cefaloraquidiano, urina, fluidos cicatriciais e plasma essas
determinagbes sdo consideradas indicadores do metabolismo da arginina. No entanto, tais
medidas ndo representam a formagéo equimolar de ON, pois ocorre também formacéo néo
enzimatica (RIZK, WITTE & BARBUL, 2004).

No presente estudo as dosagens de nitratos e nitritos séricos nos grupos tratados
com arginina e controle ndo demonstraram diferengas significantes  (p=0,9903).
Independente da espécie o mecanismo de acdo toxicologica do nitrito & semelhante. O
nitrito oxida o Fe®* da hemoglobina a Fe® transformando—a em metahemoglobina. A
metahemoglobina n&o possui capacidade de transportar o O, causando anoxia tissular. H4
relatos de morte dos animais com 80-90% da hemoglobina oxidada (GONZALEZ, 2006).
Empregou-se a dosagem de nitratos e nitritos para avaliar se a dose administrada de
arginina poderia alterar o nivel sérico de nitratos e nitritos sendo, portanto um indicador de

possivel efeito toxico se evidenciasse nivel maior que o grupo controle.
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5.9 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo contribui com algumas questées importantes e promissoras com
relagdo a cicatrizagdo e o uso da arginina. O processo cicatricial de qualquer tecido é uma
perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que envolve, de forma
harmoniosa, fendmenos bioquimicos e fisioldgicos, a fim de garantir a reconstituicao
histologica e a restauracao fisiolégica do tecido lesionado.

A concepgdo deste estudo partiu da possibilidade de que o éxido nitrico, um
catabdlito da arginina com efeito angiogénico, pudesse melhorar a capacidade de sintese,
deposicdo e maturagdo de coldgeno, com consequente melhora da cicatrizagao.
Observaram-se resultados promissores em relagdo a melhora da densidade microvascular
tecidual, maturagéo de colageno e do tecido de granulagéo, com perspectivas para futuros
estudos em organismos com comprometimento cicatricial como aqueles em uso crénico de
corticoterapia, imunossupressao pos-transplante, idosos e comprometimento vascular entre
outros.

Atualmente a administragao oral de arginina tem sido relacionada com a melhora do
desempenho fisico por provavel diminuicdo da fadiga muscular, decorrente do efeito
vasodilatador do éxido nitrico sobre os musculos esqueléticos. Também se busca formas
terapéuticas que possam acelerar a angiogénese durante o reparo tecidual ou inibir esse
processo nas mais variadas condigées neoplasica (FOX, GASPARINI & HARRIS, 2001). A
administragdo oral de arginina associada a programas de treinamentos com pesos
potencializam os estimulos do exercicio na musculatura esquelética, proporcionando o

aumento de forca e de massa muscular.
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Na avaliag&o cicatricial da parede abdominal de ratos Wistar sob tratamento com arginina:

e N&o ocorreu aumento na deposi¢do de colageno total indicado pela dosagem de
hidroxiprolina tecidual;

* Verificou-se melhora na maturagio de colagenos tipos | e Il avaliada por histometria
computadorizada;

e Observou-se melhora na formacéo do tecido de granulacéo cicatricial avaliada por
histopatologia, com melhores indices de reepitelizacdo de bordas e proliferacéo
angiofibroblastica;

e Verificou-se aumento da densidade cicatricial microvascular endotelial, avaliada
através do marcador anti-CD34;

* Nao ocorreu aumento na densidade cicatricial de miofibroblastos, verificada através

do marcador anti-actina alfa.
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ANEXO 1

PARECER DA COMISSAO DE ETICA EM PESQUISAS EM ANIMAIS DE LABORATORIO

A
“— HOSPITAL E MATERNIDADE ANGELINA CARON
Cormissao de Etica em Pesquisa em Animais

Campina Grande do Sul, 21 de junho de 2011
Protocolo 012/11

De Comisséo de Etica em Pesquisa em Animais
Para Dr. Filipe Carlos Caron

Assunto Parecer (referéncia projeto)

1. Titulo do projeto

Efeitos da arginina na angiogénese e cicatrizagéo de feridas cirGrgicas na musculatura abdominal de

ratos Wistar
. Relator
Dr.Carlos José Franco de Souza

. Animais a serem utilizados

20 ratos (Raitus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar

- Avaliagéo dos procedimento (s) previsto (s) :

Procedimento(s)

Avaliagdo / sugestéo(s)

Condigées gerais do experimento

Satisfataria

Concepgdo ética do estudo

Satisfatoria

Anestesia: Executada em duas etapas. a primeira, pré-anestesia
inalatoria com Isoflurano (Isothane-Baxter®). A segunda, a anestesia
propriamente dita, com a asscciagdic xilazina {Calmium-Agner
Unido®) 10 mg/Kg, associado a Ketamina (Ketamin- Cristalia®) 100

mg/Kg por via intramuscular, nas panturrilhas.

Satisfatoria

Procedimentos cirGrygicos: Apés a indugdo anestésica os ratos
serdo submetidos a tricotomia ampla do abdémen e serio fixados
em declbito dorsal, degermados com alcool-iodado e colocados
campos cirlirgicos fenestrados esterilizados.

Procedida incisdo abdominal mediana de cerca de cinco centimetros
de extensdo com fechamento por sutura continua com fio Vyeril® 3.0,

Ethicon, em dois plancs: masculo-aponeurdtico e cutaneo.

Satisfatério

Analgesia e Antibioticoterapia: Apés as cirurgias receberdo 25 mg
de dipirona e 100 mg de ceftriaxona (Triaxin-Eurofarma®) por via
intramuscular.

Satisfatério

Tratamentos: sclugdo de Arginina por via intraperioneal na dose de
300mg/kgidia com agulhas ndo traumaticas e os ratos sob sedagéo

por inalagdo de halotano (Tanohalo-Cristalia®) em circuito fechado.

Satisfatoério

Morte dos ratos e coleta de amostras: Ao sétime dia do
procedimento cirlrgico os animais serdo submetidos a inalacdo com
halotano (Tanohalo~Cristélia®) para posterior pun¢do intracardiaca e
exanguinagdo. Apds a evidéncia da morte dos ratos era procedida a

ressecgdo da parede abdominal contendo a ferida cirtrgica.

Satisfatério

Pégina 1 de 2
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AREY
i HOSPITAL E MATERNIDADE ANGELINA CARON
Comisséo de Etica em Pesquisa em Animais

TBiosseguranga: Serdo respeitadas as normas de Biosseguranca
previstas para a manipulagdo de animais de laboratério. As carcacas
serdo removidas para o expurgo hospitalar e transportacdas para o

aterro sanitario de Curitiba.

Satisfatorio

Sugerimes  envelver cada
carcaga em sacos plasticos
de lixo hospitalar e fecha-los

de maneira hermética.

O autor se compromete a envolver neste experimento somente
profissionals com experiéncia comprovada nesta metodologia e

cumprir com rigor as normas de manejo ético dos animais.

Satisfatorio

Parecer Final :

Todos os procedimentos analisados pela Comissée de Etica em Pesquisa foram considerados satisfatdrios,

sendo este protocolo autorizado para sua execuc¢do nas dependéncias do centro de experimentacdo animal

deste hospital.

@M Jara

Dr.Carlos José Franco de Souza
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APENDICE 1

ORGANIZAGAO DOS GRUPOS, PESAGENS E ANESTESIA DOS RATOS

TABELA 3: ORGANIZAGAO DOS GRUPOS DE ESTUDO E AVALIAGAO ESTATISTICA DAS MEDIAS DE PESOS

Grupos Ratos Pesos (g) MX+DP p*
1 3771
2 478,3
3 442 4
4 430,7
5 454 4
Controle 6 416.6 419,04+43,96
7 414.4
8 368,5
9 448,9
10 490,2
11 3941 0.24%2
12 4287
13 396,6
14 394,7
i 15 384,56
Arginina 16 402.3 397,73+34,85
17 376,8
18 354,7
19 3472
20 366,6

Legenda: MX+DP = Média + desvio padrao

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios

padroes entre as pesagens dos grupos controle e arginina (tabela 3) obteve-se o valor de p

= 10,2452, considerado n&o significante.

TABELA 4: CALCULO DAS DOSES DOS ANESTESICOS

Grupo Controle Grupo Arginina

Dose de Dose de Dose de Dose de

Ratos Peso Ketamina | Xilasina Ratos Peso Ketamina | Xilasina
(mi) (ml) (mi) (ml)
1 3771 0,75 0,19 11 394 1 0,79 0,20
2 3472 0,69 0,17 12 428,7 0,86 0,21
3 442 .4 0,88 0,22 13 396,6 0,79 0,20
4 430,7 0,86 0,22 14 394,7 0,79 0,20
5 4544 0,91 0,23 15 384,5 0,77 0,19
6 416,6 0,83 0,21 16 402,3 0,80 0,20
7 4144 0,83 0,21 17 376,8 0,75 0,19
8 368,5 0,74 0,18 18 3547 0,71 0,18
9 448,9 0,90 0,22 19 478,3 0,96 0,24
10 490,2 0,98 0,25 20 366,6 0,73 0,18
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APENDICE 2

DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA TECIDUAL (ng/mg)

1. SOLUCOES E REATIVOS

Solugao de Fenolftaleina

Solucdo 12N de Hidréxido de

Potassio

Solugdo 10N de Hidroxido de

Potassio

Solugdo 1N de Hidroxido de

Potassio

Solugdo 0,1N de Hidroxido de

Potassio

Solugao 0,05N de Hidroxido de

Potassio

Solugdo 0,05N de Acido

Cloridrico

Solugcéo 0,2M de Cloramina

Solucao 3,6M de Tiossulfato de
Sadio

Solugao Tampao Borato pH 8,7

1

Pesar 1 g, solubilizar em etanol, completar o volume para

100ml com etanol

Pesar 168,79, solubilizar em agua deionizada, completar o

volume para 250m| com agua

Pesar 140,25g, solubilizar em agua deionizada, completar o

volume para 250ml com agua

Pesar 14,029 solubilizar em agua deionizada, completar o

volume para 250ml com agua

Pesar 1,402g solubilizar em agua deionizada

Completar o volume para 250ml com agua

Pesar 0,701g solubilizar em agua deionizada

Completar o volume para 250ml com agua

Pipetar 0,76ml de solubilizar em agua deionizada
Completar o volume para 250ml com agua

Pesar 1,41g solubilizar Eter monometilico do etilenoglicol

Completar o volume para 25ml com Eter monometilico do

etilenoglicol

Pesar 89,3g solubilizar em agua deionizada
Completar o volume para 100ml com agua
Pesar 61,84g de acido bérico

Pesar 225g de Cloreto de Potassio

Solubilizar em agua deionizada

Ajustar a pH8,7 com solugéo de KOH 10N e 1N

Completar o volume para 800m| com agua
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Solugdo Padréo de -

Hidroxiprolina

Reativo de Ehrlich -

2. EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos

Agitador magnético com magneto de 7 cm

Balanca Analitica

Becker

Becker

Erlenmeyer

Erlenmeyer

Espectrofotometro

Pipeta automatica 1.000pl
Pipetas de 10ml 1/100 - sorolégica
Pipetas de 2ml 1/100 — sorolégica
Pipetas de 5ml 1/100 - sorolégica
Ponteiras de 1.000ul

Pré-pipetas

Proveta 100m|

Proveta 500m|

Proveta 50ml

Pesar 36mg

Solubilizar em agua

Completar o volume para 100ml com agua
Aliquotar em frascos esterilizados

Pesar 15g p-dimetilaminobenzaldeido

Preparar uma solugao de N-propanol em acido perclérico

(2:1 viv) gsp 100ml

Solubilizar o p-dimetilaminobenzaldeido na solugéo acima

descrita. Reativo instavel deve ser preparado

imediatamente antes do uso.

- Phoenix — AT 56

- Phoenix

- Mettler

- 500ml — Pyrex
- 250ml - Pyrex
- 250ml - Pyrex
- 900ml — Pyrex

- Espectromatic 710 Siel
- Gilson

- Pyrex

- Pyrex

- Pyrex

- Gilson

- Biomatic

- Pyrex

- Pyrex

- Pyrex
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Tubos de ensaio com tampa de rosca - 20x200mm Pyrex 9825
pH-metro - Mettler

Banho-Maria fervente - Fanen

3. METODO

3.1. Preparacao das amostras

Apos a ressecgdo, cada segmento de tecido muscular cicatricial a ser avaliado na
dosagem de hidroxiprolina foi pesado e colocado em tubos de tampa de rosca e
congelado a -80°C até a oportunidade da dosagem.

3.2. Dosagem

Preparar os tubos de ensaio com tampa de rosca, com graduacao marcada de 15ml
para as solugdes branca, padrdo e amostras.

Pesar as amostras em balanca eletrénica Mettler® e colocar nos tubos de ensaio
identificados.

Preparar 3 controles positivos com 1ml de solugédo padrdo de Hidroxiprolina e os
controles negativos com 1ml de agua deionizada.

Pipetar, em capela com exaustdo, 2ml de HCI concentrado em cada tubo.

Fechar os tubos e leva-los a hidrélise acida a 90°C durante 20 horas.

Neutralizar pela adigdo de 1 gota de solucdo de fenolftaleina e ajustar o pH entre
8,2 a 9,8 pela adig&o de solugdo de KOH 0,1N e completar com agua destilada até a
marca de 15ml.

Transferir aliquotas de 3ml dos hidrolizados neutralizados para outros tubos com
tampas de rosca e saturar com KCI.

Em seguida acrescentar a alanina, induzir o processo de oxidagdo pela cloramina T
por 30 minutos e interromper com tiossulfato de soédio.

Cumprir a etapa da oxidagéo, realizar novo aquecimento das amostras para a
formagdo do pirrol o qual serda extraido por 2ml de tolueno em cada tubo e
finalmente a reagcdo formadora de cor pela adi¢ao do reativo de Ehrlich.

Medir a absorbancia das solugées em espectrofotémetro

A partir das leituras das absorbancias de cada amostra proceder ao calculo final da
quantidade de hidroxiprolina presente na amostra tecidual em microgramas (ug) por

miligrama de tecido.
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4. CALCULOS

- F1: Hidroxiprolina (mg)/ml = Ax x 0,036

Ap

Sendo:

Ax: absorbancia do cromégeno da amostra tecidual
Ap: absorbancia do cromégeno da solugio padrdo de trabalho de hidroxiprolina
0,036: constante referente & concentragéo da solugao padréo de trabalho de hidroxiprolina de 36g/m|

- F2: Total de Tecido/m|

- F3: ng de hidroxiprolina/mg de tecido

= peso em gramas da amostra
2ml (diluigao inicial)

=mg de hidroxiprolina/m|
mg de tecido/ml

TABELA 5: RESULTADOS SEQUENCIAIS DAS DUPLICATAS (TESTE 1 E TESTE 2) E DAS MEDIAS DAS DOSAGENS DE
HIDROXIPROLINA EM puG/MG DE TECIDO

Absorbancia (1)

Peso Média Fi F2 F3 %
Grupos @ Tome fGO”?estez TIT2 | mg/ml | tecido/ml | upgimg | MXEPP | p
0,827 | 0,330 0,360 | 0,345 | 0,0114 0,4135 0,0276
0,557 | 0,260 0,250 0,255 | 0,0084 0,2785 0,0302
0,749 | 0,350 0,360 | 0,355 | 0,0117 0,3745 0,0313
0,544 | 0,240 0,220 0,23 | 0,0076 0,2720 0,0279
W 0,687 | 0,380 0,380 0,38 | 0,0126 0,3435 0,0365 | 0,0304+
0,813 | 0,345 0,330 0,337 | 0,0111 0,4065 0,0274 0,0073
0,481 0,288 0,290 0,289 | 0,0095 0,2405 0,0397
0,753 | 0,422 0410 | 0,416 | 0,0137 0,3765 0,0365
0,960 | 0,214 0,180 | 0,197 | 0,0065 0,4800 0,0136
0,862 | 0,425 0,450 | 0,437 | 0,0144 0,4310 0,0335 —
1,035 | 0,296 0,280 | 0,288 | 0,0095 0,5175 0,0184 '
1,084 | 0,321 0,330 | 0,325 | 0,0108 0,5420 0,0198
1,126 | 0,420 0,390 0,405 | 0,0134 0,5630 0,0238
0,980 | 0,332 0,350 | 0,341 | 0,0113 0,4900 0,0230
P 0,765 | 0,441 0,440 | 0,440 | 0,0145 0,3825 0,0380 0,025+
1,042 | 0,338 0,360 0,349 | 0,0115 0,5210 0,0221 0,0081
0,578 | 0,344 0,340 | 0,342 | 0,0113 0,2890 0,0391
1,221 0,255 0,250 | 0,252 | 0,0083 0,6105 0,0137
0,720 | 0,310 0,310 0,310 | 0,0102 0,3600 0,0284
0,743 | 0,270 0,270 | 0,270 | 0,0089 0,3715 0,0240

Validacéo dos
resultados

*»=0,9433

Legenda: T1 e T2: duplicatas dos testes; F1 formulal; F2 férmula 2 e F3 formula 3; *p: significancia estatistica:

MX£DP = Média + desvio padrao

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo metodo T-Student, as médias e os desvios

padrées entre as absorbancias das dosagens de hidroxiprolina (tabela 5) dos grupos

controle e arginina obteve-se o valor de p = 0,9433, considerado nio significante.

TABELA 6: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO A DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA

TECIDUAL {ng/mg):

Grupos Média + Desvio Padréo
Grupo Controle 0,0304+0,0073
Grupo Arginina 0,025+0,0081

* 0,1353

Legenda: p= significAncia estatistica
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Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios
padrées das dosagens de hidroxiprolina nas amostras dos grupos tratados pela arginina e
controle (tabela 5), obteve-se o valor de p = 0,1353 considerado n&o significante.
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APENDICE 3

AVALIAGAO HISTOMETRICA DA PORCENTAGEM DE COLAGENO DOS TIPOS | E III

10.

11.

Com as laminas coradas pelo método de Picro-Sirius, focaliza-las no microscépio,
escolhendo-se trés diferentes campos para cada leitura nas regides direita, central e
esquerda da lamina.

Ajustar o aparelho no icone Calibration, com objetiva regulada para uma dimensao 20
vezes maior.

Selecionar o icone menu Acquire e submenu video-digital Capture, acionando o modo
Preview para capturar a imagem mais adequada e em seguida, clicar em Snap, em cujo
arquivo as imagens s&o congeladas devidamente.

Calibrar o sistema orientando-se pela densidade ética dos pontos de resolucdo (pixels)
que formam as imagens, escolhendo-se o valor limite de melhor resolugdo (threshold).
Identificar cada imagem clicando no menu File, submenu Save As (salvar como),
identificando-se cada animal e respectivo campo em arquivo especifico para os registros
do estudo.

Selecionar a cor vermelha e com o ‘conta-gotas”, clicar nas areas do colageno até o
instante que se obteve, no pequeno quadrado da tela, a imagem em cor magenta
uniforme.

Em seguida, clicar em New e na cor branca. Repetindo-se o processo citado
anteriormente, selecionaram-se as cores rosa claro homogéneo, excluindo-se os vasos
e clicar em Close.

Clicar no menu Measure, Select Measurements, selecionar a area e Density (mean) e
depois no botdo OK. Novo clique em Count, View, Measurements Data, Statistics e
utilizando-se o File, DDE to Excel, transportaram-se os dados para o Excel, a fim de se
proceder a analise estatistica.

Utilizar o aplicativo Image-Pro Plus e analisar as porcentagens de colageno maduro (tipo
) e do imaturo (tipo Ill). As fibras colagenas mais espessas e fortemente birrefringentes
tingiram-se com alaranjado e vermelho (tipo ), e as fibras mais finas e fracamente
birrefringentes com amarelo e verde (tipo 1I).

Calcular a média das porcentagens em cada ldamina, e o valor do colageno total
correspondente a soma das areas vermelhas e verdes.

Em seguida, clicar em Count and Measure Objets, Count Size e no Select Colors.
Utilizando o icone conta-gotas, color inicialmente com pincel 3X3 e depois com 1X1,
recorrendo-se a coloracdo azul, os locais em que se observou coloragéo alaranjada e

vermelha.
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12. A seguir, selecionar New, Class 2 e color em magenta o local que apresentava tanto a
cor amarela, quanto a cor verde.

13. Os numeros representativos da area (em micra) e da porcentagem de colageno tipo | e
do tipo Il deverdo ser transferidos ao Excel para analise estatistica.

14. Para a obtencdo dos resultados, as leituras histométricas dos trés campos
microscopicos serdo comparadas estatisticamente pelo método de ANOVA para
validagéo, e se for obtido p>0,05 sera calculada a média aritmética de cada amostra e a
media do grupo com desvio padrao.

TABELA 7: RESULTADOS DA AVALIAGAO HISTOMETRICA DA PORCENTAGEM DE COLAGENO DOS TIPOS | E Il EM
TRES DIFERENTES CAMPOS NAS AMOSTRAS DOS GRUPOS TRATADOS PELA ARGININA E CONTROLE

Grupos Colageno | Colageno Il
Campo 1 | Campo 2 Campo 3 Média Campo1 | Campo2 | Campo 3 Média
76,46 67,79 50,52 64,92 23,54 32,21 49,48 52,61
78,57 73,16 77,97 76,57 21,43 26,84 22,03 35,15
73,35 54,99 63,87 64,07 26,65 45,01 36,13 53,90
74,86 74,28 71,97 73,70 25,14 2592 26,30 38,58
APl 84,22 91,81 50,36 75,46 15,78 8,19 24,54 24,25
61,93 75,65 72,82 70,13 38,07 24,35 29,87 46,14
93,96 99,29 87,80 93,69 6,04 0,71 6,31 6,53
78,37 76,78 73,86 76,34 21,68 23,22 23,66 34,26
74,23 78,51 71,62 74,79 25,77 21,49 25,21 36,24
78,29 69,32 75,47 74,36 21,71 30,68 25,64 39,02
MX£DP Validagio p=0,2462 7;:'1"% Validagio p=0,6463 3163;%7;
Grupos Colageno | Colageno Il|
Campo1 | Campo2 | Campo 3 Média Campo1 | Campo2 | Campo 3 Média
63,20 59,63 50,52 57,78 36,80 40,37 49,48 63,32
56,23 61,02 54,18 57,14 43,77 38,98 45,82 64,29
45,69 49,32 46,32 47 11 54,31 50,68 53,68 79,34
65,32 63,21 62,17 63,57 34,68 36,79 37,83 54,65
Controle 74,12 72,13 75,65 73,97 25,88 27,87 24,35 39,05
63,20 66,32 69,32 66,28 36,80 33,68 30,68 50,58
58,94 61,24 56,74 58,97 41,06 38,76 43,26 61,54
66,21 69,45 65,14 66,93 33,79 30,55 34,86 49,60
74,60 71,23 71,62 72,48 25,40 28,77 28,38 41,28
63,87 69,32 70,36 67,85 36,13 30,68 29,64 48,23
MX+DP Validagdo p=0,8604 % Validacédo p=0,7814 %2—

Legenda: MX+DP = Média + desvio padréo; *p: significancia estatistica;

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padrées entre as leituras das porcentagem de colageno intestinal dos tipos | e Ill, nos trés
campos microscopicos de cada amostra dos grupos tratados pela arginina e controle (tabela

6) obteve-se valores considerados nao significantes.
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TABELA 8: COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS AVALIAGOES HISTOMETRICAS DE COLAGENO TIPO | EllINOS

GRUPOS CONTROLE E ARGININA

Grupos Porcentagens de Colagenos
Tipo | Tipo |l
Grupo Controle 63,21+8,10 36,67+13,93
Grupo Arginina 74,40+8,14 48,71+£7,76
i 0,0064 0,0274

Legenda: MX£DP = Média * desvio padréo; *p: significancia estatistica;

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios
padrées entre as porcentagens de colagenos tipos | e Ill (tabela 8) dos grupos controle e

arginina obteve-se os valores de p =0,0064 e p = 0,0274 respectivamente, considerados

significantes.
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APENDICE 4

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA FORMACAO DE TECIDO DE GRANULACAO

TABELA 9: RESULTADOS DAS LEITURAS HISTOPATOL
DE TECIDO DE GRANULAGAO

OGICAS, EM TRIPLICATAS, DA AVALIACAO DA FORMAGAOQ

Crosta

Reepitelizagio de

Proliferagéo

Grupos Fibrinoleucocitaria MX hordas MX angiofibroblastica MX
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Grupo 1 1 1 1 2 1 1 1,33 2 2 2 2
Controle | 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 1 1,67
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
“g’;* néo seeasﬁggzti\;aliacéo % Validacéo p=0,612 ;2? Validagao p=0,3811 ;f:
Crosta Reepitelizagio de Proliferagéo
Ratos Fibrinoleucocitaria MX bordas MX angiofibroblastica MX
L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 E3
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Grupo 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Arginina | 4 1 1 1 2 2 2 2 2 1 1 1,33
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 2 1,33
1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1,0
‘\gﬁi nao seea;rigtci;;\;alia@éo ﬁ Validagédo p>0,099 01,;342 Validagéo p=0,8783 (1):2;

Legenda: MX+DP = Média + desvio padrao:; L1, L2, L3=tri
estatistica

plicatas das leituras microscépicas executadas; p= significancia

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios

padrbes entre os escores, conforme os critérios adotados nas trés leituras microscépicas

das amostras dos grupos tratados pela arginina e controle (tabela 9), obteve-se valores

considerados néo significantes.
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TABELA 10: COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DOS GR
DE GRANULACAO CONFORME OS CRITERI
REEPITELIZAGAO DE BORDAS PROLIFERA

UPOS CONTROLE E ARGININA NA FORMAGCAOQ DE TECIDO
OS DE FORMAGAO DE CROSTA FIBINOLEUCOCITARIA
CAO ANGIOFIBROBLASTICA:

Crosta Fibrinoleucocitaria

Reepitelizagio de bordas

Proliferagdo angiofibroblastica

Grupo Controle

Grupo Arginina

Grupo Controle

Grupo Arginina

Grupo Controle

Grupo Arginina

1

1

1,93+0,21

1,440,562

1.87+0,11

1,37+0,46

nao se aplica avaliagao estatistica

p=0,0074

p=0,0007

Legenda: p: significancia estatistica:

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios

padroes entre os escores médios de leituras dos critérios de avaliagdo de tecido de

granulagéo (tabela 10) dos grupos controle e arginina obteve-se os valores de p =0,0074 e

p = 0,0007, considerados significantes para a reepitelizacdo de bordas e proliferacéo
angiofibroblastica respectivamente.
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A a
teci

APENDICE 5

AVALIAGAO DA DENSIDADE MICROVASCULAR

valiagdo imunoistoquimica e histométrica da densidade microvascular em amostras de

do cicatricial foi realizada de acordo com a metodologia padronizada no Laboratério de

Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Empregou-se o

metodo da Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, com anticorpos comerciais (Biotin anti-CD34

anti

body clone PC10°, Dako Corporation Glostrub Denmark) diluido a 1:100), de acordo com

as especificagbes do fabricante:

1.
1.1
1.2.
1:3
2.
3.

10.
i

12,

13.

14.
15.

Controles:

Humano: sempre usar (prova a eficiéncia do anticorpo)

Especifico do animal (prova reatividade do material)

Negativo: sempre usar (possivel reacao inespecifica: ndo recebe anticorpo)
Secagem das laminas a 37°C por 12 horas.
Desparafinizagéo: usar xilol em temperatura ambiente (2x 10 minutos); alcool etilico
absoluto (3x 1 minutos); alcool etilico 80% (1x 1 minutos)
Blogueio da peroxidase endégena: solugéo de perdxido de hidrogénio e metanol 5%
(diluir o peréxido em metanol). Lavar em agua destilada.
Recuperagéo antigénica: Levar as laminas mergulhadas em recuperador Imuno Retriver
(Dako®) a cuba de banho-maria a 99°C por 40 minutos. Apds, deixar esfriar a
temperatura ambiente.
Lavar em agua destilada, e riscar lamina por lamina com caneta hidrofébica Dako pen
(Dako®), delimitando a &rea do corte. Até pingar as aliquotas deixar em tampao TBS tris
pH 7,3, evitando a secagem do corte.
Pingar as aliquotas de anticorpos e levar em camara dmida em temperatura de 4 a 8°C
por 12 horas.
Lavar as laminas em tamp&o TBS tris pH 7,3 e deixar no tampao por 15 minutos.
Lavar novamente em tampao, secar e pingar Advance link (Dako®) e deixar por 30
minutos.
Lavar em tampao e pingar Advance enzyme (Dako®) e deixar por 30 minutos.
Lavar em tampdao, secar e pingar cromogeno DAB (1:1) até a visualizagdo da cor
castanha e lavar rapido em agua destilada.
Contracorar com Hematoxilina de Harris por 5 minutos. Lavar em agua da torneira e
deixar por 5 min.
Desidratar com alcool etilico absoluto (3x 1 minutos).
Diafanizar com xilol (3 x 5 minutos).

Montar as laminas.
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16. Nas leituras histométricas quantificam-se os nucleos celulares corados de azul, os quais
representam células em repouso; e os corados de marrom, que identificam as células
em proliferagdo cada campo tinha uma area de 7.578,94 /%,

17. As reagbes foram consideradas positivas, quando se detectou reagdo marrom,
excluindo-se as provaveis areas de coloracdo de fundo, representando a densidade
microvascular tecidual. Para cada caso foram analisadas em cem células a porcentagem
CD34 positivas.

18. Para a obtencao dos resultados, as leituras histométricas dos trés campos
microscépicos foram comparadas estatisticamente pelo método de ANOVA para
validagé&o, e se obtido p>0,05 foram calculadas a médias aritméticas de cada amostra e
a média do grupo com desvio padrio.

TABELA 11: RESULTADOS DAS LEITURAS HISTOMETRICAS, EM TRES CAMPOS MICROSCOPICOS, DA AVALIAGCAO
DA DENSIDADE MICROVASCULAR CICATRICIAL

Brupios Grupo Arginina Grupo Controle
Campo 1 | Campo 2 Campo 3 Média Campo 1 | Campo2 | Campo 3 Média
421,20 748,36 339,27 502,94 221,20 298,36 239,27 252,94
478,30 356,03 463,27 432,53 456,30 421,57 463,27 447 05
386,58 324,45 314,74 341,92 286,30 301,45 314,74 300,83
406,20 466,90 445 41 439,50 136,20 156,90 145,41 146,17
452,80 421,65 407 64 427,36 412,70 398,65 407,64 406,33
476,30 397,37 255,32 376,33 256,30 249 37 255,32 253,66
654,08 631,65 567,84 617,86 241,23 247 65 267,84 252,24
542 32 524,32 503,47 523,37 156,31 186,32 103,47 148,70
421,14 456,74 384,21 420,70 321,47 368,74 384,21 358,14
425,47 471,32 245,69 380,83 221,65 296,32 245,69 254,55
hg)éi Validagéo p=0,1618 h—wﬁf Validagdo p=0,8929 129892:6%6

Legenda= Mx+DP; Média + Desvio Padréo; p= significancia estatistica

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padrées entre os escores, nos trés leituras microscépicas das densidades microvasculares
nas amostras dos grupos tratados pela arginina e controle (tabela 11), obteve-se valores de
p = 0,1618 no grupo arginina e p=0,8929 para o grupo controle, considerados nio
significantes.

TABELA 12: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO A DENSIDADE MICROVASCULAR
CICATRICIAL

Grupos Media + Desvio Padrao
Grupo Controle 282,06+99,12
Grupo Arginina 446,33+81,59

i 0,0008

Legenda: p= significancia estatistica
Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios
padrées das densidades microvasculares nas amostras dos grupos tratados pela arginina e

controle (tabela 11), obteve-se o valor de p = 0,0008 considerado significante.
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A a

APENDICE 6

AVALIACAO DA DENSIDADE DE MIOFIBROBLASTOS

valiagdo imunoistoquimica e histométrica da densidade tecidual de miofibroblastos em

amostras de tecido muscular cicatricial foi realizada de acordo com a metodologia

padronizada no Laboratério de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica

do

Parana. Empregou-se o método da Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, com anticorpos

comerciais (Biotin anti-aSMA antibody clone PJC10% Dako Corporation Glostrub Denmark)

dilu
1.
1.1.
1.2.
1.3.
2.
.

10.
11.

12.

13.

14.
15.

ido a 1:400), de acordo com as especificagdes do fabricante:
Controles:

Humano: sempre usar (prova a eficiéncia do anticorpo)

Especifico do animal (prova reatividade do material)

Negativo: sempre usar (possivel reacéo inespecifica: ndo recebe anticorpo)
Secagem das laminas a 37°C por 12 horas.
Desparafinizagdo: usar xilol em temperatura ambiente (2x 10 min); alcool etilico absoluto
(3x 1 minuto); alcool etilico 80% (1x 1 minuto)
Blogueio da peroxidase endégena: solugéo de peroxido de hidrogénio e metanol 5%
(diluir o peréxido em metanol). Lavar em agua destilada.
Recuperagéo antigénica: Levar as laminas mergulhadas em recuperador Imuno Retriver
(Dako®) a cuba de banho-maria a 99°C por 40 minutos. Apds, deixar esfriar a
temperatura ambiente.
Lavar em agua destilada, e riscar lamina por ldmina com caneta hidrofébica Dako pen
(Dako®), delimitando a area do corte. Até pingar as aliquotas deixar em tampao TBS tris
pH 7,3, evitando a secagem do corte.
Pingar as aliquotas de anticorpos e levar em camara Umida em temperatura de 4 a 8°C
por 12 horas.
Lavar as laminas em tampao TBS tris pH 7,3 e deixar no tampao por 15 minutos.
Lavar novamente em tamp3o, secar e pingar Advance link (Dako®) e deixar por 30
minutos.
Lavar em tamp&o e pingar Advance enzyme (Dako®) e deixar por 30 minutos.
Lavar em tampao, secar e pingar cromégeno DAB (1:1) até a visualizagdo da cor
castanha e lavar rapido em agua destilada.
Contracorar com Hematoxilina de Harris por 5 minutos. Lavar em agua da torneira e
deixar por 5 minutos.
Desidratar com alcool etilico absoluto (3x 1 minutos).
Diafanizar com xilol (3 x 5 minutos).

Montar as laminas.
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16. Nas leituras histométricas quantificam-se os ntcleos celulares corados de azul, os quais
representam células em repouso: e os corados de marrom, que identificam as células
em proliferagdo cada campo tinha uma area de 7.578,94 1%,

17.As reagdes foram consideradas positivas, quando se detectou reagao marrom,
excluindo-se as provaveis areas de coloragéo de fundo, representando a densidade
microvascular tecidual.

18.Para a obtencdo dos resultados, as leituras histométricas dos trés campos
microscopicos foram comparadas estatisticamente pelo metodo de ANOVA para
validagdo, e se obtido p>0,05 foram calculadas a medias aritméticas de cada amostra e

a média do grupo com desvio padrao.

TABELA 13: RESULTADOS DAS LEITURAS HISTOMETRICAS, EM TRES CAMPOS MICROSCOPICOS, DA AVALIAGAO
DA DENSIDADE TECIDUAL DE MIOFIBROBLASTOS

Grupo Arginina Grupo Controle
Campo1 | Campo2 | Campo 3 Média Campo1 | Campo2 | Campo 3 Média
261,58 695,30 331,73 429,54 285,02 415,02 528,61 409,55
242,06 261,52 605,55 369,71 267,94 753,25 88,50 369,90
439,44 321,14 454,57 405,05 189,15 195,62 490,81 291,86
261,52 261,58 695,30 406,13 753,25 188,50 185,32 375,69
695,30 695,30 261,52 550,71 285,44 189,15 189,15 221,25
261,52 261,58 695,30 406,13 415,02 528,61 225,36 389,67
386,58 324,45 314,74 341,92 321,14 454,57 261,58 345,76
406,20 466,90 445,41 439,50 261,58 695,30 242,06 399,65
542,32 524,32 503,47 523,37 695,30 261,52 439,44 465,42
421,14 456,74 384,21 420,70 261,58 695,30 261,52 406,13
e Validagéo p=0,5517 42928 Validagdo p=0,7768 30749

bP 63,78 68,34
Legenda: Mx+DP= Média + Desvic Padrao: p= significancia estatistica

Grupos

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método de ANOVA, as médias e os desvios
padrbes nas trés leituras microscopicas das densidades teciduais de miofibroblastos nas
amostras dos grupos tratados pela arginina e controle (tabela 12), obteve-se valores de p=
0,5517 no grupo arginina e p=0,7768 para o grupo controle, considerados nZo significantes.

TABELA 14: COMPARAGAO ENTRE 0OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO A DENSIDADE TECIDUAL DE
MIOFIBROBLASTOS

Grupos Média + Desvio Padrao
Grupo Controle 429 28+63,78
Grupo Arginina 367,49+68,34

u 0,0511

Legenda: p= significancia estatistica

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo método T-Student, as médias e os desvios
padrbes das densidades teciduais de miofibroblastos nas amostras dos grupos tratados pela

arginina e controle (tabela 13), obteve-se o valor de p =0,0511 considerado nao significante.
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APENDICE 7

DOSAGEM DE NITRATOS E NITRITOS SERICOS

COLETA E PREPARACAQO DAS AMOSTRAS:

Foram coletadas amostras de sangue por pungéo cardiaca, em volumes entre 8 a 10 ml,
em tubos de ensaio contendo EDTA e homogeneizadas suavemente por inversao.

As amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos, o plasma foi retirado e
filtrado em filtros de 30 kD (Millipore, Bedford, MA, USA), separado em quatro aliquotas
de 100pl em tubos “ependorf’ devidamente identificados e congeladas a -80°C até a

oportunidade da analise.

METODO:

Descongelar dois frascos de cada amostra contendo 100yl e pipetadar duas aliquotas de
S0ul de cada em cada orificio de uma placa de Terazaki, perfazendo o total de quatro
aliquotas de uma mesma amostra (tetraplicatas);

Distribuir em cada orificio da placa os seguintes reagentes (fornecidos com o kit):

- 30 ul da amostra em uma cubeta de reacao;

150 pl do reagente de Griess (sulfanilamida a 2%, N-(1-naftil)etilenodiamina a 0,.2% e

acido ortofosférico em agua destilada/deionizada);

'

A mistura amostra/reagente de Griess é incubada por cinco minutos a 37°C.

- Realizar leitura em espectrofotémetro a 520 nm.

- Obter as densidades oticas dos testes 1,2, 3 e 4 e aplicar teste estatisrico de ANOVA,
se os valor e p forem >0,05 devera ser calculdas as médias entras dosagens.

- Preparar simultaneamente ao teste uma curva de calibragdo com padrao de nitritos
nas concentracgdes de 40, 80, 120, 160 e 200 nmol/L;

Interpolar por regresséo linear as médias das amostras na curva de calibracdo e obter

os resultados em umol/L. Esta técnica apresenta coeficiente de variagdo (CV)

intraensaio de 5,8% e interensaio de 4,4%, além de limite de deteccdo de 0,5 umol/L e

linearidade até 40 umol/L, coeficiente de correlagéo r?) = 0,9771.
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GRAFICO 7 : CURVA DE CALIBRAGAO DO PADRAO DE NITRATO DE SODIO A 520 NM
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TABELA 15: RESULTADOS DAS DOSAGENS DE NITRATOS SERICOS EM QUADRUPLICATAS

Grupo Arginina Grupo Controle
Densidades oticas a 520 nm Densidades oticas a 520 nm
e Teste | Teste | Teste | Teste | Média y=ét,$<?g,!§25 Teste | Teste | Teste | Teste | Média y=él;?£g?g26
1 2 3 4 (X) 1 2 3 4 (X)
0,9 1,36 1,41 1,17 1,01 0,99 1,65 1,58 1,98 1,36 1:51 1,13
1,36 1,44 1,54 1,23 1,51 1,13 1,36 1,25 1,18 1,61 1,48 1,12
1,26 1,32 0,97 0,88 1,49 1,12 0,86 0,78 0,84 0,87 1,27 1,03
0,98 0,88 0,97 0,98 1,56 1,15 0,66 0,67 0,98 0,59 1,38 1,08
1,32 1,32 1,54 1,65 2,17 1,39 0,89 1,32 1,14 1,21 1,91 1,29
1,56 1,32 1,32 1,64 2,37 1,47 1,32 1,45 1,32 0,97 2,21 1,41
1,87 1,95 1,65 1,87 2,87 1,67 1,36 1,28 1,24 1,39 2,45 1,51
1,02 | 0,98 0,96 1,15 2,42 1,49 0,97 0,84 0,87 1,11 2,36 1,47
0,89 | 0,66 0,87 1,02 2,49 1,62 1,32 1,65 1,54 1,35 2,97 1,71
0,78 | 0,65 0,98 0,65 2,61 1,57 1,45 1,36 1,41 1,12 3,07 1,75
Ng;i p=0,9941 1,3540,23 p=0,9269 1,35+0,26

Legenda= Mx+DP: Média + Desvio Padréo; p= significancia estatistica

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo mét

odo de ANOVA, as médias e os desvios

padrées entre as densidades oticas, nos quatro testes para dosagens de nitratos séricos nas

amostras dos grupos tratados pela arginina e cont

0,9941 no grupo arginina e p=0,9269 para o grupo

role (tabela 14), obteve-se valores de p =

controle, considerados néo significantes.

TABELA 16: COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E ARGININA QUANTO AS DOSAGENS DE NITRATOS

SERICOS

Grupos Média + Desvio Padrédo
Grupo Controle 1,3540,23
Grupo Arginina 1,35+0,26

= 0,9903

Legenda: p= significancia estatistica

Ao serem comparadas estatisticamente, pelo mé

todo T-Student, as médias e os desvios

padrdes das dosagens de nitratos séricos nas amostras dos grupos tratados pela arginina e

controle (tabela 15), obteve-se o valor de p = 0,9903 considerado n&o significante.
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