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RESUMO

‘O presente estudo objetiva determinar a taxa de hidroxiprolina tecidual
normal, presente em diversos segmentos do canal alimentar de cdes. Para a
determinacao bioquimica da hidroxiprolina, utilizou-se a_técnica proposta_por
KIVIRIKKO e cols. (1967) e modificada por IBBOTT (1974). O procedimento
‘experimental constou da retirada e armazenamento de > fragmentos teciduais de

diversos segmentos do canal alimentar de oito caes. Os fragmentos foram recortados
conforme um tamanho padrio, constituindo assim as amostras teciduais para o
estudo. As amostras teciduais foram pesadas e submetidas a uma hidrélise dcida,
sendo que em seguida, os hidrolisados teciduais foram processadas bioquimicamente
para a determinagao da taxa de hidroxiprolina tecidual. Em paralelo aos hidrolisados
teciduais, foram processadas diversas solugdes padrao de trabalho de hidroxiprolina
(com quantidades conhecidas de hidroxiprolina) e solugdes brancas (com auséncia
absoluta de hidroxiprolina), ambas para permitir uma analise comparativa entre o0s
resultados obtidos pelos hidrolisados teciduais. Finalmente, realizou-se a leitura da
absorbancia espectrofotométrica das amostras e a determinagao final da taxa de
hidroxiprolina dos hidrolisados teciduais. A analise dos resultados obtidos a partir
das solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina (36, 18, 9 e 4,5 ug/ml) apresentou
alta correlagao (r=0,9875), demonstrando assim a sensibilidade da técnica. A
concentragao média de hidroxiprolina presente nas amostras teciduais foi de 6,298
mg/g para o esodfago cervical; 8,688 mg/g para o esofago tordcico; 6,385 mg/g para
_0 estdmago; 2,187 mg/g para o duodeno; 3,716 mg/g para o jejuno-ilio; 6,154 mg/g
para o colo transverso; 7,289 mg/g para o colo sigméide; e 8,253 mg/g para o reto.
_Nao encontrou-se correlagao entre a taxa de hidroxiprolina tecidual presente nos
segmentos do canal alimentar dos caes estudados, em relagao ao seu peso corporeo.
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1 INTRODUCAO

A proteina coldgena perfaz cerca de 20-25% do total protéico do organismo
e € o principal componente do tecido conjuntivo. J4 HALSTED em 1887, em
estudos sobre anastomoses intestinais, postula que a resisténcia mecénica do tubo
digestivo estd na dependéncia da camada coldgena contida na tela submucosa.
Apesar de ser uma molécula complexa, o coldgeno é constituido por uma seqiiéncia
de trés aminodcidos, representados '_gerélmem glicina e alanina somados a

i _.,___-—vv-—-"‘"'_—_)
prolina ou a hidroxiprolina. A dnica proteina mamifera que contém quantidades
o

‘significantes de hidroxiprolina é o coldgeno. O fato da alta concentracio de .

hidroxiprolina contida no coldgeno (aproximadamente 14%) faz dos métodos de
determinagao da primeira uma maneira muito util para se estimar as taxas do

segundo.

Segundo revisdo de BLUMENKRANTZ ¢ HANSEN (1977), a biossintese
celular do coldgeno passa por uma séric de etapas: 1) sintese intracelular de
protocoldgeno, 2) hidroxilagao de residuos de prolil e lisil em hidroxiprolina e
hidroxilisina, 3) apds a glicosilagao de residuos de hidroxilisil, a macromolécula est4
pronta para ser extrusada para o compartimento extracelular e 4) a macromolécula
extrusada é chamada de pré-coldgeno. E necessiria a liberagio enzimdtica de
peptideos suplementares nao-coldgenos da molécula de pré-coldgeno. A presenca dos
peptideos extras confere a molécula de pré-coligeno sua caracteristica solivel e
permite com que ela atue como a forma de transporte do coldgeno, prevenindo a
fibrilogénese intracelular. Com a liberagdo dos peptideos extras a macromolécula é
convertida em tropocoldgeno, que assume a forma de hélice tripla. 5) Apds a
desaminag¢ao oxidativa de certos residuos de lisil e hidroxilisil do tropocoldgeno,
ocorre a formagao das ligagdes inter e intramoleculares, necessdrias para a

estabilizagdo da molécula de coldgeno formada.



2

Durante o reparo cicatricial de uma lesdo do canal alimentar, grandes
quantidades de coldgeno preexistente sdo destruidas e repostas por coligeno neo-
sintetizado. Assim, forma-se ao nivel da cicatriz um tubo novo de tecido conjuntivo
na tela submucosa, o qual adquire resisténcia ténsil inicial 3 medida em que é
produzido o coldgeno e posteriormente & medida em que as fibras coldgenas sao
reordenadas.

A determinagao bioquimica da taxa de hidroxiprolina contida num fragmento
de tecido normal ou em um fragmento de cicatriz tecidual, permite assim, uma
avaliagdo comparativa quantitativa entre as amostras, fungao direta da qualidade do
reparo cicatricial.

O presente estudo objetiva:

1. Reproduzir a linearidade da curva de absorbancia espectrofotométrica
para padroes previamente conhecidos de hidroxiprolina, utilizando-se a reacao
colorimétrica pelo reativo de EHRLICH;

2. Realizar a determinagdo bioquimica da taxa de hidroxiprolina contida em
amostras normais do eséfago cervical, do esofago tordcico, do estdmago, do
duodeno, do intestino delgado, do colo transverso, do colo sigméide e do reto de
caes e analisar comparativamente os resultados obtidos; e

3. Observar a correlagdo entre o peso corpdreo do cdo e a taxa de
hidroxiprolina encontrada nos diversos segmentos de seu canal alimentar normal.



2 REVISAO DE LITERATURA

FISCHER (1902), apud DAKIN (1920), foi o primeiro autor a isolar a
hidroxiprolina, a partir de uma amostra de gelatina, encontrando como produto final
uma quantidade de 3% de hidroxiprolina. DAKIN observa que segundo o processo
proposto por FISCHER, a maior parte da hidroxiprolina transforma-se num éster,
e assim € perdida.

LANGHELD (1909), apud LANG (1933), foi 0 primeiro a demonstrar que
o hipoclorito transforma a prolina em #n-pirrolina e analogamente a oxiprolina em
n-oxipirrolina.

DAKIN (1920) apresenta uma metodologia pioneira no estudo dos
aminodcidos constituintes da gelatina e descreve em detalhes procedimentos
especificos para a identificagao de cada um destes aminodcidos, com especial énfase
a forma de sua extragao. Segundo o autor, a hidroxiprolina pode ser extraida de
hidrolisados de gelatina, em forma de éster pelo dlcool butilico e subsegiientemente
recuperada por processos de liberagao do éster. Pela extragdo com o dlcool butilico
sob pressdo normal, pode-se remover facilmente a alanina, a leucina e a fenilalanina,
ao passo que sob baixa pressdo extrai-se a prolina. Mediante o uso de dlcool
propilico completa-se a extragdo da hidroxiprolina. DAKIN sugere que a gelatina
apresenta como produto final 14% de hidroxiprolina.

Até a publicagdo dos trabalhos de LANG (1933), ndao era possivel a
microanalise de prolina e oxiprolina, devido a falta de reagdes colorimétricas tipicas
e especificas. A excecio do método da extragio pelos ésteres, dependia-se
exclusivamente de métodos indiretos de andlise. FURTH e MINNIBECK (1932),
apud LANG, foram os primeiros a proporem um método de separacdo para estes
aminoacidos, porém esta metodologia nio era precisa e necessitava de uma amostra
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inicial de vérias gramas de proteina. O autor sugere demonstrativamente que a
pirrolina e a oxipirrolina podem ser mensuradas em quantidades muito pequenas
mediante reagdes colorimétricas e desta forma pode-se realizar a determinagao
quantitativa da prolina e da oxiprolina. Para o autor, a pirrolina ¢ a oxipirrolina sao
condensados em um pigmento de coloragdo violeta mediante a reagao com p-
dimetilaminobenzaldeido em solugdo dcida. A reagao descrita por LANG
fundamenta-se nas seguintes etapas: a) a amostra inicial de um hidrolisado protéico
¢ tratado com hipoclorito; com esta reagao formam-se a pirrolina e a oxipirrolina,
que sao extraidas pela destilagao hidrica; b) uma parte do destilado é usada para a
determinagio da soma de pirrolina e oxipirrolina pela reagio com o p-
dimetilaminobenzaldeido; ¢) a outra parte do destilado € utlizada para a
determinagio isolada de oxipirrolina mediante a condensagao com isatina em acido
sulfiirico. A diferenca das duas reagdes determina a quantidade de pirrolina. LANG
ressalta que ndo ha diferenga nos resultados se a hidrélise da proteina € realizada
com solvente dcido ou bdsico. A leitura da quantidade de cor formada deve ser
realizada imediatamente, pois ocorre uma perda rapida na intensidade de cor.

Contemporianeo de LANG e trabalhando em outro laboratério, MORSE
(1933) dispunha apenas de métodos indiretos para a determinagao de proteinas da
pele. O autor descreve uma técnica original que ele aceita ser uma reagao
colorimétrica especifica e qualitativa para hidroxiprolina, acreditando que pela alta
taxa de hidroxiprolina no coldgeno este método poderd ser util na avaliagao do
mesmo. Os reagentes utilizados por MORSE sdo: a) um dlcool secundario; b)
peréxido de sédio; e c) dcido cloridrico SN. O fundamento deste método baseia-se
no aquecimento do dlcool secunddrio com a amostra e o acréscimo de perdxido de
sédio. Segue-se uma mistura vigorosa e evaporagao do conteido liquido e
resfriamento. Mediante a adigao de 4cido cloridrico e novo aquecimento, origina-se

a cor ambar-résea.

WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORI (1934) realizam uma analise critica
ao método descrito por LANG (1933); observam que este permite apenas a
determinacdo de oxiprolina e nao de prolina e sustentam esta afirmagdo em
experimentos proprios, nos quais utilizaram solugao de prolina livre de impurezas
de oxiprolina e ndo obtiveram a formag¢do de cor. Os autores também demonstram
que pela agdo do hipoclorito sobre a oxiprolina ndo se forma oxipirrolina e o
produto final destra reagdo € na verdade o pirrol. Em estudos de recuperagao, os
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autores conseguem obter valores correspondentes a no maximo 80% do pirrol
inicial, e desta forma concluem que o método proposto por LANG tem sua utilidade
limitada a determinagdo qualitativa de hidroxiprolina.

McFARLANE e GUEST (1939) ressaltam que segundo LANG (1933) e
WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORI (1934) a hidroxiprolina reage com
hipoclorito para originar a 80% de pirrol e este dlimo pode ser determinado
colorimetricamente com p-dimetilaminobenzaldeido ou isatina. No presente estudo,
realizam um teste qualitativo para a hidroxiprolina, com a finalidade de avaliar o seu
possivel valor na determinagao quantitativa da mesma, sob 0s seguintes aspectos: a)
apesar de a intensidade e nuanca da cor vermelha originada na reagao, a
condensacdo do croméforo com isatina pode fixar a estabilidade da mesma; b) a
curva de absorbiancia pode ser melhor avaliada ao espectrofotdometro no
comprimento de onda de 520 nm; ¢) a maior intensidade de cor obtida pela reagdo
se dda com o uso de sulfato de cobre a 0,01M. Ressaltam ainda o tempo de fervura
e a temperatura sobre a mistura, a concentragao de dcido cloridrico e isatina e as
condi¢des ideais para a obtengao da cor.

NEUMAN e LOGAN (1950a) apresentam um método colorimétrico simples
para a determinagdo da taxa de hidroxiprolina em hidrolisados com diminuto
conteddo de coldgeno. Para os autores, a oxidag¢do segundo o método proposto por
McFARLANE e GUEST (1939), mediante o uso de peréxido de sédio, leva a
formagdo de produtos que formam intensa cor em presenca de p-
dimetilaminobenzaldeido. Como o triptofano puro dd origem a 0,7% a mais de cor
do que a hidroxiprolina, a formagdo de humina e a hidrélise dcida das proteinas
eliminam esta interferéncia. No presente estudo os autores utilizam os seguintes
reagentes: a) solugdes padrao de hidroxiprolina; b) solugao de sulfato de cobre
0,01M; ¢) hidréxido de sédio 2,5N; d) peréxido de hidrogénio a 6%; ¢) dcido
sulfirico a 3,0N; e f) p-dimetilaminobenzaldeido a 5% em n-propanol. Para o o
presente procedimento descrito por NEUMAN e LOGAN, sao necessdrios nove
tubos de vidro (18 x 150 mm) para a andlise de cada amostra em estudo.
Acrescenta-se a cada tubo em estudo (branco; concentragoes prévias de
hidroxiprolina conhecidas; e solugido desconhecida) 1 ml de sulfato de cobre, 1 ml
de hidréxido de sédio e 1 ml de peréxido de hidrogénio. As amostras sio misturadas
durante 5 minutos e entio colocadas em banho-maria a 80°C durante outros 5
minutos. O aquecimento e o agitamento vigorosos destroem o excesso de peréxido.
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Ap6s resfriamento dos tubos, acrescenta-se 4 ml da soluc¢do de dcido sulfiirico, sob
agitacdo constante, para em seguida acrescentar 2 ml de p-dimetilaminobenzaldeido.
Ap6s resfriamento os tubos sao levados para leitura em colorimetro fotoelétrico. A
quantidade de hidroxiprolina em 1 ml de solugdo desconhecida € estabelecida
mediante a transposi¢ao dos dados a curva formada pela leitura das solugoes
conhecidas. Para os autores a tirosina parece ser a unica substincia de interferéncia
comumente encontrada em hidrolisados de proteinas e a diferenciagdio da cor
formada pela trosina pode ser avaliada melhor com filtro de mimero 540 e pode ser
assim calculada a correg¢do a ser aplicada.

NEUMAN e LOGAN (1950b) descrevem um método colorimétrico para a
determinagdo de coldgeno tecidual com intervalo de confianga em torno de + 5%.
O coldgeno é tornado solivel pela hidrélise com dgua, formando gelatina e
purificado da elastina e outros componentes nao dissolvidos pelo processo. Realizam
a estimativa do contetdo coldgeno a partir do conteliido de hidroxiprolina do extrato
de hidrolisado dcido. Como previamente demonstrado pelos autores (NEUMAN e
LOGAN, 1950a), a quantidade de hidroxiprolina contida no coldgeno de vdrios
mamiferos corresponde a 13,5+0,24% e aparentemente nao estd presente em mais
nenhuma proteina, a excegao da elastina. A hidroxiprolina pode ser convertida em
equivaléncia ao coldgeno pela multiplicacdo pelo fator 7,46. Encontra-se o coldgeno
tssular em tenddes, membranas ou em fibrilas constituindo as estruturas teciduais.
Os autores descrevem a taxa de coldgeno encontrada em diferentes tecidos da vaca,
porco e rato, e em pele de humanos, porco da guiné, cao e rato; paralelamente
realizam estimativas do conteido de elastina dos mesmos tecidos.

Segundo GRUNBAUM e GLICK (1956), a alta concentragio de
hidroxiprolina presente no coldgeno faz dos métodos de sua estimativa uma maneira
muito priatica para se estimar as taxas do coldgeno, o qual provavelmente € a tnica
proteina que contém hidroxiprolina. Os autores argumentam que o procedimento de
NEUMAN e LOGAN (1950a) é muito titil na determinagdo de valores em escala
micro, e de acordo com o método proposto no presente estudo, € possivel reduzir
a quantidade de amostra requerida para a andlise em mais de mil vezes (pico). Os
autores confirmam a especificidade da cor produzida pela reacao do p-
dimetilaminobenzaldeido com a hidroxiprolina hidrolisada pelo peréxido de
hidrogénio e ressaltam que uma concentragdo de peréxido de hidrogénio menor do
que a recomendada leva a formagdo de uma coloragdo mais intensa e reduz para
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menos de 1% a interferéncia da tirosina eventualmente presente na amostra. Os
autores concluem que a curva de absorbancia da hidroxiprolina em diversas
concentragdes demonstra linearidade, mesmo com um aumento de concentragao na

ordem de 50 vezes e a concentragdo ideal de p-dimetilaminobenzaldeido € de 1%.

RADHAKRISHNAN e MEISTER (1957) foram os primeiros autores a
proporem que o produto da oxidagao da hidroxiprolina € o dcido pirrol-2-carboxilico
e estudos subseqilientes demonstraram que a D-aminodcido-oxidase renal hidrolisa
a hidroxi-D-prolina em um componente intermedidrio que parece ser o acido A'-
pirrol-4-hidroxi-carboxilico. Descrevem os experimentos da formagdo do dcido
pirrol-2-carboxilico por métodos diversos, quais sejam: pela oxidagao enzimatica,
pela transaminagdo enzimdtica e nao-enzimitica e pela oxidagdo ndo enzimdtica da
hidroxiprolina pelo peréxido de hidrogénio. Em seguida apresentam uma descri¢ao
das diversas etapas destas reagoes.

PROCKOP e UDENFRIEND (1960) apresentam um método quantitativo
simples que pode ser aplicado diretamente sobre tecidos naturais ou hidrolisados de
proteinas contendo menos do que 0,01% de hidroxiprolina ou a urina contendo
menos de 2 pg/ml de hidroxiprolina. Para os autores, apesar da sensibilidade dos
métodos disponiveis, € comum a obtengao de resultados alterados dado a dificuldade
em se controlar a etapa da oxidagdo; apresentam a férmula quimica da reagdo da
oxidagdo da hidroxiprolina em pirrol: hidroxiprolina — dcido A' pirrol-4-hidroxi-2-
carboxilico — &cido pirrol-2-carboxilico — pirrol. No presente estudo, a oxidagao
da hidroxiprolina se dd em presenga de um excesso conhecido de alanina e
conseqiientemente a presenga de aminodcidos ou substancias afins na urina e em
hidrolisados de tecidos ndo tém influéncia sobre a quantidade do pirrol formado. A
especificidade desta reagao € conseguida mediante a extragao do pirrol em tolueno.
Dado que os produtos iniciais da oxidagao da hidroxiprolina (dcido A' pirrol-4-
hidroxi-2-carboxilico e dcido pirrol-2-carboxilico) ndo sdo soliveis em tolueno,
materiais que possam interferir na reagao sao extraidos em tolueno antes da
formagdo do pirrol. Estas precaugoes possibilitam a andlise de 5 pg de
hidroxiprolina em solucdes contendo mais do que 50 mg de outros aminodcidos. Os
autores utilizam as seguintes solugdes: a) solugoes tampao de pirofosfato de sédio
com pH 8,7 e tampao borato de potdssio com pH 8,7; b) solugdo de alanina; c)
solucido de cloramina-T a 0,02 M; d) tiossulfato de sédio a 3,6 M; e) reagente de
EHRLICH; f) precipitador de humina; e g) aminodcidos diversos. No delincamento
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que se segue, os autores realizam dois experimentos, o0 primeiro para estudar a
hidroxiprolina em solugdes purificadas e o segundo para o estudo da hidroxiprolina
em urina e outras solu¢des complexas; ambos baseiam-se na hidrélise do material
em andlise em HCI, seguida de centrifugagao e neutralizagdo, oxidagdo da
hidroxiprolina e extragdo em tolueno. Os autores determinam a recuperagao da
hidroxiprolina pela adi¢io de uma quantidade de hidroxiprolina aproximadamente
igual a presente na solugdo. Mesmo com pesos moleculares acima de 300.000 o
método € capaz de detectar um unico residuo de hidroxiprolina por molécula de
proteina.

PROCKOP, UDENFRIEND e LINDSTEDT (1961) apresentam uma
metodologia simples para determinar a atividade especifica da hidroxiprolina
mediante a mensuragdo cintilogrifica do pirrol oriundo da hidroxiprolina
previamente marcada com C', Segundo os autores, como a metodologia descrita nao
envolve o isolamento quimico da hidroxiprolina, é importante evitar-se que outros
componentes, em especial aminodcidos, nao sejam transformados em produtos da
oxidagao sujeitos de darem origem a substancias capazes de produzirem cor. Sobre
a importancia da cloramina-T, PROCKOP e cols. ressaltam que a quantudade
necessaria da mesma para a reacao depende de fatores como o pH da solugdo, a
temperatura em que se processa a oxidagdo, a concentragdo dos sais empregados e
a qualidade do reagente de cloramina-T.

Em seu estudo da determinagao da hidroxiprolina, WOESSNER Jr. (1961)
desenvolve um método com a finalidade de eliminar interferéncias originadas pela
presenca de tirosina e outros aminodcidos, que possam ser considerados como
impurezas, na presenga de quantidades pequenas de hidroxiprolina. Este método
envolve inicialmente uma modificagio do método de STEGEMANN (1958) para
aumentar a sensibilidade da reagio e a estabilidade do cromdgeno da hidroxiprolina
e secundariamente um tratamento do cromégeno para eliminar a interferéncia de
outros aminodcidos. O procedimento exposto por WOESSNER Jr., corresponde a
dois métodos consecutivos: a) método I: resulta da introdugdao de vdrias mudangas
no método de STEGEMANN (1958), quais sejam: redugdo na concentragdo do HCl,
aumento na concentra¢ao do p-dimetilaminobenzaldeido e aumento no tempo de
aquecimento; b) método II: corresponde a uma expansio do método de
STEGEMANN (1958) mediante a inclusdo da extragdo pelo benzeno e do tratamento
com peroxido, permitindo desta forma a andlise da hidroxiprolina em amostras



contendo grandes quantidades de outros aminodcidos.

BERGMAN e LOXLEY (1963) apresentam uma metodologia baseada nos
trabalhos de STEGEMANN (1958) e de NEUMAN e LOGAN (1950), para a
determinagdo espectrofotométrica de hidroxiprolina. Os autores observam que hd
mais de 18 métodos descritos, baseados na oxidagdo da hidroxiprolina em um
componente relacionado ao pirrol e sua subseqiiente condensagao com o reagente de
EHRLICH para a formagdo de um corante avermelhado. Ressaltam que o espectro
de cores obtido ¢ altamente proporcional a concentragao de hidroxiprolina,
independentemente de diferencas maiores de concentracdo. Seguem uma descrig¢ao
e uma andlise critica de todos os reagentes utilizados em ambos os métodos, bem
como consideragdes sobre a estabilidade para a estocagem dos mesmas,
principalmente em relagio a solugdo oxidante (cloramina-T), ao tampdo de
acetato/citrato, ao reagente de EHRLICH e ao padrao de hidroxiprolina. Este dltimo
deve ser conservado em meio dcido a 0,001M de HCI, para evitar a degradacao
bacteriana. Observam que e a leitura espectrofotométrica deve ser realizada em 558
nm. Ressaltam que a formagado de cor depende da temperatura de aquecimento, da
concentragao dcida ou do tipo de solvente orgianico empregado. BERGMAN e
LOXLEY nao analisam a hipétese proposta por RADHAKRISHNAN e MEISTER
(1957) que referem o dcido A'-pirrol-4-hidroxi-2-carboxilico como produto final da
oxidacdo da hidroxiprolina.

JUVA e PROCKOP (1966) apresentam a primeira demonstragio de que os
precursores polipeptideos do coligeno sao acumulados no intracelular e sdo
subseqiientemente convertidos em coldgeno extracelular.

Segundo KIVIRIKKO, LAITINEN ¢ PROCKOP (1967), a hidroxiprolina
pode ser convenientemente oxidada a um pirrol e este pirrol pode ser convertido em
um cromégeno relativamente especifico com p-dimetilaminobenzaldeido; no presente
estudo, os autores descrevem algumas alteragées para a metodologia original
proposta por PROCKOP e UDENFRIEND (1960), as quais tornam o procedimento
mais rapido, sem contudo acarretar em perdas na sua especificidade e acurdcia. As
solugoes utilizadas sao: a) tampao borato de potissio com pH 8,7; b) alanina a 10%;
¢) cloramina-T 0,2M em metil-celossolve; d) tiossulfato de sédio a 3,6 em 100 ml
de dgua destilada; e e) reagente de EHRLICH. O procedimento descrito no presente
estudo inclui trés etapas principais: a hidrélise da amostra com HCI, a oxidagao da
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hidroxiprolina pela cloramina-T e a reagao colorifica do pirrol extraido em tolueno
com o reativo de EHRLICH e leitura em espectrofotdmetro em 560 nm. A
modifica¢do do método introduzida pelos autores consiste na eliminagao da etapa da
precipitagao da humina, na reducao dos volumes pela metade e em mudangas nas
condigdes de oxidagdo para a obtengao de cor. O método também pode ser usado
para a avalia¢ao de amostras teciduais, porém para tanto deve-se submeter a amostra
a uma hidrélise dcida com HCI 6N durante pelo menos 10 horas, a 120°C.

Numa revisao extensa sobre os aspectos dinamicos da biologia do coldgeno,
PEACOCK (1967) levanta questoes tanto filos6ficas quanto técnicas. Para
PEACOCK, ser capaz de acelerar o processo de cicatrizagao de feridas certamente
é um objetivo honesto, porém olhar para a pesquisa relacionada ao coldgeno apenas
com a finalidade de acelerar a cicatrizagio € compardvel a ver no estudo da
embriologia apenas uma maneira de se produzir bebés de maneira mais rdpida;
provavelmente é mais importante alterar a condigdo cadtica das propriedades fisicas
e quimicas de um tecido cicatricial produzido, a acelerar sua formagao. Com relagao
a cicatriza¢ao, o contetido coldgeno total nio mais se altera apds o 42° dia pés-
operatorio, apesar de a ferida continuar a ganhar em resisténcia ténsil durante os
seguintes dois anos; assim, nao hd uma relagao direta entre a concentragao de
coldgeno e a resisténcia ténsil da cicatriz. O principal aspecto € observar que o que
no passado era visto como uma substincia adinimica, na realidade estd sujeito a um
processo dindmico de formagdo e metabolismo.

STEGEMANN e STALDER (1967) reavaliam uma metodologia
anteriormente proposta anteriormente por um dos autores (STEGEMANN, 1958)
para a andlise da hidroxiprolina de hidrolisados de tecidos, plasma sangiiineo e urina
apresentando algumas modificagées que tornam o método mais rdpido e mais
sensivel. As questdes discutidas no presente estudo sio as seguintes: a) a
concentrac¢do ideal de cloramina-T € de 0,017M e um aumento da mesma sé ird ser
de utilidade se a quantidade de hidroxiprolina na amostra for muito grande e sera
no sentido de acelerar a velocidade da reagao; b) o valor do pH da reacdao devera
ser préximo do neutro; c) o tempo de agao da cloramina-T como oxidante nao afeta
a reagdo, permitindo assim que seja processado um grande nimero de amostras
simultaneamente; d) um aumento na concentragdo do reativo de EHRLICH ndo
aumenta a estabilidade do cromégeno formado; e e) em fungdo de uma melhor
estabilidade da solugdo para periodos de até anos, os autores substituem o metil-
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celossolve (éter glicol-monometilico) pelo n-propanol.

PIKKARAINEN (1968) estuda o conteddo coldgeno de amostras de tecidos
de doze espécies de mamiferos, na tentativa de demonstrar a correlagao filogenética
entre as mesmas. Para tanto utiliza-se do método de determina¢ido de hidroxiprolina
segundo STEGEMANN (1958) e modificado por WOESSNER Jr. (1961). O
coldgeno € a proteina mais importante dos mamiferos e corresponde a um tergo do
total protéico do organismo. Pode-se estimar o total de colidgeno por duas maneiras:
a) multiplicando-se o total de hidroxiprolina por 7,3; ou b) multiplicando-se o total
de nitrogénio por 5,55.

Em estudos sobre a recuperagao da resisténcia a insuflagdo de ar em
anastomoses cdlicas, CRONIN, JACKSON e DUNPHY (1968) encontram um
aumento na resisténcia da parede intestinal ndo sé ao nivel da anastomose, mas
também nos segmentos proximal e distal da parte lesada. A resisténcia do intestino
estd na dependéncia da camada coldgena contida na tela submucosa. A metodologia
empregada pelos autores compreende 5 grupos de 30 ratos, os quais sao submetidos
a uma anastomose célica em plano unico continuo do tipo LEMBERT, com fio de
categute cromado 5/0, e avaliados nos dias 3, 5, 7, 10 e 14 de pos-operatdrio.
Realizam a mensuragdo da resisténcia a insuflagio de ar e a dosagem de
hidroxiprolina no segmento intestinal estudado. Para o processamento bioquimico,
realizam a pesagem das pegas e posterior desidratagio, seguida de hidrélise em HCI
e a determinagao da dosagem de hidroxiprolina conforme a metodologia preconizada
por WOESSNER Jr. (1961). Os autores observam que a metade das anastomoses
apresenta-se cicatrizada no quinto dia pés-operatério € a outra metade apresenta
aderéncias capazes de garantirem a seguranga da anastomose. Neste estudo a pressdo
necessdria para romper o intestino normal € de aproximadamente 150 mmHg. No
terceiro dia pés-operatdrio a anastomose nao apresenta resisténcia a insuflagao de
ar, sendo que o inicio do ganho de forga ténsil é observado em torno do quinto dia
pos-operatdrio. Apés o 14° dia pés-operatério ndo observam mais incremento algum
na for¢a ténsil. Com relagdo a determinacao do contetido coligeno do segmento
intestinal anastomosado, durante os primeiros trés dias de pds-operatério a taxa de
coldgeno da reduz em até 40%, fendmeno este também observado nos segmentos

justa-anastomoticos.



i B

BERGMAN e LOXLEY (1970) apresentam uma metodologia adaptada para
a dosagem fotocolorimétrica de hidroxiprolina para utilizagdo em escala comercial
em laboratorios de andlises clinicas. Os reagentes propostos neste estudo sido: a)
solugdes-padrao, com diluigoes de 1 pg/ml, 2 ug/ml etc., de hidroxiprolina diluida
em isopropanol; b) solugdo oxidante, composta por 57 g de acetato de sédio (3
H,0), 37,5 g de citrato trissédico (2 H,0), 5,5 g de dcido citrico (H,0) e 385 ml
de 1sopropanol, acrescidos de um volume de dgua para completar um litro; esta
solugdo-tampdo € estdvel por tempo indefinido; imediatamente antes da execucao do
método, preparar uma solugao a 7% de cloramina-T: a solugao oxidante é obtida
mediante a mistura de uma parte de cloramina-T para quatro partes de solugdo-
tampao; ¢) reagente de EHRLICH (para desenvolvimento de cor a 60°C): 17,6 g de
p-dimetilaminobenzaldeido sdo dissolvidos em 40,8 g de dcido perclérico a 60% e
completados a um volume total de 100 ml com isopropanol; para o desenvolvimento
de cor durante o periodo da noite: 10,6 g de p-dimetilaminobenzaldeido sao
dissolvidos em 24,5 g de dcido perclérico; esta mistura € completada a 100 ml com
isopropanol. Segundo BERGMAN e LOXLEY, sendo a urina a amostra em estudo,
a maneira mais segura de se obter a solugao branca ¢ mediante a adigao de
substincia oxidante 4 solu¢do de EHRLICH: a cloramina-T € inativada pelo dcido
e qualquer desenvolvimento de cor deve-se a impurezas outras que nao a
hidroxiprolina. Com relagao ao procedimento de neutralizagao da solugdo, os autores
preferem o hidréxido de litio ao hidréxido de sédio, pois este ultimo pode ocasionar
a precipitagao de eventuais sais. Os autores argumentam que o produto da oxidagdo
da hidroxiprolina pela cloramina-T € mais estivel do que o produto gerado pela
peréxido-oxidagiao alcalina catalisada pelo cobre (1,2-dehidrohidroxiprolina).
Finalmente, os autores sugerem que o emprego de concentragoes elevadas de reativo
de EHRLICH e de isopropanol favorecem o surgimento e aumentam a estabilidade
da cor.

IBBOTT (1974) ressalta que a unica proteina mamifera que contém
quantidades significantes de hidroxiprolina ¢ o coldgeno e aceita os produtos da
oxidagdo da hidroxiprolina como sendo pirrol e dcido pirrol-2-carboxilico. A
metodologia proposta por IBBOTT para a dosagem da hidroxiprolina a partir de
amostras de urina ou tecidos, baseia-se na descri¢do de KIVIRIKKO e cols. (1967).
Inicialmente submete a amostra a uma hidrélise dcida, em seguida retira pigmentos
precipitados mediante centrifugagio e realiza a oxidagdo da hidroxiprolina com
cloramina-T e interrompe a oxidagao pela adi¢ao de tiossulfato e em seguida retira
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impurezas pela extragio com tolueno. Os produtos iniciais da oxidagdo da
hidroxiprolina, dcido A'-pirrol-4-hidroxi-2-carboxilico e dcido pirrol-2-carboxilico
nio sao soliveis em tolueno. Apds aquecimento, o pirrol produzido € extraido em
tolueno e a reagdo colorifica é realizada com reativo de EHRLICH. Para a
determinagao da fragao livre de hidroxiprolina, IBBOTT omite a hidrélise dcida e
acrescenta um excesso de alanina para eliminar a influéncia de outros aminoacidos
sobre a quantidade de pirrol formada. O método € altamente especifico para
hidroxiprolina, mesmo havendo na solugao a presenga de quantidades 10.000 vezes
maior de outros aminodcidos. A taxa de recuperagao de hidroxiprolina adicionada
a urina observada no presente estudo € de 90-104%. Os reagentes utilizados pelo
autor sao: a) HCI IN e 0,05N; b) fenolftaleina; c¢) tampao borato de potdssio com
pH 8,7; d) alanina a 10%; e) cloramina-T 0,2 M; f) tiossulfato de sédio 3,6 M; g)
reagente de EHRLICH; h) solugdo-padrio de estoque a 36 mg / 100 ml e de
trabalho a 36 ug / ml. A metodologia envolve a hidrélise dcida da amostra em
estudo, seguida de neutralizagao e saturagao com KCI. Segue o acréscimo de alanina
e a subseqiiente oxidagdo com cloramina-T, mantida com tiossulfato de sédio. Apés
uma primeira extragao de impurezas pelo tolueno, IBBOTT submete a amostra ao
aquecimento para a formagao do pirrol, o qual € retirado por uma nova extragao por
tolueno e pelo acréscimo de reativo de EHRLICH leva a formagao de coloragao
rosea. A leitura em espectrofotdmetro € realizada apds repouso por 30 minutos € a
absorgdo € lida contra tolueno como branco a 560 nm. Para IBBOTT, a absorgao
deve ficar entre 0,1-0,6 e se a leitura for muito alta, recomenda uma diluigao do
extrato de tolueno.

O cdlculo final proposto por IBBOTT € o seguinte:

A, - A,
mg total de hidroxiprolina/ml= ——— x 0,036,
A~ Ay

onde:

A, = solugao desconhecida (em estudo)

A, = solucdo standard

A, = solugdo branca.

Segundo BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977), a biossintese do coldgeno
e suas glicoproteinas relacionadas passa por uma série de etapas, quais sejam: a)
formacio de protocoldgeno, um polipeptideo precursor do coligeno, rico em
residuos de prolil e lisil, no qual ocorre uma extensdao peptidica nao-colagenosa



14

suplementar no terminal-C ou no terminal-N; b) hidroxila¢dao de residuos de prolil
e lisil em hidroxiprolina e hidroxilisina mediante a agio da hidroxilase
protocoldgena-prolina (PPH) e da hidroxilase protocoldgena-lisina (PLH), mediante
a participagao dos co-fatores dcido ascérbico, a-cetoglutarato, ions Fe’* e oxigénio
atmosférico (0,); a formagdo da hidroxiprolina estd diretamente relacionada ao
espiralamento do coldgeno; c¢) glicosilagio de residuos de hidroxilisil; esta etapa
consiste de duas sub-etapas: c-1) galactosilagio de residuos de hidroxilisil pela
transferase galactolisil-coldgena na presenga dos co-fatores Mn®* e galactose uridina-
difosfato (UDPGal) e c-2) galactosilagao de residuos de hidroxilisil pela transferase
glucosil-coldgena na presenga dos co-fatores Mn** e glicose uridina-difosfato
(UDPGlu); nesta etapa a macromolécula estd pronta para ser extrusada para o
compartimento extracelular; d) A macromolécula extrusada ¢ chamada de proé-
coldgeno e € necessdria a acao da enzima pré-coldgeno-peptidase para a liberagdo
de peptideos suplementares ndo-coldgenos da molécula de pré-coldgeno (a presenca
destes peptideos confere a molécula de pré-coligeno sua caracteristica solivel e
permite com que ela atue como a forma de transporte do colageno, prevenindo a
fibrilogénese intracelular); com a liberagio dos peptideos suplementares a
macromolécula € convertida em tropocoldgeno; e) a desaminagio oxidativa de certos
residuos de lisil e hidroxilisil pela lisil-oxidase precede a fase final, a qual
corresponde a formacdo das ligagoes cruzadas inter e intramoleculares necessdrias
para a estabilizagao da molécula de coligeno neoformada. BLUMENKRANTZ e
HANSEN descrevem trés metodologias para a determinagdo de hidroxiprolina
marcada com "C. Descrevem também um método para a determinagio da
protocoldgeno-prolina-hidroxilase, um método para a determinagao de lisina marcada
com “C, um método para a determina¢io de pré-coldgeno-lisina-hidroxilase assim
como um método para a avaliagao da galactosil-colagenase e da glucosil transferase.
Observam que a determinagdo concomitante dos dois aminodcidos tipicos para o
coldgeno (isto é, hidroxiprolina e hidroxilisina) é importante, pois em condi¢des
patolégicas pode haver um desequilibrio entre ambas. Em sua metodologia para a
dosagem da hidroxiprolina e da prolina em amostras tnicas e multiplas, os autores
lancam mao dos seguintes reagentes: a) utilizam a solu¢ao de tampao borato com pH
8,7 (61,84 g de dcido bérico e 225 g de KCl sdo misturadas em 800 ml de dgua
destilada e o pH é ajustado para 8,7 com solugio de KOH, completando-se em
seguida o volume para 1000 ml com dgua destilada); b) solugao de alanina 0,112M
(10 g de alanina sao dissolvidos em 90 ml de dgua destilada, o pH € ajustado para
8,7 e o volume final ajustado para 1000 ml com dgua destilada); c) tampao borato-
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alanina (realizam a mistura de 100 ml da solu¢ao de tampao-borato com 50 ml da
solugao de alanina); d) tampao de pirofosfato a 0,2M e a 1M, com pH ajustado para
8,0; e) tampao de acido citrico (50 g de dcido citrico 1H,O € acrescido a 12 ml de
dcido acético 96%, 120 g de acetato de sédio 3H,0 e 34 g de NaOH e a mistura
final diluida em 1000 ml de dgua destilada); f) soluc¢do de cloramina-T a 0,2M; e g)
reagente de EHRLICH. No desenvolvimento da metodologia realizam a hidrélise
transnoite de amostras de urina, cartilagens e coldgeno purificado, em HCI 6N a
118°C; em seguida submetem as amostras a evaporagao a 60°C em camara de vdcuo
e realizam a determinagao da dosagem de hidroxiprolina conforme descrito por
KIVIRIKKO (1967).

JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1978) realizam um estudo para
comparar a influéncia de anastomoses em plano tinico continuas ou em pontos
separados, em colo de 193 ratos Sprague Dawley. As anastomoses foram realizadas
com fio de polipropilene e o periodo de avaliagdo correspondeu ao 5°, 79, 10°, 14°
e 28° dias pés-operatérios. Os autores realizam a determinagao da taxa de coldageno
segundo PIKKARAINEN (1968) e submetem as pecas a uma desidratagao prévia a
100°C durante 3-4 dias, até a obtengao de um peso constante. O registro da
concentracao da taxa de hidroxiprolina € assinalado em ug/mg de tecido desidratado.
Os autores ressaltam que a tela submucosa da parede intestinal € uma membrana
fibrosa resistente, constituida principalmente por coldgeno e fibras eldsticas e
apresenta a maior resisténcia ténsil dentre todas as camadas do intestino. Os autores
demonstram que apés uma ressec¢do de colo esquerdo seguida de anastomose,
ocorre uma redugao importante nas taxas de hidroxiprolina nas proximidades da
anastomose, reducdo esta que corresponde a 30% na sutura continua e a 23% na
sutura em pontos separados. Distalmente a anastomose nao observam alteragao
alguma nas taxas de hidroxiprolina em ambas as técnicas de sutura empregadas.
Proximalmente a anastomose, todavia, ocorre uma redugao importante nas taxas de
hidroxiprolina e esta redugao ¢ mais importante na técnica de sutura continua se
comparada com a sutura em pontos separados, durante a primeira semana da
cicatrizagao. No presente estudo os niveis de hidroxiprolina tecidual retornam aos
padrdes normais entre o décimo e décimo quarto dias de pds-operatério. JIBORN
e cols. sugerem que a redugao precoce nas taxas de hidroxiprolina deve estar
relacionada a um aumento na lise da mesma, devida a um provdvel aumento na

quebra da molécula de hidroxiprolina.
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Com a objetivo de analisar o equilibrio entre a lise e a sintese de coldgeno
em segmentos célicos, JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1980a) realizam um
estudo avaliando a concentragido total de hidroxiprolina, a atividade especifica do
coldgeno, a radioatividade total (ap6s marcagdo prévia de prolina pelo C') e a
porcentagem de sintese de coldgeno em colo de ratos. Para tanto, submetem as pegas
a secagem em estufa até atingirem um peso constante, a 100°C. Apéds a
determinagao do peso seco, as amostras sao hidrolisadas em HCI 6N a 130°C
durante 3 horas e a taxa de hidroxiprolina € determinada segundo PIKKARAINEN
(1968). Segundo revisao realizada pelos autores, a hidroxiprolina é encontrada em
tecidos de vertebrados quase que exclusivamente no coldgeno, constituindo
aproximadamente 14% de seu peso e nao € encontrada em quantidades expressivas
em nenhuma outra proteina. Os autores citam PROCKOP (1960), segundo o qual
a prolina € incorporada ao précoldgeno durante a sintese de colageno; apds esta
incorporagao uma certa porcentagem de prolina residual € hidroxilada em
hidroxiprolina por uma enzima especifica, a prolil-hidroxilase. JIBORN e cols.
observam que hd duas formas de coldgeno: o coligeno solivel e o coldgeno
insolivel; este dltimo tipo corresponde ao componente estrutural do tecido
conjuntivo. A fracao de coldgeno solivel encontrada pelos autores é de 3,4 a 5,4%
do total de coldgeno. Setenta e cinco a 93% da radioatividade mensurada estd
relacionada a fragdo insolivel do coligeno. Em amostras de controle, nao
submetidos a cirurgia, a atividade especifica do coligeno é baixa em todos os
segmentos coélicos. Hd, contudo, uma diferenca significativa entre os segmentos
proximais e distais do colo. A atividade especifica nos primeiros ¢ menor do que nos
dltimos. Nos animais com uma anastomose com 4 dias de evolugdo, a sintese de
colageno demonstra estar aumentada em todos os segmentos. Apesar desta sintese
aumentada de coldgeno, a sua concentragao apresenta-se acentuadamente diminuida
(25 a 50%) nos segmentos anastomoéticos € nos segmentos imediatamente proxiumais
as anastomoses. Estes achados evidenciam que a atividade de lise do coldgeno é
maior nos segmentos proximais a anastomose do que nos distais a mesma. No
sétumo dia de pds-operatério JIBORN e cols. observam que o balango entre a sintese
e a degradagdo do coldgeno passa a tender em favor da sintese.

JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1980b) apresentam a seqiiéncia de
seus estudos, enfocando as alteragées no metabolismo do coldgeno na parede cdlica,
comparativamente, nas anastomoses realizadas de forma continua ou em pontos
separados. A sintese de coldgeno ¢ mensurada in vivo, mediante o uso de prolina
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marcada radioativamente como precursor; os resultados sao comparados as
mensuragdes da taxa de hidroxiprolina tecidual no colo. Os autores observam uma
reducdo importante nas taxas de coldgeno na regido de anastomose, apés uma
resseccao de colo esquerdo. Proximalmente esta redugao € importante numa extensao
de 2 a 3 cm e distalmente esta redugdo € observada em apenas 0,5 cm da
anastomose. Apesar de uma taxa de sintese de coligeno muito aumentada, a
concentragao de coldgeno nesta drea de anastomose € muito reduzida; isto se da em
fungao de uma atividade de lise também aumentada. Os autores citam estudos
experimentais em gatos e caes, que relacionam a inervacao célica ao metabolismo
coldgeno. Segundo estes, 0s nervos parassimpdticos sacrais (que inervam os dois
tercos distais do colo) penetram na parede célica na regiao pélvica e distribuem-se
intramuralmente em dire¢do distal para proximal, enquanto que os nervos colicos
simpaticos lombares distribuem-se através dos mesos. Assim, uma ressecgao de colo
esquerdo vai levar a uma denervagao parassimpdtica proximal a linha de anastomose
e levar, ao menos temporariamente, a um comprometimento da motilidade cdlica
bem como a uma redugao do fluxo sangiiineo da tela submucosa e a uma redugao
da produgdo de muco proximal a anastomose, fatos estes que podem levar a uma
reducdo da resisténcia a invasdo bacteriana com aumento local da reacdo

inflamatéria.

ANGELELI, BURINI e OLIVEIRA (1982) realizam estudos referentes as
vérias fases do método proposto por BERGMAN e LOXLEY (1970) para dosagem
de hidroxiprolina e analisam o método com base em amostras de urina humana e de
ratos e avaliam a linearidade da curva de absor¢ao em vidrios aparelhos de
espectrofotometria. Na metodologia empregada as etapas sdo as seguintes: a)
hidrolisagido da urina com HCI 6N, mantendo em estufa a 110°C durante 24 horas;
b) neutralizagio com solugdo de hidréxido de litio; ¢) a 1 ml do hidrolisado de
urina, 1 ml de solu¢io branca e 1 ml de solugdo-padrio, adiciona-se 2 ml de
isopropanol e 1 ml de solugdo oxidante (cloramina-T); d) apés 4 minutos adiciona-se
2 ml de reagente de EHRLICH e incuba-se a mistura a 60°C durante 21 minutos;
e) repouso da solugdo por 60 minutos e leitura nos diversos espectrofotdmetros a
562 nm. Os autores realizam estudo de recuperagao da hidroxiprolina, mediante
acréscimo de quantidades conhecidas do aminodcido e ndo observam diferenga nos
resultados obtidos pelas leituras nos diversos aparelhos em estudo, demonstrando que
o método € confidvel e de facil execugdo. ANGELELI e cols. observam que 0s picos
de absorgdo maxima situam-se entre 558 ¢ 562 nm e chamam a atengdo para o fato
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de o padrido de hidroxiprolina ser ldbil e nio poder ser armazenado por muito
tempo.

NARESSE, LUCCHIARI, ANGELELI, BURINI, RODRIGUES, CURI e
KOBAYASI (1988) realizam estudo da cicatrizagio de uma anastomose do intestino
delgado e utilizam 32 caes mestigos, divididos em trés grupos avaliados no 3°, 7°,
14° e 28° dias de pés-operatdrio. O procedimento € sutura continua em plano tinico
extra-mucoso, sutura com pontos separados em plano unico extra-mucoso e sutura
continua em dois planos (um total e um seromuscular), realizadas com fio de nylon
4/0. Os autores avaliam a qualidade da cicatrizagao mediante a resisténcia a forga
de ruptura em extensdometro de resisténcia elétrica; mediante a determinagao da
fragao de hidroxiprolina tecidual segundo a metodologia de BERGMANN e
LOXLEY (1963) modificada por ANGELELI e col. (1982); e estudo histolégico
pelas coloragdes de MASSON e hematoxilina-eosina. NARESSE e cols. observam
que a andlise estatistica da dosagem de hidroxiprolina tecidual ndo mostra diferencas
significativas entre as trés técnicas empregadas. No presente estudo os autores
encontraram uma variacao muito grande nas concentragdes pré-operatorias de
hidroxiprolina. Na técnica de sutura em dois planos, encontraram no 21° dia pds-
operatério uma concentragao de hidroxiprolina maior do que no controle pré-
operatério. Este fato apresenta paralelismo a avaliagao histoldgica.



3 MATERIAL E METODO

Utilizou-se 8 caes (Canis familiaris) sem raga definida, adultos, masculinos,
com peso corporeo variando de 7 a 11 kg, sem sinais de doenga, provenientes do
canil da Prefeitura Municipal de Curitiba. Estes amimais foram submetidos a
avaliagdo prévia pelo médico veterindrio responsdvel, antes da inclusio no
protocolo.

O procedimento experimental constou da retirada e armazenamento de
fragmentos teciduais de diversos segmentos do canal alimentar do cao, os quais
foram recortados conforme um tamanho padrao, constituindo assim as amostras
teciduais para o estudo. As amostras teciduais foram pesadas e submetidas a uma
hidrélise dcida sendo que em seguida, os hidrolisados teciduais foram processadas
bioquimicamente para a determinagao da taxa de hidroxiprolina tecidual. Em
paralelo aos hidrolisados teciduais, foram processadas diversas solugdes padrao de
trabalho de hidroxiprolina (com quantidades conhecidas de hidroxiprolina) e solugoes
brancas (com auséncia absoluta de hidroxiprolina), ambas para permitir uma andlise
comparativa entre os resultados obtidos pelos hidrolisados teciduais. Finalmente,
realizou-se a leitura da absorbancia espectrofotométrica das amostras e determinagao
final da taxa de hidroxiprolina dos hidrolisados teciduais.

No presente estudo utilizou-se a metodologia proposta KIVIRIKKO e cols.
(1967) e modificada por IBBOTT (1974). As dosagens bioquimicas da hidroxiprolina
foram realizadas, pelo autor, nas dependéncias no Laboratério de Imunologia e
Microbiologia da Faculdade Evangélica de Medicina do Parand. Aplicou-se as
normas para referéncias bibliogrdficas e abreviatura de titulos e periddicos e as
normas para apresentagiao de trabalhos da Universidade Federal do Parand (1992)

bem como a Nomina Anatomica Veterindria (1983).
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3.1 Fase pré-estudo

Os caes foram albergados no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parand durante um periodo de observagao de 15 dias, onde
receberam alimentagao mediante ragao balanceada para a espécie (Nuvita®), tendo
livre acesso a dgua, conforme recomendado por ROMERO e FUENZALIDA
(1989). Foram tratados contra ectoparasitas (banho com Assuntol P6®). Cada animal
recebeu um total de 800 mg de mebendazol (200 mg/dia). Os céaes foram vacinados
com Vacina Anti-Rdbica® e vacina contra cinomose, hepatite, parainfluenza,
parvovirose, leptospirose, (Polyvac-6®). Ao final de 15 dias de observagio
pré-estudo, os animais foram incluidos no protocolo e identificados de maneira
aleatéria pelas letras de A - H.

3.2 Obtengao das amostras teciduais, das solu¢des-padrio de trabalho
de hidroxiprolina e das solucgbes brancas

3.2.1 Indugao anestésica e sacrificio dos caes

O cao foi trazido a sala de cirurgia experimental e amordacado com fita
crepe. Em seguida, realizou-se a sec¢ao dos pelos rente a pele, na face lateral do
tergo distal de um de seus membros pélvicos. Induziu-se a anestesia com solugao de
Thionembutal®, por via intravenosa, na dose de 25 mg para cada quilograma de peso
corpéreo, mediante a prévia pungao percutanea da veia metatdrsica plantary,,
realizada com butterfly n° 21.

Ap6s a indugido da anestesia, o cdo foi sacrificado mediante a injecao, por
via intravenosa, de 20 ml de cloreto de potissio a 19,1%. O animal apresentou
parada cardiaca seguida de parada respiratéria. Assim procedeu-se de forma a nao
propiciar sofrimento ao animal e para obter amosiras de pecas com a qualidade de
uma bidpsia cirdrgica, permitindo comparagoes futuras de resultados com estudos

experimentais.
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3.2.2 Retirada e acondicionamento dos fragmentos teciduais

Constatado o 6bito do animal, colocou-se 0 mesmo sobre uma mesa
cirirgica e realizou-se a retirada de fragmentos tubulares com aproximadamente 2
centimetros de comprimento ou fragmentos de drea aproximada de 2 cm?, de
diversos segmentos do canal alimentar. Os fragmentos foram retiradas mediante dois
acessos cirirgicos: o primeiro foi uma cervicotomia ventral mediana para a retirada
de um fragmento de esdfago cervical (Pars cervicalis); o segundo acesso cirirgico
foi mediante uma laparotomia mediana xifo-piibica e secgao do hiato esofagico do
diafragma, para a obtengdo de amostras de esofago tordcico (Pars thoracica), parede
anterior de corpo do estdmago (Corpus ventriculi), 2* por¢ao de duodeno (Pars
descendens), jejuno-ilio (Jejunum, Ileum), colo transverso (Colon transversum), colo
sigmoide (Colon sigmoideum) e reto (Rectum).

Os fragmentos teciduais foram acondicionadas em solucao fisioldgica a

0,9% em frascos individuais e guardados em congelador a -20°C.

3.2.3 Recorte e pesagem das amostras teciduais

Os fragmentos teciduais foram descongelados & temperatura ambiente e
secos com papel-toalha absorvente. Realizou-se o recorte dos fragmentos teciduais
por vazamento, mediante um instrumento com drea de secgdo transversa circular
com didmetro de 9 mm: obteve-se assim as amostras teciduais. Determinou-se o
peso das amostras teciduais, em gramas, em uma balanga de precisao Helmac HM
3300, levando-se em conta duas casas decimais. O valor obtido para o peso das
amostras teciduais foi transferido para um quadro geral de tabulagao dos dados. A
distribuigao das amostras teciduais conforme o segmento do canal alimentar e o
respectivo nimero de identificagao, pode ser observada na tabela 1.
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Tabela 1

Distribuigao das amostras teciduais conforme o segmento do
canal alimentar e o seu respectivo nimero

Segmento Niimero da
amostra tecidual

Esofago cervical 1-8
Esofago tordcico 9-16
Estdmago 17-24
Duodeno 25-32
Jejuno-ilio 33-40
Colo transverso 41-48
Colo sigméide 49-56

Reto 57-64

3.2.4 Obtengao das solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina
e brancas

Inicialmente faz-se necessdrio incluir-se no delineamento deste estudo um
mecanismo para estabelecer-se um padrao de absorbincia espectrofotométrica
conhecido, tanto da presen¢a quanto da auséncia de hidroxiprolina numa solugdo.
Assim, as absorbancias espectrofotométricas relativas a quantidade de cor produzida
pela reagio final do método aqui empregado, obtidas para as solugdes-padrao de
trabalho de hidroxiprolina, bem como para as solu¢des brancas (ambas serdo
processadas concomitantemente com as amostras teciduais), constituirao o valor de
referéncia para a andlise dos resultados espectrofotométricos obtidos apés o
processamento bioquimico dos hidrolisados teciduais em estudo.

Para a obtengao das solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina, é
necessario realizar-se a diluicdo prévia de um volume de solugao-padrao de estoque
de hidroxiprolina, da forma como segue:

a. Solugdo-padrio de estoque de hidroxiprolina, contendo 36 mg / 100 ml
de volume: obteve-se esta solugdo mediante a dissolugdo de 9 mg de hidroxiprolina
em 10 ml de dgua destilada em frasco volumétrico de 25 ml. Adicionou-se 0,1 ml
de HCI concentrado e diluiu-se até um volume final de 25 ml com dgua destlada.
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Esta solugao foi preparada no dia do processamento bioquimico das amostras de
estudo.

b. Solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina, contendo 36, 18, 9e 4,5
wg / ml: obteve-se estas solugdes mediante a diluigdo de 1,0, 0,5, 0,25e 0,125 ml,
respectivamente, da solugao-padrio de estoque de hidroxiprolina em 10 ml de dgua
destilada. Estas solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso.

¢. Solugao branca: para representar esta solugao, utilizou-se dgua destilada.

A distribuigao das solugoes-padrao de trabalho de hidroxiprolina com
relacdo as suas concentragoes e das solugdes brancas bem como suas respectivas
identificagoes numéricas, podem ser observadas na tabela 2.

Tabela 2

Distribuigao das solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina nas
diversas concentragdes (em microgramas por mililitro) e das solugdes brancas,
bem como as suas respectivas identificagdes numéricas

Solugao Concentragio  Niimero da
ug / ml amostra

Solugdes-padrao de trabalho

de hidroxiprolina 36 65
18 66
9 67
4.5 68
Solugdes brancas - 69-70

(-) = Auséncia de hidroxiprolina.

Convencionou-se identificar ao conjunto formado pelas amostras teciduais,
pelas solugdes-padriao de trabalho de hidroxiprolina e pelas solu¢des brancas, pelo
vocdbulo 1solado amostras.
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3.3 Preparo de tubos de vidro e dos reagentes

Previamente & execugdo do processamento bioquimico, para a determinagao
fotocolorimétrica da hidroxiprolina pelo reativo de EHRLICH a partir das amostras
teciduais, das solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina e das solugdes brancas,
foram necessdrias duas etapas preparatdrias, a saber: o preparo de tubos de vidro
e o preparo de reagentes quimicos.

3.3.1 Preparo de tubos de vidro

Utilizou-se tubos de vidro com tampa de rosca de teflon e tubos de vidro
sem tampa de rosca, assim divididos:

Foram necessdrias duas séries de tubos de vidro com tampa de rosca de
teflon no tamanho de 18 x 150 mm. A primeira série de tubos foi utilizada para a
realizagao da hidrélise dcida das amostras teciduais; estes tubos foram graduados
previamente para um volume exato de 15 ml. A segunda série de tubos foi utilizada
para as etapas de oxidagao e formacao do pirrol. Conforme demonstrado na tabela
1, realizou-se o processamento de 64 amostras teciduais, de 4 solugdes-padriao de
trabalho de hidroxiprolina e de 2 solugdes brancas. Assim, utilizou-se 140 destes
tubos de vidro, os quais foram numerados nas duas séries de 1 a 70.

Para a leitura espectrofotométrica final, utilizou-se uma nova série de 70
tubos de vidro no tamanho de 13 x 75 mm. Numerou-se os tubos desta terceira série
de 1 a 70.

3.3.2 Preparo dos reagentes

No dia anterior ao da execugdo do processamento bioquimico deste estudo,
realizou-se a preparacao dos reagentes necessarios para as suas diversas etapas. Os
reagentes utilizados foram o hidréxido de potdssio, a fenolftaleina, o tampao borato
de potdssio, a alanina, a cloramina-T, o tiossulfato de sddio e o reativo de
EHRLICH e foram obtidos da seguinte maneira:
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a. Hidréxido de potdssio. Realizou-se trés diluigdes do sal para a obtengao
das concentragoes 12N, 1IN e 0,1N, como segue:

KOH 12N 168,3 ¢ KOH + 250 ml H,0,
KOH 1IN 14,02 ¢ KOH + 250 ml H,O e
KOH 0,1N 1,40 g KOH + 250 ml H,O0.

b. Fenolftaleina: dissolveu-se 1 g em 100 ml de etanol para a obtengao da
solugdo de fenolftaleina.

¢. Tampdo borato de potdssio com pH 8,7: dissolveu-se 6,18 g de dcido
bérico e 22,5 g de KCl em 80 ml de dgua destilada. Ajustou-se o pH com um
medidor de pH (pH-metro B374, Micronal - SP) até 8,7, mediante adi¢do gota-a-
gota de KOH 12N ¢ KOH 1N. Completou-se com dgua destilada até um volume final
de 100 ml.

d. Alanina 10%: dissolveu-se 5 g de alanina em aproximadamente 45 ml de
dgua destilada. Ajustou-se o pH para 8,7 com um medidor de pH e completou-se o
volume com dgua destilada até 50 ml.

e. Cloramina-T 0,2M. Dissolver de 5,64 g de cloramina-T em 100 ml de
éter monometilico de etilenoglicol para andlise de aminodcidos, livre de peréxidos.
Este reagente foi preparado imediatamente antes do uso.

f. Tiossulfato de sodio 3,6M. Dissolveu-se 267,9 g de tiossulfato de sédio
penta-hidrico em 300 ml de dgua destilada, aquecendo-se levemente o frasco sob
mistura continua, até a dilui¢do total do sal.

g. Reativo de EHRLICH: Para a obtengao deste reativo, foi necessdrio o
preparo prévio de duas solugdes, A e B, como segue:

Solugdo A - Adicionou-se lentamente 6,85 ml de dcido sulfiirico concentrado
a 50 ml de etanol em frasco de vidro. Realizou-se o concomitante resfriamento do
frasco sob dgua de torneira corrente durante a adigdo do dcido, pois realiza-se uma
reagao produtora de calor.

Solugdo B - Adicionou-se 50 ml de etanol a 30 g de p-dimetilamino-
benzaldeido. Procedeu-se ao seu aquecimento a 37°C e a mistura continua até que
se obteve a dissolu¢ao completa do sal.

Obteve-se o reativo de EHRLICH pela adi¢ao lenta da solugao A a solucao
B, resfriando-se concomitantemente o frasco sob dgua de torneira corrente.

h. Acido cloridrico 0,05N. Diluiu-se 0,76 ml de HCI concentrado em 500
ml de dgua destilada.



26

3.4 Determinagio bioquimica da hidroxiprolina

O processamento bioquimico para a determinacdo das taxas de
hidroxiprolina das amostras teciduais, das solugdes-padrao de trabalho de
hidroxiprolina e das solugoes brancas pode ser desdobrado em trés etapas principais:
a hidrélise dcida, a oxidagdo e a formagao do pirrol.

3.4.1 Hidrélise 4dcida das amostras

Transferiu-se as amostras teciduais para os respectivos tubos de vidro da
primeira série; pipetou-se aliquotas de 1 ml de cada uma das solugdes-padrao de
hidroxiprolina nos tubos respectivos; pipetou-se um volume de 1 ml de dgua
destilada em cada um tubos assinalados como brancos.

Realizou-se a hidrélise dcida mediante o adicionamento de 1 ml de dcido
cloridrico concentrado em cada um dos tubos de vidro contendo as amostras.
Fechou-se firmemente as tampas de rosca. Na seqiiéncia, aqueceu-se estes tubos em
banho-maria a 100°C durante 14 horas.

3.4.2 Oxidagao

Completada a etapa da hidrélise dcida, resfriou-se os tubos sob dgua de
torneira corrente e realizou-se a centrifugacio das amostras em centrifuga DONNER
CD100, a 4000 rpm durante 5 minutos, para a separac¢ao de eventuais impurezas
presentes sob forma de particulas sélidas.

a. Adicionou-se 1 gota da solugdo de fenolftaleina. Em seguida, ajustou-se
o pH para uma coloragio rosada pela adi¢ao de 0,95 ml de KOH 12N seguida de 0,5
ml de KOH 1N, obtendo-se o ajuste final mediante a adigao gota-a-gota de KOH
0,1N. A fenolftaleina € um indicador de pH e apresenta viragem para uma coloragao
r6sea num pH basico entre 8,2 ¢ 9,8.

b. Diluiu-se os hidrolisados referentes ao item 3.4.2.a com dgua destilada,

até a marca de 15 ml.
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c¢. Transferiu-se aliquotas de 3 ml das solugdes dos tubos da etapa anterior
(3.4.2.b) para os tubos respectivos da segunda série. Os tubos da primeira série
foram nesta etapa alocados para depdsito em lugar protegido da luz; assim, na
seqiiéncia da presente descrigao, far-se-d referéncia inicial apenas aos tubos de vidro
da segunda série.

d. Adicionou-se 1 ml de dgua destilada a todos os tubos, para totalizar um
volume final de solugdo de 4 ml.

e. Acrescentou-se 1 gota de solugio de fenolftaleina para realizagao de um
novo reajuste do pH, obtendo-se a coloragao réseo-clara com KOH 0,05N ou HCI
0,05M.

f. Realizou-se o saturamento da solugdo, acrescentando-se aproximadamente
3 g de KCI a amostra.

g. Pipetou-se 0,5 ml de reagente de alanina e 1,0 ml de tampdo borato de
potdssio em cada um dos tubos das amostras. Misturou-se bem em misturador
mecanico (Modelo AT-56, Phoenix) e deixou-se em repouso a temperatura ambiente
por 30 minutos. Neste intervalo de tempo, repetiu-s¢ novamente a mistura em
agitador mecénico.

h. Induziu-se o processo de oxidagao propriamente dito mediante o
adicionamento de 1,0 ml de solugio de cloramina-T 0,2M sob homogenizagio
concomitante em misturador mecénico. Deixou-se as amostras em repouso por 25
minutos, com agitagao ocasional dos frascos. Como produto da oxidagio da
hidroxiprolina, obtem-se nesta fase os dcidos A'-pirrol-4-hidroxi-carboxilico e pirrol-
2-carboxilico.

1. Adicionou-se aos tubos da etapa anterior (3.4.2.h), 3,0 ml de tiossulfato
de sédio 3,6M para interromper o processo de oxidagao. Apds mistura vigorosa da
solugio em misturador mecanico, adicionou-se 5,0 ml de tolueno. Fechou-se
firmemente os tubos de vidro com as respectivas tampas de teflon.

j. Finalmente, realizou-se novo agitamento vigoroso dos tubos, durante 5
minutos, em misturador mecanico, seguido da retirada por aspira¢do, da camada de
tolueno junto com as impurezas por ele extraidas. Os dcidos A'-pirrol-4-hidroxi-
carboxilico e pirrol-2-carboxilico formados pela oxidagao da hidroxiprolina pela
cloramina-T (etapa 3.4.2.h) nao sao extraidos pelo processo, por nao serem soliveis
em tolueno. O tolueno e as impurezas retirados foram descartados. Recolocou-se as
tampas firmemente sobre os tubos.
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3.4.3 Formagio de pirrol

Cumpridas as etapas de hidrélise dcida e de oxidagido da hidroxiprolina em
dcido A'-pirrol-4-hidroxi-carboxilico e dcido pirrol-2-carboxilico, realiza-se o
aquecimento da solugao para a transformagao térmica dos referidos dcidos em pirrol.

a. Colocou-se os tubos da etapa 3.4.2.j em banho-maria a 100°C, pelo
periodo de 30 minutos. Nesta etapa ocorre a formagdo do pirrol, ao qual
convencionou-se chamar de croméforo (Figura 1).

/“‘
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Figura 1 - Extrato de tolueno (camada superior), contendo o
pirrol (cromdforo).

b. Resfriou-se os tubos sob dgua de torneira corrente e adicionou-se exatos
5,0 ml de tolueno. Em seguida fechou-se novamente os tubos e realizou-se novo
agitamento vigoroso em misturador mecanico, por 5 minutos. Como o pirrol é
solivel em tolueno, ele passa a integrar o extrato de tolueno.

c. Pipetou-se exatos 2,5 ml do extrato de tolueno da etapa anterior (3.4.3.b)
nos tubos de vidro menores, correspondentes a terceira série, e adicionou-se 1,0 ml
de reagente de EHRLICH sob agitagdo concomitante em misturador mecanico. Neste
instante ocorreu a imediata formagdo de cor e 2 esta solugdo final convencionou-se
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chamar de cromégeno (Figura 2). Assim obteve-se os cromdgenos das amostras
teciduais e os cromégenos das solugdes-padrdo de trabalho de hidroxiprolina.

I"’!‘.‘% }i\ »mm
F‘E‘W&‘L‘T“'MI

U -2

Figura 2 - Reagdo formadora de cor pelo reativo de EHRLICH: cromégeno.

3.4.4 Leitura em espectrofotdmetro

Manteve-se as amostras em repouso por 30 minutos a fim de se alcancar a
estabilidade do cromégeno e conseqiientemente da reagdo formadora de cor.
Realizou-se a leitura em espectrofotdometro da absor¢ao contra a solugdo branca, a
560 nm. Utilizou-se o espectrofotémetro de fluxo continuo CELM E210D, com
unidade de impressio CELM SB-215P (Figura 3). Nos casos em que a capacidade
de leitura do aparelho foi ultrapassada em seu limite superior, realizou-se a dilui¢do
’ de 1 ml do cromégeno em 2 ml de solugdo branca.
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Figura 3 - Leitura da absorbincia em espectrofotometro.

3.5 Ciélculo final da hidroxiprolina

Com base nos valores de referéncia obtidos pelo peso da amostra tecidual
e pelo valor da absorbidncia do cromégeno, pode-se, finalmente, determinar a taxa
de hidroxiprolina tecidual presente na amostra tecidual. Vale ressaltar que a taxa de
hidroxiprolina contida nas solugdes-padrao de trabalho € previamente conhecida.

Para o cdlculo final da quantidade de hidroxiprolina presente na amostra
tecidual em miligramas de hidroxiprolina por grama de tecido (Férmula n° 3a,b),
utiliza-se a razdo da quantidade de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de
solugdo (Férmula n° 1), pelo peso da amostra tecidual em gramas de tecido por
mililitro (Férmula n° 2).

R Férmula n° 1:

mg total de hidroxiprolina / ml = — x 0,0036
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onde:

A, = Absorbédncia do cromégeno da amostra tecidual

A, = Absorbincia do cromdgeno da solugdo-padrao de trabalho de
hidroxiprolina

A, = Absorbancia da solugao branca

b. Férmula n® 2:
g de peso da amostra

Total de tecido / ml =
15 ml (dilui¢ao inicial)

c. Formula n® 3a:

mg de hidroxiprolina / ml)

mg de hidroxiprolina / g de tecido =
g de tecido / ml

ou Fé6rmula n* 3b:

(mg de hidroxiprolina / ml) x 3

mg de hidroxiprolina / g de tecido =
g de tecido / ml

Utilizou-se a férmula n® 3b nos casos em que foi realizada a diluigao do
cromdgeno com solugao branca.
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3.6 Determinacio da curva de linearidade

Extrapolou-se as leituras da absorbiancia das solugoes-padrao de
hidroxiprolina para um grifico e testou-se os resultados para a sua correlacio
mediante regressdo linear (r), obtendo-se os valores para o coeficiente angular (a)
e o coeficiente linear (b) da reta correspondentes a formula y=ax-+b. Realizou-se
estes cdlculos com auxilio de calculadora eletronica cientifica'. Nesta férmula, (y)
corresponde ao valor obtido para a absorbancia da amostra, podendo-se assim obter
(x), que corresponde a concentragao de hidroxiprolina.

3.7 Avaliacio estatistica

Os resultados para cada um dos segmentos estudados, foram analisados com
relagio ao cdlculo da média e do desvio-padrao da média, conforme
BEIGUELMAN? (1988).

'CASIO, Calculadora programdvel FX702P.

BEIGUELMAN, B. Curso pritico de bioestatistica. Ribeirdo Preto, Revista
Brasileira de Genética, 1988. p.15-19.



4 RESULTADOS

4.1 Peso dos animais

A distribuigdao do peso dos animais, em quilogramas, pode ser observado
na tabela 3.

Tabela 3

Distribuigdo dos animais por peso corpdreo em quilogramas

Animal Peso Animal Peso
A 1| E 11

B 7 F 10

B 8 G 11
D 8 H 7

4.2 Peso das amostras teciduais

O peso das amostras teciduais demonstrou homogeneidade em cada um dos
segmentos isoladamente. A distribuicao dos segmentos estudados e das amostras
teciduais conforme o seu mimero e a média do peso em cada segmento, pode ser
observada em relagdo aos pesos das amostras teciduais, em gramas, na tabela 4.
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Tabela 4

Distribuigao do peso das amostras teciduais em gramas e a média (m) do peso,
conforme os segmentos estudados e os seus respectivos nimeros (n?)

EC n° peso ET n® peso E n° 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
05 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 n® peso JIn® peso CT n® 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 R 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
CSn® peso R n® 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 = esdfago cervical; ET = es6fago tordcico; E = estdbmago; D = duodeno;
JI = jejuno-ilio; CT = colo transverso; CS = colo sigméide; R = reto.



35

4.3 Solucgdes-padrio

Os valores de referéncia de absorbancia obtidos para as solugdes-padriao de
trabalho de hidroxiprolina, bem como o indice representativo da linearidade dos
resultados, podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5

Correlagao entre o volume (V) da solugao-padrao de estoque de hidroxiprolina (36
mg / ml), a concentragao das solugoes-padrao de trabalho de hidroxiprolina (C-SPT)
e os valores de absorbancia (Abs.) obtidos pela leitura espectrofotométrica das
diversas amostras (n”)

n° V) C-SPT Abs.

65 1,000 ml 36 pg/ml 1.568
66 0,500 ml 18 pug/ml 0.667
67 0,250 ml 9 ug/ml 0.421
68 0,125 ml 4,5 pg/ml 0.342

Analisou-se os valores de absorbancia obtidos para as diluigdes das solugdes-
padrao de trabalho de hidroxiprolina em relagao com as concentragoes das mesmas,
para o estudo do indice de correlagio (r) dos dados. Obteve-se um valor de
correlagio (r) de 0,9875 . Como a maior correlagao de linearidade possivel é obtida
para o valor absoluto 1, o indice encontrado no presente estudo pode ser considerado
como altamente satisfatério. Extrapolando-se estes dados para a férmula de uma reta
(y=ax+b), obteve-se para o coeficiente angular (a) um valor de 0,0773 e para o
coeficiente linear (b) um valor de 0,0398.

A figura 4 1lustra a curva de correlagio obtida entre as diversas
concentragoes da solugdo-padrao de trabalho de hidroxiprolina e os respectivos
valores de absorbancia obtidos.



36

Absorbéancia

1.6+ .

1.8+

1.4

124

0.8 -
0.6-

0.4+ .

- Concentracéo
ol —. - — pg/ml

45 9 18 38

+

Figura 4 - Curva de correlagio (r) das solugdes-padrao de trabalho de hidroxiprolina.

4.4 Solugido branca

Obteve-se para as solugdes brancas uma leitura espectrofotométrica igual a

0,025, contra tolueno como 0,000.
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4.5 Concentracdo de hidroxiprolina em miligramas por grama de
amostra tecidual nos diversos segmentos estudados

4.5.1 Esodfago cervical

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 6,298 mg/g
com um desvio padriao (Ap) de 2,589 mg/g. Os valores individuais da taxa de
hidroxiprolina do esofago cervical em cada animal podem ser observados na
tabela 6.

Tabela 6

Correlagao entre o nimero (n®) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromégeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromogeno da amostra tecidual e a absorbancia da solucao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromégeno (mg/ml), a razio entre
0 peso da amostra tecidual e o volume de diluicdo do hidrolisado (g/15ml) e a
concentragdo final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o
esofago cervical dos caes (amostras teciduais n® 01-08)

n° 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 1,502(*) 1,477 0,033 0,015 6,600
07 0,22  1,590(*) 1,565 0,035 0,015 7,000
08 0,18  1,704(*) 1,679 0,038 0,012 9,500

(*) Valores de absorbancia apés a diluigao de 1 ml do cromégeno em 2 ml
de solugdo branca.



4.5.2 Esodfago tordcico

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 8,688 mg/g
com um desvio padrio (Ap) de 2,404 mg/g. Os valores individuais da taxa de
hidroxiprolina do esdéfago tordcico em cada animal podem ser observados na

tabela 7.

Correlacdo entre o nimero (n®) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromdgeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromdgeno da amostra tecidual e a absorbancia da solugdao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromdgeno (mg/ml), a razao entre
0 peso da amostra tecidual ¢ o volume de diluigdgo do hidrolisado (g/15ml) e a
concentra¢ao final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o
esofago tordcico dos caes (amostras teciduais n°® 09-16)

Tabela 7

mg/ml g/15ml mg/g

n° g Abs. Abs-b

09 0,18  1,941(%) 1,916 0,043 0,012 10,750
10 0,22 1,793(*) 1,768 0,040 0,015 8,000
11 0,20 0,919(®) 0,894 0,020 0,013 4,615
12 0,21  1,354(®) 1,329 0,030 0,014 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  1,544(*) 1,519 0,035 0,012 8,750
16 0,10  0,987(*) 0,962 0,022 0,007 9,428

(*) Valores de absorbancia apés a diluigdo de 1 ml do cromégeno em 2 ml

de solugdo branca.
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4.5.3 Estdbmago

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 6,385 mg/g
com um desvio padrao (A)p de 1,218 mg/g. Os valores individuais da taxa de
hidroxiprolina do estomago em cada animal podem ser observados na tabela 8.

Tabela 8

Correlagdo entre o nimero (n®) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromégeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromoégeno da amostra tecidual e a absorbancia da solugiao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromégeno (mg/ml), a razio entre
o peso da amostra tecidual e o volume de diluigio do hidrolisado (g/15ml) ¢ a
concentragao final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o
estdbmago dos caes (amostras teciduais n® 17-24)

n g Abs, Abs-b mg/ml g/15ml mg/g
17 0,10 -(™/1) - - 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 absorbancia apds a dilui¢ao de 1 ml do cromégeno em 2 ml
de solugao branca.

(1) A absorbancia extrapolou a capacidade de leitura do aparelho, apesar
de dilui¢ao do cromdgeno.

(-) Resultado nao obtido por impossibilidade de leitura da absorbancia.
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4.5.4 Duodeno

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 2,187 mg/g
com um desvio padrdo (Ap) de 1,350 mg/g. Excluindo-se os valores encontrados nas
amostras teciduais de mimeros 25 e 28, os quais se encontram afastados da média
em mais de um desvio-padrao, encontrou-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual
média (m) igual a 2,807 mg/g com um desvio padrao (A)p de 0,829 mg/g. Os
valores individuais da taxa de hidroxiprolina do duodeno em cada animal pode ser
observada na tabela 9.

Tabela 9

Correlagdo entre o nimero (n°) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromégeno (Abs.), a diferenca entre a absorbancia do
cromégeno da amostra tecidual e a absorbincia da solu¢do branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromégeno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra tecidual e o volume de diluicao do hidrolisado (g/15ml) e a
concentragao final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o
duodeno dos caes (amostras teciduais n°® 25-32)

n® g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g
25 0,14 0,272 0,247 0,005 0,009 0,555%
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 0,081 0,001 0,010 0,100%
29 0,14 1,179 1,154 0,026 0,009 2,888
30 0,13 0,715 0,690 0,016 0,008 2,000
31 0,13 1,009 0,984 0,022 0,008 2,750
. 0,14 0,957 0,932 0,021 0,009 2,333

(%) Valores abaixo de um desvio-padrao da média.
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4.5.5 Jejuno-ilio

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 3,716 mg/g
com um desvio padriao (Ap) de 2,178 mg/g. Excluindo-se o valor encontrado na
amostra tecidual de nimero 33, o qual apresenta-se afastado da média em mais de
um desvio-padriao, encontrou-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual
a 4,145 mg/g com um desvio padrao (Ap) de 1,954 mg/g. Os valores individuais da
taxa de hidroxiprolina do jejuno-ilio em cada animal podem ser observados na
tabela 10.

Tabela 10

Correlagdo entre o nimero (n®) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromégeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromégeno da amostra tecidual e a absorbancia da solugao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromogeno (mg/ml), a razao entre
0 peso da amostra tecidual e o volume de dilui¢io do hidrolisado (g/15ml) e a
concentragdo final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o
jejuno-ilio dos cdes (amostras teciduais n° 33-40)

n° g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g
33 0,21 0,458 0,433 0,010 0,014 0,714%
34 0,17  1,005(*) 0,980 0,022 0,011 6,000
35 0,18  1,063(*) 1,038 0,024 0,012 6,000
36 0,16 1,262 1,237 0,028 0,010 2,800
37 0,18 1,675 1,632 0,037 0,012 3,083
38 0,15  0,958(*) 0,933 0,022 0,010 6,600
39 0,15 1,000 0,975 0,022 0,010 2,200
40 0,18 1,246 1,221 0,028 0,012 2,333

(*) Valores de absorbancia apos a dilui¢do de 1 ml do cromégeno em 2 ml
de solugdo branca.
(#) Valor abaixo de um desvio-padrao da média.
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4.5.6 Colo transverso

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 6,154 mg/g
com um desvio padrio (Ap) de 2,362 mg/g. Excluindo-se o valor encontrado na
amostra tecidual de mimero 43, o qual apresenta-se afastado da média em mais de
um desvio-padrao, encontrou-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual
a 6,873 mg/g com um desvio padrdo (Ap) de 1,301 mg/g. Os valores individuais da
taxa de hidroxiprolina do colo transverso em cada animal podem ser observados na
tabela 11.

Tabela 11

Correlagao entre o nimero (n°) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromégeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromoégeno da amostra tecidual e a absorbancia da solu¢ao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromdgeno (mg/ml), a razao entre
0 peso da amostra tecidual e o volume de dilui¢do do hidrolisado (g/15ml) e a
concentragao final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o colo
transverso dos cdes (amostras teciduais n® 41-48)

n® g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml 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%
e 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 absorbancia apés a dilui¢ao de 1 ml do cromégeno em 2 ml
de solugdo branca.
() Valor abaixo de um desvio-padrio da média.
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4.5.7 Colo sigméide

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 7,289 mg/g
com um desvio padrao (Ap) de 2,994 mg/g. Excluindo-se o valor encontrado na
amostra tecidual de nimero 49, o qual apresenta-se afastado da média em mais de
um desvio-padrdo, encontrou-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual
a 8,286 mg/g com um desvio padrao (Ap) de 1,083 mg/g. Os valores individuais da
taxa de hidroxiprolina do colo sigmdide em cada animal podem ser observados na
tabela 12.

Tabela 12

Correlagdo entre o nimero (n°) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromégeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromogeno da amostra tecidual e a absorbancia da solugao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromégeno (mg/ml), a razao entre
o peso da amostra tecidual e o volume de diluigdio do hidrolisado (g/15ml) e a
concentracao final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o colo
sigmdide dos caes (amostras teciduais n°® 49-56)

n® g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g
49 0,20 0,242 0,217 0,004 0,013 0,307%
50 0,20 1,786(*) 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 1,031(*) 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 absorbédncia apds a diluigdo de 1 ml do cromégeno em 2 ml
de solucao branca.
() Valor abaixo de um desvio-padrao da média.
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4.5.8 Reto

Obteve-se uma taxa de hidroxiprolina tecidual média (m) igual a 8,253 mg/g
com um desvio padriao (Ap) de 1,652 mg/g. Os valores individuais da taxa de
hidroxiprolina do reto em cada animal podem ser observados na tabela 13.

Tabela 13

Correlacgao entre o nimero (n°) da amostra tecidual, seu peso em gramas (g), a
leitura da absorbancia do seu cromdgeno (Abs.), a diferenga entre a absorbancia do
cromégeno da amostra tecidual e a absorbincia da solugao branca (Abs-b), a taxa
de hidroxiprolina em miligramas por mililitro de cromégeno (mg/ml), a razdo entre
o peso da amostra tecidual e o volume de diluigdio do hidrolisado (g/15ml) e a
concentrac¢ao final de hidroxiprolina em miligramas por grama, obtidos para o reto
dos caes (amostras teciduais n® 57-64)

n° g Abs. Abs-b mg/ml g/15ml mg/g
37 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
6 0,23 - (/¥ - - 0,015 -

(*) Valores de absorbancia apés a dilui¢ao de 1 ml do cromégeno em 2 ml
de solugao branca.

(1) A absorbéncia extrapolou a capacidade de leitura do aparelho, apesar
de diluigao do cromégeno.

(-) Resultado ndo obtido por impossibilidade de leitura da absorbancia.
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A figura 5 ilustra as taxas de hidroxiprolina comparativamente entre as
diferentes amostras teciduais estudadas, agrupadas por segmentos.

10 mg]g
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Figura 5 - Comparagéo entre as taxas de hidroxiprolina nos diferentes
segmentos do canal alimentar dos caes. EC = esofago cervical; ET = esdfago tordcico;
E = estbmago; D = duodeno; J1 = jejuno-ilio; CT = colo transverso;

CS = colo sigmdide; R = reto,

4.6 Correlacio entre o peso corpéreo dos cdes e a taxa de
hidroxiprolina

A comparagdo entre a taxa de hidroxiprolina encontrada no conjunto de
amostras teciduais em cada um dos segmentos do canal alimentar dos caes com o
respectivo peso dos animais, apresentou pequena correlagdo. Os indices de
correlagdo (r) encontrados foram: 0,2895 para as amostras de esdfago cervical,
0,5007 para as de esofago tordcico, -0,5775 para as de estdmago, -0,0972 para as
de duodeno, -0,1998 para as de intestino delgado, 0,0877 para as de colo transverso,
-0,3321 para as de colo sigméide e 0,4389 para as amostras de reto; estes dados
podem ser visualizados na figura 6.
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Figura 6 - indice de correlagio (r) entre a taxa de hidroxiprolina e o
peso corpdreo dos animais, avaliados no conjunto de amostras teciduais
estudados para cada segmento. EC = esofago cervical; ET = esdfago tordcico;
E = estdmago; D = duodeno; JI = jejuno-ilio; CT = colo transverso;

CS = colo sigméide ; R = reto.
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5 DISCUSSAO

A determinagao quantitativa do conteido coldgeno em associagao com a
avaliacao da resisténcia ténsil do tecido a tragao e/ou da resisténcia a insuflagao de
ar atmosférico em um segmento do canal alimentar, constituem-se atualmente nas
principais técnicas de avaliagdo qualitativa do processo cicatricial de um tecido ou
de uma anastomose (PEACOCK, 1967; CRONIN e cols., 1968; PIKKARAINEN,
1968; JIBORN e cols., 1980b; NARESSE e cols., 1988; DEBUS, 1989;: MARTENS
e HENDRICKS, 1991; POLONIO, 1992; CZECZKO, 1992).

O comportamento e a dinimica do coldgeno podem ser ilustrados de uma
maneira prdtica no exemplo da cicatrizagio de uma anastomose. Durante os
primeiros 5 dias apés a realizagdo de uma anastomose, predomina o catabolismo do
colageno; nesta fase o material de sintese oferece sustentacdo e vedagao ao canal
alimentar. Apds o 6° dia, inicia-se uma fase de sintese de coldgeno, e pode ser
observado um aumento progressivo no conteido coldgeno até o 42° dia de pos-
operatério. Concomitantemente, observa-se na cicatriz um ganho progressivo de
forga ténsil até dois anos apés a confecgao da anastomose. Aceita-se que ndo apenas
a taxa absoluta do coldgeno, mas também a forma de disposi¢ao de suas fibras - as
quais sdo rearranjadas no transcurso do tempo - sio responsdveis pela resisténcia
tecidual. Segundo as palavras de PEACOCK (1967), "...collagen is a dynamically
changeable substance which may be seemingly inert for years, only to remodel or
disappear with amazing rapidity when stimulated to do so."

Assim, o estudo da quantidade de colidgeno, representado pela taxa de
hidroxiprolina tecidual, permite uma andlise valiosa, porém parcial, de uma cicatriz.
Técnicas recentes, que lancam mao de precursores do coldgeno marcados com
isétopos radioativos, estdo acrescentando novas varidveis a este campo (PROCKOP
e cols., 1961; PEACOCK, 1967; e MARTENS e HENDRICKS, 1991). Apesar de
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envolverem uma tecnologia avangada, estas técnicas permanecem devendo a
comunidade cientifica avangos objetivos em relagdo aos conceitos introduzidos pelos
métodos fotocolorimétricos cldssicos e nao afastam de si a critica de serem apenas
variacoes sobre uma avaliagio de momento, necessitando igualmente da
complementagao de parametros fisicos de estudo (PROCKOP e cols., 1961;
PEACOCK, 1967; BLUMENKRANTZ e¢ HANSEN, 1977, DEBUS, 1989;
MARTENS e HENDRICKS, 1991).

5.1 Escolha do animal

O cao (Canis familiaris) foi escolhido, por ser um animal muito utilizado
em cirurgia experimental relacionada ao canal alimentar. Como na presente revisio
de literatura nao encontrou-se descri¢ao dos valores médios normais da taxa de
hidroxiprolina em miligramas por grama de tecido para os diferentes segmentos do
canal alimentar, aplicou-se a presente técnica com a finalidade de propor parimetros
normais médios que permitam futuras comparagdes em estudos de cicatrizagao de
anastomoses.

5.2 Fase pré-estudo

Fez-se premente um tratamento prévio a inclusao dos animais no protocolo,
com a finalidade de obter-se animais livres de ectoparasitas e sem doengas
infecciosas, bem com detentores de um padrdo nutricional semelhante.

5.3 Obtengio dos fragmentos teciduais

Obteve-se os fragmentos teciduais apos anestesia dos animais com solugao
de Thionembutal, seguida de sacrificio mediante dose letal de KCl. Procedeu-se
desta forma a fim de obter-se fragmentos teciduais com qualidade semelhante aos
obtidos durante procedimentos de cirurgia experimental. A retirada dos fragmentos
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teciduais foi realizada imediatamente na seqiiéncia, apesar de PIKKARAINEN
(1968) relatar a retirada dos fragmentos num periodo de até uma hora apés a morte
do animal.

5.4 Armazenamento dos fragmentos teciduais

Os fragmentos teciduais foram colocados em frascos individuais e
armazenadas em solugdo fisiol6gica a -20°C, durante um periodo de 24 horas. Sabe-
se que € vidvel manter-se proteinas a 4°C durante vdrias horas e congeladas durante
meses ou até anos. PIKKARAINEN (1968) armazena suas amostras em gelo.
Tratamento semelhante das pegas € relatado por NARESSE e cols. (1988), que
armazenam suas pec¢as em congelador para processamento bioquimico posterior.
DEBUS (1988) armazena suas pe¢as em nitrogénio liquido: este é provavelmente o
melhor processo de armazenamento de amostras bioldgicas. O acondicionamento dos
fragmentos teciduais em congelador, nas condig¢des aplicadas neste estudo, mostrou
ser satisfatorio e de facil execugdo. Da mesma forma, ndo ocorreram perdas de
fragmentos teciduais por desnaturagdo protéica.

5.5 Meétodos de identificacdo da hidroxiprolina

A técnica pioneira para a identificagao de hidroxiprolina presente na
gelatina, descrita por FISCHER (1902), apud DAKIN (1920), consistia no estudo
do residuo obtido apds a esterificacdo dos aminodcidos convencionais da amostra.
FISCHER encontrou 3% de hidroxiprolina na gelatina. A inespecificidade desta
técnica, pode ser avaliada no fato de atualmente aceitar-se uma participagao de 13,5
- 14% de hidroxiprolina na constituigao do coligeno. DAKIN, em 1920, procurou
melhorar a sensibilidade desta técnica original, porém poucos anos mais tarde seriam
introduzidos principios revoluciondrios na abordagem bioquimica desta questdo e a
dosagem da hidroxiprolina presente em hidrolisados passou a uma fase mais objetiva
e menos empirica: passou ao dominio da colorimetria.
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A demonstragao inicial de que o hipoclorito transforma a prolina em n-
pirrolina e em analogia a oxiprolina em n-oxipirrolina, coube a LANGHELD
(1909), apud LANG (1933). Baseadas nestes conceitos, surgiram reagdes
colorimétricas para a determinagao da hidroxiprolina, mediante reagdes produtoras
de cor com a isatina, a ninidrina e o reativo de EHRLICH. Mais recentemente, apds
a demonstragao inicial por WEIGELE e cols. (1973) da transformagio da
hidroxiprolina em uma amina primdria, tornou-se possivel a sua reagdo com a
fluoresceina e o o-ftalaldeido, permitindo desta forma a determinagao fluorométrica
mediante cromatografia liquida de alto fluxo. Finalmente, pode-se ainda langar mio
de precursores da hidroxiprolina marcados com isétopos radioativos para estudos de
incorporagao de coldgeno em cicatrizes.

Apesar de uma rica diversidade em relagio as fases intermedidrias
necessdrias para a dosagem bioquimica colorimétrica da hidroxiprolina, a maior
parte dos estudos da presenca deste aminodcido em hidrolisados protéicos diversos,
em urina e em amostras teciduais do canal alimentar, langa mao da reagdo produtora
de cor mediante o uso de reativo de EHRLICH. Provavelmente a estabilidade final
do cromogeno seja o motivo desta predilegao. Conforme esta tendéncia observada
na presente revisao de literatura, optou-se pelo uso do reativo de EHRLICH neste
estudo.

5.6 Determinaciio bioquimica quantitativa da hidroxiprolina

A metodologia empregada no presente estudo baseia-se no técnica descrita
originalmente por KIVIRIKKO e cols. (1967) e adaptada por IBBOTT (1974).
Dividir-se-d a discussdao deste processo bioquimico em trés itens distintos, quais
sejam:

a) A hidrélise dcida da amostra tecidual.

b) A oxidagao da hidroxiprolina em dcido pirrol-2-carboxilico.

¢) A formagao e extracao do pirrol e sua leitura espectrofotométrica.



51

5.6.1 Hidrolise dcida das amostras

O processo de hidrélise corresponde a decomposigao quimica, em que uma
substincia € fragmentada em componentes mais simples pela adicdo ou retirada de
dgua. As proteinas sao formadas por aminodcidos, unidos por meio de ligagoes
peptidicas que no processo de hidrélise sio quebradas pela adigao de moléculas de
dgua. O aquecimento de polipeptideos com HCI 6NV em excesso, a uma temperatura
que varia entre 100 - 120°C, durante 10 a 24 horas em tubo fechado, € o processo
usual para a hidrélise completa de proteinas. Nessas condigdes ocorre pouca ou
nenhuma racemizagao dos aminoacidos (Na racemizagao ocorre a transformagao de
um produto em um componente sem atividade dptica). A opgdo tedrica a hidrélise
dcida € a hidrélise alcalina.

LANG (1933) era da opinido de que seria indiferente o tipo de hidrélise a
que deveria-se submeter a amostra protéica em anadlise, se dcida ou alcalina.
Posteriormente demonstrou-se que o triptofano, a serina e a treonina sio
parcialmente destruidos pela hidrélise dcida, enquanto que a cisteina, a cistina, a
serina e a treonina sao destruidas pela hidrélise alcalina, a qual concomitantemente
leva a racemizagao de todos os aminodcidos. Desta forma, autores como NEUMAN
e LOGAN (1950a); PROCKOP e UDENFRIEND (1960); WOESSNER Jr. (1961);
BERGMAN ¢ LOXLEY (1963); KIVIRIKKO e cols. (1967); STEGEMANN e
STALDER (1967); CRONIN e cols. (1968); IBBOTT (1974); BUTCHER e
LOWRY (1976); e BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977) utilizam a hidrdélise
dcida para a separacao das moléculas de hidroxiprolina do coldgeno.

A relagio entre o tempo de hidrélise e a temperatura sob a qual se processa
a reagdo apresenta uma proporcionalidade indireta: aumentando-se a temperatura
pode-se reduzir o tempo da reagiao e aumentando-se o tempo, pode-se reduzir a
temperatura da reagdo. Assim, NEUMAN e LOGAN (1950a); GRUNBAUM e
GLICK (1956); WOESSNER Jr. (1961); e JIBORN e cols. (1978), uulizam
temperaturas elevadas (entre 130 - 170°C) e um tempo de reagao em torno de 3
horas. J4 autores como LANG (1933); BERGMAN e LOXLEY (1963); KIVIRIKKO
e cols. (1967); IBBOTT (1974); BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977); e
ANGELELI e cols. (1982) langam mao de uma temperatura menor, entre 100 -
110°C, e um tempo de hidrélise dcida maior, entre 16 - 24 horas. No presente
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estudo obteve-se uma hidrélise completa das amostras teciduais, em 14 horas a
100°C e com o uso de apenas | ml do dcido. Quando as amostras teciduais forem
de peso maior do que as aqui processadas, serd necessdrio aumentar-se o volume de
HCI para obter-se a hidrélise completa.

5.6.2 Oxidagio

A oxidagao corresponde ao processo da combinagao de uma substincia com
o oxigénio. LANGHELD (1909), apud LANG (1933), foi o primeiro a sugerir que
o hipoclorito transforma, por oxidagdo, a prolina em rn-pirrolina e em analogia a
oxiprolina em n-oxipirrolina. Da mesma forma, LANG propde o tratamento da
hidroxiprolina com hipoclorito de sédio, para dar origem a formagdo de n-
oxipirrolina. WALDSCHMIDT-LEITZ e AKABORI (1934), numa andlise critica
a técnica proposta por LANG (1933), sugerem que o elemento produtor de cor
(croméforo) na reagdo de oxidagdo da hidroxiprolina, seja o pirrol e ndo a n-
oxipirrolina. RADHAKRISHNAN e MEISTER (1957) confirmam a opinidao de
WALDSCHMIDT-LEITZ ¢ AKABORI, demonstrando que a hidroxiprolina pode
ser oxidada em dcido pirrol-2-carboxilico apresentando na reagdo um componente
intermedidrio que provavelmente é o dcido A'-pirrol-4-hidroxi-carboxilico.

Virias sao as técnicas utilizadas para a oxidagao da hidroxiprolina em dcido
pirrol-2-carboxilico. Merecem destaque a oxidagao enzimadtica, as transaminagoes
enzimdtica e nao-enzimatica, bem como as reagoes de oxidagao pelo perdxido de
hidrogénio e pela cloramina-T. Apesar do desenvolvimento de imimeros métodos
colorimétricos que se fundamentam nestas reagbes, BERGMAN e LOXLEY (1961)
permitem-se questionarem sua veracidade, sem todavia postularem uma explicagao
alternativa.

As duas substincias mais citadas para a oxida¢dao da hidroxiprolina sao o
peréxido (de hidrogénio ou de sédio) e a cloramina-T. Sobre o peréxido de
hidrogénio, BERGMAN e LOXLEY (1963) ressaltam que a formagao de cor da
rea¢do depende diretamente da concentragdo do perdxido e da concentragio de
hidroxiprolina. McFARLANE e GUEST (1939); NEUMAN e LOGAN (1950a);
GRUNBAUM ¢ GLICK (1956); ¢ WOESSNER Jr. (1961) utilizam o processo de
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oxidagdo pelo peréxido em seus métodos de determinagdo quantitativa da
hidroxiprolina.

PROCKOP e UDENFRIEND (1960); BERGMAN e LOXLEY (1963);
STEGEMANN e STALDER (1967); KIVIRIKKO e cols. (1967); IBBOTT (1974);
e BLUMENKRANTZ e HANSEN (1977), utilizam a cloramina-T como reativo
oxidante da hidroxiprolina, conforme proposto originalmente por STEGEMANN em
1958, apud PROCKOP ¢ UDENFRIEND (1960). Segundo BERGMAN e LOXLEY
(1970) e IBBOTT (1974), o pirrol (croméforo originado pela oxidagio da
hidroxiprolina pela cloramina-T) € mais estdvel do que a 1,2-dihidrohidroxiprolina
(croméforo originado pela oxidagio da hidroxiprolina pelo peréxido).
BLUMENKRANTZ ¢ HANSEN (1977) ressaltam que uma discreta acidez da
solugdo nao interfere com a oxidagdo, porém a presenca de alcalinidade pode reduzir
a intensidade final de cor formada, quando se usa a cloramina-T. IBBOTT (1974)
interrompe a etapa da oxidagdo apds 25 minutos pela adigiao de tiossulfato de sédio.

O pirrol formado pela oxidagao da hidroxiprolina pela cloramina-T ¢é
altamente estivel e praticamente ndo sofre alteragdes pela presenca de outros
produtos de oxidagdo ou mesmo pela presenga de altas concentragoes de cloramina-
T. Além do mais, enquanto faz-se premente a retirada dos vestigios do peréxido de
hidrogénio da solugdo antes da etapa de formagao de cor, a cloramina-T ndo se
constitui em fator interferente nesta fase. Desta forma, adotou-se no presente
protocolo experimental a cloramina-T como agente oxidante. Deve-se ressaltar que
a obtengdo da solugiao de cloramina-T ndo oferece maiores dificuldades e a mistura
imediata da solugdao a medida em que se acrescenta a mesma & amostra em estudo,
garante uma oxidacgao eficiente.

Finalmente, utiliza-se a presenca intencional de alanina na etapa da oxidac¢iao
da hidroxiprolina, o que €, segundo PROCKOP e UDENFRIEND (1960), uma
forma de diminuir-se a interferéncia da presenga de outros aminoacidos ou
substincias afins a0 mesmo tempo em que ndo se altera a quantidade do pirrol
formado. DEBUS (1988) também relata o uso de alanina nesta fase da oxidacgao.
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5.6.3 Formagao e extragao do pirrol

Cumprida a etapa da oxidagdo da hidroxiprolina a temperatura ambiente,
obtem-se a formacdao do dcido pirrol-2-carboxilico (RADHAKRISHNAN e
MEISTER, 1957). Nesta etapa, pode-se langar mao de uma forma muito efetiva de
retirada de impurezas: realiza-se a extragdo das mesmas pelo tolueno, pois o acido
A'-pirrol-4-hidroxi-carboxilico e o dcido pirrol-2-carboxilico ndo sao extraidos pelo
processo por nao serem soliveis em tolueno (PROCKOP e UDENFRIEND, 1960;
KIVIRIKKO e cols., 1967; e IBBOTT, 1974). E necessdria assim uma préxima
etapa para a origem de pirrol (cromoforo): esta transformagao ocorre aquecendo-se
a amostra durante 30 minutos em banho-maria com dgua fervente. Na fase seguinte,
apds o periodo de aquecimento, realiza-se a extragao do pirrol em tolueno, o qual,
por ser solivel, passard a fazer parte do extrato (Figura 1). No presente estudo,
observou-se que esta etapa de aquecimento € de fundamental importincia e valor
decisivo para o desenvolvimento posterior de coloragdo résea pela reacdo com o
reativo de EHRLICH.

5.6.4 Leitura espectrofotométrica

Na tltima etapa da determinagao quantitativa da hidroxiprolina presente em
hidrolisados protéicos processados conforme o método empregado no presente
estudo, realiza-se a leitura espectrofotométrica da quantidade de cor formada pela
rea¢ao do pirrol com o reativo de EHRLICH (cromégeno; Figuras 2 e 3). No
presente estudo seguiu-se as indicagoes de BERGMAN e LOXLEY (1963);
KIVIRIKKO e cols. (1967); IBBOTT (1974); e DEBUS (1988), os quais ressaltam
que a leitura espectrofotométrica deve ser realizada em 560 nm. WOESSNER Jr.
(1961) sugere esta leitura em 557 nm. ANGELELI e cols. (1982) nao observaram
diferencas nos resultados obtidos por leituras de amostras iguais realizadas em
diversos aparclhos de espectrofotometria; para os autores, os picos de absorg¢do
médxima situam-se entre 558 e 562 nm.

Observou-se no presente estudo, uma grande freqiiéncia de amostras cuja
quantidade de cromdgeno excedeu a capacidade de leitura do espectrofotometro.
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Nestes casos, realizou-se a diluigdo do cromoégeno com solugdo branca.
Provavelmente o peso médio das amostras teciduais do canal alimentar dos cdes, nas
proporgoes aplicadas neste trabalho, tangenciam o limite superior de concentragao
de hidroxiprolina por mililitro, capaz de ser determinada pela leitura
espectrofotométrica (como obtido pela férmula n® 1). Eventualmente a utilizagdo de
amostras teciduais de peso menor ou a aplicagao de uma dilui¢dao inicial maior do
hidrolisado dcido, poderao facilitar esta fase da técnica. O fator limitante para a
diminui¢dao do tamanho das amostras teciduais em experimentos de cicatrizagao de
anastomoses, poderd ser a necessidade de se incluir na amostra uma cicatriz, muitas
vezes de proporgdes considerdveis. Para estes casos, a dilui¢ao final do cromégeno
antes da leitura espectrofotométrica serd uma opgao pratica.

WOESSNER Jr., em 1961, preocupou-se com a qualidade do cromégeno
conforme o método original de STEGEMANN (1958), apud WOESSNER Jr.
(1961), e reporta que conseguiu manté-lo estivel por pelo menos uma hora. A
leitura da cor formada pela reagio do pirrol com o reativo de EHRLICH, segundo
preconizado por KIVIRIKKO e cols. (1967), deverd ser feita aproximadamente 30
minutos apés. A estabilidade da cor € apenas fragil, pois observou-se no presente
estudo uma nitida perda de sua intensidade com o passar de horas. Segundo
STEGEMANN e STALDER (1967) e BERGMAN e LOXLEY (1970), um aumento
na concentragao do reativo de EHRLICH nao aumenta a estabilidade do cromdégeno
formado. Esta varidvel nao foi avaliada no presente trabalho.

5.6.5 Cadlculo final

A relagao segundo a qual se apresentam os resultados finais dos métodos de
quantificacdo da hidroxiprolina, apresenta uma extensa variagao na literatura. As
maneiras de expressar os resultados podem ser em microgramas ou miligramas por
peso de tecido umido, microgramas ou miligramas por peso de tecido seco,
microgramas ou miligramas por drea de tecido ou ainda microgramas ou miligramas
por conteudo de nitrogénio. GRUNBAUM e GLICK (1956); CRONIN e cols.
(1968); PIKKARAINEN (1968); JIBORN e cols. (1980a); e DEBUS (1988) realizam
a desidratagdo prévia das amostras, obtendo assim o cdlculo final em razio do peso
seco. No presente estudo os resultados sio calculados em miligramas de
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hidroxiprolina por grama de tecido, a partir da amostra nao desidratada, conforme
utiizado por STEGEMANN e STALDER (1967); NARESSE e cols. (1988);
MARTENS e GLICK (1991); POLONIO (1992); e CZECZKO (1992). Esta é uma
das relagoes de concentragao que propicia um melhor entendimento do resultado por
parte do médico, pois refere-se objetivamente ao tecido, tal qual o mesmo é
manipulado, na inumidade, pelo cirurgido.

5.7 Peso das amostras teciduais

As amostras teciduais foram obtidas apds o descongelamento dos fragmentos
teciduais, mediante recorte de uma drea circular com 9 mm de diametro, com
auxilio de um molde vazador, a exemplo de POLONIO (1992) e CZECZKO (1992).
Cada amostra apresentou assim uma drea equivalente de todas as camadas do 6rgao,
desde a tinica mucosa até a tinica adventicia ou serosa, com preservagao da sua
espessura normal. A excegiao das amostras de duodeno, as quais apresentaram um
peso médio de 0,136 g, todas as amostras dos demais segmentos apresentaram pesos
miciais semelhantes, variando entre 0,172 - 0,202 g (Tabela 4). Esta diferenga entre
os pesos ¢ devida a espessura do 6rgdo. A homogeneidade das amostras € preservada
pelo fato de as dreas das amostras estudadas serem correspondentes
(aproximadamente 63,58 mm?).

Determinou-se o peso das amostras apés a secagem da umidade superficial
das mesmas com papel absorvente, & semelhanca do procedimento preconizado por
WOESSNER Jr. (1961), NARESSE e cols. (1988), MARTENS e HENDRIKS
(1991), POLONIO (1992), CZECZKO (1992) e citado por KORUDA e
ROLANDELLI (1990). CRONIN e cols. (1968) e JIBORN e cols. (1978) sugerem
a pesagem da amostra apds prévia desidratagdo pelo calor, para evitar 0 que 0s
autores denominam de efeito diluidor da eventual presenga de edema, tese esta nio
aplicdvel ao presente estudo, por tratarem-se de amostras teciduais de segmentos
normais do canal alimentar. GRUNBAUM e GLICK (1956) realizam a desidratagao
por congelamento de fragmentos microtomizados de tecido. PIKKARAINEN (1968)
realiza a homogenizagao das amostras congeladas com gral e pistilo. A completa
hidrolisacio dcida obtida no presente trabalho sugere que o procedimento de
PIKKARAINEN nio acrescenta vantagens proporcionais a adigao de uma etapa a
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mais i técnica.

5.8 Solugdes-padrio

No presente estudo avaliou-se quatro dilui¢des conhecidas do padrido de
trabalho de hidroxiprolina, contendo 36, 18, 9 ¢ 4,5 microgramas de hidroxiprolina
por mililitro. A anadlise da correla¢ao dos valores de absorbancia obtidos em relagao
as concentragoes de hidroxiprolina (Figura 4) forneceu uma reta (y=ax-+b) com
linearidade igual a 0,9875. Conhecendo-se os valores obtidos para o coeficiente
angular (a) igual a 0,0773 e o coeficiente linear (b) igual a 0,0398, e sendo (x) o
valor da absorbdncia obtido pela leitura espectrofotométrica, pode-se calcular (y),
que € a concentragao de hidroxiprolina em miligramas por mililitro. Como o indice
de linearidade obtido aproxima-se muito do indice absoluto de linearidade de uma
reta, o qual corresponde a 1, ficou demonstrada a sensibilidade do método com
relacdo a leitura espectrofotométrica.

5.9 Concentragao de hidroxiprolina em miligramas por grama de tecido
da amostra

As semelhangas relativas entre as caracteristicas de técnica operatdria no
canal alimentar do cao e no tubo digestivo do homem, incentivam a realizagao de
estudos experimentais comparativos de cicatrizagdo de anastomoses nos primeiros.
Com o advento de aparelhos de sutura mecanica como os grampeadores e 0s anéis
de anastomose (biofragmentdveis ou ndo), bem como com o constante avango no
desenvolvimento de novas geragoes de fios de sutura, como os fios
monofilamentares absorviveis a médio prazo, tornou-se necessdrio rediscutir os
padrdes histolégicos, bioquimicos e fisicos do processo de cicatrizagio de uma
anastomose em animais de experimentagao e particularmente no cao. Aceita-se
atualmente, que a andlise em conjunto, da avaliagio bioquimica da taxa de
hidroxiprolina tecidual e das caracteristicas fisicas de resisténcia a for¢a de tragdo
linear e/ou resisténcia a insuflagdo de ar atmosférico, oferecem um parimetro
razodvel para a comparagao qualitativa entre as anastomoses dos grupos controle e
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experimental (CRONIN e cols., 1968; JIBORN e cols., 1978; JIBORN e cols.,
1980a; JIBORN e cols., 1980b; NARESSE e cols., 1988; DEBUS, 1989; KORUDA
e ROLANDELLI, 1990; POLONIO, 1992; e CZECZKO, 1992).

Na revisdo de literatura obtida, nio encontrou-se uma tabulagdo das taxas
normais de hidroxiprolina tecidual nos diversos segmentos do canal alimentar do
¢do, em miligramas por grama de tecido da amostra. NEUMAN e LOGAN (1950)
realizaram a determinagdao da taxa de coldgeno em diversos tecidos de animais e
encontraram uma porcentagem de 12,0% no duodeno e 23,7% no cdrdia de ratos.
CRONIN e cols. (1968) determinaram a quantidade de coligeno de anastomoses
célicas de ratos em gramas por cento de tecido. JIBORN e cols. (1978; 1980a;
1980b) determinaram a quantidade de coligeno em anastomoses cdlicas em ratos,
na unidade de microgramas por miligrama de tecido. NARESSE e cols (1988), por
sua vez, determinaram a taxa de hidroxiprolina em anastomoses do intestino delgado
de caes, na unidade de microgramas por 100 miligramas de tecido e encontram no
21° dia de pds-operatério uma taxa média de 619,29 ug/100mg. POLONIO (1992)
encontrou em anastomoses colorretais em reto extraperitoneal de cdes uma taxa
média de hidroxiprolina de 21,98 mg/g de tecido no grupo de sutura manual e 1,57
mg/g no grupo de anastomose com o anel biofragmentavel, ambas as avaliagoes no
30° dia de pés-operatério. CZECZKO (1992), estudando anastomoses colorretais em
reto extraperitoneal de cdes, encontrou uma taxa média de hidroxiprolina tecidual
de 13,33 mg/g de tecido no grupo de sutura mecdnica com grampeador e de 1,497
mg/g de tecido no grupo de sutura mecanica com anel biofragmentivel, ambas as
avaliagdes no 30° dia de pds-operatério. Uma andlise destas informagdes demonstra
que os dados pertinentes ao questionamento principal do presente estudo vém a
contribuir com os atualmente disponiveis, no sentido de propor taxas normais de
hidroxiprolina tecidual no canal alimentar do cio (Tabelas 5 a 12; Figura 5).

Sabe-se que o esofago ¢ um 6rgido que estd sujeito a um regime de altas
pressdes intraluminares durante os movimentos de propulsiao do bolo alimentar, o
qual muitas vezes é grosseiro e semi-sélido. DALLMAN (1988) demonstra que a
camada esofdgica mais eficiente em oferecer sustentacao a uma sutura esofdgica em
caes ¢é a tela submucosa. No presente estudo, observam-se taxas de hidroxiprolina
tecidual elevadas em ambos os segmentos esofagicos estudados, sendo que no
segmento do esofago tordcico distal (média de 8,688 mg/g) encontrou-se uma taxa
de hidroxiprolina tecidual compardvel a encontrada no reto (média de 8,2530 mg/g).
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Analisando-se comparativamente os resultados obudos para o canal alimentar
do cao, observa-se as menores taxas de hidroxiprolina tecidual no duodeno (média
de 2,1876 mg/g) e no jejuno-ilio (média de 3,7162 mg/g). Concomitantemente pode-
se observar uma tendéncia de aumento progressivo da taxa de hidroxiprolina
tecidual, representando naturalmente a taxa de coligeno, a medida em que se afasta
dos segmentos duodeno-jejunais e se aproxima dos segmentos colorretais. E possivel
reconhecer-se aqui um paralelismo entre a taxa de coldgeno da tela submucosa e a
pressao fisiolégica intraluminal crescentes a medida em que se chega aos segmentos
mais aborais do intestino, que naturalmente estio sujeitos a um regime de maiores

pressoes.

5.10 Correlacido entre o peso corpéreo e a taxa de hidroxiprolina
tecidual

Finalmente, resta a pergunta, se hd ou nao correlagao entre o peso corpdreo
do animal e a taxa de hidroxiprolina tecidual contida nos diversos segmentos de seu
canal alimentar. Para tanto, comparou-se a relagio do peso corpdreo e as taxas de
hidroxiprolina tecidual em cada um dos segmentos estudados, com a finalidade de
obter-se o indice de correlagdo, em analogia a avaliagio matemdtica a que foram
submetidos os resultados relativos as absorbancias das solugdes padrdo de trabalho

de hidroxiprolina.

Todos os segmentos estudados apresentaram uma correlagao apenas discreta
entre o peso corpdreo do animal e a taxa de hidroxiprolina tecidual obtida (Figura
6). A maior correlagao fo1 observada para o estdbmago (r=-0,5775) e a menor para
o duodeno (r=-0,0972). Portanto ndo se encontrou embasamento para a correlagao
especulativa sobre taxas de coldgeno no canal alimentar de caes em fun¢ao tnica de
seu peso corporeo.



CONCLUSOES

A avaliacdo dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir que:

1. A andlise da correlagdo dos valores de absorbancia obtidos para as
solugdes-padrdo de trabalho de hidroxiprolina em relagdio as suas respectivas
concentragdes (36, 18, 9 e 4,5ug/ml), em conjunto, apresentou o indice 0,9875.
Ficou assim, demonstrada a alta sensibilidade da técnica.

2. As taxas médias de hidroxiprolina tecidual obtidas para os diversos
segmentos do canal alimentar dos caes sdo as seguintes: 6,298 mg/g para o eséfago
cervical; 8,688 mg/g para o esofago tordcico; 6,385 mg/g para o estdbmago; 2,187
mg/g para o duodeno; 3,716 mg/g para o jejuno-ilio; 6,154 mg/g para o colo
transverso; 7,289 mg/g para o colo sigméide; e 8,253 mg/g para o reto.

3. Os resultados da taxa de hidroxiprolina tecidual em miligramas por grama
de tecido encontrados para os diversos segmentos do canal alimentar dos cdes
estudados, demonstram um paralelismo em relagao as pressdes intraluminares
fisiolégicas relativas aos segmentos respectivos.

4. Nio observou-se correlagdo entre o peso corporeo dos cdes e a taxa de

hidroxiprolina tecidual nos diferentes segmentos do canal alimentar.



ABSTRACT

The aim of the present study, was to determine the normal tissue
hydroxyprolin rate, of the various segments of the dog’s alimentary canal. The
technique used for the biochemical determination of hydroxyprolin, was the one
described by KIVIRIKKO et. all. (1967), and modified by IBBOTT (1974). The
steps of the experiment were: a) Tissue samples of different segments of the
alimentary canal of eight dogs were obtained and stored in saline solution at -20°C.
b) The samples were re-cutted in a standardized size, dried with absorbent paper,
weighed, and hydrolized with 6N HCI and oxidized with chloramine-T. The final
color reaction was done with Ehrlich’s reagent. ¢) Different hydroxyprolin standard
and white solutions were also processed. d) The final hydroxyprolin rate present in
the hydrolyzed tissue samples was determined by spectrophotometry. The high
sensibility of the technique was demonstrated by the correlation rate (r = 0.9875)
obtained within the hydroxyprolin standards. The mean hydroxyprolin rate obtained
for each of the studied segments was: 6.298 mg/g in the cervical esophagus, 8.688
mg/g in the thoracic esophagus, 6.385 mg/g in the stomach, 2.187 mg/g in the
duodenum, 3.716 mg/g in the jejuno-ileum, 6.154 mg/g in the transverse colon,
7.289 mg/g in the sigmoid colon and 8.253 in the rectum. There was no correlation
between the tissue hydroxyprolin rate of the different segments of the dog’s
alimentary canal and the body weight.
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