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RESUMO

o presente estudo obJetJ.vadetermmar a taxa de hldroxlprolma tecldual
normal, presente em dlversos segmentos do canal ahmentar de caes Para a
deternunac;ao blOquinuca da hldrmuprolma, utJ.hzou-se a recillca proposta p...Qr
KlVIRIKKO e cols. (1967) e modd'icada por ffiBOTT (1974). ~.Rrocedunento
expenmental constou da retJ.rada e armazenamenlo de fragmenlos teclduals de
dlversos segmentos do canal ahmentar de Oltocaes. Os fragmentos foram recortados
confonne um tamanho padrao, constituindo assUn as amostras teclduals para 0

estudo. As amostras teclduals foram pesadas e submetJ.das a uma hldr6hse aClda,
sendo que em segUlda, os h1drohsados teclduals foram proce~~adas blOqulilllcamente
para a deternuna<;ij.oda taxa de hldroxlprolma tecldual. Em paralelo aos hldrohsados
teclduals, foram processadas dlversas solu<;6espadrao de trabalho de hidroxlprolma
(com quantJ.dades conhecldas de hldroxlproima) e soluc;6es brancas (corn ausencla
absoluta de h1droxlproima), ambas para penmtJ.r uma anause comparatJ.va entre os
resultados obndos pelos h1drohsados teclduals. Fmalrnente, real1Zou-se a leltura da
absorbancIa espectrofotometnca das amostras e a detenmnac;ao final da taxa de
h1droxlproima dos hldrohsados teclduaJs. A anahse dos resultados obudos a parur
das solu~6es-@drao de trabalho de h1droxlprohna (36, 18,9 e 4,5 j.(g/ml) apresentou
alta correlacao (r=O,987~), demonstrando aSSlill a senSlblhdade da recmca. A..
concentra<;ao media de hldro~p.!ohna J2.resente nas amostras'ieCidualS1Olae6,298
mg/g para 0 es6fago cervical; 8,688 mg/g para 0 es6fago tOraCICO;6,385 mg/g para
o est6magQ.;.1.J87..mg[g pjU'a0 duodeno; 3,716 mgLgpara ~lIno-ilio; 6,154 mlig
para 0 cola transverso; 7,289 mg/g para 0 cola slgm61de; e 8,253 mg/g para 0 relO.
Nao encontrou-se cMrela ao entre a taxa-de hldroxlprohna teCldual presente -nos
segmentos do canal ahmentar dos caes estudados, em rela<;aoao sell peso corp reo.
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1 INTRODU~AO

A proteina cohigena perfaz cerca de 20-25 % do total proteiCOdo orgarusmo
e e 0 prmcipal componente do tecldo conJuntIvo. Ja HALSTED em 1887, em
estudos sobre anastomoses mtestmaIs, postula que a resistencia mecfullca do tuba
dlgestIvo esta na depenctencIa da camada colagena contIda na tela submucosa.
Apesar de ser uma molecula complexa, 0 colageno e constItufdo por uma seqUenCIa
de tres ammoacldos~ representados geralmente pela glicma e alanma somados a------- - -prolma ou a hidroxiprolllla. A uruca protefna mamffera que contem quanndades
slgruficantes de h1droxlprolma e 0 colageno. 0 fato da alta concentra<rao de :
h1droxiprolma contIda no colageno (aproxlffiadamente 14%) faz dos metodos de
determma<;ao da pflffierra uma manerra mUlto uW para se estunar as taxas do
segundo.

Segundo reVIs3.Ode BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977), a blOssfntese
celular do colageno passa por uma sene de etapas: I) sintese mtracelular de
protocolageno, 2) hldroxIla<rao de residuos de prohl e lIsll em hidroxiprolma e
h1droxlhsma, 3) ap6s a ghcosIla<;aode resfduos de ludroxillsIl, a macrornolecula esta
pronta para ser extrusada para 0 comparumento extracelular e 4) a macromolecula
extrusada e charnada de pr6-colageno. E necessana a hbera<;ao enZlrnanca de
peptfdeos suplementares nao-colagenos da molecula de pr6-cohigeno. A presen<;a dos
peptfdeos extras confere a molecula de pr6-colageno sua caracterfsl1ca soh!vel e
perrrute com que ela atue como a forma de transporte do colageno, prevenmdo a
fibruogenese mtracelular. Com a IIbera<;aodos peptfdeos exl1as a macromolecula e
convertlda em tropocolageno, que assume a forma de hehce trIpla. 5) Ap6s a
desamma<;ao OXldatIvade certos residuos de IIsil e hldroxlhsLl do tropocohigeno,
ocorre a forma<rao das l1ga<;Oesmter e mtramoleculares, necessanas para a
establhza<;ao da molecula de colageno formada.

I )
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2

Durante 0 reparo clcatnclal de uma lesao do canal al1mentar, grandes
quanttdades de coIageno preexlstente sao destrufdas e repostas por col<igeno neo-
slOtettzado. ASSlffi,fonna-se ao nivel da CIcatnz urn tubo novo de tecldo conJunttvo
na tela submucosa, 0 quaI adqUire reslstencla tensll lnIClal a medlda em que e
produzldo 0 colageno e postenormente a medlda em que as fibras colagenas sao
reordenadas.

A deterouna<;ao blOquflll1cada taxa de hldroxlprohna contlda num fragmento
de tecldo normal ou em urn fragrnento de clcatnz tecidual, peroute aSSlm, uma
avaba<;ao comparatIva quantItativa entre as amostras, full(;ao dueta da qualIdade do
reparo Cicatncial.

o presente estudo obJetIva:

I. Reproduzlr a bneandade da curva de absorbiincIa espectrofotometrlca
para padr6es prevlamente conhecldos de ludroxlprobna, uuhzando-se a rea<;;ao
colonmetnca pelo reatIvo de EHRLICH;

2. Real1zar a determma<;;aoblOquilll1cada taxa de ludroxlprollOa conttda em
arnostras normalS do esOfago cervical, do esOfago toraclco, do est6mago, do
duodeno, do lOteStInodelgado, do cola transverso, do cola slgm61de e do reto de
dies e anal1sar comparauvarnente os resultados obtIdos; e

3. Observar a correla<;;ao entre 0 peso corp6reo do dio e a taxa de
ludroxlprobna encontrada nos diversos segmentos de seu canal ahmentar normal.



2 REVISAO DE LITERATURA

FISCHER (1902), apud DAKJN (1920), fOl 0 pnmerro autor a lsolar a

hJdroxlprohna, a partrr de uma amostra de gelallna, encontrando como produto fmal

uma quanudade de 3 % de hldroxJprolma. DAKIN observa que segundo 0 processo

proposto por FISCHER, a malOr parte da hJdroxlprollOa transforma-se num ester,

e assun e perdlda.

LANG HELD (1909), apud LANG (1933), fOl 0 pnmelro a demonstrar que

o lupoclonto transforma a prohna em n-prrrolma e analogamente a oXlprolma em

n-OXlplITolma.

DAKIN (1920) apresenta uma metodologla plOnerra no estl1do dos

ammmicidos consUtuUltes da gelatlna e descreve em detalhes procedrmentos

especificos para a Idenufica~ao de cada um destes arruno,lcldos, com especial enfase

a forma de sua extra~ao. Segundo 0 autor, a hldroxlprolma pode ser extraida de

hldrolIsados de gelatlna, em forma de ester pelo alcool buullco e subseqiientemente

recuperada por processos de hbera<{iio do ester. Pela extra~ao com 0 alcool buu11co

sob pressao nonnal, pode-se remover facllmente a alaruna, a leucma e a feOllalaruna,

ao passo que sob balxa pressao extral-se a prolIna. Medlallte 0 usa de alcool

propilico completa-se a extra<{iio da hldroxlprolma. DAKIN sugere que a gelatlna

apresenta como produto fmal 14% de ludroxlprohna.

Ate a publIca<{iio dos trabalhos de LANG (1933), nao era possivel a

ITIlcroanilise de prolu1a e oXlprolma, deVldo a falta de rea~6es colorrmetncas tiplcaS

e especificas. A exce<{iio do metodo da extra~ao pelos esteres, dependla-se

exc1uslvalnente de metodos Uldlfetos de analIse FURTH e MlNNlBECK (1932),

apud LANG, foraIn os pnmelros a proporem urn metodo de separac;ao para eSles

anunoacldos, porem esta metodologta nao era preclsa e necessltava de uma amostra
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mlclal de vanas gramas de protefna. 0 autor sugere demonstraovamente que a
plITolma e a oXlplrrohna podem ser mensuradas em quanndades mUlto pequenas
medlaIlte reac;6es colonmetrlcas e desta forma pode-se reahzar a detemunac;ao
quantItatIva da prohna e da oXlprolma. Para 0 autor, a plITohna e a OXlplITOhnasao
condensados em um plgmento de colorac;ao vlOleta medIante a reac;ao com p-
dlmeu]arrunobenzaldefdo em soluc;ao aClda. A reac;ao descnta por LANG
fundamenta-se nas segumtes etapas: a) a arnostra 100Clalde um hldrol1sado protelco
e tratado com lupoclonto, com esta reac;ao formam-se a plITohna e a OXlplITolma,
que sao extraidas pela destIlac;ao hfdnca; b) uma parte do destllado e usada para a
deterrrnnac;ao da soma de plrrohna e OXlplITolma pela rea<;ao com 0 p-
dunetJIarrunobenzaJdefdo; c) a outra parte do destJIado e unl1zada para a
determmac;ao lsolada de OXlplTfohnamedIante a condensac;ao com lsatlna em aCldo
sulfUnco. A dlferenc;a das duas reac;6es determma a quantIdade de plITohna. LANG
ressalta que nao ha dlferen«a nos resultados se a hldr61Ise da proteina e realIzada
com solvente aCldo ou baslco. A leltura da quantldade de cor formada deve ser
reahzada lmedlatamente, pOlSocorre uma perda raplda na mtensldade de cor.

Contemporaneo de LANG e trabalhando em outro laborat6no, MORSE
(1933) dlspunha apenas de metodos mdlretos para a deterrrnnac;ao de proteinas da
pele. 0 autor descreve uma tecOlca ongmal que ele acelta ser uma reac;ao
colonmetnca especifica e qual1tatIva para Iudroxlprolma, acredltando que pela alta
taxa de hldroxlprohna no cohigeno este metodo podera ser utI] na aval1a<;ao do
mesmo. Os reagentes ul1l1zados por MORSE sao: a) um alcool secundano, b)
per6xldo de s6dlO; e c) aCldo cloridnco SN. 0 fundamento de~te metodo basela-se
no aqueclmento do alcool secundano com a amostra e 0 acresclffio de per6xldo de
S6dlO. Segue-se uma mlstura vlgorosa e evaporac;ao do conteudo liqUldo e
resfnamento. MedIante a adH;aode aCldo clorfdnco e novo aqueclmento, ongma-se
a cor ambar-r6sea.

WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORI (1934) reahzam uma anahse crfoca
ao metodo descnto por LANG (1933), observam que este permlte apenas a
determlOa<;ao de oXlprohna e nao de prolma e sustentam esta afinna<;ao ern
expenmentos pr6pnos, nos quais utIhzaram solu<;aode prolIna lIvre de lmpurezas
de oXlprohna e 03.0 obtIveram a formac;ao de cor. Os autores tambem demonstranl
que pela ac;ao do hlpoclonto sobre a o>"lprohna nao se forma oXlplrrohna e 0

produto final destra rea<;aoe na verdade 0 plITo!. Em estudos de recupera<;ao, os
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autores conseguem obter valores correspondentes a no maxuno 80% do plITol
mlclal, e desta forma conc1uem que 0 metodo proposto por LANG tern sua ul1l.1dade
hrmtada a detemunac;ao qualItatIva de tudroxlprolma.

McFARLANE e GUEST (1939) ressaltam que segundo LANG (1933) e
WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORl (1934) a hldroxlprohna reage com
lupoclonto para ongmar a 80% de plrrol e este ultImo pode ser detenmnado
colonmetncamente com p-dllnetIlamlnobenzaldeido ou lsatJna. No presente estudo,
realIzam urn teste qualitatIvo para a JudroxlprolIna, com a tinahdade de avalLar 0 seu
possivel valor na deten11lnac;aoquantJtatJva da mesma, sob os segumtes aspectos: a)
apesar de a lOtensldade e nuanc;a da cor vennelha onglOada na reac;ao, a
condensac;ao do crom6foro com lsatJna pode fixar a estabilidade da mesma; b) a
curva de absorbancla pode ser melhor avalIada ao espectrofot6metro no
compnmento de onda de 520 nm; c) a ma10r mtensldade de cor obtJda pela reac;ao
se da com 0 usa de sulfato de cobre a O,OIM. Ressaltam alOda 0 tempo de fervura
e a temperatura sobre a rrustura, a concentrac;ao de aCldo cloridnco e lsatma e as
condl<;6es IdealS para a obten<;aoda cor.

NEUMAN e LOGAN (1950a) apresentam urn metoda colonmetnco simples
para a detenmna«iio da taxa de JudroXlprolma em hldrol1sados com dlmmuto
conteudo de colageno. Para os autores, a oXlda<;aosegundo 0 metodo proposto por
McFARLANE e GUEST (1939), mediante 0 usa de per6xldo de SOO1O,leva a
formac;ao de produtos que formam mtensa cor em presen<;a de p-
dlmetIlanunobenzaldeido. Como 0 trlptofano puro da ongem a 0,7% a mms de cor
do que a tudroxlprohna, a fonna<;ao de humma e a hldr611se aCida das proteinas
elImmam esta mterferencla. No presente estudo os autores ul1l.1zarnos segumtes
reagentes: a) solu<;6es padrao de hldroxlprolma; b) solu<;ao de sulfato de cobre
O,OlM; c) ludr6xldo de S6d1O2,5N; d) per6xldo de hldrogcmo a 6%; e) aCldo
sulrunco a 3 ,ON; e f) p-dlmculamlOobenzaldeido a 5 % em n-propanol. Para 0 0

presente procedlmento descnto por NEUMAN e LOGAN, sao necessanos nove
tubos de vldro (18 x 150 mm) para a analise de cada amostra em estudo.
Acrescenta-se a cada tubo em estudo (branco; concentra<;6es preVlaS de
hldroxlprohna conhecldas; e solu<;aodesconheclda) 1 ml de sulfato de cobre, 1 ml
de hldr6xldo de SOO1Oe 1 ml de per6xldo de hldrogemo. As amostras sao rrusturadas
durante 5 mmutos e enta~ colocadas em banho-mana a 80°C durante outros 5
mmutos 0 aqueclmento e 0 agilamento vigorosos destroem 0 excesso de per6xldo.
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Ap6s resfnamento dos tubos, acrescenta-se 4 ml da solu<;iiode aCldo sulrunco, sob
aglta<;iioconstante, para em segUlda acrescentar 2 ml de p-dimeulamlllobenzaldefdo.
Ap6s resfnamento os tubos sao levados para leltura em colorimetro fotoeletnco. A
quantldade de ludroxlprolma em 1 ml de solu<;ao desconheclda e estabeleclda
mediante a tranSpOSH;aOdos dados a curva formada pela lenura das solw;6es
conhecldas. Para os autores a tlrosma parece ser a uruca substincIa de mterferenCla
cornumente encontrada em ludrobsados de protefnas e a dlferencla<;ao da cor
formada pela tlrosma pode ser aval1ada melhor com filtro de numero 540 e pode ser
asslm caIculada a correc;ao a ser apbcada.

NEUMAN e LOGAN (1950b) descrevem urn metoda colonmetnco para a
determmac;ao de cohigeno tecldual com mtervaLo de confianc;a em tarno de :t 5 %.
o colageno e tornado soluvel pela hldr6Llse corn agua, forrnando gelatlna e
punficado da elastll1a e outros componentes nao dlssolvldos pelo processo. Reahzarn
a estlmaUva do conteudo colageno a pamr do conteudo de ludroxlprolrna do extrato
de hldrohsado aCldo. Como prevlamente dernonstrado pelos autores (NEUMAN e
LOGAN, 1950a), a quanudade de ludroxlprolma conuda no colageno de vanos
mamiferos corresponde a 13,5:t0,24% e aparentemente nao esta presente em millS
nenhurna protefna, a exce<;iioda elasUna. A hldroxlprolrna pode ser converuda em
eqUlvalencIa ao colageno pela rnultJphcac;aopelo fator 7,46. Encontra-se 0 colageno
tJssular em tend6es, membranas ou em fibnlas constJtumdo as estruturas teclduals.
Os autores descrevem a taxa de colageno encontrada em dlferentes tecldos da vaca,
porco erato, e em pele de humanos, porco da gU1l1e,cao e rato; paraleLamente
reahzam esumatJvas do conteudo de elastJna dos mesmos tecldos.

Segundo GRUNBAUM e GLICK (1956), a alta concentra<;ao de
hldroxlprohna presente no colageno faz dos metodos de sua eSUmatlva uma mane Ira
mUlto pratJca para se estlmar as taxas do col<igeno, 0 qual provavelmente e a umca
protefna que concern h1droxIprol1na. Os autores argumentam que 0 procedlmemo de
NEUMAN e LOGAN (1950a) e multo uul na deterrruna<;;aode valores em escala
mICro, e de acordo com 0 metodo propostO no presente estudo, e possfvel reduzLr
a quanudade de amostra requenda para a anabse em maJSde rml vezes (PICO).OS
autores confirmam a especlficldade da cor produzlda pela rea<;ao do p-
d1ffietJ1arrunobenzaldefdo com a hldroxlprobna h1drohsada pelo per6X1do de
h1drogcmo e ressaltarn que uma concentrac;ao de per6xldo de ludrogeruo menor do
que a recomendada leva a forma<;iiode uma colora<;iiomillS 1l1tensae reduz para
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menos de I % a mterferencla da tJrosrna eventualmente presente na arnostra. Os

autores concluem que a curva de absorbanCla da ludroxlprolrna em dlversas

concentra<;:Oes demonstra llOeandade, mesmo com urn aumento de concentra<;:ao na

ordem de 50 vezes e a concentra<;:ao Ideal de p-dlmeulanunobenzaldefdo e de I %.

RADHAKRlSHNAN e MEISTER (1957) foram os prunerros autores a

proporem que 0 produto da oXlda«ao da hldroxlprobna e 0 aCldo plrrol-2-carboxfbco

e estudos subsequentes demonstraram que a D-ammoacldo-oxldase renal hldrohsa

a ludroxl-D-prohna em um componente IOtermedlano que parece ~er 0 aCldo .1.1-

purol-4-hldroxl-carboxfhco Descrevem os expenmentos da fonna<;:ao do aCldo

purol-2-carboxibco por metodos dlversos, quais seJam. pela oXlda<;:aoenzrrnatIca,

pela transamma<;:ao enzlmal1ca e nao-enzlmal1ca e pela oXlda<;:aonao enzrrnatIca da

hldroxlprolma pelo peroxldo de hldrogemo. Em segulda apresentam uma descn<;:ao

das dlversas etapas destas rea<;:Oes.

PROCKOP e UDENFRIEND (1960) apresentam um metodo quantItauvo

simples que pode ser apbcado dlretamente sobre tecldos naturalS ou ludrobsados de

protefnas contendo menos do que 0,01 % de hldroxlprolma ou a urma contendo

menos de 2 j,tg/ml de hldroxlprobna. Para os autores, apesar da senslblhdade dos

metod os dlsponfvels, e comum a obten<;:aode resultados alterados dado a dlficuldade

em se controlar a etapa da oXlda<;:ao; apresentam a formula qUlnuca da rea<;:ao da

oXlda<;:iioda ludroxlprobna em prrrol: ludroxlprobna -+ aCldo .1.1 pmol-4-hldroxl-2-

carboxilico -+ aCldo prrrol-2-carboxilico -+ pmo!. No presente estudo, a oXlda«ao

da ludroxlprolma se da em presen<;:a de um excesso conhecldo de alan lOa e

consequentemente a presen<;:a de ammoacldos ou substiinclas afins na urma e em

ludrolisados de tecldos nao tern I1lflUenCla sobre a quantIdade do plrrol formado. A

especlficldade desta rea<;:aoe consegUida medIallte a extra<;:iio do purol em tolueno.

Dado que os produtos IIUClaISda oXlda«ao da hldroxlprol11la (acldo .1.' plrrol-4-

Iudroxl-2-carboxfhco e aCldo prrrol-2-carboxibco) nao sao soluvels em tolueno,

matenalS que possam I1lterfenr na rea<;:ao sao extraidos em tolueno antes da

forma<;:ao do prrrol. Estas precau<;:Oes posslblhtam a analIse de 5 j,tg de

ludroXlprolma em solu«6es contendo malS do que 50 mg de outros aIll11loacldos. Os

autores uubzam as segulOtes solu«6es: a) solu<;:6es tampao de plrofosfato de s6dlO

com pH 8,7 e tampao borato de POt<iSSIOcom pH 8,7, b) solu<;:ao de alanU1a, c)

solu<;:ao de cIoramma-T a 0,02 M; d) tlOssulfato de S6d1Oa 3,6 M; e) reagente de

EHRLICH; f) preclpltador de hununa, e g) anunoacldos dlversos No delmearnento
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que se segue, os autores realIzam dOiS expenmentos, 0 pnmelro para estudar a
hldroXJprolIna em solu~6es punficadas e 0 segundo para 0 estudo da hldroxlprohna
em unna e outras solu~6es complexas; ambos baselam-se na hJdr6lIse do matenal
em analise em HC1, segulda de centnfuga~ao e neutrahza~ao, oXJda~ao da
tudroXlprolIna e extra<;3.oem tolueno. Os autores deterrrunam a recupera<;3.o da
hldroxlprolIna pela adl~ao de uma quanndade de tudroxlprolIna aproxlmadamente
19ual a presente na solu<;:ao.Mesmo com pesos moleculares aClma de 300.000 0

metodo e capaz de detectar urn umco residuo de h1droxlprol1na por molecula de
proteina.

PROCKOP, UDENFRIEND e LINDSTEDT (\ 961) apresentam uma
metodologla simples para determmar a anvldade especifica da hJdroxlprolIna
medIante a mensura~ao cmnlognifica do pirro] onundo da tudroxlprohna
prevlamente marcada com C14

• Segundo os autores, como a metodologla descnta nao
envolve 0 lso]amento quirmco da hldroxlprolma, e lInportante eVltar-se que outros
componentes, em especial ammoacldos, nao ~eJam transfonnados em produtos da
oXlda~ao sUJeltosde darem ongem a substanclas capazes de produzuem cor. Sobre
a ImportancJa da cIoramma-T, PROCKOP e cols. ressaltam que a quanndade
necessana da mesma para a rea<;3.odepende de fatores como 0 pH da solu<;:ao,a
temperatura em que se processa a oXlda~ao, a concentra<;3.odos saJS empregados e
a qualIdade do reagente de clorarmna-T.

Em seu estudo da detenruna<;:aoda hldroxlprohna, WOESSNER Jr (\961)
desenvolve urn metodo com a finahdade de ehmmar mterferencJas ongmadas pela
presenr,;a de tuosma e outros armnmicldos, que possam ser conslderados como
lmpurezas, na presen<;:ade quanudades pequenas de ]lldroXJprohna. Este metodo
envolve mlclalmente uma modlfica<;3.odo metodo de STEGEMANN (1958) para
aumentar a senslbllidade da rear,;aoe a establhdade do crom6geno da IlldroxlprolIna
e secundanamente urn tratamento do crom6geno para elunmar a mterferencla de
outros ammoacldos. 0 procedunento exposto por WOESSNER Jr., corresponde a
dOiSmetodos consecunvos: a) metodo 1. resulta da mtrodu<;3.ode vanas mudan<;:as
no metodo de STEGEMANN (1958), quais seJam' redu<;3.ona concentra~ao do HC1,
aumento na concentra<;3.odo p-dlmenlammobenzaldeido e aumento no tempo de
aqueclmento; b) metodo II: corresponde a uma expansao do metodo de
STEGEMANN (] 958) mediante a tnclusao da extrar,;aope]o benzeno e do tralamenlO
com per6xldo, penmnndo desta forma a analIse da hldroxlprolma em amostras
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contendo grandes quanudades de outros amrnoacldos.

BERGMAN e LOXLEY (1963) apresentam uma metodologla baseada nos

trabalhos de STEGEMANN (1958) e de NEUMAN e LOGAN (1950), para a

detenmna\<ao espectrofotometrlca de hldroxlprolma. Os autores observam que ha

malS de 18 metodos descntos, baseados na oXlda«ao da hldroxlprolrna em um

componente relaclOnado ao prrrol e sua subseqliente condensac;ao com 0 reagenle de

EHRLICH para a forma\<ao de urn corante avermelhado Ressaltam que 0 espectro

de cores obtIdo e altamente proporclOnal a concentra<;iio de hldroxlprohna,

mdependentemente de dtferenc;as maIores de concentrac;ao. Seguem uma descn\<ao

e uma analtse crftIca de todos os reagentes utJ.ltzados em ambos os m6todos, bem

como conslderac;6es sobre a establhdade para a estocagem dos mesmas,

prmclpalmente em relac;ao a solw;;ao oXldante (cloramma- T), ao tampao de

acetato/cltrato, ao reagente de EHRLICH e ao padrao de Iudroxlprolrna. Este ultImo

deve ser conservado em melO aCldo a O,OOIM de HCI, para evltar a degrada\<ao
bactenana. Observam que e a leHura espectrofotomelnca devc ser reahzada em 558

nm. Ressaltam que a formac;ao de cor depende da temperatura de aqueclillento, da

concentrac;ao aClda ou do tIpo de solvente orgfuuco empregado. BERGMAN e

LOXLEY nao anaLtsam a Iup6tese proposta por RADHAKRISHNAN e MEISTER

(1957) que referem 0 aCldo .6,1-pmol-4-h1droxl-2-carboxiltco como produlD fmal da

oXldac;ao da hldroxlprolma.

IUV A e PROCKOP (1966) apresentam a pnmelra demonstrac;ao de que os

precursores pohpeptideos do colageno sao acumulados no mtracelular e sao

subseqlientemente converudos em coIageno extracelular.

Segundo KlVIRIKKO, LAITINEN e PROCKOP (1967), a tudroXlprolrna

pode ser converuentemenle oXldada a um pmol e este ptrrol pode ser converudo em

um crom6geno relatIvamente especffico comp-dlmeulammobenzaldefdo; no presente

eSludo, os autorcs descrevem algumas alLera«6cs para a metodologla ongmal

proposta por PROCKOP e UDENFRlEND (1960), as quais lDrnam 0 proccdlll1emo

maIS rapldo, sem contudo acarretar em perdas na sua especlficldade e acunlcla. As

solu<;6es utlhzadas sao: a) tampao boralD de porasslO com pH 8,7 ; b) alaruna a 10% ,

c) cloramll1a-T 0,2M em menl-celossolve; d) llossulfalo de SoolO a 3,6M em 100 ml

de agua deslliada, e e) reagente de EHRLICH. 0 procedlmenlo descnto no presente

eSludo mclUl tres etapas pnnClpaIs: a Iudr6hse da amostra com HCl, a oXldac;ao da
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hldroXlprolma pela cloranuna-T e a rea<;aocolorffica do prrrol extrafdo em tolueno
com 0 reaUvo de EHRLICH e leltllra em espectrofot6metro em 560 nm. A
mo<hfica<;aodo metodo mtroduzlda pelos autores conslste na el1mma<;aoda etapa da
preclplta<;ao da humma, na redu<;aodos volumes pela metade e em mudan<;as nas
condl<;:Oesde oXlda<;aopara a obten<;:aode cor. 0 metodo tambem pode ser usado
para a avaha<;aode amostras teClduals, porem para tanto deve-se submeter a amostra
a uma hldr6hse aClda com HCI 6N durante pelo menos 10 horas, a 120°C.

Numa revlsao extensa sobre os aspectos dlllanllcos da blOlogla do colageno,
PEACOCK (1967) levanta questOes tanto fLios6ficas quanto tecmcas. Para
PEACOCK, ser capaz de acelerar 0 processo de clcatnza<;:aode fendas certamente
e um objeuvo honesto, porem olhar para a peSqUlsarelacIOnada ao cohigeno apenas
com a finahdade de acelerar a clcatrlza<;:aoe comparavel a ver no estlldo da
embnologla apenas uma maneIra de se produzlf bebes de manelfa malS raplda;
provavelmente e malS lffipOrtantealterar a condl<;:aoca6uca das propnedades fislcas
e qufm1cas de urn tecldo CicatrICialproduZldo, a acelerar sua forma<;:ao.Com rela<;ao
a CICatrlza<;ao,0 conteudo colageno total nao malS se altera ap6s 0 42° dla p6s-
operat6no, apesar de a fenda contInuar a ganhar em reslsrenCla rensll durante os
segumtes dOlS anos; aSSlm, nao ha uma rela<;:aodlreta entre a concentra<;:ao de
colageno e a reslsrencla rensll da Clcatnz. 0 pnnclpal aspecto e observar que 0 que
no passado era VIStOcomo uma substancla admamlca, na real1dade esta SUjeltoa urn
processo dmanuco de forma<;ao e metabohsmo.

STEGEMANN e STALDER (1967) reaval1am uma metodologta
antenormente proposta antenonnente por um dos autores (STEGEMANN, 1958)
para a amihse da hldroxlprolma de h1drohsados de tecldos, plasma sanguineo e urma
apresentando algumas modlficaC(Oesque tornam 0 metoda malS rapldo e mcUS
sensfvel. As questOes dlscuudas no presente estudo sao as segumtcs. a) a
concentra<;:aoIdeal de c1oramma-T e de O,017M e urn aumento da mesma s6 Ira ser
de utLltdade se a quanudade de hldroxlprohna na amostra for mUlto grande e sera
no senudo de acelerar a velocldade da rea<;ao; b) 0 valor do pH da rea<;ao devera
ser pr6xlffio do neutro; c) 0 tempo de a<;aoda cloramma-T como modante nao afeta
a rea<;:ao,permlUndo asslm que seJa processado um grande numero de amostras
sUTIultaneamente; d) um aumemo na concentra<;:aodo reatlvo de EHRLICH nao
aumenta a establhdade do crom6geno formado, e e) em fun<;:aode uma melhor
establhdade da solu<;ao para perfodos de are anos, os autores substlruem 0 met1l-
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celossolye (eter gbcol-monomel1lIco) pelo n-propanol.

PIKKARAINEN (1968) estuda 0 conteudo coi<igeno de amostras de tecldos

de doze especles de mamiferos, na tentauya de demonstrar a correla(fao filogenel1ca

entre as mesmas. Para tanto uuhza-se do metodo de determma(fao de Iudroxlprobna

segundo STEGEMANN (1958) e mod1f'icado por WOESSNER Jr. (1961). 0

coi<igeno e a proteina maIS lffipOrtante dos mamiferos e corresponde a urn ter(fo do

total protei co do organlsmo Pode-se esamar 0 total de colageno por duas manelras:

a) mull1pbcando-se 0 total de hldroxlprohna por 7,3; ou b) mull1pl1cando-se 0 total

de mtrogeruo por 5,55

Em estudos sobre a recupera(fao da reslstencla a msufla(fao de ar em

anastomoses c6hcas, CRONIN, JACKSON e DUNPHY (1968) encontraITI urn

aumento na reslstencla da parede mtesl1nal nao s6 ao niyel da anastomose, mas

tambem nos segmentos proximal e distal da parte lesada. A reslstenCIa do mtesnno

esul na dependencla da camada colagena conUda na tela submucosa. A metodologm

empregada pelos autores compreende 5 gropos de 30 ratos, os qUaIS sao submeudos

a uma anastomose c611ca em plano umco continuo do apo LEMBERT, com fio de

categute cromado 5/0, e avahados nos dms 3, 5, 7, 10 e 14 de p6s-operat6no.

Reahzarn a mensura<;ao da reslstencla a msufla<;ao de ar e a dosagem de

ludroxlprobna no segmento mtesnnal estudado. Para 0 processamenlO blOquinuco,

reahzarn a pesagem das pe(fas e postenor desldrata<;ao, segUlda de hldr611se em HCI

e a determma<;ao da dosagem de h1droxlprolma conforme a metodologla precomzada

por WOESSNER Jr. (1961). Os autores obseryam que a metade das anastomoses

apresenta-se clcamzada no qumto dla p6s-operat6no e a oulra metade apresenta

aderenclaS capazes de garanurem a seguran<;a da anastomose. Neste estudo a pressao

necessana para romper 0 mtesl1no normal e de aproxlmadamente 150 mmHg. No

tercelro dla p6s-operat6no a anastomose nao apresenta reslstencla a Insufla(fao de

ar, sendo que 0 mlclO do ganho de for(fa tensll e observado em tome do qumto dla

p6s-operat6no. Ap6s 0 140 dla p6s-operat6no nao observam mals Incremento algum

na for<;a tensll. Com relac;iio a detenruna<;ao do conteudo colageno do segmento

mtesl1nal anastomosado, durante os pnmelros tres dlas de p6s-operat6no a taxa de

colageno da reduz em ate 40%, fen6meno este tambem observado nos segmentos

Justa-anastom6ncos.
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BERGMAN e LOXLEY (1970) apresentam uma metodologla adaptada para
a dosagem fotocolonrnetnca de ludroxlprolma para utlhza<;ao em escala comerclal
em laborat6nos de amilises climcas. Os reagemes propostos neste estudo silo: a)
solu«Oes-padrao, com dllUI«OeSde I jlg/ml, 2 jlg/ml etc., de ludroxlprolma dIlufda
em Isopropanol; b) solu«ao oXldante, composta por 57 g de acetato de SOOIO(3
HP), 37,5 g de cltrato tnssoolco (2 H20), 5,5 g de aCldo cltrlCO (H20) e 385 ml
de Isopropanol, acrescldos de urn volume de agua para completar urn lItro; esta
solu«ao-tampao e estavel por tempo mdefillldo; unedlatamente antes da execu<;ao do
metodo, preparar uma solu<;:aoa 7 % de cloramma- T: a solu<;ao oXldame e obuda
medIante a ffilstura de uma parte de cloramma-T para quatro partes de solw;ao-
tampao; c) reagente de EHRLICH (para desenvolvlmento de cor a 60°C). 17,6 g de
p-dlmetIlarmnobenzaldefdo sao dissolvldos em 40,8 g de aCldo percl6nco a 60% e
completados a urn volume total de 100 ml com Isopropanol; para 0 desenvolvlmento
de cor durante 0 perfodo da nOlte: 10,6 g de p-dlmetIlaffilnobenzaldefdo sao
dlssolvldos em 24,5 g de aCldo percl6nco; esta ffilstura e completada a 100 ml com
Isopropanol. Segundo BERGMAN e LOXLEY, sendo a urma a amostra em estudo,
a manerra mals segura de se obter a solu<;ao branca e mediante a adH;ao de
substfu1cla oXldante a solu<;aode EHRLICH. a cloramma-T e lI1atIvada pe10 aCldo
e qualquer desenvolvunento de cor deve-se a Impurezas outras que nao a
ludroxlprolma. Com rela«ao ao procedlmento de neutral17..a<;aoda solu<;ao, os aulores
preferem 0 hldr6xldo de !filO ao hldr6xldo de s6dlO, pOlSeste ultImo pode ocaSlOnar
a preclplta«aO de eventualS saiS. Os autores argumentam que 0 produto da oXlda<;ao
da hIdroxlprolIna pela cloramma-T e mats estavel do que 0 produto gerado pela
per6xldo-oxlda<;ao alcalma catalIsada pelo cobre (1,2-dehldrohldroxlprolIna).
Fmalmente, os autores sugerem que 0 emprego de concentra«Oes elevadas de reauvo
de EHRLICH e de Isopropanol favorecem 0 surgunento e aumentam a estabwdade
da cor.

IBBOTT (1974) ressalta que a umca protefna mamifera que contCm
qllanl1dades slgmficantes de hldroxiprolllla e 0 colageno e acelta os prodlltos da
oXlda«ao da ludroxlprolma como seodo plffol e aCldo plffol-2-carboxflIco. A
metodologla proposta por IBBOTI para a dosagem da ludroxlprolma a partIr d~
amostras de unna ou tecldos, basela-se na descn<;:aode KIVIRIKKO e cols. (1967).
Imclalmente submete a amostra a uma ludr611seaClda, em segulda reUra plgmentos
preclpltados medIante centnfuga<;:ao e realIza a oXlda«ao da hldroxlprohna com
cloraffilna-T e mterrompe a oXlda<;aopela adl<;aode uossulfato e em segulda reura
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Impurezas pela extra<;iio com tolueno. Os produtos ffilClals da oXlda<;iio da
ludroxlprolma, aCldo ~ 1_plrrol-4-ludroXl-2-carboxilico e aCldo pIrrol-2-carboxilico
nao sao soluvels em tolueno. Ap6s aquecunento, 0 pIrrol produZldo e extraido em
tolueno e a reac;ao colorifica e realIZada com reat1vo de EHRLICH. Para a
determmac;ao da frac;ao LIvrede hldroxJproltna, IBBOTT omlte a ludr6hse aClda e
acrescenta um excesso de alamna para ehmmar a mflUenClade outros ammoaCldos
sobre a quanudade de pIrrol fonnada. 0 metodo e altamente especifico para

illdroxlprohna, mesmo havendo na solu~ao a presen~a de quanudades 10.000 vezes
maJOr de outros ammoacldos. A taxa de recupera~ao de hldroxlprolma adlclonada
a unna observada no presente estudo e de 90-104% Os reagentes uuhzados pelo
autor sao: a) HCI IN e 0,05N; b) fenolftaleina; c) tampao borato de POt<iSSIO com
pH 8,7; d) alamna a 10%; e) clorarruna-T 0,2 M; f) uossulfato de SOOIO 3,6 M; g)
reagente de EHRLICH; h) solu<;ao-padrao de estoque a 36 mg / 100 mJ e de
trabaUlo a 36 J.l-g/ ml. A metodo10gla envo1ve a illdr61Ise aClda da amostra em
estudo, segUlda de neutralIza~ao e satura~ao com KCl. Segue 0 acrescrmo de alanma
e a subseqiiente oXlda<;iiocom clorarruna-T, manuda com t1ossulfato de SOO1O. Ap6s
uma pnmelra extra<;ao de Impurezas pe10 to1ueno, IBBOTT submete a amostra ao
aqueclInento para a fonna<;aodo pIrrol, 0 qual e renrado por uma nova extra<;iiopor
tolueno e pelo acrescuno de reat1vo de EHRLICH leva a fonna~ao de colora<;ao
r6sea. A lelt:l1raem e!.pectrofot6metro e reallzada ap6s repouso por 30 mmutos e a
absor<;ao elIda contra tolueno como branco a 560 nm. Para IBBOTT, a absor<;iio
deve ficar entre 0,1-0,6 e se a leltura for mUlto aha, recomenda uma dIiUl<;aodo
extrato de tolueno.

o calculo fmal proposto por IBBOTT e 0 segumte.
Ax - Ab

mg total de hJdroXlprolIna/ml= ----x 0,036,

onde:
Ax = solu<;iiodesconheclda (em estudo)
A, = solu<;ao jtarulard

Ab = solu<;aobranca.

Segundo BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977), a blOsslotese do co1ageno
e suas ghcoprotemas relaclOnadas passa por uma sene de etapas, qUaJs seJam: a)
forma<;ao de protocolageno, um polJpeptideo precursor do colageno, fiCO em
resfduos de proW e iIsll, no qual ocorre uma extensao peptfdlca nao-colagenosa
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suplementar no tenmna]-C ou no tenrunal-N, b) hJdroxlla<;:aode resfduos de proh]
e I1sl] em hldroxiprol1na e hldroxlhsma medIante a a<;:ao da hidroxilase
protocohigena-prolma (PPH) e da hidroxilase protocohigena-hsma (PLH), medIante
a partJclpac;ao dos co-fatores aCldo asc6rbIco, a-cetog]utarato, ions Fe2+ e oXlgeruo
atmosfenco (02); a fonnac;ao da hldroxlprohna esta drretamente re]aclOnada ao
esplTalamento do colageno; c) g\JcosIla<;:aode resfduos de hIdroxIllSll; esta etapa
conSlste de duas sub-etapas: c-]) galactosuac;ao de residuos de hldroxIllSl] pe]a
transferase galactohsll-colagena na presenc;ados co-fatores Mn2+ e galactose undma-
difosfato (UDPGal) e c-2) galactosIlac;ao de residuos de hIdroxIhsu pe]a transferase
glucosil-co]agena na presenc;a dos co-fatores Mn2+ e ghcose undma-difosfato
(UDPGlu); nesta etapa a macromolecula esta pronta para ser extrusada para 0

compartlmento extracelular; d) A macromolecula extrusada e chamada de pr6-
colageno e e necessana a ac;ao da enzlma pr6-co]ageno-peptldase para a lIberac;ao
de peptideos suplementares nao-co]agenos da molecula de pr6-colageno (a presenc;a
destes peptideos confere a molecula de pr6-colageno sua caractensuca soluvel e
penrute com que ela atue como a forma de tr<ln~portedo colageno, preverundo a
fibrIlogenese mtracelular); com a hberac;ao dos peptideos suplementares a
macromolecu]a e convertJda em tropocolageno; e) a desammac;ao oXIdatlva de certos
residuos de lIsil e hIdroxuIsil pela hSu-oxidase precede a fase final, a qua]
corresponde a fonnac;ao das I1gac;Oescruzadas mter e mtramoleculares necessanas
para a estabillzac;ao da molecula de co]ageno neoformada. BLUMENKRANTZ e
HANSEN descrevem tres metodo]oglas para a deterrrunac;ao de hIdroxlprolIna
marcada com 14C. Descrevem tambem urn metodo para a detenrunac;ao da
protocolageno-prolIna-hidroxllase, urn metodo para a deterrrunac;ao de hsma marcada
com 14C,urn metodo para a deterrrunac;ao de pr6-colageno-hsma-]udroxllase aSSIm
como urn metoda para a avalIac;aoda galactostl-colagenase e da glucosil transferase.
Observam que a detennmac;ao concorrutante dos dOlSamwoacldos tfplCOSpara 0

colageno (iStOe, hidroxlprolIna e hidroxillsma) e lffiportante, pOlS em condl<;:6es
patol6g1cas pode haver urn deseqUilibno entre ambas. Em sua metodo]ogia para a
dosagem da hIdroxlprohna e da prolll1a em amostras umcas e muluplas, os autores
lanc;ammao dos segumtes reagentes: a) utIl1zama so]uc;aode tarnpao borato com pH
8,7 (61,84 g de acldo b6nco e 225 g de KCl sao ffilsturadas em 800 ml de agua
desulada e 0 pH e aJustado para 8,7 com soluc;ao de KOH, completando-se em
segUida 0 volume para ]000 ml com agua desulada); b) soluc;ao de alaruna a,I12M
(10 g de a]anma sao dlssolvldos em 90 ml de agua dcsulada, 0 pH e aJuslado para
8,7 e 0 volume final aJustado para 1000 mJ com agua desulada); c) tampao boralO-
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alanma (real1zam a mlstura de 100 m] da solu<;:aode tampao-borato com 50 ml da
solu<.;:aode alaruna); d) tampao de plrofosfato a 0,2M e a 1M, com pH aJustado para
8,0; e) tampao de .:lcldocftnco (50 g de aCldo cftnco 1H20 e acresCldo a 12 rill de
aCldo acetIco 96 %, 120 g de acetato de S6dlO3H20 e 34 g de NaOH e a fnIstura
final dllufda em 1000 ml de agua destIlada); 1) solu<;aode cloramma-T a 0,2M; e g)
reagente de EHRLICH. No desenvo1vlffiento da metOOologla reahzam a Iudr61Ise
transnOlte de amostras de unna, cartIlagens e colc:igenopunficado, em HCI 6N a
118°C; em segUlda submetem as amostras a evapora<;:aoa 60°C em camara de vacuo
e realJzam a determma<;:aoda dosagem de Illdroxlprolma con forme descnto por
KIVIRIKKO (1967).

JmORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1978) reahzam urn estudo para
comparar a mfluencIa de anastomoses em plano umco contfnuas ou em pontos
separados, em colo de 193 ratos Sprague Dawley. As anastomoses foram realIzadas
com fio de pollpropilene eo perlOOode avaha<;ao correspondeu ao 5°, 7°, 10°, 14°
e 28° dlas p6s-operat6nos. Os autores reahLam a delerrnma<.;:aoda taxa de colageno
segundo PIKKARAINEN (1968) e submetem as pe<;asa uma desldrata<;ao preVIa a
100°C durante 3-4 dlas, ate a obten<;:aode um peso constante. 0 reglstro da
concentrac;ao da taxa de Iudroxlpro1ma e assmalado em p.g/mg de tecldo desldratado.
Os autores ressaltam que a tela submucosa da parede mtestmal e uma membrana
fibrosa reslstente, constItufda pnnclpalmente por colageno e fibras elastIcas e
apresenta a malOr reslstencla rensu dentre todas as camadas do mtestIno. Os autores
demonstram que ap6s uma ressec<;:aode colo esquerdo segUlda de anastomose,
ocorre uma reduc;ao lffiportante nas taxas de hldroxlprolma nas proxurudades da
anastomose, reduc;ao esta que corresponde a 30% na sutura continua e a 23 % na
sutura em pontos separados. Dlstalmente a anastomose nao observarn altera<.;:ao
alguma nas taxas de Iudroxlprolma em ambas as tecrucas de sutura empregadas
Proxlffialmeote a anastomose, todavla, ocorre uma redu<;:aolmportante nas taxas de
hldroxiprollna e esta redUl;ao e malS Importante na teclllca de sutura continua se
comparada com a sutura em ponlos separados, durante a pnmelra semana da
clcatnza<;:ao. No presente estudo os nlvelS de hldroxlprolma tecldual retornam aos
padr6es normalS entre 0 decuno e declffio quarto dlas de p6s-operat6no. J mORN
e cols. sugerem que a reduc;ao precoce nas taxas de IudroXlpcolma deve estar
relaclOnada a urn aumento na hse da mesma, deVlda a urn provavel aumento na
quebra da molecula de hldroxlprolma
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Com a obJetIvo de anahsar 0 eqUlhbno entre a hse e a sintese de col<igeno
em segrnentos c61Icos, JffiORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1980a) realtzam urn
estudo avaltando a concentra<tao total de ludroxlprolma, a atIvldade especffica do
cohigeno, a radlOanVldade total (ap6s marca<tao previa de prollOa pe10 C14

) e a
porcentagern de sfntese de cohigeno em cola de ratos Para tanto, submetem as pe<tas
a secagem em estufa ate annguem urn peso constante, a 100°C. Ap6s a
determmar,;ao do peso seco, as amostras sao hldrol1sadas em HCl 6N a 130°C
durante 3 horas e a taxa de ludroXlprohna e detemunada segundo PIKKARAINEN
(1968) Segundo revlsao reahzada pelos autores, a hldroxlprolma e encontrada em
tecldos de vertebrados quase que excluslvamente no co1ageno, constltumdo
aproxunadamente 14% de seu peso e nao e encontrada em quantIdades expressl vas
em nenhuma outra proteina. Os autores warn PROCKOP (1960), segundo 0 qual
a prollna e mcorporada ao pracohigeno durante a sintese de colageno; ap6s esta
lIlcorpora<tao uma certa porcentagem de pro11Oa residual e hidroxilada em
ludroxlprolma por uma enzlma especifica, a proW-hldroxilase. JffiORN e cols.
observam que ha duas formas de co1ageno: 0 colageno soluvel e 0 co1ageno
mso1uvel; este ultImo tlpo corresponde ao componente estrutural do tecldo
conJuntIvo. A fra<taode colageno soluvel encontrada pelos autores e de 3,4 a 5,4%
do total de co1ageno. Setenta e cmco a 93 % da radlOatIvldade mensurada esta
relaclOnada a frac;ao msoluvel do colageno. Em amostras de controle, nao
submetIdos a Clnlfgla, a atIvldade especifica do colageno e balxa em todos os
segmentos calIcos. Ha, contudo, uma dlferenc;a slgruficatlva entre os segmentos
prOXJJnalSe dlStalSdo colo. A atIvldade especifica nos prmleuos e menor do que nos
ultJrnos. Nos arumals com uma anastomose com 4 dlas de evolu<tao, a sintese de
cohigeno demonstra estar aumentada em lOOosos segmentos Apesar desta sintese
aumentada de colageno, a sua concentrac;ao apresenta-se acentuadamente durunUida
(25 a 50%) nos segmentos anastomatIcos e nos segrnentos lilledlatamente proxlmals
as anastomoses. Estes achados eVldenclam que a atIvldade de lIse do colageno e
malOr nos segmentos proxlmals a anastomose do que nos dlStaIS a mesma. No
setlmo dla de p6s-operat6no JffiORN e cols. observarn que 0 balan<toentre a sintese
e a degradar,;ao do cohigeno passa a tender em favor da sintese.

JffiORN, AHONEN e ZEDERFELDT (l980b) apresentam a sequencia de
seus estudos, enfocando as alterac;6es no metabollsmo do colageno na parede c611ca,
comparatIvamente, nas anastomoses reahzadas de forma continua ou em pontos
separados. A sintese de colageno e mensurada m VIVO, mediante 0 usa de prolma
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marcada radlOatIvamente como precursor; os resultados sao comparados as
mensura<;6es da taxa de ludroxlprolma teCldual no colo. Os autores observam uma
reduyao rmportante nas taxas de coh:igeno na reglao de anastomose, apos uma
ressecyao de cola esquerdo. Proxlmalmeme esta redu<;aoe Importante numa extensao
de 2 a 3 cm e dlstalmente esta reduc;ao e observada em apenas 0,5 cm da
anastomose. Apesar de uma taxa de silltese de colageno mUlto aumentada, a
concentra<;ao de colageno nesta area de anastomose e mUlto reduZlda, lStOse da em
funyao de uma atIvldade de bse tambem aumentada. Os autores Cltam esrudos
expenmentals em gatos e caes, que relaclOnam a lllerva<;ao cohca ao metabohsmo
colageno. Segundo estes, os nervos parasslmpatlcos sacrals (que lllervam os dOls
ter<;osdlStaJSdo colo) penetram na parede cohea na reglao pe]vlca e dlstnbuem-se
llltramuralmente em duec;ao distal para proximal, enquanto que os nervos cobcos
SlmpatICOslombares dlstrlbuem-se atraves dos mesos. ASMm,uma ressec<;ao de colo
esquerdo vmlevar a uma denervayao paraSSllllpatIcaproximal a hnha de anastomose
e levar, ao menos temporarlamente, a urn comprometImento da motIlIdade cohca
bem como a uma reduyao do fluxo sangufneo da tela submucosa e a uma reduc;ao
da produc;ao de muco proximal a anastomose, fatos estes que podem levar a uma
redu<;ao da reslsrencla a lllvasiio bactenana com aumento local da reac;ao
lllflamat6na.

ANGELELI, BURINI e OLIVEIRA (1982) real1ZaI11estudos referentes as
vanas fases do metodo proposto por BERGMAN e LOXLEY (1970) para dosagem
de hldroxlprolma e anal1sam 0 metoda com base em amostras de urma humana e de
ratos e aval1am a Imeandade da curva de absor<;ao em VarlOS aparelhos de
espectrofotometrla. Na metodologla empregada as etapas sao as segumtes: a)
ludrohsa<;ao da unna com HCl 6N, mantendo em estufa a 110°C durante 24 horas;
b) neutrabza<;ao com soluc;ao de hldr6xldo de litIo; c) a 1 ml do ludrohsado de
unna, I m1 de soluGao branca e I ml de soluc;ao-padrao, adlclOna-se 2 ml de
Isopropanol e I ml de solUl:;aooXldante (c1orarruna-T), d) apos 4 mmutos adlclona-se
2 ml de reagente de EHRLICH e lllcuba-se a mlstura a 60°C durante 21 mmutos;
e) repouso da soluyao por 60 mmutos e leltura nos dlversos espectrofotometros a
562 nm Os autores reallzam estudo de recuperaC;ao da ludroxlprolma. mediante
acrescuno de quanudades conhecldas do ammoacldo e nao observam dlferen<;a nos
resultados obtIdos pelas lelturas nos dlversos aparelhos em estudo, demonstrando que
o metoda e confiavel e de facd execuc;ao. ANGELELI e cols. observam que os plCOS
de absorc;ao maxima sltuam-se entre 558 e 562 nm e chamam a atenyao para 0 fata
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de 0 padrao de hldroxlprolma ser labil e nao poder ser armazenado por multo
tempo.

NARESSE, LUCCffiARI, ANGELELI, BURINI, RODRIGUES, CURl e
KOBA YASI (1988) reallzam estudo da Clcatnzac,;aode uma anastomose do mtesUno
delgado e uttltzam 32 caes mestIc,;os,dlVldldos em tres grupos avahados no 30. 7°,
14° e 28° dlas de p6s-operat6no. 0 procedlmento e sutura continua em plano timco
extra-mucoso, sutura com pontos separados em plano timco extra-mucoso e sutura
continua em dOlSpianos (urn total e um seromuscular), reallzadas com fio de nylon
4/0. Os autores avaLJama quahdade da clcatrtzac,;aomedIante a reSIStenClaa forc,;a
de ruptura em extens6metro de reslstencla eletnca; medIante a detenrunaC«lo da
frac,;ao de ludroxlprolma tecldual segundo a metodologla de BERGMANN e
LOXLEY (1963) modlficada por ANGELELI e col. (1982); e estudo hlStol6glCO
pelas colorac,;6esde MASSON e hematoxtlma-eosma. NARESSE e cols. observam
que a analIse estatlstIca da dosagem de ludroxlprolma teclduaI nao mostra dlferenc,;as
slgmficatJvas entre as tres tecmcas empregadas. No prcsente estudo os autores
encontraram uma vana<;ao mUlto grande nas concentra<;6es pre-operat6nas de
hldroxlprolIna. Na tecmca de sutura em dOlSpianos, encontraram no 21 ° dla p6s-
operat6no uma concentra<;ao de ludroxlprolma maJOr do que no controle pre-
operat6no. Este fato apresenta paraIeltsmo a avalta<;aohlstol6glca.
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3 MATERlALE METODO

Utlmou-se 8 ciies (CamsfamillGrLs) sem ra<;adefimda, adultos, masculmos,
com peso corp6reo vanando de 7 a II kg, sem SU1alSde doen<;a, proveruentes do
caml da Prefeltura Muruclpal de Cunuba. Estes anunalS foram submelldos a
avahac;ao preVia pelo medICO vetenmino responsavel, antes da lllclusao no
protocolo.

o procedunento expenmental constou da retrrada e armazenamento de
fragmentos tecldualS de dlversos segmentos do canal alunentar do cao, os qUais
foram recortados confonne urn tamanho padrao, constItuU1do asslm as amostras
teclduals para 0 estudo. As amostras teClduals foram pesadas e submeudas a uma
hldr61Ise aCIda sendo que em segulda, os Illdrohsados teclduals foram processadas
blOquunlcamente para a deternuna<;ao da taxa de h1droxlprohna tecldual. Em
paralelo aos hldrol1sados teclduaIs, foram processadas dlversas solu<;5espadrao de
trabalho de h1droXlprolma (com quanudades conhecldas de h1droxlprolma) e solu<;oes
brancas (com ausencJ.aabsoluta de hldroxlprolma), ambas para perrrullr uma anah~c
comparauva entre os resultados obudos pelos hldrohsados teclduals. FU1a1mente,
reahzou-se a leItura da absorbanCla espectrofotometnca das amostras e deterrruna<;ao
final da taxa de h1droxlprolma dos h1drohsados teclduals.

No presente estudo uul1zou-se a metodologla proposta KlVIRIKKO e cols.
(1967) e modlficada por ffiBOTT (1974). As dosagens blOqulrrucas da h1droxlproLll1a
foram realIzadas, peLo autor, nas dependenclas no Laborat6no de Imunologla e
MlcroblOlogla da Faculdade EvangelIca de Medlcllla do Parana. Apl1cou-sc as
normas para referencJ.as blbhograficas e abrevlatura de titulos e pen6dlcos e as
nonnas para apresenta<;iio de trabalhos da Umversldade Federal do Paralla (1992)
bem como a Norruna Anatomlca Vetennana (1983).
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3.1 Fase pre-estudo

Os dies foram albergados no BlOreno do Setor de Clenclas BlO16glcas da
Umversldade Federal do Parana durante urn periodo de observa<;ao de 15 dlas, onde
receberam alunenta~ao medIante ra~o balanceada para a especle (NUVlta@),tendo
lIVre acesso it agua, confonne recomendado por ROMERO e FUENZALIDA
(1989). Foram tratados contra ectoparasltas (banho com Assuntol P6@).Cada arumal
recebeu um total de 800 mg de mebendazol (200 mg/dla). Os ciies foram vacmados
com Vacma AntI-Rablca@ e vacma contra cmomose, hepatlte, paramfluenza,
parvovrrose, leptosprrose, (polyvac-6@). Ao fmal de 15 dlas de observa~ao
pre-estudo, os ammalS foram mcluidos no protocolo e Identlficados de manelfa
aleat6na pelas letras de A-H.

3.2 Obten<,:aodas amostras teciduais, das solu<,:Oes-padrao de trabalho
de hidroxiprolina e das solu<,:Oesbran cas

3.2.1 Indu~ao anesreSlca e sacnficlO dos caes

o cao fO! trazldo it sala de clfUrgla expenmental e amorda~ado com fita
crepe. Em segUlda, real1zou-se a sec~o dos pelos rente a pele, na face lateral do
ter~o distal de urn de seus membros pelvlcos. InduzllI-se a anestesla com solu~ao de
Truonembutal@, por via mtravenosa, na dose de 2S mg para cada qUilograma de peso
corp6reo, mediante a preVia pun~ao percutfmea da vela metatarslca plantarIV,

reahzada com butterfly nO 21.
Ap6s a mdu~o da anestesla, 0 cao fO! sacnficado mediante a IlljeGaO,por

Via mLravenosa, de 20 ml de clorelo de POt<iSSIO a 19,1 %. 0 ammal apre~enlou
parada cardiaca seglllda de parada resprrat6na. Assun procedeu-se de forma a nao
proplclar sofnmento ao anunal e para obter amostras de l:leGa'5com a qualIdade de
uma bl6psla Clfllrglca, pennltlndo compara~6es futuras de resultados com estudos
expenmentals.
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3.2.2 RetIrada e acondlClOnamento dos fragmentos teCldua.J.s

Constatado 0 6blto do arumal, colocou-se 0 mesmo sobre uma mesa
cmirglca e rea1Jzou-se a retIrada de fragmentos tubulares com aproxlmadamente 2
centimetros de comprunento ou fragmentos de area aproxunada de 2 cm2, de
dlversos segmentos do canal aLunentar. Os fragmentos foram retuadas mediante dOis
acessos cmirglcos: 0 pnmelro fOiuma cervlcotomla ventral medlana para a reurada
de urn fragmento de esOfago cervical (Pars cerv/calls); 0 segundo acesso cmirglco
fOi mediante uma laparotomm medlana xlfo-publca e secc;ao do illato esofaglCo do
dlafragma, para a obtenc;aode amostras de es6fago toniclco (Pars thoraclca), parede
antenor de corpo do est6mago (Corpus ventriculi), 2a porc;ao de duodeno (Pars

descendens), JeJuno-iho (Jejunum, Ileum), colo trans verso (CoLon transversum), cola
slgm61de (Colon slgmOideum) e reto (Rectum).

Os fragmentos teclduals foram acondlClonadas em soluc;ao fislOl6g1ca a
0,9% em frascos mdlvlduals e guardados em congelador a -20°C.

3.2.3 Recorte e pesagem das amostras tecldua.J.s

Os fragmentos teCiduals foram descongelados a temperatura amblente e
secos corn papel-toalha absorvente. ReaLIzou-se 0 recorte dos fragmentos tecldua.J.s
por vazamento, mediante urn mstrumento corn area de secc;ao transversa cIrcular
corn dlametro de 9 nun' obteve-se aSSlffias amostras teclduaiS. Deterrnmou-se 0

peso das amostras teclduals, ern gramas, ern uma balan<;ade preclsao Helmac HM
3300, levando-se ern conta duas casas decunals. 0 valor obudo para 0 peso das
amostras tecldua.J.sfOl transfendo para urn quadro geral de tabulac;ao dos dados. A
dlstrlbUlc;ao das amostras teclduals confoffile 0 segmenlo do canal ahmentar e 0

respecuvo numero de Idenuficac;ao, pode ser observada na tabela 1.
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Tabela 1

DIstnbUlc;ao das amostras teclduaIS conforme 0 segmento do
canal allmentar e 0 seu respectIvo numero

Segmento

Es6fago cerVical
Es6fago toraclco
Est6mago
Duodeno
JeJuno-iho
Colo trans verso
Colo slgm61de 49-56
Reto

N umero da
amostra tecldual

1-8
9-16
17-24
25-32
33-40
41-48

57-64

3.2.4 Obtenc;ao das soluc;6es-padrao de trabalho de ludroxlprohna

e bran cas

lmclalmente faz-se necessarIo mclufr-se no debneamento deste estudo urn

mecarusmo para estabelecer-se um padrao de absorbancla espectrofotometnca

conhecldo, tanto da presenc;a quanto da ausencla de ludroxlprobna numa soluc;ao.

Asslm, as absorbancIas espectrofotometrlcas relatIvas a quantIdade de cor produzlda

pela reac;ao fmal do metodo aqUl empregado, obtIdas para as soluc;6es-padrao de

trabalho de hldroxlprobna, bem como para as soluC;6es brancas (ambas serao

processadas concorrutantememe com as arnostras teCiduaIs), consotuuao 0 valor de

referencla para a analise dos resultados espectrofotometncos obodos ap6s 0

processamento blOquirruco dos ludroLIsados tecldualS em estudo.
Para a obtenc;ao das soluc;6es-padrao de trabalho de ludroxlprobna, e

necessano reahzar-se a dllUlc;ao previa de urn volume de soluc;ao-padrao de estoque

de ludroxlprohna, da forma como segue:

a. Soluc;ao-padrao de estoque de hldroXlprobna, contendo 36 rng / 100 ml

de volume: obteve-se esta solw;ao mediante a dlssoluc;ao de 9 mg de ludroxlprolina
em 10 ml de agua destllada em frasco volumetrlco de 25 m\. AdlClonou-se 0,1 ml

de HCl concentrado e dlluiu-se ate um volume fmal de 25 ml com agua desulada
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Esta soluc;ao fOl preparada no dia do processamento blOquinuco das amostras de

estudo.
b. Solu<t6es-padrao de trabalho de tudroXlprolma, contendo 36, 18, 9 e 4,5

p.g / ml: obteve-se estas soluc;6es medIante a dllu1<tao de 1,0, 0,5, 0,25 e 0,125 ml,

respecDvamente, da solu<tao-padrao de estoque de tudroXlprolma em 10 ml de agua

destIlada. Estas solu<t6es foram preparadas 1ffiedlatamente antes do uso.

c. Solw;:ao branca: para representar esta solu<tao, unbzou-se agua destllada.

A dlstnbul<tao das solu<t6es-padrao de trabalho de hldroxlprobna com

rela<tao as suas concentra<t6es e das solu(f6es brancas bem como suas respecDvas

IdentIfica<;6es numencas, podem ser observadas na tabela 2.

Tabela 2

DIstnbUlc;ao das soluc;6es-padrao de trabalho de tudroxlprolma nas
dlversas concentrac;6es (em IntCrogramas por mIltbtro) e das soluc;6es brancas,

bem como as suas respecDvas IdentIficac;6es numencas

Solu<;ao

Solu<;6es-padrao de trabalho
de Iudroxlprobna

Solu<t6es brancas

Concentra<tao
p.g / ml

36
18
9
4,5

Numero da
amostra

65
66
67
68

69-70

(-) = Ausencla de h1droXlprobna.

ConvenclOnou-se IdenLtficar ao conJunto formado pelas amostras teclduals,

pelas solu<;6es-padrao de trabalho de hldroxlprolma e pelas solu<;6es brancas, pelo

vocabulo lsolado amostras.
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3.3 Preparo de tubos de vidro e dos reagentes

Prevlamente a execu<;iiodo processamento blOqufmlco, para a detenruna<;iio
fotocolonmetnca da tudroXlprolma pelo reatJvo de EHRLICH a partIr das amostras
teclduaIs, das solu<;6es-padrao de trabalho de hldroxlprobna e das solu<;6esbrancas,
foram necessanas duas etapas preparat6nas, a saber: 0 preparo de tubos de vldro
e 0 preparo de reagentes quimlcos.

3.3.1 Preparo de tubos de vldro

Utilizou-se tubos de vldro com tampa de rosca de teflon e tubos de vldro
sem tampa de rosca, asslm dlvldldos:

Foram necessanas duas senes de tubos de vldro com tampa de rosca de
teflon no tamanho de 18 x ISO mm. A pnmclra sene de tubos fOi utJl1zada para a
reahza«iio da hldr6bse aCida das amostras teclduals; estes tubos foram graduados
prevlamente para urn volume exato de 15 ml. A segunda sene de tubos fOJutilizada
para as etapas de oXlda<;aoe forma«iio do pirro!. Conforme demonstrado na tabela
I, reall.lou-se 0 processamento de 64 amostras teclduaIs, de 4 solu<;6es-padrao de
trabalho de hldroxlprohna e de 2 solu<;6esbrancas. Asslln, uultzou-se 140 destes
tubos de vldro, os qUaISforam numerados nas duas senes de I a 70.

Para a leltura espectrofotometrlca final, utIhzou-se uma nova sene de 70
tubos de vldro no tamanho de 13 x 75 mm Numerou-se os tubos desta tercerra sene
de I a 70.

3 3.2 Preparo dos reagentes

No dla antenor ao da execu«ao do processamento blOqufrruCOdeste estudo,
reahzou-se a prepara«iio dos reagentes necessanos para as suas dlversas etapas. Os
reagentes utilizados foram 0 hldr6xldo de potasslO, a fenolftaleina, 0 tampiio borato
de pOtaS~IO,a alamna, a c1oramllla-T, 0 uossulfato de s6d1O C 0 real1vo de
EHRLICH e foram obudos da segUlI1temanelra'
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a. Hldroxldo de POtaSSlOReahzou-se tn~::'dIlulc;oes do sal para a obtenc;ao
das concentrac;6es 12N, IN e O,IN, como segue.

KOH 12N 168,3 g KOH + 250 ml H20,

KOH IN 14,02 g KOH + 250 Illi H20 e
KOH O,lN 1,40 g KOH + 250 ml H20.

b. Fenolftalefna. dlssolveu-se I g ern 100 ml de elanol para a obtenc;ao da
soluc;ao de fenolftalefna.

c. Tampao borato de POtaSSlOcorn pH 8,7: dlssolveu-se 6,18 g de aCldo
bonco e 22,5 g de KCI em 80 Illl de agua deslllada. AJustou-se 0 pH com urn
medldor de pH (pH-metro 8374, MlCronal - SP) ate 8,7, medIante adl<;ao gOla-a-
gOlade KOH 12N e KOH IN. Completou-se com agua desttlada ate urn volume final
de 100m!.

d. Alanma 10%' dlssolveu-se 5 g de alamna em aproXlmadamente 45 ml de
agua desulada. AJustou-se 0 pH para 8,7 com urn medldor de pH e completou-se 0
volume com agua destIlada ate 50 mI.

e. Cloramma-T 0,2M. DIssolvel de 5,64 g de cloramma-T ern 100 ml de
eter monometihco de eulenoghcol para analIse de ammoacldos, lIvre de peroxldos.
Este reagente fOl preparado lmedlatamente antes do uso.

f. Tlossulfato de SOOIO3,6M. DIssolveu-se 267,9 g de uossulfato de SOOIO
penla-hidnco em 300 mI de agua desulada, aquecendo-se levemente 0 frasco sob
1lllstura continua, ate a dIlUlc;aototal do sal.

g. ReatIvo de EHRLICH: Para a obtenc;ao deste reauvo, fOl necessano 0
preparo preVlOde duas soluc;6es, A e B, como segue:

Soluc;aoA - AdlClOnou-selentamente 6,85 ml de aCldo sulrunco concentrado
a 50 ml de elanol em frasco de vldro Reah.lOu-se 0 conC01llltante resfnamento do
frasco sob agua de tome Ira corrente durante a adlc;ao do aCldo, pOlSreahza-se uma
reac;ao produtora de calor.

Soluc;ao B - AdlClonou-se 50 mI de etanol a 30 g de p-dlmeulammo-
benzaldefdo. Procedeu-se ao seu aqueclffiento a 37°C e a mlstura continua ate que
se obteve a dlssoluc;ao completa do sat

Obteve-se 0 reatIvo de EHRLICH pela adlc;ao lenta da soluc;ao A a soluc;ao
B, resfnando-se conC01llllantemente 0 frasco sob agua de tomerra corrente.

h. ACldo cloridnco 0,05N DIlufu-se 0,76 ml de HCI concentrado em 500
mI de agua deslllada
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3.4 Determina~ao bioquimica da hidroxiprolina

o processamento blOqulnuCO para a determma<;ao das taxas de
ludroxlproLma das amostras teclduaJs, das soLu<;Oes-padrao de traballio de
h1droxIproLmae das soluc,;Oesbrancas pode ser desdobrado em tres etapas prmclpaJs:
a hIdr6bse aClda, a oXldac,;aoe a formac,;aodo plIrol.

3.4.1 Hldr6hse aCIda das amostras

Transfenu-se as amostras teclduaJs para os respectlVos tubos de vldro da
pnmerra sene; plpetou-se aliquotas de 1 ml de cada uma das soluc,;Oes-padrao de
hldroXlproLma nos tubos respectIvOS; plpetou-se um volume de I m] de agua
destIlada em cada um tubos assmalados como brancos.

Reahzou-se a hldr6hse aClda medIante 0 adIclOnamento de ] ml de aCldo
clorfdnco concentrado em cada urn dos tubos de vldro contendo as amostras.
Fechou-se fmnemente as tampas de rosca. Na sequencIa, aqueceu-se estes tubos em
banho-mana a 100°C durante 14 horas.

3.4.2 OXldac,;ao

Completada a etapa da h1dr6hse aClda, resfnou-se os tubos sob aglla de
torneua corrente e reahzou-se a centnfuga<;ao das amostras em centrffuga DONNER
CDl00, a 4000 rpm durante 5 mmutos, para a separac,;aode eventuals lffipurezas

presentes sob forma de partfculas s6hdas
a. AdlclOnou-se ] gota da solllc,;aode fenolftalefna Em segulda, aJlIstou-se

o pH para uma colorac,;aorosada pela adlc,;aode 0,95 ml de KOH 12N segUlda de 0,5
ml de KOH IN, obtendo-se 0 aJuste final mediante a adl<;ao gota-a-gota de KOH
0,1N. A fenolftalefna e urn 1I1dlcadorde pH e apresent.l. vlragem para uma colorac,;ao
r6sea num pH basIco entre 8,2 e 9,8.

b. DIlulu-se os h1drohsados referentes ao Hem 3 4.2.a com aglla destIiada,

are a marca de ]5 ml.
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c. Transfenu-se aliquotas de 3 ml das solu<;6esdos tubos da etapa antenor
(3.4.2.b) para os tubos respectIvoS da segunda sene. Os tubos da pnmerra sene
foram nesta etapa alocados para deposito em lugar protegldo da IUL; aSSUll, na
sequencia da presente descn~o, far-se-a referencla Irnclal apenas aos tubos de vldro
da segunda sene.

d. Adlclonou-se ] ml de agua destIlada a todos os tubos, para total1zar urn
volume final de solu~o de 4 ml.

e. Acrescentou-se I gota de solu<;aode fenolftalefna para realtza<;ao de urn
novo reaJuste do pH, obtendo-se a colora<;ao roseo-clara com KOH O,05N ou HCI
0,05N.

f. Real1zou-se 0 saturamento da solu<;ao,acrescentando-se aproxlmadamente
3 g de KCI a amo~tra.

g. Plpetou-se 0,5 m] de reagente de alamna e 1,0 ml de tampao borato de
POtiSSIOem cada urn dos tubos das amostras. Misturou-se bem em mlsturador
mecarnco (Modelo AT-56, PhoenIX) e deIXou-se em repouso a temperatura amblente
por 30 mmutos. NesLCmtervalo de tempo, repeuu-se novamenle a ffilSlUra em
agltador mecarnco.

h. IndUZLU-se0 processo de oXlda~o propnamente dllo mediante 0

adlclOnamento de 1,0 ml de solu<;ao de cloranllna-T 0,2M sob homogemza<;ao
concormtanle em J11lsturadormecarlJCo. DeIXou-se as amostras em repouso por 25
mlllutos, com aglta<;ao ocaslOnal dos ffascos. Como produto da oXlda<;ao da
Iudroxlprolma, obtem-se nesta fase os aCldos~1_plrrol-4-hldroxl-carboxfhco e plrrol-
2-carboxmco.

I. Adlclonou-se aos tubos da etapa antenor (3.4.2.h), 3,0 ml de tIossulfato
de SOOIO3 ,6M para mterromper 0 processo de oXlda<;ao.Ap6s rmstura vigorosa da
solu<;ao em mlsturador mecamco, adlclOnou-se 5,0 ml de tolueno. Fechou-se
fumemente os tubos de vldro com as respectIvas tampas de teflon.

J. Fmal1nente, real1zou-se novo agltamento vigoroso dos tubos, durante 5
mmutos, em mlsturador mecaruco, segUldo da retlrada por asplra<;ao, da camada de
tolueno Junto com as Lmpurezas por ele extra:fdas. Os aCidos ~1-prrrol-4-llJdroXl-
carboxfbco e pLrrol-2-carboxfbco fonnados pela oXlda~o da 11ldroXIprolma pela
cIoralmna-T (etapa 3.4.2 h) MO sao extrafdos pelo processo, por nao serem soluvels
em tolueno. 0 tolueno e as Impurezas retlrados foram descartados Recolocou-se as
tampas firmemente sobre os tubos.
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3.4.3 Formac;ao de prrrol

Cumpndas as etapas de h1dr61IseaClda e de oxidat;ao da h1droxlprolma em
aCldo ~ I-prrrol-4-h1droXl-carboxihco e aCldo prrrol-2-carboxiltco, realiza-se 0

aquecimento da soluc;aopara a transformac;ao renmca dos refendos aCldos em prrroi.
a. Colocou-se os tubos da etapa 3.4.2.J em banho-mana a 100°C, pelo

periodo de 30 IDillutOS. Nesta etapa ocorre a format;iio do prrrol, ao qual
convenclOnou-se chamar de crom6foro (FIgura 1).

I
1
r
I

,
I

/
.I

, /

Figura 1 - Extrato de tolueno (camada supenor), contendo 0

pmol (crom6foro)

b. Resfnou-se os tubos sob agua de tomerra corrente e adlclOnou-se exatos
5,0 ml de tolueno. Em segUlda fechou-se novamente os tubos e realtzou-se novo
agltarnento vlgoroso em IDlsturador mecaruco, por 5 IDlllutOS.Como 0 pIrrol e
soluvel em tolueno, ele passa a integrar 0 extrato de tolueno.

c. PlpetoU-se exatos 2,5 ml do extrato de tolueno da etapa antenor (3.4.3 .b)
nos tubos de vldro menores, correspondentes a tercerra sene, e adlclOnou-se l,O ml

de reagente de EHRLICH sob agltat;iio concoIDltante em ffilsturador mecaruco. Neste
mstante ocorreu a lIDeruata fonnat;ao de cor e a esta solut;ao final convenClOnou-se
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chamar de cromogeno (FIgura 2). Assun obteve-se os crom6genos das amostras
teclduals e os crom6genos das solur;6es-padrao de trabalho de hIdroXlprohna.

Figura 2 - Rea<;3o formadora de cor pelo reatIvo de EHRLICH crom6geno

3 .4.4 Leltura em espectrofot6metro

Manteve-se as amostras em repouso por 30 ffilllutos a fun de se alcanr;ar a
estabilldade do crom6geno e conseqiientemente da realfao formadora de cor.
Real1zou-se a leltura em espectrofot6metro da absorr;ao contra a solur;ao branca, a
560 om. Utllizou-se 0 espectrofotometro de fluxo continuo CELM E210D, com
urndade de unpressao CELM SB-2l5P (FIgura 3). Nos casos em que a capacldade
de leltura do aparelho fOl ultrapassada em seu l1m1tesupenor, real1zou-se a dllUllfao
de 1 ml do crom6geno em 2 ml de solu«3.obranca.
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Figura 3 - Leltura da absorbancla em espectrofot6metro

3.5 CaIculo final da hidroxiprolina

Com base nos valores de referencIa obt:Idospelo peso da amostra tecidual
e pelo valor da absorbancia do crom6geno, pode-se, finalmente, determmar a taxa
de ludroXlprohna tecldual presente na amostra tecldual. Vale ressaltar que a taxa de
ludroXlprohna cont:Ida nas solu<;6es-padrao de trabalho e prevlamente conhecida.

Para 0 calculo final da quant:Idade de ludroXlprolma presente na amostra
tecldual em miligramas de ludroXlprohna por grama de tecldo (F6rmula nO 3a,b),
utiliza-se a razao da quant:Idade de ludroXlprohna em nuhgramas por nuhhtro de
soluc;ao (F6rmula nO 1), pelo peso da amostra tecldual em gramas de tecldo por
I11Jl1lttro(F6rmula nO2).

a. F6rmula nO 1:

mg total de IudroXlprohna / m1 = x 0,0036
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onde:
Ax = Absorbiincla do crom6geno da amostra tecldual
Ap = Absorbiincla do crom6geno da solU(;ao-padrao de trabalho de
hldroxlprohna
Ab = AbsorbiinCla da solu~ao branca

b. F6rmula nO2:
g de peso da amostra

Total de leCldo I ml
15 mJ (dLlul~aolillClal)

c. F6rmula nO 3a:

mg de hldroxlProlma I ml)
mg de hldroxlprohna I g de tecldo =

g de teCldo I ml

ou Formula nO 3b:

(mg de hrdroxlprohna I mJ) x 3
mg de hldroxlprolma I g de tecldo =

g de tecldo I ml

Utllizou-se a formula nO 3b nos casos em que fOJ realrLada a dLlUl~aodo
crom6geno com solu~ao branca.
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3.6 Determina'rao da curva de linearidade

Extrapolou-se as lelturas da absorbancla das soluC;;Oes-padrao de
tudroxlprolma para urn gnifico e testou-se os resultados para a sua correlac;;ao
mediante regressao lmear (r), obtendo-se os valores para 0 coeficlente angular (a)
eo coeficlente lInear (b) da reta correspondentes a f6rmula y=ax+b. Reahzou-se
estes caJculos com auxilIo de calculadora eletr6mca clentifica1

• Nesta f6m1Ula, (y)
corresponde ao valor obudo para a absorbancla da amostra, podendo-se ass 1mobter
(x), que corresponde a concentrac;;iiode hldroxlprohna.

3.7 Avalia~o estatistica

Os resultados para cada urn dos segmentos estudados, foram anahsados com
relac;;ao ao calculo da m&ha e do desvlO-padrao da media, conforme
BEIGUELMAN'l (1988).

'CASIO, Calculadora programavel FX702P

2BEIGUELMAN, B Curso pratico de bioestatlsllca. Rlbemlo Preto, ReVISla
Brasllelra de Genetlca, 1988 p 15-19



4 RESULTADOS

4.1 Peso dos arumais

A dlstnbUl«ao do peso dos arumaIS, em qUilogramas, pode ser observado
na tabela 3.

Tabela 3

DIStnbUl<;:aOdos arumals por peso corp6reo em qUllogramas

Arumal Peso Arumal Peso

A
B
C
D

11
7
8
8

E
F
G
H

II
10
II
7

4.2 Peso das amostras teciduais

o peso das amostras teclduaIS demonstrou homogeneldade em cada um dos
segmentos Isoladamente. A dlstnbw<;:iiodos segmentos estudados e das amostras
teclduaIs conforme 0 seu numero e a moola do peso em cada segmento, pode ser
observada em rela<;aoaos pesos das amoSlras t.eclduals, em gramas, na tabela 4.
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Tabela 4

DlstnbuH;ao do peso das amostras teclduaJS em gramas e a media (m) do peso,
conforme os segmentos estudados e os seus respectJvos numeros (nO)

EC nO peso ET nO peso E nO peso

01 0,22 09 0,18 17 0,10
02 0,17 10 0,22 18 0,24
03 0,16 11 0,20 19 0,18
04 0,12 12 0,21 20 0,20
OS 0,20 13 0,19 21 0,19
06 0,22 14 0,15 22 0,24
07 0,22 15 0,18 23 0,22
08 0,18 16 0,10 24 0,16

(m) = 0,185 0,178 0,191

D nO peso IInO peso CT nO peso

25 0,14 33 0,21 41 0,16
26 0,13 34 0,17 42 0,15
27 0,13 35 0,18 43 0,24
28 0,15 36 0,16 44 0,20
29 0,14 37 0,18 45 0,16
30 0,13 38 0,15 46 0,21
31 0,13 39 0,15 47 0,26
32 0,14 40 0,18 48 0,24

(m) = 0,136 0,172 0,202

CS nO peso R nO peso

49 0,20 57 0,14
50 0,20 58 0,17
51 0,14 59 0,17
52 0,17 60 0,18
53 0,14 61 0,23
54 0,15 62 0,20
55 0,20 63 0,23
56 0,22 64 0,23

(m) = 0,177 0,193

EC = esMago cervical, ET = es6fago tonlclCO, E = est6mago, D = duodeno,
11 = JeJuno-Ow, CT = colo transverso, CS = colo slgm61de, R = reto
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4.3 Solu~s-padriio

Os valores de referencla de absorbancla obtldos para as soluc;6es-padrao de

trabalho de Iudroxlprolma, bem como 0 indlce representatIvo da 11l1eandade dos

resultados, podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5

Correlac;ao entre 0 volume (V) da soluc;ao-padrao de estoque de Iudroxlprolma (36
mg / ml), a concentrac;ao das soluc;6es-padrao de trabalho de hldroxlprolma (C-SPT)
e os val ores de absorbancla (Abs.) obudos pela leltura espectrofotometnca das
dlversas amostras (nO)

65

66

67

68

(V)

1,000 ml

0,500 ml

0,250 ml

0,1251111

C-SPT

36 1lg/ml

4,5 1lg/ml

Abs.

1.568

0.667

0.421

0.342

AnalIsou-se os valores de absorbancla obl1dos para as dllUlc;6eS das soluc;6es-

padrao de trabalho de IudroxlproLma em relac;ao com as concentrac;6es das mesmas,

para 0 estudo do indlce de correla<fao (r) dos dados. Obteve-se um valor de

correlac;ao (r) de 0,9875 . Como a maJOr correlac;ao de Lmcandade possivel e obada

para 0 valor absoLuto 1, 0 Indlce encontrado no presente estudo pode ser conslderado

como altamente saasfat6no. Extrapolando-se estes dados para a f6rmula de uma reta

(y=ax+b), obteve-se para 0 coeficlente angular (a) um valor de 0,0773 e para 0

coeficlente hnear (b) um valor de 0,0398

A figura 4 uustra a curva de correlac;ao obuda entre as dlversas

concentrac;6es da solu<fao-padrao de trabalho de IudroXlprohna e os respectIvos

valores de absorb<lncla obudos.
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Figura 4 - Cueva de correla<;ao (r) das solu<;iies-padrao de trabalho de bldroxlprohna

4.4 Solu~ao branca

Obteve-se para as solu<;6esbrancas uma lellura espectrofolometnca 19ual a
0,025, contra lolueno como 0,000.
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4.5 Concentra~ao de hidroxiprolina em miligramas por grama de
amostra tecidual nos diversos segmentos estudados

4.5.1 EsOfago cervIcal

Obteve-se uma taxa de hldroxlprolma tecldual media (m) 19ual a 6,298 mg/g
com urn desvlO padrao (!lp) de 2,589 mg/g Os valoles indIVIduals da taxa de
hldroxlprolma do esOfago cervical em cada ammal podem ser observados na
tabela 6.

Tabela 6

Correla~ao entre 0 numero (nO) da amostra lecldual, seu peso em gramas (g), a
leltura da absorbancla do seu crom6geno (Abs.), a dlferen~a entre a absorbanCla do
crom6geno da amostra tecldual e a absorbancla da solu~ao branca (Abs-b), a taxa
de hldroxlprolrna em millgramas por mLbhtro de crom6geno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra tecldual e 0 volume de dtlUl~ao do hIdrobsado (g/15mI) e a
concentra~ao final de hIdroxlprolma em mLbgramas por grama, obudos para 0

es6fago cervICal dos caes (amosLras tecldualS nO 01-08)

g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g

01 0,22 1,549(*) 1,524 0,034 0,015 6,800
02 0,17 0,047 0,022 0,000 0,011 0,000
03 0,16 1,310 1,285 0,029 0,010 2,900
04 0,12 0,984 0,959 0,022 0,008 2,750
05 0,20 1,641(*) 1,616 0,037 0,013 8,538
06 0,22 I,502(*) 1,477 0,033 0,015 6,600
07 0,22 I,590(*) 1,565 0,035 0,Ql5 7,000
08 0,18 1,704(*) 1,679 0,038 0,012 9,500

(*) Valores de absorbiincLdap6s a dtlUl~ao de 1 mI do crom6geno em 2 ml
de soluc;ao branca.
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4.5.2 Es6fago tonlclco

Obteve-se uma taxa de ludroxlprohna tecldual media (m) Igual a 8,688 mg/g
com urn desvIO padrao (~p) de 2,404 mg/g Os valores Individuals da taxa de
ludroxlprohna do es6fago tonlclCO em cada arumal podem ser observados na
tabela 7.

Tabela 7

Correla<;ao entre 0 mlmero (0°) da amostra tecldual, seu peso em gramas (g), a
leltura da absorMocIa do seu crom6geno (Abs.), a dlferenc,:aentre a absorbancJa do
crom6geno da amostra tecldual e a absorbancla da soluc,:aobranca (Abs-b), a taxa
de hJdroxlprolIna em miligramas por mll1htro de crom6geno (mg/ml), a rmo entre
o peso da amostra tecldual e 0 volume de dllUlc,:aodo ludrol1sado (g/15ml) e a
concenlra<;ao final de hldroxlprohna em mllJglamas por grama, obtJdos para 0

es6fago toniclco dos caes (amostras teclduals nO 09-16)

g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g

09 0,18 I,941(*) 1,916 0,043 0,012 10,750
10 0,22 1,793(*) 1,768 0,040 0,015 8,000
II 0,20 0,919(*) 0,894 0,020 0,013 4,6]5
12 0,21 1,354(*) 1,329 0,030 0,0]4 6,428
13 0,19 1,657(*) 1,632 0,037 0,012 9,250
14 0,15 1,807(*) 1,782 0,041 0,010 12,300
15 0,18 I,544('") 1,519 0,035 0,012 8,750
16 0,10 0,987('") 0,962 0,022 0,007 9,428

('") Valores de absorbancIa apcs a dllUlc,:aode I ml do crom6geno em 2 ml
de soluc,:aobranca.
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4.5.3 Est6mago

Obteve-se uma taxa de Iudroxlprolma tecldual media (m) 19ual a 6,385 mg/g
com um deSVlOpadrao (Ll)p de 1,218 mg/g Os valores mdlvldums da taxa de
Iudroxlprolma do est6mago em cada anunal podem ser observados na tabela 8.

Tabela 8

Correla~ao entre 0 numero (nO) da amostra tecldual, seu peso em graIllas (g), a
leHura da absorbiincla do seu crom6geno (Abs.), a dlferen<;:aentre a absorbiincla do
crom6geno da amostra tecldual e a absorbancla da solu~o branca (Abs-b), a taxa
de hldroxlprollOa em mlhgramas por millhtro de crom6geno (mg/ml), a razao entre
o peso da aIllostra teCldual e 0 volume de dJiUl~ao do hldrohsado (g/15ml) e a
concentra~ao final de IudroxlprolUla em mlhgrmnas por graIlla, obtJdos para 0

est6mago dos caes (amostras tecldums nO 17-24)

g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g

17 0,10 - (*/ t) 0,007
18 0,24 1,587(*) 1,562 0,036 0,016 6,750
19 0,18 1,474("') 1,449 0,033 0,012 8,250
20 0,20 1,433(*) 1,408 0,032 0,013 7,384
21 0,19 0,944(*) 0,919 0,021 0,012 5,250
22 0,24 1,566(*) 1,541 0,035 0,016 6,562
23 0,22 1,083(*) 1,058 0,024 0,015 4,800
24 0,16 0,863(*) 0,838 0,019 0,010 5,700

(*) Valores de absorbancla ap6s a dJiUl<;aode I ml do crom6geno em 2 ml
de solu~o branca.
(t) A absorbancla extrapolou a capacldade de leltura do aparelho, apesar
de dllul~ao do crom6geno.
(-) Resultado nao obtIdo por unposslbllldade de leltura da absorbancla
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4.5.4 Duodeno

Obteve-se uma taxa de hldroxlprolma tecldual media (m) Igual a 2,187 mg/g
com urn desvlO padrao (~p) de 1,350 mg/g. Exclulldo-se os valores encontrados nas
amostras teclduaJs de mimeros 25 e 28, os quais se encontram afastados da media
em maJs de urn desvlO-padrao, encontrou-se uma taxa de hldroxlprolma tecldual
media (m) Igual a 2,807 mg/g com urn desvlO padrao (~)p de 0,829 mg/g Os
valores IIldlVlduaJsda taxa de h1droxlprohna do duodeno em cada arumal pode ser
observada na tabela 9.

Tabela 9

Correla«ao entre 0 mimero (nO) da amostra tecldual, seu peso em gramas (g), a
]eltura da absorbancla do seu crom6geno (Abs.), a dlferen~a entre a absorbancla do
crom6geno da amostra tecldual e a absorbancla da solu~ao branca (Abs-b), a taxa
de h1droxlprolma em nulJgramas por nulJl1tro de crom6geno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra tecldual e 0 volume de dIlUl~O do hidrollsado (g/15ml) e a
concentra~ao final de h1droxlprolIna em rrubgramas por grama, obudos para 0

duodeno dos caes (amostras teclduals nO 25-32)

g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g

25 0,14 0,272 0,247 0,005 0,009 0,555:j:
26 0,13 0,890 0,865 0,020 0,008 2,500
27 0,13 1,538 1,513 0,035 0,008 4,375
28 0,15 0,106 0,08] 0,001 0,010 0,100+
29 0,14 1,]79 ],154 0,026 0,009 2,888
30 0,13 0,715 0,690 0,016 0,008 2,000
31 0,13 ],009 0,984 0,022 0,008 2,750
32 0,]4 0,957 0,932 0,02] 0,009 2,333

(~) Valores abaJxo de um desvlO-padrao da media.
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4.5.5 Jejuno-iho

Obteve-se uma taxa de Iudroxlprohna tecldual media (m) Igual a 3,716 mg/g
com urn desvlO padriio (~p) de 2,178 mg/g. Excluindo-se 0 valor encontrado na
amostra tecldual de numero 33, 0 qual apresenta-se afastado da media em millS de
urn desvlO-padrao, encontrou-se uma taxa de hldroxlprolma tecldual media (m) 19ual
a 4,145 mg/g com urn desvlO padrao (~p) de 1,954 mg/g. Os valores mdlVlduais da
taxa de hidroxlprolma do jejuno-ilio em cada arumal podem ser observados na
tabela 10.

Tabela 10

Correla~o entre 0 numero (nO) da amostra tecldual, seu peso em gramas (g), a
leltura da absorbancla do seu crom6geno (Abs.), a dlferen<;a entre a absorbancla do
crom6geno da amostra tecldual e a absorbancla da solu~o branca (Abs-b), a taxa
de hldroxlprolma em mlhgramas por mlWltro de cromOgeno (mg/m), a razao entre
o peso da amostra tecldual e 0 volume de dUUI<;aodo hldrohsado (g/l5ml) e a
concentra<;ao final de hldroxlprohna em mlhgramas por grama, obudos para 0

jejuno-iho dos caes (amostras teclduals nO 33-40)

g Abs. Abs-b mg/m1 g/l5m1 mg/g

33 0,21 0,458 0,433 0,010 0,014 0,714+
34 0,17 ] ,005("') 0,980 0,022 0,01 ] 6,000
35 0,]8 ) ,063("') 1,038 0,024 0,012 6,000
36 0,16 1,262 ],237 0,028 0,010 2,800
37 0,18 ] ,675 1,632 0,037 0,012 3,083
38 0,]5 0,958(*) 0,933 0,022 0,010 6,600
39 0,15 ],000 0,975 0,022 0,010 2,200
40 0,]8 ],246 ] ,22] 0,028 0,012 2,333

(*) Valores de absorbancla ap6s a dIluI<;aode 1 m1 do crom6geno em 2 m]
de solu<;aobranca.
(+) Valor abalXo de urn desvlO-padrao da medIa
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4.5.6 Colo transverso

Obteve-se uma taxa de tudroXJprolma tecldual m&ha (m) 19ual a 6,154 mg/g
com urn desvlO padriio (~p) de 2,362 mg/g. Exclui'ndo-se 0 valor encontrado na
amostra tecldual de numero 43, 0 qual apresenta-se afastado da m&ha em maJ.sde
urn desvlO-padrao, encontrou-se uma taxa de hJdroxlprolma tecldual medm (m) 19ual
a 6,873 mg/g com urn desvlO padrao (~p) de 1,301 mg/g. Os valores mdlVlduals da
taxa de hldroxlprolma do cola transverso em cada ammal podem ser observados na
tabela II.

Tabela 11

Correla<;ao entre 0 numero (nO) da amostra tecldual, seu peso em graJ.nas (g), a
leltura da absorbancla do seu crom6geno (Abs.), a dlferen<;a entre a absorbancla do
crom6geno da amostra lecldual e a absorbancJa da solu<;ao branca (Abs-b), a taxa
de hldroxlprohna em miligramas por nllhhtro de crom6geno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra teCldual e 0 volume de dllUl<;aodo tudrohsado (g/J5ml) e a
concentra<;ao fmal de tudroxlprohna em mlhgramas por grama, obtldos para 0 cola
transverso dos dies (amostras teclduals nO41-48)

g Abs. Abs-b mg/ml g/J5ml mg/g

41 0,16 1,317(*) 1,292 0,030 0,010 9 ,000
41 0,15 0,939(*) 0,914 0,023 0,010 6,900
43 0,24 0,302(*) 0,277 0,006 0,016 1,125:j:
44 0,20 0,978(*) 0,953 0,022 0,013 5,076
45 0,16 0,835(*) 0,810 0,019 0,010 5,700
46 0,21 1,441(*) 1,416 0,032 0,014 6,857
47 0,26 1,667("') 1,642 0,038 0,017 6,705
48 0,24 1,852(*) 1,827 0,042 0,016 7,875

(*) Valores de absorbancla ap6s a dllUl<;aode I ml do crom6geno em 2 ml
de solu<;aobranca.
(:j:) Valor abaJ.xode urn desvlO-padrao da media.
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4 5.7 Colo sIgm6Ide

Obteve-se uma taxa de ludroxiprolma tecldual medIa (m) IgUala 7,289 mg/g
com urn desvlO padrao (~p) de 2,994 rng/g Exclufndo-se 0 valor enconlTado na
amostra teCldual de numero 49, 0 qual apresenta-se afastado da medIa em maiS de
urn desvlO-padrao, encontrou-se uma taxa de hidroxiprolma teCldual medIa (m) Igual
a 8,286 mg/g com um desvlO padrao (~p) de 1,083 mg/g. Os valores mdlVlduals da
taxa de hidroxiprolma do colo sIgm6Ide em cada arumal podem ser observados na
tabela 12.

Tabela 12

Correla«iio entre 0 numero (nO) da amostra tecldual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancla do seu crom6geno (Abs,), a dlferen<;a entre a absorbancla do
crom6geno da amOSlTatecidual e a absorbancIa da solu«ao branca (Abs-b), a taxa
de ludroxlprolma em mlhgramas por rrulthtro de crom6geno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra teCldual e 0 volume de dIluI«iiO do hidrohsado (g/15ml) e a
concentra<;ao final de hidroxlprolma em mIlJgramas por grama, obados para 0 colo
slgm61de dos caes (amostras teciduals nO 49-56)

g Abs, Abs-b mg/ml g/15ml mg/g

49 0,20 0,242 0,217 0,004 0,013 0,307:j:
50 0,20 I,786(*) 1,761 0,040 0,013 9,230
51 0,14 1,227(*) 1,202 0,027 0,009 9,000
52 0,17 1,128("') 1,103 0,025 0,011 6,818
53 0,14 1,214(*) 1,189 0,027 0,009 9,000
54 0,15 I,031(*) 1,006 0,023 0,010 6,900
55 0,20 1,525("') 1,500 0,034 0,013 7,846
56 0,22 1,891(*) 1,866 0,043 0,014 9,214

(*) Valores de absorbancla ap6s a dllul«ao de I ml do crom6geno em 2 ml
de solu<;aobranca,
(~) Valor abalxo de urn desvlO-padrao da medIa
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4.5.8 Reto

Obteve-se uma taxa de hldroxlprolma tecldual medIa (m) Igual a 8,253 mg/g
com urn desvlO padrao (Llp) de 1,652 mg/g. Os valores mdlVlduals da taxa de
hldroxlprolma do reto em cada ammal podem ser observados na tabela 13.

TabeJa 13

Correlac;ii.oentre 0 numero (nO) da amostra tecldual, seu peso em gramas (g), a
leltura da absorbancJa do seu crom6geno (Abs.), a dlferen~a entre a absorbancla do
crom6geno da amostra tecldual e a absorbfmcla da solu~ao branca (Abs-b), a taxa
de hldroxlprolma em millgramas por milll1tro de crom6geno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra tecldual e 0 volume de dllUl~ao do ludrollsado (gI15ml) e a
concentra~ao final de ludroxlprobna em millgramas por gralna, obtIdos para 0 reto
dos caes (amostras tecldUaIs nO 57-64)

g Abs. Abs-b mg/ml gl15ml mg/g

57 0,14 1,226(*) 1,201 0,028 0,009 9,333
58 0,17 0,835(*) 0,810 0,018 0,011 4,909
59 0,17 1,614(*) 1,589 0,036 0,011 9,818
60 0,18 1,485(*) 1,460 0,033 0,012 8,250
61 0,23 1,784(*) 1,759 0,040 0,015 8,000
62 0,20 1,829(*) 1,804 0,041 0,013 9,461
63 0,23 1,760(*) 1,735 0,040 0,015 8,000
64 0,23 - (t 1*) 0,015

(*) Valores de absorbancla apes a dllUl~aode 1 rnl do crom6geno em 2 rn1
de solu~ao branca.
(t) A absorbancla extrapolou a capacldade de lellura do aparelho, apesar
de dLlUl~aodo crom6geno
(-) Resultado nao obudo por ImposslbLhdade de leama da absorbancla.
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A figura 5 Ilustra as taxas de ludroxlprolma comparatlvamente entre as
dlferentes amostras teclduals estudadas, agrupadas por segmentos.
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Figura 5 . Compara~o entre d~ taxas de hldroxlprohna nos dlferentes

segmentos do canal ahmentar do~ ciie~ EC = es6fago cervIcal, ET = es6fago toraclco,
E = est6mago, D = duodeno, JI = JeJuno-IlIO, CT = cola transverso,

CS = colo slgmOlde, R = relo

4.6 Correla~ao entre 0 peso corp6reo dos dies e a taxa de
hidroxiprolina

A compara<;ao entre a taxa de hldroxlprobna encontrada no conJunto de
amostras tccldua.JSem cada urn dos segmentos do canal alunentar dos ciies com 0

respecllvo peso dos arumalS, apresentou pequena correla<;ao. Os indices de
correla<;Ao (r) encontrados foram' 0,2895 para as amostras de es6fago cervical,
0,5007 para as de es6fago tonl.cICO,-0,5775 para as de eSlomago, -0,0972 para as
de duodeno, -0,1998 para as de mlesuno delgado, 0,0877 para as de cola transverso,
-0,3321 para as de colo slgm61de e 0,4389 para as amostras de reto, estes dados
podem ser VISUallzadosna figura 6.
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Figur.l 6 - Indlce do: correla<;ao (r) entre a taxa de hldroxlprohna e 0
peso corp6reo dos anIl1UI~, dVdhddos no conjunto de amostras teclduals

esrudados para cada segmenlo EC = es6fdgO <.-ervlcal, ET = es6fago loraclco,
E = eSl6mago, D = duodeno, II = jejuno-fho, CT = cola transverso,

CS = cola slgmolde , R = reto



5 DISCUSSAO

A deternuna<;ao quantItatIva do conteudo cohigeno em assocJa<;8.ocom a
avaha<;ao da resistencla tenSIIdo tecIdo a tra<;aoe/ou da resistencla a Iflsufla<;aode
ar atmosfenco em urn segmento do canal ahmentar, constItuem-se atualmente nas
pnncJpms tecrucas de avaha<;aoquahtatIva do processo cIcatrIcIal de urn tecldo ou
de uma anastomose (pEACOCK, 1967; CRONIN e cols., 1968; PIKKARAINEN,
1968;lIBORNecols., 1980b;NARESSEecols., 1988; DEBUS, 1989; MARTENS
e HENDRICKS, 1991; POLONIO, ]992, CZECZKO, 1992).

o comportamento e a dmarmca do cohigeno podem ser Ilustrados de uma
manelia pnHIca no exemplo da clcatrI.Za<;aode uma anastomose. Durante os
pnmelros 5 dJas ap6s a reabza<;ao de uma anastomose, predorruna 0 catabollsmo do
colageno, nesta fase 0 matenal de sintese oferece sustenta<;ao e veda<;ao ao canal
alImentaL Ap6s 0 6° dIa, IillCIa-se uma fase de sfntese de colageno, e pode ser
observado urn aumento progresslvo no conteudo cohigeno ate 0 42° dla de p6s-
operat6no. ConcOImtantemente, observa-se na cICatrJZurn ganho progresslvo de
for<;atensIl ate dOlsanos ap6s a confec<;8.oda anastomose. AceIta-se que nao apenas
a taxa absoluta do colageno, mas tambem a forma de dlsposI<;aode suas fibras - as
quaIs sao rearranJadas no transcurso do tempo - sao responsavels pela resIstencIa
tecIdual Segundo as palavras de PEACOCK (1967), ".. coLLagen IS a dynanllcaLLy
changeable substance w/llch may be seemmgly mer! for years, only to remodel or

disappear wlfh amazing rapidity when stunJllated to do so. "

Asslm, 0 estudo da quantIdade de colageno, representado pela taxa de
ludroxIprolIna tecldual, penmte uma anaLIsevalJosa, porem parCIal, de uma clcatnz.
Tecmcas recentes, que lan<;am mao de precursores do colageno marcados com
ls6topos radlOatIvos, estiio acrescentando novas vanaveIS a este campo (pROCKOP
e cols, 1961, PEACOCK, 1967, e MARTENS e HENDRICKS, 1991). Apesar de
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enyolyerern uma tecnologIa ayanr;ada, estas tecrncas pemlanecem deyendo a
comumdade clentffica aYan~osobJeuyos em rela~o aos conceltos mtroduzldos pelos
metod os fotocolonmetrlcos c1asslcos e nao afastam de Sl a cntlca de serem apenas
vana~6es sobre uma aYa!la~ao de momento, necessltando Igualmente da
complementa~ao de parametros ffSlCOSde estudo (pROCKOP e cols., 1961;
PEACOCK, 1967, BLUMENKRANTZ e HANSEN, 1977, DEBUS, 1989;
MARTENS e HENDRICKS, 1991).

5.1 Escolha do animal

o cao (Cams famiLlam,) fOl escolhldo, por ser urn ammal mUlto utUJzado
em clrurgJa expenmental relaclOnada ao canal alllnentar. Como na presente reYlSaO
de bteratura nao encontrou-se descn~ao dos valores medlOs normalS da taxa de
hldroxlprobna em mlhgramas por grama de tecldo para os dlferentes segmentos do
canal alJrnentar, ap!lcou-se a presente recrnca com a finalldade de propor parametros
normalS medlOs que permltam futuras compara~6es em estudos de clcamza<;:ao de
anastomoses.

5.2 Fase pre-estudo

Fez-se premente urn tratamento preylO a mclllsao dos anImalS no protocolo,
com a fmal1dade de obter-se al1lmalS !lyres de ectoparasltas e sem doen~as
mfecclOsas, bem com detentores de urn padrao nutrlclonal semclhante.

5.3 Obten~.ao dos fragmentos teciduais

Obteve-se os fragmentos teclduals ap6s anestesJa dos arumalS com solu<;ao
de Tluonembutal, segUlda de sacnffclO mediante dose letal de KCl. Procedeu-se
desta fonna a flID de obter-se fragmentos teclduals com qua!ldade semelhante aos
obtldos durante procedlffientos de clfUrgla expenmental. A rellrada dos fragmenros
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teClduals f01 reahzada Imedlatamente na sequencia, apesar de PIKKARAINEN
(1968) relatar a retlrada dos fragmentos num periodo de are uma hora apos a morte
do ammal.

5.4 Armazenamento dos fragmentos teciduais

Os fragmentos teclduals foram colocados em frascos mdlvldllals e
armazenadas em solw.;:aofislOI6g1caa -20°C, durante urn periodo de 24 horas. Sabe-
se que e vuivel manter-se proteinas a 4°C durante vanas horas e congeladas durante
meses ou are anos. PIKKARAINEN (1968) armaL.ena suas amostras em gelo.
Tratamento semelhante das pe<;as e relatado por NARESSE e cols. (1988), que
armazenam suas pe<;as em congelador para processamento bLOqUlmlCOpostenor.
DEBUS (1988) armazena suas pe<;asem rutrogemo liqllldo: este e provavelmente 0

melhor processo de armazenamento de amostras bLOl6glcaS.0 acondlclOnamento dos
fragmentos teclduals em congelador, nas condl<;6esapl1cadas neste esrudo, mostrou
ser satlsfat6no e de facil execu<;ao. Da mesma forma, nao ocorreram perdas de
fragmentos teclduals por desnatura<;ao prOrelca.

5.5 Metodos de identifica~ao da hidroxiprolina

A tecruca pLOnelra para a ldenufica<;ao de hIdroxlprol1na presente na
gelatma, descnta por FISCHER (1902), aplld DAKIN (1920), conSlsua no esrudo
do residuo obudo ap6s a estenfica<;ao dos anunoacldos convenCLOnalSda amostra
FISCHER encontrou 3% de hIdroxlprol1na na gelauna. A lOespeclfiCldade desta
recOJca, pode ser aval1ada no fato de atualmente aceltar-se uma partlClpa<;aode 13,5
- 14% de hldroxlprol1na na conStItUl<;aodo colageno DAKIN, em 1920, procurou
melhorar a senslbilidade desta tecOJcaonglOal, porem poucos anos malS tarde senam
mtroduzldos pnncfplos revolllcLOn<inosna abordagem bLOqufrrucadesta questiio e a
dosagem da hIdroxlprol1na presente em hldrohsados passou a uma fase malS obJetlva
e menos empinca passou ao domiOJo da colorunetna
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A demonstra<;ao InJClal de que 0 Illpoclonto transfonna a prohna em 11-

plrrohna e em anaJog.a a oXlprolma em 1l-0XlpIITobna, coube a LANGHELD

(1909), apud LANG (1933). Ba~eadas nestes conccltos, surgrram reac;6es

colonmetrlcas para a detenrunac;ao da hldroxlprohna, mediante reac;6es produtoras

de cor com a lsatma, a mmdnna e 0 reaUvo de EHRLICH Mals recentemente, ap6s

a demonstra<;ao illicial por WEIGELE e cols. (1973) da transfonnac;ao da

Iudroxlprohna em lima anuna pnmana, tomou-se possfvel a slla rea<;:ao com a

fluorescefna eo o-ftalaldefdo, permltmdo desta forma a determma<;:ao fluorometrica

me<hante cromatografia lfqUlda de alto f1uxo Fmalmente, pode-se alllda lanc;ar mao

de precursores da hldroxlprohna marcados com Is6topos radJOauvos para estudos de

1l1corpora<;ao de colageno em cicatnzes

Apesar de uma nca dlversldade em rela<;:ao as rases mtermedl(inas

necessanas para a dosagem bJOqufrmca colonmetnca da Iudroxlprolma, a maJOr

parte dos estudos da presen<;:a deste armnmlcldo em Iudrol1sados protelcos dlversos,

em unna e em amostras teclduals do canal ahmentar, lan<;:amao da rea<;:aoprodutora

de cor mediante 0 usa de real1vo de EHRLICH. Provavelmente a estabwdade final

do crom6geno seJa 0 mot.Jvo desta predlie<;:ao. Conforme esta tendenCla observada

na presente revisao de hteratura, optou-se pelo uso do reat.Jvo de EHRLICH neste

estudo.

5.6 Determina~ao bioquimica quantitativa da hidroxiproLina

A metodologla empregada no presente estudo basela-se no tecnJca descnta

ongmalmente por KIVIRIKKO e cols. (1967) e adaptada por IBBOTT (1974).

Dlvldlr-se-a a dlscussao deste proccsso bJOqufmlco em tres ftens dlSt1l1toS, quais

seJam:

a) A IlIdr6hse aClda da amostra tecldual

b) A oXlda<;ao da rudroxlprolma em aCldo plffol-2-carboxfhco

c) A fonna<;:ao e extra<;:ao do plrrol e sua leltura espectrofotometrlca.
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5.6.1 H1dr6!Jse aCida das amostras

o processo de ludr611secorresponde a decomposlc;:aoquirruea, em que uma
subsmncIa e fragmentada em componcntes mals simples pela adl<;ao ou rcurada de
agua. As proteinas sao formadas por ammoacldos, urudos por melO de Ilgac;:6es
peptidlcas que no processo de ludr6hse sao quebradas pela adl«aO de moleculas de
agua. 0 aqueclffiento de pohpeptideos com HCI 6N em excesso, a uma temperatura
que vana entre lOO- 120°C, durante 10 a 24 horas em tubo fechado, eo processo
usual para a ludr611se completa de protefnas. Nessas condH;:6es ocorre pouca ou
nenhuma racemlza«ao dos arrunoacldos (Na racemIza<;aoocorre a transforma«ao de
um produto em um componente sem auvldade 6pnea). A opc;:aote6nca a ludr6hse
aClda e a ludr6!Jse aleahna.

LANG (1933) era da oplOiao de que sena mdlferente 0 tIpO de hldr6hse a
que devena-se submeter a amostra protelca em ana!Jse, se aClda ou aleahna.
Postenormente demonstrou-se que 0 tnptofano, a serma e a treoruna sao
parclalmente destrufdos pela ludr6hse aClda, enquanto que a cisteina, a cistma, a
senna e a treoOlna sao destruidas pe1a hldr6hse a1ca1ma, a qual concomltantemente
leva a racemlZa<;aode todos os ammoacldos. Desta forma, autores como NEUMAN
e LOGAN (1950a); PROCKOP e UDENFRIEND (1960); WOESSNER Jf. (1961);
BERGMAN e LOXLEY (1963); KIVIRIKKO e co1s. (1967); STEGEMANN e
STALDER (1967); CRONIN e cols (1968); IBBOTT (1974); BUTCHER e
LOWRY (1976); e BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977) ul.Jlzam a hldr6hse
aClda para a separa<;aodas mo1eculas de hldroxlprohna do co1ageno.

A rela<;aoentre 0 tempo de ludr611see a temperatura sob a qual se processa
a rea<;ao apresenta uma proporcJOnahdade mdlTeta: aumentando-se a temperatura
pode-se reduzlT 0 tempo da reac;:aoe aumentando-se 0 tempo, pode-se reduzlT a
temperatura da rea<;ao Asslm, NEUMAN e LOGAN (1950a), GRUNBAUM e
GLICK (1956); WOESSNER Jf. (1961), e JIBORN e co1s. (1978), utI1uam
temperaturas elevadas (entre 130 - 170°C) e um tempo de rea<;ao em torno de 3
horas. lei auto res como LANG (1933), BERGMAN e LOXLEY (1963), KJVTRIKKO
e co1s. (1967), IBBOTT (1974), BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977); e
ANGELELI e cols. (1982) 1an<;ammao de uma temperatura menor, entre 100 -
110°C, e um tempo de hldr6hse aClda maJOr, entre 16 - 24 horas. No presente
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estudo obteve-se uma hldr6!Jse compIeta das amostras teclduals, em 14 horas a
100°C e com 0 use de apenas 1 ml do aCldo. Quando as amosLras teclduals forem
de peso malOr do que as aqUlprocessadas, sera necessano aumentar-se 0 volume de
HCI para obter-se a tudr6lJse completa.

5 6 2 OXlda~ao

A oXlda~aocorresponde ao proces~o da combma~ao de uma substincIa com
o oXlgemo. LANG HELD (1909), apud LANG (1933), fOl 0 pnmelro a sugenr que
o hlpoclonto transforma, por oXlda~ao, a prolma em n-plfrolma e em analogla a
oXlprohna em n-oxlplITohna. Da mesma forma, LANG prop6e 0 tratamento da
hldroxlprolma com hlpoclonto de S6dIO, para dar ongem a fomla~ao de n-

oXlplrrohna WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORI (1934), numa analIse criuca
a tecruca proPosta por LANG (1933), sugerem que 0 elemento produtor de cor
(crom6foro) na rea~ao de oXlda~ao da tudroxlprohna, seJa 0 plfrol e m'1oa n-
oXlplITolma. RADHAKRISHNAN e MEISTER (1957) confirmam a oplfUao de
WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORI, demonstrando que a hldroxlprolma pode
ser oXldada em aCldo plrrol-2-carboxfhco apresentando na rea~ao urn componente
mtermedlano que provavelmente e 0 aCldo ~1_plrrol-4-llldroXJ-carboxilico.

Vanas sao as recflIcas ut:Jhzadaspara a oXlda~aoda hldroxlprolma em aCldo
pIIT01-2-carboxfhco. Merecem destaque a oXlda~ao enZlmatlca, as transamma~6es
enzlmatIca e nao-enzumiuca, bem como as rea~6es de oXJda~ao pelo peroxldo de
tudrogemo e pela c1orarnma-T. Apesar do desenvolvilllento de mumeros metodos
colonmetrlcos que se fundarnentam nestas rea~6es, BERGMAN e LOXLEY (1961)
permltem-se questlOnarem sua veracldade, sem todavla postularem uma exphca~o
altemauva

As duas substfu1clas maIS cltadas para a oXlda~ao da hldroxlprolma sao 0
peroxldo (de tudrogemo ou de s6dlO) e a clorarnma-T. Sobre 0 peroxldo de
tudrogemo, BERGMAN e LOXLEY (1963) ressaltam que a forma~ao de cor da
rea<;:aodepende dlfetamente da concentra<;:aodo peroxldo e da concentra<;:ao de
tudroxlprolma. McFARLANE e GUEST (1939); NEUMAN e LOGAN (l950a);
GRUNBAUM e GLICK (1956), e WOESSNER Jr. (1961) uuhzam 0 processo de
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oXlda~ao pelo peroxldo em seus metodos de determma~ao quanulat:Iva da
hldroxJproLma.

PROCKOP e UDENFRIEND (1960); BERGMAN e LOXLEY (1963);

STEGEMANN e STALDER (1967); KIVIRIKKO e cols (1967); IBBOTT (1974),

e BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977), uul1zam a cloramma-T como reat:Ivo

oXldante da hldroxlprol1na, conforme proposto ongmalmente por STEGEMANN em

1958, apud PROCKOP e UDENFRLEND (1960). Segundo BERGMAN e LOXLEY

(1970) e IBBOTT (1974), 0 pIffol (crom6foro ongmado pela oXlda~ao da
hldroxlproLna pela cloramma-T) e mals estavel do que a 1,2-dlhldrohJdroxlprol1na

(crom6foro ongmado pela oXlda~o da hldroxlproLna pelo peroxldo).

BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977) ressaltam que uma dlscrela aCldez da

solu((ao nao mterfere com a oXlda((ao, porem a presen((a de a1cal1mdade pode reduzlr

a mtensldade final de cor formada, quando se usa a cloramma-T. IBBOTT (1974)

mterrompe a elapa da oXlda«ao ap6s 25 mmutos pela adl((ao de uossulfato de S6d1O

o pIffoL formado pela oXlda~o da hJdroxlproLna pela cloramma-T e

altamente estaveL e prat:Icamente nao sofre altera((Oes peLa presen((a de outros

produtos de oXlda((ao ou mesmo pela presenr,.a de altas concentra«6es de cloramma-

T. ALem do malS, enquamo faz-se premente a ret:Irada dos vestfglOs do peroxldo de

Illdrogemo da solu((ao antes da elapa de forma~o de cor. a cloramma- T nao se

consUtlll em fator mterferente nesta fase. Desta forma, adotou-se no presente

protocol0 expenmental a cloramma- T como agente oXldame. Deve-se ressaLlar que

a obten«ao da soLu((ao de cloramma-T nao oferece malOres dlficuldades e a ffiJstura

unedlata da solu((ao a medlda em que se acrescenla a mesma a amostra em estudo,

garante uma oXlda~o eficlente.

Fmalmente, uuhza-se a presen((a IlltenClOnal de alaruna na etapa da oXlda((ao

da hldroxlprolma, 0 que e, segundo PROCKOP e UDENFRIEND (1960), uma

fonna de dlffiJnUlr-se a ltlterferencla da presen~a de outros ammoacldos ou

subsranClas afins ao mesmo tempo em que nao se altera a quanudade do pIffol

formado. DEBUS (1988) lambem relata 0 usa de alanma nesla fase da oXlda<;ao
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5.6.3 Forma~o e extrac;ao do plrrol

Cumpnda a etapa da oXldac;aoda hJdroxlprohna a temperatura amblente,
obtem-se a formac;ao do aCldo pmol-2-carboxilico (RADHAKRlSHNAN e
MEISTER, 1957). Nesta etapa, pode-se !anc;armao de uma forma mUlto efeuva de
retlrada de lmpurezas: reahza-se a extra~o das mesmas pelo tolueno, pOlSo,icldo
LlI-pIITol-4-hldroxl-carboxihco e 0 aCldopmol-2-carboxilico nao sao extraidos pelo
processo por nao serem so!uvels em tolueno (pROCKOP e UDENFRIEND, 1960;
KIVIRIKKO e cols., 1967; e IBBOTT, 1974). E necessana aSSlffiuma pr6xlma
etapa para a ongem de plrrol (crom6foro). e~k, transforma<;ao ocorre aquecendo-se
a amostra durante 30 mmutos em banho-mana com agua fervente Na fase segulllte,
ap6s 0 periodo de aqueclmento, reahza-se a extra<;ao do pirro! em tolueno, 0 qual,
por ser soluvel, passara a fazer parte do extrato (FIgura 1). No presente estudo,
observou-se que esta etapa de aqueclffiento e de fundamental Importfu1cla e valor
decIslvo para 0 desenvolvlmento postenor de colorac;ao r6sea pela reac;ao com 0

real1vo de EHRLICH.

5 6.4 Lellura especlrofotometnca

Na lill1ma etapa da detennllla<;ao quanl1tauva da tudroxlprolma presente em
hLdro!Jsados prorelcos processados conforme 0 metodo empregado no presente
estudo, reall.la-se a leLtura espectrofotometnca da quanudade de cor fonnada pela
rea«ao do pmol com 0 reauvo de EHRLICH (crom6geno; FLguras 2 e 3). No
presente estudo segulU-se as mdlca«Oes de BERGMAN e LOXLEY (1963),
KIVIRIKKO e cols. (1967); !BBOTT (1974), e DEBUS (1988), os quais ressaltam
que a leltura espectrofotometnca deve ser real1zada em 560 nm. WOESSNER Jr.
(1961) sugere esta leltura em 557 nm. ANGELELl e cols (1982) nao observaram
dlfereo«as nos resultados obl1dos por lelturas de amoslras 19UaISrealIzadas em
dlversos aparelhos de espectrofotometna, para os autores. os plCOSde absor<;ao
maxima sltuam-se entre 558 e 562 nm.

Observou-se no presente estudo, uma grande frequencJa de amostras cUJa
quanudade de crom6geno excedeu a capacldade de leltura do especlrofotometro
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Nestes casos, reahzou-se a dllUl~ao do crom6geno com solu~ao branca.
Provavelmente 0 peso medlOdas amostras teclduals do canal alunentar do~ dies, nas
propor~6es apl1cadas neste trabalho, tangencmm 0 lurute supenor de concentra~ao
de ludroxlprohna por mll1htro, capaz de ser deternunada pela lellura
espectrofotometnca (como obtIdo pela formula nO I) Eventualmente a uuhza<;ao de
amostras teclduaIS de peso menor ou a apl1ca~ao de uma dllUl~O uucial malOr do
hldrohsado aCldo, poderao facll1tar esta fase da tecmca. 0 fator hmltante para a
dlmmul<;ao do tamanho das amostras teclduals em expenmentos de clcatrlza~ao de
anastomoses, podera ser a necessldade de se mclUir na amostra uma clcatnz, mUitas
vezes de propor~6es consldenivelS. Para estes casos, a dllUl~o fmal do crom6geno
antes da leltura espectrofotometnca sera uma opc:;aopnitlca.

WOESSNER Jr., em 1961, preocupou-se com a quabdade do cromogeno
conforme 0 metodo ongmal de STEGEMANN (1958), apud WOESSNER Jr.
(1961), e reporta que consegulU mante-Io esmvel por pelo menos uma hora. A
leltura da cor formada pela reac:;aodo pIITol corn 0 reatlvo de EHRLICH, segundo
precoruzado por KIVIRIKKO e cols. (1967), devera ser felta aproxrmadarnente 30
mmutos ap6s. A establlldade da cor e apenas fragll, pOlSobservou-se no presente
estudo uma nitlda perda de sua mtensldade com 0 passar de horas. Segundo
STEGEMANN e STALDER (1967) e BERGMAN e LOXLEY (1970), urn aumento
na concentrac:;aodo reatlvo de EHRLICH nao aurnenta a establbdade do crornogeno
formado Esta vanavel nao fOiavahada no presente trabalho.

5.6.5 Calculo fInal

A rela~ao segundo a qual se apresentam os resultados finals dos metod os de
quantIfica~ao da hldroxlproIma, apresenta urna extensa vana~ao na I1teratura. As
rnaneuas de expressar os resultados podern ser em mlcrogramas ou millgramas por
peso de tecldo urrudo, mlcrogramas ou miligramas por peso de tecldo seco,
mlcrogramas ou rnlhgramas por area de tecldo ou amda rrucrogramas ou rruhgramas
por conteudo de mtrogemo. GRUNBAUM e GLICK (1956); CRONIN e cols.
(1968), PIKKARAINEN (1968); JIBORN e cols. (1980a), e DEBUS (1988) reahzam
a desldratac:;aopreVia das amostras, obtendo assun 0 calculo final ern ratio do peso
seco. No presente estudo os resultados sao calculados em miligramas de
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ludroxlprobna por grama de tecldo, a partir da amostra nao desldratada, conforme
ut:I1lLadopor STEGEMANN e STALDER (1967), NARESSE e cols. (1988);
MARTENS e GLICK (1991), POLONIO (1992); e CZECZKO (1992). Esta e uma
das rela«Oes de concentrac;ao que proplcla urn melhor entendrmento do resultado por
parte do m&hco, pOlS refere-se obJetlvamente ao tecldo, tal qual 0 mesmo e
mampulado, na Inurmdade, pelo clfUrglao.

5.7 Peso das amostras teciduais

As amostras teclduals foram obt:Idasap6s 0 descongelamento dos fragmentos
teclduals, mediante recorte de uma area CIrcular com 9 mm de dlametro, com
auxibo de urn molde vazador, a exempl0 de POLONIO (1992) e CZECZKO (1992).
Cada amostra apresentou assrm uma area eqUlvalente de todas as camadas do 6rgao,
desde a tUmca mucosa are a tUmca adventicIa ou serosa, com preservac;ao da sua
espessura normal. A excec;ao das amostras de duodeno, as quais apresentaram um
peso medlO de 0,136 g, todas as amostras dos demalS segmentos apresenraram pesos
IfUClalSsemelhantes, vanando entre 0,172 - 0,202 g (Tabela 4). Esta dlferenc;a entre
os pesos e devlda a espessura do 6rgao. A homogeneldade das amostras e preservada
pelo fato de as areas das amostras estudadas serem correspondentes
(aproxlmadamente 63,58 mm2).

Deternunou-se 0 peso das amostras ap65.a secagem da U1TI!dadesuperfiCial
das mesmas com papel absorvente, a semelhanc;a do procedunento precomzado por
WOESSNER Jr. (1961), NARESSE e cols. (1988), MARTENS e HENDRIKS
(1991), POLONJO (1992), CZECZKO (1992) e cltado por KORUDA e
ROLANDELLI (1990) CRONIN e cols. (1968) e JIBORN e cols. (1978) sugerem
a pesagem da amostra ap6s prevIa desldratac;ao pelo calor, para eVltar 0 que os
autores denormnam de efelto dUUldorda eventual presenc;a de edema, tese esta nao
aphcavel ao presente estudo, por tratarem-se de amostras teclduaIs de segrnentos
normalS do canal allmentar. GRUNBAUM e GLICK (1956) reahzam a desldratac;ao
por congelamento de fragrnentos rnlcrotol1uzados de tecldo PIKKARAlNEN (1968)
reabza a homogemzac;ao das anlostras congeladas corn gral e PISnJO. A completa
hldrohsa«ao aClda obtlda no presel1te trabalho sugere que 0 procedlmento de
PIKKARAlNEN nao acrescenta vantagens proporclOnals a adlc;ao de uma etapa a
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maJs a tecmca.

5.8 Solu~Oes-padrao

No presente estudo avahou-se quatro dllUl~6es conhecldas do padrao de
trabalho de 111droXlprolma,contendo 36, 18, 9 e 4,5 mlcrograrnas de hldroxlprolma
por rnllllltro. A analIse da correlac;:aodos valores de absorbiincla obtIdos ern rela~ao
as concentrac;:6es de hldroxJprolma (Figura 4) fomeceu uma reta (y=ax+b) com
hneandade Igual a 0,9875. Conhecendo-se os valores obtIdos para 0 coeficlente
angular (a) 19Uaia 0,0773 e 0 coeficlente !Jnear (b) 19Uaia 0,0398, e sendo (x) 0

valor da absorbiincla obudo pela leltura espectrofotometrlca, pode-se calcular (y),
que e a concentra~ao de rudroxlprohna em rnillgrarnas por m1l1lItro. Como 0 fndIce
de hneandade obtJdo aproxlma-se multo do fndlce absoluto de hnearIdade de uma
reta, 0 qual corresponde a I, ficou demonSlIada a senSlbllIddde do metodo com
relac;:aoa leltura espectrofotometnca.

5.9 Concentra~ao de hidroxiprolina em miligramas por grama de tecido
da amostra

As semelhanc;:asrelauvas entre as caracterfstIcas de tecruca operat6na no
canal ahmentar do cao e no tubo dlgesuvo do homem, IllCentlvarn a rea!Jzac;:aode
estudos expenmentaJs comparatIvos de clcatrlzac;:aode anastomoses nos pnmelros.
Com 0 advento de aparelhos de sutura mecamca como os grampeadores e os anels
de anastomose (blOfragmentivels ou nao) , bem como com 0 constante avanc;:ono
desenvolvlmento de novas gera~6es de fios de sutma, como os fios
monofilamentares absorvfvels a medlO plazO, tornou-se necessano redlscutIr os
padr6es hlStol6glcos, blOqUlmlCOSe ffslcos do processo de clcatnzac;:ao de uma
anastomose em anImalS de expenmentac;:ao e partIcularmente no cao Acelta-se
atualmente, que a anallse em conJunto, da avaha~ao blOqufmlca da taxa de
hJdroxlprohna tecIdual e das caracterlstlcas ffslCas de reslstencla a forc;:ade trac;:ii.o
lInear e/ou reslstenCia a IIlsuflac;:aode ar atmosfenco, oferecern urn parfunetro
razoavel para a comparac;:aoquahtatIva entre as anastomoses dos grupos controle e
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expenmental (CRONIN e cols., 1968; HBORN e cols., 1978, JIBORN e cols.,
1980a, JIBORN e cols , 1980b; NARESSEe cols , 1988; DEBUS, 1989; KORUDA
e ROLANDELLI, 1990; POLONIO, 1992; e CZECZKO, 1992).

Na revlsao de l1teratura obtIda, rulo encontrou-se uma tabula«iio das taxas
normals de hldroxlprobna tecldual nos dlversos scgmentos do canal al1mentar do
dio, em nuhgramas por grarna de tecldo da amostra. NEUMAN e LOGAN (1950)
reallzaram a determma«ao da taxa de colageno em dlYersos tecldos de anunals e
encontrararn uma porcentagem de 12,0% no duodeno e 23,7% no cardia de ratos.
CRONIN e cols. (1968) detemunaram a quanudade de colageno de anastomoses
c6hcas de ratos em gramas por cento de tecldo. JfBORN e cols. (1978; 1980a;
1980b) determ11laram a quantIdade de cohigeno em anastomoses c61Icas em rates,
na umdade de mlcrograrnas por miligrama de tecldo. NARESSE e cols (1988), por
sua vez, detemunararn a taxa de hldroxlprohna em anastomoses do mtestIno delgado
de caes, na urudade de nucrograrnas por 100 mll1gramas de tecido e encontram no
21 ° dla de p6s-operat6no uma taxa media de 619,29 ~g!100mg. POLONIO (1992)
encontrou em anastomoses colorretals em reto extrapentoneal de ciies uma taxa
media de ludroxlproLma de 21 ,98 mg/g de teCldo no gropo de sutura manual e 1,57
mg/g no gropo de anastomose com 0 anel blOfragmentivel, arnbas as avalIa«Oes no
30° dla de p6s-operat6no. CZECZKO (1992), estudando anastomoses colorretals em
reto extrapentoneal de ciies, encontrou uma taxa media de hldroxlproLma tecldual
de 13,33 mg/g de tecldo no gropo de sutura mecaruca com grampeador e de 1,497
mg/g de tecldo no gropo de sutura mecaruca com anel blOfragmentivel, ambas as
aval1a«Oesno 30° dla de p6s-operat6no Uma analise destas l11fonna«Oesdemonstra
que os dados pertInentes ao questlOnamento pnnclpal do presente estudo vem a
contnbUlr com os atualmente dlsponfvels, no sentldo de prop or taxas normalS de
hldroxlprolma tecldual no canal ahmentar do cao (Tabelas 5 a 12, FIgura 5).

Sabe-se que 0 es6fago e urn 6rgao que esti sUJeno a um regime de altas
pressOes mtralununares durante os mOVllnentosde propulsiio do bolo abrnentar, 0

qual mUltas vezes e grosselro e seml-s6lIdo DALLMAN (1988) demonstra que a
camada esofaglca mals eficlente em oferecer sustenta«iio a uma sutura esofaglca em
caes e a tela submucosa. No presente estudo, observam-se taxas de ludroxlproLma
tecldual elevadas em ambos os segmentos esofaglcos estudados, sendo que no
segmento do es6fago toraclco dIstal (medIa de 8,688 mg/g) encontrou-se lima taxa
de ludroxlprol1na tecldual comparavel a encontrada no reto (medIa de 8,2530 mg/g)
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Anahsando-se comparal.1vamenteos resultados oblldos para 0 canal aLunentar
do cao, observa-se as menores taxas de hldloxlprolma tecldual no duodeno (mecha
de 2,1876 mg/g) e no JeJuno-tbo (media de 3,7162 mg/g). Conconutantemente pode-
se observar uma tendenCIa de aumento progressIvo da taxa de ludroxlprolwa
tecldual, representando naUlralmente a taxa de col<igeno, a medIda em que se afasta
dos segmentos duodeno-JeJunaIs e se aproxIma dos segmentos colorretals. E posslvel
reconhecer-se aqul urn paralehsmo entre a taxa de colageno da tela submucosa e a
pressao fislOl6glca mtralummal crescentes a medlda em que se chega aos segmentos
ffiaIS aborals do mtesuno, que naturalmente esmo sUJeltos a urn regime de malOres
pressOes.

5.10 Correla<;ao entre 0 peso corp6reo e a taxa de hidroxiprolina
tecidual

Fmalmente, resta a pergunta, se ha ou nao correlac;ao entre 0 peso corp6reo
do anImal e a taxa de hIdroxIprobna tecldual conl.1danos dlversos segmentos de seu
canal ahmentar. Para tanto, comparou-se a relac;ao do peso corp6reo e as taxas de
ludroxIprohna tecIdual em cada urn dos segmentos estudados, com a finalldade de
obter-se 0 indlce de correlaC{iio,em analogla a avalIaC{iiomatematlca a que foram
submel.1dosos resultados relatIvos as absorbanclas das soluc;Oespadrao de trabalho
de tudroxlprolma.

Todos os segmentos estudados apresentaram uma correlac;ao apenas dlscreta
entre 0 peso corp6reo do anlillal e a taxa de tudroxIprobna tecldual obtIda (FIgura
6). A malOr correlaC{iiofO!observada para 0 est6mago (r=-0,5775) e a menor para
o duodeno (r=-0,0972). Portanto nao se encontrou embasamento para a correlaC{iio
especulallva sobre taxas de colageno no canal abmentar de caes em func;ao unIca de
seu peso corp6reo



CONCLUSOES

A avaha<;aodos resultados obudos no presente estudo permlte concluir que:

1. A analise da correla<;ao dos valores de absorbancla obodos para as
solu<;5es-padrao de traba\ho de hldroxlprohna em rela<;ao as suas respecllvas
concentra<;5es (36, 18, 9 e 4,5Ilg/m1), em conJunto, apresentou 0 indlce 0,9875.
FICOUaSSlm, demonstrada a alta serlSlblbdade da recruca.

2. As taxas medias de hldroxlprolma tecldual obtldas para os dlversos
segmentos do canal abmentar dos caes sac as segumtes: 6,298 mg/g para 0 es6fago
cervical; 8,688 mg/g para 0 es6fago tOraCICO;6,385 mg/g para 0 est6mago; 2,187
mg/g para 0 duodeno; 3,716 mg/g para 0 JeJuno-ilio; 6,154 mg/g para 0 colo
transverso; 7,289 mg/g para 0 cola slgm6lde; e 8,253 mg/g para 0 reto.

3. Os resultados da taxa de hIdroxlprohna tecldual ern rrullgramas por gIama
de tecldo encontrados para os dIversos segrnentos do canal allmentar dos caes
estudados, demonstram um paraleiIsmo em rela<;ao a1. press5es mtralummares
fislOI6glcas relauvas aos segmentos respecuvos.

4. Nao observou-se correla<;ao entre 0 peso corp6reo dos caes e a taxa de
hIdroxlprolma tecldual nos dlferentes segmentos do canal abmentar.
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ABSTRACT

The aIm of the present srudy, was to deterrmne the normal tIssue
hydroxyprohn rate, of the vanous segments of the dog's ahmentary canal. The
techruque used for the biochemIcal deterrnmatIon of hydroxyprolIn, was the one
descnbed by KIVIRIKKO et. all. (1967), and modIfied by IBBOTT (1974). The
steps of the experunent were: a) TIssue samples of dIfferent segments of the
allffientary canal of eight dogs were obtamed and stored m salIne solutIon at -20°C.
b) The samples were re-cutted ill a standardized SIze, dned With absorbent paper,
weighed, and hydrohzed WIth 6N HCl and oXidized WIth chloramme-T. The final
color reactIon was done with EhrlIch's reagent c) Different hydroxyprohn standard
and whIte solutIOns were also processed. d) The final hydroxyprohn rate present m
the hydrolyzed tIssue samples was detennmed by spectrophotometry. The high
senSIbIlIty of the techruque was demonstrated by the correlatIon rate (r = 0.9875)
obtained wlthm the hydroxyprolm standards. The mean hydroxyprolIn rate obtamed
for each of the StudIed segments was: 6298 mg/g m the cerVIcal esophagus, 8.688
mg/g m the thoracIC esophagus, 6.385 mg/g 10 the stomach, 2.187 mg/g 10 the
duodenum, 3.716 mg/g ill the JeJuno-lleum, 6.154 mg/g ill the transverse colon,
7.289 mg/g 10 the SIgmOIdcolon and 8.253 m the rectum. There was no correlatIOn
between the tIssue hydroxyprolm rate of the different segments of the dog's
ahmentary canal and the body weight.
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