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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
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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.)
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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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