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RESUMO

EFEITOS DA L-ARGININA SOBRE AS CONCENTRACOES DE METABOLITOS
IN VIVO NO SANGUE E EM CICATRIZ DE RETALHO MIOCUTANEO, E
SOBRE A PRESSAO DE ROTURA DE CICATRIZ CIRURGICA INTESTINAL
EM RATOS

A epitelizagdo, contragdo e deposicdo da matriz de tecido conjuntivo constituem
mecanismos pelos quais as feridas cicatrizam. Estudos demonstraram que L-arginina
favorece a cicatrizacdo, aumentando a sintese de coladgeno. Objetivou-se, neste trabalho,
estudar os efeitos da suplementacdo de L-arginina sobre concentrac@es in vivo de glicose,
piruvato, lactato e corpos cetonicos no sangue e em cicatriz de retalho miocutaneo, como
também verificacdo da pressdo de ruptura de cicatriz intestinal. Quarenta e oito ratos
brancos, machos, da linhagem Wistar, foram divididos em dois grupos: (G-1/Controle) e (G-
2/Experimento). Ambos foram submetidos a confec¢do de retalno miocutaneo e dorsal, suturado
com nylon monofilamentado n°5.0 e também, submetidos a laparotomia mediana e, jejunotomia
de dois centimetros na borda antemesentérica seguida de sutura imediata com fio poliglecaprone
25, n°%5.0. No poés-operatério os animais do G1/C receberam suplementacdo alimentar de
caseinato de célcio (fonte protéica intacta de alto valor biol6gico, 5% do VCT/dia). Os animais
do G-2/E receberam suplementagdo alimentar com L-arginina (5% do VVCT/dia). Cada grupo foi
subdividido em trés subgrupos e ap6s cada 7,14 e 30 dias foram coletadas amostras de sangue e
de segmento de area cicatricial do retalho miocutaneo para estudos enzimaticos com dosagem de
metabdlitos, como também realizado teste de pressao de rotura no segmento intestinal contendo
cicatriz. A queda das concentragBes sanguineas de piruvato, lactato e corpos cetonicos no 14°
pGs-operatorio, no grupo E em relacdo ao grupo C, sugere maior utilizacdo destes metabdlitos
nos tecidos periféricos por possivel acdo anabdlica da oferta de L-arginina. O aumento das
concentracOes tissulares, no retalho miocutaneo, de corpos cetonicos no 30° dia pds-operatorio
nos animais tratados com suplementacéao alimentar de L-arginina traduziu provavel aumento de
captacdo desses metabdlitos pelos tecidos em cicatrizacdo. Observou-se um aumento da pressao
de rotura no 14° pds-operatorio do G-2/E em relagdo ao G-1/C. Os resultados sugerem que
suplementacdo de L-arginina tem efeito sobre concentragbes séricas de substratos e sobre
cicatrizacéo cutanea, muscular e de intestino delgado.

Palavras Chave: trauma cirurgico, metabolismo, cicatrizagdo, L-arginina, ratos.



ABSTRACT

EFFECTS OF L-ARGININE UPON THE CONCENTRATION OF
METABOLITES, IN VIVO, IN THE BLOOD, MIOCUTANEOUS SKIN GRAFT
SCAR AND ON THE PRESSURE OF RUPTURE OF INTESTINAL SURGICAL
SCAR IN RATS.

Cicatrization, contraction and deposition of connective tissue matrix constitute healing
mechanisms for the development of the wound scar. Studies have demonstrated that L-
arginine favors cicatrization, increasing the synthesis of collagen. The aim of this paper
was to study the effects of L-arginine upon the concentrations of glucose, pyruvate, lactate
and ketone bodies, in vivo, in blood, miocutaneous skin graft scar and on the pressure of
rupture of intestinal surgical scar in rats. Forty-eight white Wistar male rats, were
distributed in 2 groups: (G1/control) and G2/experiment). A pedunculated miocutaneous
skin graft was raised on the dorsum of all rats followed by immediate suturing with nylon
5-0. Jejunotomies were also performed on the antimesenteric border of the small intestine.
Bowel sutures were carried out utilizing synthetic material (poliglecaprone 25). Oral
supplementation of L-arginine (5% of TCl/day) was delivered via gavage to G-
2/Experiment rats beginning 12 hours following surgical procedures daily. G-1/Control
animals were fed sodium caseinate instead. Blood samples were collected 7, 14 and 30
days later. Measurement of intestinal rupture pressure was carried out at the same
intervals, following blood samples collection. Decreased concentrations of pyruvate lactate
and ketone bodies in the 14™ postoperative day suggest greater utilization by peripheral
tissues due to a possible anabolic effect of L-arginine. Increased ketone bodies
concentrations in the miocutaneous graft in the 30" postoperative day in L-arginine treated
rats may be due to increased uptake of these metabolites by healing tissues. Group G-2/E
intestinal rupture pressure was greater than G-1/C on the 14™ day. These results suggest
that oral supplementation of L-arginine has effects upon blood concentrations of
metabolites and on the cutaneous, muscular and small intestine cicatrization.

Subject Headings: Surgical injury, metabolism, wound healing, L-Arginine, rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Processo da Cicatrizacdo

O processo da cicatrizagdo pode ser compreendido como uma
reacdo de defesa do organismo agredido para manter sua integridade, sua
homeostase, enfim, manter constante sua estrutura corporal e seu equilibrio
com o meio ambiente. Para restabelecer uma solucdo de continuidade
produzida em seus tecidos, por qualquer agente traumatico, o organismo
utiliza-se da cicatrizacdo que envolve quimiotaxia, divisdo celular,
neovascularizacdo, sintese de matriz proteica extra-celular e remodelacdo de
cicatriz (MODOLIN, 1997; BIONDO-SIMOES, 1998).

A cicatriz é a resultante de um complicado e, ainda, misterioso
processo de substituicdo de células destruidas por células vivas. Obviamente é
imperfeita, porquanto seja formada por tecido conjuntivo ndo especializado.
Sera permanente, mas sempre visivel, sua qualidade a depender do agente
causador da perda de continuidade dos tecidos, ou seja, do agente causador da
ferida, do tratamento que esta receberd, de sua localizacdo no organismo e
finalmente do estado de nutricdo, de salde e dos fatores genéticos do
individuo. Podera ser de boa qualidade ou patoldgica, prevalecendo, contudo,
a verdade cientifica magistralmente resumida por Peacock: “uma ferida, uma
cicatriz” (PEACOCK, 1976; ARRUDA VEIGA, SANTOA e JOSE, 1992;
COHEN, 1999). O processo de cicatrizagdo resulta de um mecanismo
competitivo entre a sintese e lise do colageno. Assim, qualquer fator que
aumente a lise ou faca diminuir a sintese do colageno, pode concorrer para a
alteracdo da cicatrizacdo (PEACOCK, 1977).



20

Em termos clinicos o processo de cicatrizagdo pode ser classificado
em:

a) Primeira intencdo ou cicatrizacdo primaria: quando a ferida €
superficial e limpa e seu tratamento é de sutura imediata;

b) Segunda intencdo ou cicatrizacdo secundaria: quando a ferida é
aberta e se fecha por formacao de tecido de granulacdo, seguido de contracédo
e reepitelizacao;

c) Terceira intencdo ou fechamento primario retardado: quando a ferida
¢ temporariamente mantida aberta sendo fechada apds quatro ou sete dias,
com aproximacao ou sutura (ORGILL e DEMLING, 1988).

Gracas as descobertas em metabologia cirdrgica, bioguimica e
nutricdo, surgiu uma nova época na qual se pretende interferir na biologia
molecular, influindo na sintese das substancias responsaveis pelo
envolvimento dos fendmenos cicatriciais. Entretanto, em nivel local, persiste
0 principio de interferéncia minima, isto é, causar o minimo de trauma
quimico e cirargico aos tecidos danificados, para que o processo de
cicatrizacdo seja levado a termo sem modificar significativamente suas
células originais (POLK JR. e LOPEZ-MAYOR, 1969; CORSI et al., 1994).

1.2 Historico e Avancgos

A luz da traducéo dos hierdglifos do grande papiro de Edwin Smith,
a humanidade toma conhecimento da medicina no Antigo Egito. Imhothep
(2800 a.C.) representa a primeira figura de um medico na histéria da
civilizagcdo. Dominava multiplas artes e foi, antes de tudo, um cirurgido que
teve seu respeitado nome conservado de geracdo em geracdo, devido a sua
habilidade para curar doencas e tratar feridas. Apos séculos da sua morte, foi
elevado ao grau de deus da cura (MCDOWELL, 1977).
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A despeito do nimero de divindades e de esconjuros invocados no
decorrer das dinastias faradnicas, o povo do Nilo teve escolas de medicina
chamadas Escolas de Vida, onde ingressavam também, jovens de outras
gloriosas civilizacBes. Ensinavam o tratamento de varios tipos de feridas,
principalmente com extrato de plantas, cascas, folhas, sementes, sal, gordura
ou mel. As operagdes cirargicas eram realizadas com métodos delicados,
remoc¢do de corpos estranhos, limpeza com ungiientos suaves e cicatrizacao
por segunda intencdo ou, por meio de aproximacdo das bordas da ferida e
suturas com tiras de linho impregnadas de resina ou atadas com carne fresca.
Utilizavam curativos com resina de mirra, com latex e linho. (THORWALD,
1959; MCDOWELL, 1977).

O Cdbdigo de Hamurabi (1728 a.C.), em escrita cuneiforme sobre
pedra negra de diorito, relata as Leis da Equidade da Babildnia e também
testemunha, no capitulo sobre honorarios médicos e penalidades profissionais,
o tratamento de feridas graves (LYONS e PETRUCELLLI, 1987).

Data de 600 a.C. o tratado de cirurgia hindu, Sushruta Samhita que
contém revelagcdes do Mestre de Benares, um cirurgido chamado Sushruta,
sobre ética médica e técnicas cirurgicas com instrumental delicado
(semelhantes ao material da atualidade) e, recomendacbes para tratamento
poOs-operatdrio envolvendo toda uma filosofia de respeito ao bem-estar do
paciente. Como fio de sutura, Sushruta utilizou tiras de couro, fibras de casca
de arvore, fios de algoddo, tendbes de animais e, até crina de cavalo
(THORWALD, 1959; MCDOWELL, 1977).

Em 460 a.C., os ensinamentos de Hipocrates ndo diferiam dos
ensinamentos dos médicos egipcios e dos fundamentos de Sushruta, exceto na

parte técnica cirargica e na disseccdo de cadaveres que 0s egipcios e o Mestre
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de Benares foram insuperaveis. Os escritos deixados pelo médico grego, em
sua maior parte, ndo sao realmente dele. A medicina Hipocratica, no entanto,
foi a primeira que adquiriu a conotacdo de ciéncia, € baseada na observacéo e
sua maior contribuicdo esta no campo da ética médica com o principio da ndo
agressao  Primum nihil nocere (THORWALD, 1959; LYONS e
PETRUCELLLI, 1987).

No seculo XV, com a descoberta da polvora e o aparecimento dos
graves ferimentos de guerra, os cirurgibes passaram a utilizar o cautério
com mais freqiiéncia e a suave limpeza das feridas foi substituida pelo
tratamento com 6leo fervente e &gua escaldante. Passava a prevalecer o
principio de que a secrecdo purulenta era benéfica para uma cicatrizacao
acelerada (POLK JR., 1969).

Ambroise Paré, em 1586, retornou aos velhos principios da
interferéncia minima, revoltado que estava com indmeras mortes por
infeccdo. Afirmou, entdo: “A natureza fara a cicatrizacdo desde que o médico
néo atrapalhe sua evolucéo” (POLK JR., 1969).

Mestres da Cirurgia do século XIX, como Semmelweis, Halsted e
Lister preocuparam-se em preconizar limpeza minuciosa das feridas, o uso de
suturas para a aproximacdo de suas bordas, assepsia e antissepsia visando
controlar as infeccdes, operagdes menos agressivas para tratar os tecidos com
gentileza e obter uma melhor cicatriz. A melhor maneira de evitar supuragado
seria deixar as feridas limpas com suturas estéreis. Publicaram trabalhos
cientificos e desenvolveram esforcos para a conscientizacdo da importéncia
de manter a limpeza das feridas, das salas de operacfes e das suas proprias
méaos e roupas. Foram desacreditados. Lister recebeu o trabalho do quimico

francés Louis Pasteur, em 1863, Recherches sur la Putréfaction (sobre a
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fermentacdo, putrefacdo e micrdbios), com respeito e credibilidade. Realizou
suas proprias experiéncias publicando-as na revista méedica The Lancet, “Do
principio anticéptico na préatica da Cirurgia”. Lister utilizou fios de sutura
feitos com intestino de animal, embebido numa solucdo de acido fénico,
criando a base da cirurgia do futuro. Foram ridicularizados. Era dificil
acreditar, na época, que microbios estavam em toda parte, principalmente em
hospitais sujos (THORWALD, 1959; LYONS e PETRUCELLI, 1987).

Entdo, Robert Koch, em 1877 descobriu e isolou o bacilo do antraz.
Koch utilizou o microscopio e ratos na sua experiéncia, tintas para dar
coloracdo das bactérias e para distingui-las umas das outras e do ambiente.
Além disso fotografou suas laminas através de microscépio e fez descobertas
como o bacilo da tuberculose e o da colera (THORWALD, 1959). Realizou o
controle das bactérias por assepsia, antissépticos e antimicrobianos. Este foi o

prenuncio de uma nova era na abordagem das feridas.

O advento da Cirurgia Plastica produziu um impacto real sobre toda
a Cirurgia, porque foi decorrente de uma compreensédo da biologia da ferida e
da necessidade de evitar danos maiores aos tecidos traumatizados. Atraves de
técnicas especializadas, material cirdrgico menos traumatico, material de
sutura delicado, é possivel minimizar cicatrizes, reduzir a probabilidade de
infecgcdo pos-operatoria e o tempo de internamento do paciente (MURRAY e
MULLIKEN, 1977).

Embora a cicatriza¢do seja um processo Unico, do inicio do século
XX até hoje é dividido em fases, para melhor interpretacdo de seus

fendbmenos.

Em 1910, Carrel, descreveu dois eventos que ainda séo aceitos:
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a) Fase quiescente ou inicial — indo até o quinto dia ap0s sutura;

b) Fase da cicatrizacdo propriamente dita — a partir do quinto dia pos sutura.

1.3

Avancos na Inducéo da Cicatrizagdo

Howes e Harvey publicaram, em 1929, algumas modificacbes a

classificacéo anterior, descrevendo 0 processo da cicatrizagcdo em trés fases:

a)

b)

Fase lenta ou inflamatoria: caracterizada pela reacdo inflamatoria com
eliminacdo de detritos, deposicdo de proteinas nédo colagenas,
glicoproteinas e migracdo de fibroblastos e de celulas epiteliais. A
duracdo dessa fase € de quatro ou seis dias, a contar do momento em
gue ocorre o ferimento;

Fase de fibroplasia: dura desde o 4° ou 6° dia até o 15° e se caracteriza
pela proliferacdo dos fibroblastos que realizam a sintese de
mucopolissacarideos, coproteinas e coldgeno que é transformado em
fibras. Nessa fase ocorre um aumento da resisténcia da ferida, e o
contetido em colageno chega ao maximo;

Fase de maturacdo: ndo fica nitidamente demarcado seu tempo de
duracdo. A resisténcia tensional aumenta com varias velocidades em
diferentes tecidos, a medida que as fibras coladgenas se tornam mais
insolGveis, e sdo remarcadas (STEPHENSON, 1977; BIONDO-
SIMOES, 1998).

Durante as duas ultimas décadas, o progresso na compreensao dos

fenbmenos cicatriciais e no tratamento das feridas foi maior do que o

observado nos ultimos dois mil anos (COHEN et al., 1999). O avanco técnico

e cientifico da humanidade nédo foi capaz de torna-la incélume aos traumas e
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ferimentos. As ocorréncias préprias do mundo primitivo sucederam-se
aquelas do mundo moderno. O trabalho repetitivo com novas maquinas de
alta precisdo tecnoldgica, os meios de transporte com alta velocidade, as
guerras com suas diversas e sofisticadas armas quimicas e nucleares,
extremamente destrutivas, deixam nos sobreviventes danos irreparaveis ou
feridas cronicas dificeis de tratar. O grande énus social e os fortes encargos
financeiros impostos pelo tratamento das feridas cronicas estimularam as
pesquisas sobre o processo cicatricial, agentes farmacologicos e estudos sobre
0 trauma, obrigando as autoridades de saude publica e 6rgdos federais de
financiamento dos cuidados a saude, reconhecerem a necessidade de apoiar as
referidas pesquisas. A elucidagdo dos fenbmenos da cura das mais diversas
formas de lesdes, passou do plano anatdmico ao plano bioquimico e, deste ao
plano molecular, tornando cada vez mais clara a intimidade do processo
cicatricial. E ha esperanca que surjam novos agentes farmacoldgicos capazes
de controlar e de aprimorar a qualidade das cicatrizes resultantes de feridas
cronicas e agudas (COHEN et al., 1999).

Surpreendentemente, dentre 0s recursos empregados no tratamento
topico, retomou-se o uso do mel ou do agucar (a glicose hipertdnica €
bactericida) (HOLANDA et al., 1984; COHEN et al., 1999).

Os ultimos 20 anos foram importantes para o aprofundamento e o
incremento dos conhecimentos que sdo descritos por Carrel, no inicio do
século passado. A atividade das células, o estudo da angiogénese e das
enzimas juntaram-se ao desenvolvimento da microscopia eletronica, de forma

que pode-se atribuir a cicatrizacao fatores sistémicos e locais.

Segundo Biondo-Simdes (1998), as células no organismo s&o

distribuidas em trés grupos: labeis, estaveis e permanentes.
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Células Léabeis — Estdo em atividade mitdtica e continuam sua
proliferacdo atraves da vida, como as células dos epitélios de revestimento de
todos os ductos de glandulas, células da medula Ossea e tecidos

hemolinfopoiéticos.

Células Estaveis — Possuem baixa taxa de duplicacdo, porém entram
em mitose quando recebem um estimulo. Podem proliferar rapidamente como
resposta a um trauma. Exemplo: células parenquimatosas de todos os érgaos
glandulares do corpo, tais como os hepatdcitos, as células glandulares do
pancreas, derivados mesodérmicos como os fibroblastos, células de

musculatura lisa e células endoteliais.

Células Perenes ou Permanentes — S8o as que, acredita-se, sO
possuem capacidade de divisdo no periodo embrionario. Saem do ciclo
mitotico na vida pos-natal. Exemplos: neurbnios, células musculares e

cardiacas e do musculo esquelético.

Diante do exposto, a regeneracdo e/ou a reparacdo dar-se-a de modo
diverso em diferentes 6rgaos e tecidos afetados. Incrementando as divisdes de
Carrel (1910) e de Howes et al. (1929), no final do século XX a cicatrizacéo
foi dividida em cinco fases; inflamatoria, de proliferacdo celular, de formacéo
de tecido conjuntivo, de contracdo da ferida e de remodelacdo (ORGILL e
DEMLING, 1998).

Os fatores que interferem na cicatrizacdo podem ser divididos em
sistémicos e locais. Os primeiros, estdo presentes em grande numero de
doencas sistémicas que provocam deficiéncia na cicatrizacdo, como doencas
hereditarias (doencas da prolidase e dos distdrbios da coagulacdo), alteracdes

vasculares, doencas metabdlicas, hipertireoidismo, deficiéncias imunoldgicas,
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trauma, choque e septicemia, insuficiéncias renal e hepética. Outros fatores
sistémicos comprovadamente relacionados ao retardo da cicatrizacdo como
drogas imunossupressoras quimioterapicas, radioterapia, estado nutricional
principalmente com deficiéncia das vitaminas C, A, E, do complexo B,
deficiéncia de zinco e ferro, falta de oxigenacdo, dos tecidos e o uso de
corticoide (LODOVICI, 1974, PEACOCK, 1977; MODOLIN e
BEVILACQUA, 1985; CORSI et al., 1994).

A proposito dos fatores locais como a técnica cirdrgica, a circulagdo
dos tecidos (a velocidade de cicatrizacdo € diretamente proporcional a
temperatura dos tecidos), a presenca de tecidos desvitalizados, a presenca de
corpos estranhos, o emprego de antissépticos locais, as inflamagbes e
infeccOes locais, 0s curativos, esses fendOmenos que envolvem a cicatrizacao
dos tecidos sdo objetos de estudos (COHEN et al., 1999).

Apesar de todo o progresso para elucidacdo dos fatores que
influenciam o fendmeno da cicatrizacdo, no estado atual ndo se pode
dispensar o estudo da acé@o estimulatéria dos aminoacidos sobre o processo

pos trauma na regeneracédo dos tecidos.

1.4 Metabolismo, Trauma e Nutri¢cao

1.4.1 Metabolismo

Conjunto dos fendmenos fisico-quimicos que ocorrem no interior
das células e que produzem alteracdes moleculares (DORLAND, 1994). O
metabolismo é, fundamentalmente, o processo geral por meio do qual os
sistemas vivos adquirem e usam energia livre para realizarem suas funcdes
(VOET, VOET e PRATT, 2000). E tradicionalmente dividido em duas partes:
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a) Catabolismo ou degradacdo — processo através do qual os nutrientes e 0s
constituintes celulares sdo degradados para o aproveitamento de seus
componentes e/ou para geracdo de energia. Tais reagdes, geralmente,
realizam a oxidacdo exergonica (reacdo que libera energia, por exemplo a
fosforilacdo oxidativa) das moléculas nutrientes. A energia livre liberada €
utilizada para realizar processos endergonicos (reacdo que captura energia,
por exemplo, a fotossintese), como as reagOes anabolicas, o trabalho
mecanico e transporte ativo de moléculas em direcdes contrarias a
gradientes de concentracdo (DE ROBERTIS e DE ROBERTIS, 1993,
VOET, VOET e PRATT, 2000);

b) Anabolismo ou biossintese — processo através do qual as biomoléculas sdo
sintetizadas a partir de componentes mais simples (VOET, VOET e
PRATT, 2000).

Uma via metabdlica pode ser entendida em varios niveis: a) em
termos de sequéncia de reagbes em que um nutriente € convertido em
produtos finais e em energia, podendo a via ser seguida por rastreamento de
um determinado metabdlito marcado. Knoop, em 1904, alimentou cdes com
acidos graxos marcados quimicamente com grupos fenil e isolou da urina os
produtos fenilados finais do metabolismo; b) em termos dos mecanismos
pelos quais cada intermediario é convertido em seu sucessor. Anélises desse
tipo exigem que as enzimas que catalisam cada uma das reacbes sejam
isoladas e caracterizadas; ¢) em termos dos mecanismos de controle que
regulam o fluxo dos metabdlitos através da via metabdlica. Inclui as relacbes
entre 0os varios 0Orgdos que ajustam suas capacidades metabolicas as
necessidades do organismo como um todo (VOET, VOET e PRATT, 2000).

As técnicas de estudo dos processos metabdlicos progrediram do

uso de organismos inteiros a fatias finas de tecidos, evoluindo para cultura de
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celulas e organelas isoladas por ultracentrifugacdo. (KREISEL, SAKAGUTE
e ROSELINO, 1998).

1.4.2 Sentido estrito de trauma

E o produto da acdo mecanica de um agente externo sobre o corpo,
ndo podendo ser confundido lesdo com ferida. Leséo € alteracdo morfoldgica
visivel macro ou microscopicamente, permanente ou ndo, decorrente de
trauma. Lesdo € género com Vvarias espécies, sendo Ferida uma delas.
Anteriormente definidas como perda de continuidade dos tecidos, podendo ser
causada por multiplos fatores, sendo as feridas incisas cirdrgicas, promovem

reacOes liberadoras de energia como todas as outras (FREIRE, 1994).

A fase inicial da resposta metabdlica ao trauma cujos objetivos séo
manter o volume circulatorio e a perfusdo tissular é caracterizada por uma
mobilizacdo de substratos por instabilidade hemodinadmica e por aumento na
concentragdo plasmaética das catecolaminas. A taxa metabdlica basal cai, a
concentracdo plasmatica da insulina € variavel a despeito de uma possivel
inibicdo desse horménio pela acdo das altas concentracdes de catecolaminas
em nivel das celulas pancreaticas. O glicogénio e as reservas de
triacilglicerois (triglicerideos) s@o liberados para imediata producdo de
energia (DE ROBERTIS e DE ROBERTIS, 1993).

A fase hipermetabolica de equilibrio ou catabdlica € caracterizada
por um aumento no gasto energético, quebra dos tecidos corporais, como
proteinas. O aumento na concentragdo de insulina e glucagon tem sido
registrado. Essa fase pode ser considerada como sendo o resultado do
equilibrio entre a acdo anabolizante da insulina e as a¢bes catabdlicas dos

hormonios, ou seja, os glicocorticoides, o glucagon e as catecolaminas. Outra
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caracteristica € a presenca do hipermetabolismo, o qual parece ser

proporcional ao grau do estresse.

O processo inflamatorio que ocorre em conseqiiéncia do trauma
pode resultar em inflamacdo aguda ou inflamacdo crbénica. A aguda pode
evoluir para resolucdo ou para abscesso. O abscesso pode causar destruicdo
tecidual importante como a inflamacgdo cronica evoluindo para destruicdo
tecidual. A destruicéo tecidual é importante, pode evoluir para Restauracgéo e
a restauracao para regeneracao ou reparo por fibrose (ESPERANCA, 2001).
O primeiro evento é a quimiotaxia das células inflamatdrias, fibroblastos,
células epiteliais e células endoteliais no local da ferida. Estes fatores se
difundem, no local do trauma e sdo rapidamente degradados pelas proteases.
A cicatrizacé@o continua mediada por novos fatores. Sintetizados pelas células
inflamatorias fibroblastos e células epiteliais (BIONDO-SIMOES, 1998).

1.4.3 Nutri¢cdo nos animais experimentais

O estado nutricional de animais de laboratério compreende energia
oriunda das proteinas, hidratos de carbono, lipidios, minerais, vitaminas e
fibras. Em varias circunstancias, as alteracGes da dieta visam determinar a
importédncia dos nutrientes na fisiologia do animal, assim como as
modificacdes anatdmicas e metabdlicas a que ele é imposto. O rato em
crescimento necessita de 8 a 25g de ingestdo de racdo diaria e de 5 a 8 ml de
agua por dia (VANNUCCHI, IGLESIAS e JORDAO, 1998). Os aminoéacidos

provenientes da digestdo protéica sdo degradados e oxidados.

O valor nutritivo da proteina depende dos aminoacidos que a
constitui e, do ponto de vista nutricional, os aminoacidos sdo classificados em

gssenciais e ndo essenciais.
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A arginina é considerada aminoacido essencial para o rato em
crescimento, ao lado da lisina, triptofano, histidina, fenilalanina, Leucina,
isoleucina, treonina, metionina e valina (VANNUCCHI, IGLESIAS e
JORDAO, 1998).

1.4.4 L-Arginina

A L-arginina € um aminoacido polar, incluido no grupo dos que
possuem cadeia lateral carregada. Tem massa molecular de 174,2 Dalton, com
pK1 ((-COOH) = 1,82, pK2 ((-NH3+) = 8,99 e pKR (guanidina) = 12,48, com

ocorréncia, em média, de 5,1% em proteinas (VOET et al., 2000).

A L-arginina é um aminoéacido essencial para ratos em crescimento,
e embora possa ser sintetizada pelo organismo do animal ndo sera suficiente
para suprir a demanda do crescimento normal (VANNUCCHI, IGLESIAS e
JORDAO, 1998).

A L-arginina possui numerosos e peculiares efeitos farmacologicos
como o estimulo na liberacdo do horménio de crescimento e inducdo da
liberacdo de insulina e IGF-1 (Fator de Crescimento Insulina Simile). Este
fator de crescimento esta presente no figado, plasma e fibroblastos e estimula
a sintese de proteoglicanos sulfatados, colageno e a proliferacdo de
fibroblastos (BARBUL, 1990; FAINTUCH, 1995; COHEN K, 1999).
Estimula também a liberacdo da prolactina, e glucagon. Apés o trauma, a L-
arginina ajuda a manter funcionante o sistema imune mediado pelas células T,
ou anula eficientemente a supressdo imune associada com a injuria. Tem
também efeito benéfico no catabolismo protéico pds-injuria (BARBUL et al.,
1990). Em roedores e pacientes que foram traumatizados por cirurgias, a L-

arginina aumenta a retencdo de nitrogénio atraves da reducdo de sua perda
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pela urina (ELSAIR et al., 1978; BARBUL et al., 1981). Assim a
suplementacédo de L-arginina na dieta reduz o catabolismo protéico e aumenta
a resposta imune dos ratos ap6s o trauma (KIRK & BARBUL, 1990). A
suplementacdo de L-arginina aumenta o peso do timo através do aumento do
numero de linfocitos e a resposta dos mesmos a estimulagdo mitogénica. Nos
ratos, em sepse, a suplementacdo também aumenta a sintese hepética de
histonas e a sintese de proteinas de fase aguda (LEON et al.,1991). Seifter et
al. (1978) demonstraram que suplementos de L-arginina preveniam a perda de
peso durante o periodo pds-operatorio em ratos submetidos a procedimento
cirargico. Alem disso, eles demonstraram que um suplemento de 1% de
arginina aumentava a forca ténsil do tecido lesado e a deposicdo de colageno
reparativo. Anos mais tarde, foi demonstrado, em humanos sadios
voluntarios, que doses farmacologicas de L-arginina aumentam
significativamente a quantidade de hidroxiprolina. (BARBUL et al., 1990).
A hidroxiprolina estd presente quase que exclusivamente no colageno,

indicando que a L-arginina aumenta a sintese de colageno reparativo.

A L-Arg (aminoacido levorrotatorio biologicamente mais
importante, ou a forma L), dibasico, monocarboxilico, ndo essencial, é
importante para o crescimento e balanco nitrogenado de muitos animais
jovens em condicOes de estresse, sepse e trauma, podendo tornar-se semi-
essencial, ou condicionalmente essencial (FISHER, 1999). L-Arg é bem
conhecido nas areas de suporte nutricional e metabolismo, juntamente com a
histidina, € um componente semi-essencial da dieta, seguido dos oito
aminoacidos indispensaveis de Rose (FAINTUCH, 1995). Antes mesmo de
sua adigdo interativa a preparados dieteticos enterais e intravenosos, seu papel
central no ciclo da uréia e na detoxificacdo da amonia ja estava definido
juntamente aos da ornitina e da citrulina. No contexto da farmaconutricdo, o

apelo seguinte da L-Arg. voltou-se para o terreno da imunoestimulacdo e do
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incentivo a cicatrizacdo de feridas. Investigacfes experimentais e clinicas da
década de 1980, delinearam a utilizacdo desse principio nutricional por parte
dos linfdcitos assim como seu auxilio na defesa anti-infecciosa e cicatrizacao
poOs-operatdria. Tornou-se entdo um componente obrigatério das dietas para
pacientes imunodeprimidos (BARBUL, 1986; FAINTUCH, 1995).

Furchgott (1980) e Moncada (1990), esclareceram que o EDRF
(fator relaxanate derivado do endotélio), um potente vasodilatador fabricado
por células endoteliais e musculares lisas da parede vascular era, de fato o
Oxido Nitrico. O gas que tem afinidade por reacbes de oxi-reducio, é
produzido a partir da Arginina através das enzimas NO-sintetases ou NOS
(FAINTUCH, 1995).

As duas categorias dessas enzimas responsabilizam-se pela
producdo do oxido nitrico a partir da arginina: as constitutivas, naturalmente
presentes em determinadas células e de atuacdo permanente porém
intermitente, e as indutiveis, que somente sdo acionadas quando um estimulo
adequado entra em jogo (endotoxina, citoquinas etc.). As primeiras sdo
caracteristicas do endotélio vascular e, independentemente do sistema nervoso
central e periférico, desempenham funcdes estritamentes fisioldgicas, mas que
podem se revestir de aspectos fisiopatologicos. A NOS indutivel é apanagio
do sistema imunoldgico (mondcitos, macréfagos, células de Kupfer).
(FAINTUCH, 1995).

A L-Arg. aumenta a retencdo de nitrogénio pos traumatico,
principalmente reduzindo as perdas renais de nitrogénio. Em roedores
submetidos a cirurgia e em pacientes cirargicos, foi demonstrado, relacionado

a esse efeito no metabolismo protéico que, a arginina estimula a cicatrizacdo
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das feridas em roedores através da mensuracdo da forca ténsil da cicatriz e
sintese reparativa do colageno (BARBUL, 1990).

A oferta de L-arginina a portadores de trauma deve continuar sendo
objeto de estudo. Os efeitos da L-arginina sobre a cicatrizacao, forca ténsil de
anastomose e sobre o metabolismo dos tecidos envolvidos no processo

cicatricial devem ser elucidadas através de estudos experimentais e clinicos.



35

2 OBJETIVO

1.1 — Objetivou-se, neste trabalho, estudar os efeitos da
suplementacdo alimentar de L-arginina, em ratos, in vivo, sobre as
concentracgdes de glicose, piruvato, lactato e corpos cetdnicos no sangue e em
cicatriz de retalho miocutaneo em processo de cicatrizacao.

2.2 — Aferir pressdo de ruptura das cicatrizes intestinais nos

animais, em pos-operatorio com suplementacdo alimentar com L-arginina.
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3 MATERIAL

O material utilizado para realizacdo deste experimento esta

distribuido nos seguintes topicos.

3.1 A Amostra

Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), (FIG. 1), jovens, em fase de crescimento, saudaveis e
bem nutridos, com peso inicial de 250-300g divididos em dois grupos: Grupo
Controle e Grupo Experimental, contendo 24 animais cada um. Todos 0s
animais submetidos ao estudo eram provenientes do Biotério de pequenos

animais da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

FIGURA 1 — Rato da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinos) com desenho de retalho
dorsal.



37

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas
de tampa com grade metéalica de aco, forradas com maravalhas, alojados em
dependéncia com ventilagdo controlada e alimentados com ragdo balanceada
tipo Purina e agua ad libitum. A higienizacdo das gaiolas e 0 exame dos
animais foram realizados diariamente pelo técnico responsavel e pelo

pesquisador, respectivamente.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados em ambiente
refrigerado, no Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de

Cirurgia da Universidade Federal do Ceara.

Os animais do Grupo Controle foram mantidos em jejum de 24h
(sendo permitida a ingestdo de agua potavel), apos o que foram submetidos a
cirurgia sob anestesia inalatéria com éter dietilico.

Sob tal anestesia os animais foram submetidos a operacfes para
confeccdo de retalho miocutaneo dorsal (FIG. 2, 3. e 4) e laparotomia com
enterotomia da segunda porcdo do intestino delgado, evitando incisar as
placas de Payer (FIG. 5). As feridas da regido dorsal, do intestino delgado e
da regido abdominal foram suturadas, respectivamente com nylon
monofilamentado 5.0 (com agulha cortante para cirurgia plastica)(FIG. 3C),
Poliglecaprone 25 (fio absorvivel, urolégico, com agulha de 1,5cm)( e
novamente  mononylon 5.0. Os animais foram subdivididos em seis
subgrupos de acordo com o tempo de suplementacdo dietética, da seguinte

forma:;
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FIGURA 2 — Rato Wistar em decubito ventral — Demarcacao do retalho miocutaneo com

detalhe da area a ser excisada (no pds-operatorio), para procedimento dos experimentos.
Em amarelo, pele do dorso. Paniculo carnoso, em azul. Musculo, em preto e lilas.
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FIGURA 3A - Confeccdo da area miocutanea do retalho dorsal. Retalho pediculado em
sua extremidade cefalica, medindo 3x3x3cm.

FIGURA 3B - Retalho miocutaneo — Detalhe das fibras musculares.



FIGURA 3C — Sutura do retalho com nylon monofilamentado 5.0

A

FIGURA 4A — Decubito dorsal para laparotomia.

40



/NS

FIGURA 4C - Localizagdo da area (no jejuno) a cerca de 6¢cm do angulo de Treitz
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FIGURA 4D - Segmento do jenuno contendo placas de Payer (pinga superior apontando
para as placas), local que ndo deve ser incisado.
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FIGURA 4E - Enteroromia de aproximadamente 2cm na borda anti-mesentérica do
intestino delgado

7

FIGURA 4F — Intestino aberto, pronto para ser suturado, mostrando circulacdo preservada
1 a 2 mm da borda antemesentérica.
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FIGURA 4G - Sutura com Poliglecaprone25(Monocryl 25(monocrry 15.0, com agulha %2

GC1:

GC2:

GC3:

circ. de 1,5cm, Ethicon Johnson & Johnson).

(grupo controlel): Constituido por oito animais que, ap6s 0 ato
cirurgico, foram mantidos em gaiolas individuais e alimentados com
dieta padrdo do biotério. A este subgrupo foi administrada, atraves de
gavagem diéria, suplementacdo alimentar com 5% do Valor Calorico
Total (VCT que, nesses animais corresponde aproximadamente a 72
cal/dia) de Caseinato de Calcio (fonte protéica intacta de alto valor
bioldgico isocalorica, isoprotéica e isovolumétrica em relacdo aos
grupos) instantdneo dissolvido em 3ml de soro fisioldgico e
administrado por gavagem (FIG. 6), diariamente, durante sete dias.
(grupo controle2): Grupo composto por oito animais que foram
mantidos sob a mesma dieta alimentar do anterior, porém durante
quatorze dias.

(grupo controle3): Oito animais que, analogamente aos anteriores,
receberam dieta padrdo e suplementacdo de Caseinato de Calcio, no

entanto, por trinta dias.
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FIGURA 5 - Gavagem
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O grupo E (N=24), submeteu-se a atos cirdrgicos idénticos ao grupo
C, diferenciando-se deste ultimo no que se refere a suplementacdo alimentar
pOs-operatéria que foi constituida de L-Arginina, no mesmo volume e
proporcdo de diluicdo do Caseinato de Calcio, isto €, L-Arginina dissolvida
em 3ml de soro fisiologico na concentracdo de 5% do Valor Calorico Total
(VCT), equivalendo a 1g de L-Arginina administrada por gavagem,

diariamente.

GE1: (grupo experimentall): Constituido por oito ratos que receberam
suplementacdo alimentar de L-Arginina, através de gavagem diaria
durante sete dias de pds-operatério.

GE2: (grupo experimental2): A diferir do anterior apenas pelo fato de ser
suplementado com L-Arginina durante quatorze dias de pdés-operatorio.

GE3: (grupo experimental3): A diferir do anterior apenas pelo fato de ser

suplementado com L-Arginina durante trinta dias de pos-operatorio.

3.2 Diversos (Anexo)

e (Caseinato de calcio em po.

e L-Arginina, (Ajinomoto Co. INC. Japdo) em p0.

e Dieta padrdo em pellets do biotério.

e Soro Fisiologico usada para dilui¢do da dieta.

e Eter dietilico.

¢ lodopovidona — Povidine (Ceras Johnson, Rio de Janeiro, RJ).
e Tubo de acrilico para administracao do éter por inalacéo.

e Mesa cirurgica.

e Campos cirargicos estéreis descartaveis.

e Lupa oftalmologica, binocular.
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Cubetas para leitura ultravioleta (Ultra-VVU disposable cuvettes-American
Hospital Supply Corporation-USA).

Pipeta Gilson graduada 1.000 (Franca).

Ponteiras para pipetas Gilson.

Becher de 10, 50, 100 e 500 ml (Pyrex).

Tubos de ensaio de vidro de 10ml, marca B.D.

Erlenmeyer de 125ml, (Pyrex).

Nitrogénio liquido (White Martins, S&o Paulo-SP, Brasil).

Garrafa térmica de 5 litros para acomodar nitrogénio liquido durante o
experimento.

Graal e Pistilo de porcelana.

Material cirurgico usado: bisturi lamina 15 e 18, pincas, tesouras, fios de
sutura monofilamentados (nylon 5.0 e Poliglecaprone 25 urologico 5.0,
ETHICON JOHSON& JOHNSON).

Afastador abdominal de pequena dimensao.

Placas de Petri.

Papel Indicador de pH 4-10 — liquido PH. Indikator Lésung Universsalindikator
(Copar Ind. e Com. Ltda, Rio de Janeiro-RJ, Brasil).

Heparina.

Algodéo e gases estereis.

Acido Perclorico a 10%.

Acido Cloridrico (HCL).

Agulha B-D Microlance de polipropileno 13x3 - 30g 1/2.

Agulha 25 x 0,8 21 G1 para coleta de sangue arterial.

Seringas de 3 e 5ml descartaveis.

Sonda uretral de polietileno n. 6 + seringa descartavel com capacidade de 20
cm® + Becker de vidro com capacidade para 20ml + manémetro de

tensidmetro. (Material para teste de rotura das cicatrizes suturas intestinais).
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FIGURA 6 — Material de Gavagem

3.3 Aparelhagem

e Balanca de preciséo Mettler Toledo, modelo AB204-S (Micronal S.A. Séo
Paulo-SP, Brasil).

e Centrifuga Centrifoca Ependorf 5.403 (Made in France).

o Espectrofotobmetro (Modelo DU, Beckman, Fullerton, Ca, USA) com
medidor de absorbancia digital UV - visivel e outros acessorios
(Modernization system, Gilford, Oberlin, Ohio, USA).

e Medidor de pH micronal (pH — metro B374).

e Agitador de balas magnéticas.

o Freezer e geladeira.
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3.4 Reagentes

e (KOH) Hidroxido de potéassio (para anélise).

e Acido percldrico 10% (P.A).

e (HCL) Acido cloridrico (P.A).

e TRIS (Hidroximetilaminometano P.A).

e EDTA (Saldissddico).

e (MgCl, 6H,0) Cloreto de magnésio P.A.

o K2HPO4 fosfato de dibasico P.A.

o KH,PO4 fosfato de potassio monobasico P.A.

e H,; NNH;, XH,0 hydrazine hidrate 80%.

¢ Indicador liquido universal PH 4 - 10 (MERCK).

3.5 Enzimas

e Todas da Boehringer Mannhhein — Alemanha.

e ATP (trifosfato de adenosina (C10 H14 N5 O 13P3 Na2 3H20).

e G6P-DH (glicose-6-fosfato desidrogenase de Leuconostoc mesenteroides).
e HK (hexoquinase).

e NAD (nicotinamida adenina dinucleotidio, C21 H27 N7014 P2 .3H20).
e NADH (C21 H27 N7014 P2. Na2).

e LDH (Lactato deydrogenase) (from hog muscle).

e 3H.BDN = 3 hidroxiputilato deydrogenasi.
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4 METODO

A pesquisa experimental foi realizada de acordo com as Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (CONSEJO DE
ORGANIZACIONES INTERNACIONALES DE CIENCIAS MEDICAS,
1990) e de acordo com a Lei Federal n. 6.638 (que estabelece normas para a

pratica didatico-cientifica da vivissec¢do de animais), de 8 de maio de 1979.

4.1 O Estudo

Dieta padrdo do biotério suplementada, com L-arginina em po,
diluida em 3ml de soro fisiologico, correspondendo a 5% do valor calérico
total (VCT) (que nesses animais corresponde aproximadamente a 72 cal/dia),
por gavagem, foi utilizada durante sete dias no primeiro grupo experimental
(GE). O segundo grupo experimental foi alimentado durante 14 dias com a
mesma dieta e igual suplementacédo de L-Arginina. O terceiro grupo recebeu,
igualmente, a suplementacdo de L-arginina. A suplementacdo dos grupos
controles (GC) foi realizada com Caseinato de Calcio em po — fonte protéica
intacta de alto valor bioldgico, isocalorica e isoproteica — diluido em 3ml de
soro fisioldgico (5% de VCT), também via gavagem. O emprego da
alimentacéo e suplementacéo iniciou-se apds 12 horas da operagdo proposta,
considerando-se dia zero o dia da operacdo. Entre o dia zero e as 12 horas
subseqlientes, os ratos permaneceram em gaiola individual com agua ad
libitum. As gavagens foram realizadas a partir do 1° dia poOs-operatério,
diariamente até o 30° dia de estudo. A alimentacdo ofertada foi de Pellets

(alimentacdo propria do biotério).
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4.1.1 Desenho do experimento

Ratos Wistar, em pés-operatorio de retalho dorsal e enterotomia +

sutura:
Op. L-arginina ou caseinato de calcio por gavagem, diariamente
COLETA
coleta coleta coleta
jejum
12h
Dia 0 7°P.O 14°P.0 30°P.0
DIAS

e GC1: 8 ratos Wistar, alimentados com dieta padréo, em pellets, do biotério
suplementada com caseinato de célcio correspondente a 5% do VCT (que
nesses animais correspondem aproximadamente a 72 cal/dia),agua ad
libitum durante 7 dias.

o GC2: 8 ratos Wistar, alimentados com dieta padrdo, em pellets do biotério,
suplementada com, caseinato de calcio correspondente a 5% do VCT (que
nesses animais correspondem aproximadamente a 72 cal/dia), agua ad
libitum durante 14 dias.

e GC3: 8 ratos Wistar, alimentados com dieta padréo, em pellets, do biotério

suplementada com caseinato de célcio correspondente a 5% do VCT (que
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nesses animais correspondem aproximadamente a 72 cal/dia),agua ad
libitum durante 30 dias.

e GEL: 8 ratos Wistar, alimentados com dieta padrédo, em pellets do biotério,
suplementada com L-arginina, &gua ad libitum durante 7 dias.

e GE2: 8 ratos Wistar, alimentados com dieta padrdo, em pellets, do biotério
suplementada com L-arginina ,agua ad libitum durante 14 dias.

e GE3: 8 ratos Wistar, alimentados com dieta padréo, em pellets do biotério,

suplementada com L-arginina, &gua ad libitum durante 30 dias.

4.1.2 Pré-operatorio

Os ratos foram deixados em jejum por 24 horas, sendo fornecida

agua potavel ad libitum.

4.1.3 Anestesia

Foi aplicada, individualmente, a anestesia inalatoria, alojando-se o
animal em campéanula de acrilico, contendo em seu interior, uma camada de
algoddo umedecido em éter dietilico. Apos perda dos sentidos do animal foi
retirada a campanula e imobilizado, sobre uma prancha de madeira revestida
por uma lamina de pléastico fendlico, com extensdo dos quatro membros e em
decubito ventral. A anestesia foi mantida com maéscara de éter dietilico e ar

ambiente, em respiragao espontanea.
4.1.4 Técnica operatéria
A sistematizacdo da técnica operatdria, apds pesagem prévia de

cada animal e marcacdo dos mesmos na cauda com tinta permanente,

obedeceram as seguintes etapas:
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a) Apos inducdo da anestesia, o animal foi colocado em decubito ventral, com
0s membros dianteiros e traseiros fixados a prancha por ligas elasticas;

b) Tonsura da regido dorsal e antissepsia com iodopovidona;

c) Confeccéo de retalho dorsal miocutaneo, pediculado, medindo 3x3x3cm. O
retalho foi levantado, permanecendo pediculado em sua extremidade
proximal, cefélica. A seguir, suturado no mesmo local (como se fosse
autonomizado), com fio de nylon monofilamentado 5.0 (mononylon 5.0,
da Ethicon J&J) para cirurgia plastica agulha 3/8 de 1,95cm, em pontos
separados. Foram utilizados gazes embebidas em soro fisiologico, estéreis,
para enxugar o sangue. Ao término do procedimento, a ferida cirurgica
suturada foi pincelada com iodopovidona;

d) O animal foi colocado em decubito dorsal;

e) Realizada tonsura abdominal e antisepsia com iodopovidona;

f) Laparotomia mediana, a partir do apéndice xiféide, medindo
aproximadamente 5¢cm de comprimento;

g) Exteriorizacdo de intestino delgado a cerca de 6cm do ligamento
correspondente ao angulo de Treitz (no animal);

h) Realizada enterotomia de aproximadamente 2cm na borda antemesentérica
jejunal (‘a = 6cm do angulo de Treitz) e, em seguida, a sutura das bordas
da ferida cirargica foi efetuada com Poliglecaprone 25 (Monocryl 5.0, com
agulha 1/2 circ de 1,5cm Ethicon, Johnson & Johnson), fio de sutura
monofilamentar, absorvivel em sutura continua interrompida, finalizada
por quatro nds, sendo o primeiro duplo. Finalmente a sintese da parede

abdominal com mononylon 5.0.

4.1.5 Pos-operatério

a) Pds-operatdrio com jejum de 12 horas e dgua potavel ad libitum.
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b) Apds o jejum, o grupo controle recebeu alimentacdo para ratos de
laboratorio com acréscimo de suplementacdo alimentar com 5% do VCT
de Caseinato de calcio (fonte protéica de alto valor biolégico, isocalérica e
isoproteica), a 5% do Valor Calorico Total que, nesses animais,
corresponde aproximadamente a 72 cal/dia, durante 7 dias, por gavagem.

c) Apds o jejum, o grupo experimental recebeu 1g de L-arginina dissolvida
em 3ml de soro fisioldgico, diariamente, durante 7 dias, por meio de
gavagem.

d) No sétimo dia pds-operatdrio ambos os grupos sdo operados.

e) De cada rato sdo retiradas, sob anestesia inalatoria, amostras do retalho
dorsal, de sangue da aorta abdominal e do segmento do intestino delgado
contendo cicatriz cirdrgica.

f) Sacrificio do animal por exposic¢do prolongada ao anesteésico

g) O procedimento poOs-operatério, a retirada de amostras para exames
especializados e o sacrificio final € 0 mesmo para 0s animais dos grupos
de 14 e 30 dias.

4.2 Preparacdo dos Espécimes (sangue, tecido dorsal do retalho e

intestino delgado)

Imediatamente apds a excisdo cirurgica, metade do tecido do
retalho dorsal foi prensado e mergulhado em nitrogénio liquido. A seguir
esmagado com pistilo e transformado em microfragmentos, sempre dentro do
recipiente de porcelana (graal) mantendo-se o tecido congelado durante o
procedimento, pelo uso intermitente de nitrogénio liquido (WILLIAMSON,
1976; WOLLENBERGER et al, 1960 apud GARCIA, 1994). O tecido
microfragmentado é levado para tubos de ensaio, contendo Acido Percldrico a
10%(5ml), assim como o sangue retirado aorta abdominal (FIG.7), para

determinacédo dos metabdlitos.



55

- "\_

FIGURA 7 - No pds-operatorio, sob a mesma anestesia inalatoria, todos os grupos foram
submetidos a coleta de sangue da aorta abdominal, para dosagem dos metabdlitos.

4.2.1 Resisténcia a pressdo de rotura de cicatriz intestinal

A forca tensil de cada cicatriz intestinal foi avaliada medindo-se a

pressdo de rotura das mesmas através do seguinte procedimento:

O método utilizado para avaliar a pressdao de rotura da cicatriz
intestinal foi o método semelhante ao preconizado por Chimsky, ha quase um
século e atualmente ainda empregado, com modificagcbes, por muitos
pesquisadores. (CARRIL, 1970; LEONARDI et al., 1977; NARESSE, 1987;
VERDERESE, 1993 apud APRILLI, 1998; MEDEIROS, 1990 apud
RIBEIRO, 1998).

Uma das extremidades do segmento intestinal ressecado contendo

cicatriz cirurgica, foi completamente ocluida, atada com fio de algodéo,
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enquanto a outra foi atada em torno de uma sonda uretral n. 6 conectada ao
mandmetro do tensidmetro, formando um segmento de alca fechada. A peca
foi entdo imersa em recipiente contendo soro fisioldgico (FIG. 20). Em
seguida, foi conectada uma seringa descartavel ao mandémetro do tensiémetro,
pela qual foi insuflado o ar na luz do segmento do intestino delgado que foi
distendido até se observar a formacao de bolha de ar na agua, representando a
rotura area cicatricial. Foi registrada nessa ocasido a pressdo de rotura da
cicatriz (apud MEDEIROS, 1990).

4.2.2 Preparo do sangue para determinacdo dos metabolitos

ApoOs realizada a laparotomia foi dissecada a aorta abdominal de
onde foi retirado 1 ml sangue(com seringa heparinizada) que, assim como o
segmento do tecido dorsal microfragmentado, foi para tubos de ensaio,
previamente pesados, contendo Acido Perclérico a 10% (5ml). Desse modo as
proteinas foram rapidamente inativadas e puderam ser removidas por

centrifugacdo (3000rpm, durante 10 minutos).

O precipitado resultante, foi desprezado. E 0 sobrenadante (extrato
acido) foi colocado em tubos de ensaio de vidro de 10ml, previamente
pesados. Os tubos foram também pesados com o extrato acido, obtendo-se o
volume do acido. A adi¢do de um indicador universal de pH juntamente com
uma solucéo de hidréxido de potéssio 20% permitiu ajustar-se o pH entre 7e 8
para a obtencdo do extrato, neutro. Os tubos foram novamente pesados e
centrifugados (3000rpm, durante 10 minutos); o sobrenadante (extrato neutro)
foi usado para a anélise espectofotométrica dos metabolitos. Para preservacao,
as amostras foram armazenadas, congeladas a 20° centigrados negativos.

4.3 Determinacado dos Metabolitos
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Para a determinacdo dos metabolitos foram utilizados metodos
enzimaticos de Hohorost et al. (1959) Williamson et al. (1962), descritos e
utilizados por Vasconcelos, 1987, Garcia, 1994 e Silva, 1998.

Foram dosados os metabolitos, Glicose, Piruvato, Lactato e Corpos

cetdnicos (Acetoacetato e 3-hidroxibutirato).

4.3.1 Dosagens bioguimicas: determinacdo dos metabolitos

Os metabolitos foram determinados no sangue da aorta abdominal e
nos tecidos do retalho dorsal miocutaneo. Incluiram-se os precursores da
glicogénese (piruvato e lactato) os corpos cetbnicos (acetoacetato e 3-

hidroxibutirato) e D-glicose.

E conveniente mostrar os principios basicos da analise enzimatica,
antes mesmo da apresentacdo dos detalhes envolvidos na determinacdo dos

varios metabolitos especificados.

Um ensaio enzimatico de substratos é baseado no principio de uma
reacao enzimatica especifica, em que a participacdo do substrato € completada
com a reducdo de NADH/NADHP. Os nucleotideos piridina (NAD+, NADP)
absorvem luz a 260nm (nanometro), e no estado reduzido (NADH, NADHP)
tém uma absorcdo adicional de no maximo 340nm. Portanto, através de
medida de absorvancia a 340nm, a conversdo enzimatica do substrato pode
ser acompanhada diretamente de uma cubeta no espectrofotbmetro.
Independentemente se NAD+ aceita H+ ou se NADH doa H+, a densidade
Optica aumenta ou diminui em 6,22 unidades com a producdo ou consumo de
um micromol de NADH/NADHP.

Sabendo-se que em uma reacdo enzimatica especifica, um

micromol de substrato usualmente reage com um micromol de NAD+/NADP
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(ou NADH/NADPH), a mudanca na absorbancia refletird rigorosamente a
quantidade de substrato consumida pela reacdo. Sendo as condicGes de
ensaios Otimas, a conversdao do substrato é praticamente completa, e a
diferenca da absorbancia pode ser usada para calcular a concentracdo do
substrato, no sangue e no retalho miocutaneo, multiplicando-se por um fator

de diluicdo adequado.

A especificidade de um ensaio enzimatico depende da pureza da
enzima, enquanto a precisdo depende da realizacdo do ensaio em condigdes
ideais. A sensibilidade do ensaio enzimatico € limitada pelo fato de que a
conversdo suficiente de NAD+/NADP em NADH/NADPH, ou vice-versa,

deve ocorrer para produzir uma mudanca mensuravel na absorbancia.

4.3.2 Determinacdo do piruvato e do acetoacetato

Piruvato e acetoacetato t¢ém condic¢des de ensaio similares e podem
ser medidos sequencialmente na mesma amostra € na mesma cubeta
(WILLIAMSON, 1962).

Reac0es:

PIRUVATO + NADH + H*  --- Lactato desidrogenase— LACTATO + NAD"

ACETOACETATO + NADH + H" --- 3-OH- butirato desidrogenase — 3
OH-BUTIRATO + NAD"

O equilibrio da primeira reacdo em pH 7 é suficientemente desviado
para a direita, garantindo uma medida quantitativa dos niveis de piruvato
desde que a concentracdo de NADH né&o seja menor que 0,01mM (milimolar).

Com o0 mesmo pH e com excesso de NADH compativel, pelo menos 98% do
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acetoacetato é reduzido para 3-hidroxibutirato. No entanto, devido a baixa
atividade da preparacédo de 3-hidroxibutirato desidrogenase, a segunda reacédo

ocorre com uma velocidade menor que a primeira.

Solucéo tampao para ensaio:
10ml de fosfato de potassio 0,1 molar, pH 6,9
01ml de NADH a 0,5%

Uma solucgdo fresca foi preparada para cada ensaio. O volume total
em cada cubeta foi de 2ml, consistindo de 1ml de amostra contendo acido
perclorico neutralizado e 1ml de solucdo tampdo. A cubeta para controle
continha 1ml de agua destilada e 1ml de solucdo tampédo do ensaio. As
cubetas foram entdo lidas no espectrofotdmetro antes e 10 minutos apés
adicdo de 0,01lml de lactato desidrogenase em cada cubeta, sendo lidas

novamente apés 30 e 35 minutos.
4.3.3 Determinacéo de L-(+)-Lactato
As concentragdes de lactato foram determinadas de acordo com o

método descrito por HOHORST (1963) apud VASCONCELQOS (1987).

Sequéncia da reacdo

LACTATO + NAD" --- Lactato desidrogenase — PIRUVATO + NADH + H”

O equilibrio da reacdo ocorre no lado do lactato e NAD+. No
entanto, para garantir a completa conversdo do lactato, os produtos da reacédo
devem ser removidos. Prétons sdo aprisionados por uma reacdo alcalina; o
piruvato reage com hidrato de hidrazina na solucdo tampdo para formar

piruvato hidrazona e, além disso, um grande excesso de NAD+ e enzima é
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usado para se obter rapidamente um ponto final da reacdo. A lactato
desidrogenase reage somente com L-(+)-Lactato e isso oferece especificidade

para o ensaio.

Solucéo tampao para o ensaio:
40ml de tris 0,2 M

05ml de Hidrato de hidrazina 100%
25mg de EDTA

Completa-se para 100 ml com agua destilada.

O pH da solucdo tampdo foi ajustado para 9,5 com A&cido
hidroclorico 5M, e a solucdo pode ser estocada por até duas semanas a 4 graus
centigrados. No inicio do ensaio, 1ml de NAD+ 1% foi adicionado a cada
10ml de solucéo tampéo. O volume total correspondendo em cada cubeta 2ml,
consistindo de 0,2ml da amostra neutralizada, 0,8ml de agua destilada e 1ml
de solucdo tampédo contendo NAD+ 1%. Todas as cubetas foram lidas a
340nm antes, em 30 e 35 minutos ap6s a adicdo de 0,01lml de lactato

desidrogenase.

4.3.4 Determinacdo do D-(-)-3-Hidroxibutirato

As concentragbes de 3-hidroxibutirato foram determinadas de
acordo com o método descrito por WILLIAMSON et al., (1962).

Reacdo

3-OH- BUTIRATO + NAD® ---- 30H-butirato desidrogenase
— ACETOACETATO+ NADH + H”
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O equilibrio da reacdo com pH 8 ¢ alcancado, quando,
aproximadamente, 40% do 3-hidroxibutirato é oxidado para acetoacetato. No
entanto, a presenca da hidrazina, na solugdo tampé&o aprisiona 0 acetoacetato
formado como uma hidrazona e a reacdo segue quantitativamente da esquerda

para a direita:

Solucéo tampdao para o0 ensaio

70ml de solugdo TRIS 0,1 M, pH 8,5
0,25ml de hidrato de hidrazina

25mg de EDTA

Completa-se para 100ml com agua destilada

O pH da solugdo do ensaio foi ajustado para 8,5 com acido
hidroclérico 5M e a solucdo pode ser armazenada até por duas semanas a 4
graus centigrados. Antes de iniciar o ensaio, 1ml de NAD+ a 1% foi
adicionado a 10ml de solucdo tampdo. O volume total em cada cubeta foi de
2ml, consistindo de 0,5ml da amostra neutralizada, 0,5ml de &gua destilada e
1ml de solucédo tampdo com NAD+. As cubetas foram lidas a 340 nm antes,
30 e 35 minutos apo6s adicdo de 0,01lml da enzima 3-hidroxibutirato

desidrogenase.
4.3.5 Determinacdo da D-Glicose

A glicose sanguinea foi determinada de acordo com o método
descrito por SLEIN (1963) apud VASCONCELOS (1987).

Reacéo:

a) Reacdo auxiliar
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GLICOSE + ATP --------- VR — — GLICOSE -6-FOSFATO + ADP

b) Reacdo indicadora

GLICOSE-6-FOSFATO + NADP® + - GLICOSE-6-FOSFATO-
DESIDROGENASE Mg*™" ----- — +6- FOSFOGLUCONATO NADPH+ H*

Com pH 7,5, o equilibrio para a reacdo indicadora é desviada para a
direita, 0 que garante o término completo de ambas as reacGes, desde que a
glicose-6-fosfato formada na reacdo anterior é rapidamente usada na reacéo
seguinte. Ainda que a hexoquinase catalise a fosforilagdo de varios outros
monossacarides, a especificidade do ensaio provém da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), que ndo reage com outras hexoses ou pentoses que

néo seja a glicose-fosfato.

Solucéo tampao para o ensaio:
20ml de tampéo Tris 0,1 M, pH 8,0
2ml de cloreto de magnésio 0,1M
2ml de ATP 0,01M

2ml de NAD+ 1%

0,13ml de G6PD (1 mg/ml)

Esta solucao foi renovada para cada ensaio. O volume total em cada
cubeta foi de 2ml, consistindo de 0,2ml de amostra neutralizada, 0,8ml de
agua destilada e 1ml de solucdo tampéo do ensaio. A cubeta controle continha
1ml de agua destilada e 1ml da solucédo tampé&o. Todas as cubetas foram lidas

a 340 nm antes, 10 a 15 minutos apds adicdo de 0,01ml de hexoquinase.
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4.3.6 Calculos dos metabolitos no sangue e retalho miocutaneo

Todos os célculos dos metabolitos sdo baseados nas alteracdes de
densidade otica medidas a 340nm nas amostras das cubetas, seguidas apds
adicdo da enzima e subtraidas das mudancas inespecificas que podem ocorrer

nas cubetas de controle.

Portanto:
Diferenca de densidade optica (DDO) = (alteracdo da absorbancia

da amostra na cubeta) — (alteracdo da absorbancia na cubeta controle).

Desde que o coeficiente molar de extingdo de NADH é 6,22umol, a
quantidade de substrato na cubeta ¢é igual a (DDO/6,22) x volume total na
cubeta. Este resultado é entdo multiplicado por um fator de diluicdo para cada

amostra, resultando na concentracdo do substrato.

4.3.7 Célculo dos metabdlitos no sangue

(Peso do sangue + HCLO4/ peso do sangue) x (peso do extrato
neutro/peso do extrato &cido) x (volume total da cubeta/ volume do extrato

neutro na cubeta) x (DDO/6,22) = umol do metabolito/ml de sangue.

4.3.8 Calculo dos metabdlitos nos tecidos do retalho miocutaneo

(Peso dos tecidos + HCLO4/ peso dos tecidos) x (peso do extrato
neutro peso do extrato acido) x (volume total da cubeta/volume do extrato
neutro na cubeta) x DDO/6,22) = (umol do metabdlito/g de tecido

miocutaneo.
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4.4  Analise Estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média +EPM
(erro padrdo da média), nas tabelas e nas representacdes graficas.

A andlise estatistica foi realizada com o Software Minitab
Statistical Package Macintosh, empregado o teste de Mann-Whitney para
comparagao entre 0s grupos, obedecendo aos niveis de significancia de p <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinagdo dos Metabdlitos

Os metabolitos foram determinados tanto no sangue retirado da
aorta abdominal, quanto na pele e musculo da regido dorsal nos ratos Wistar,
submetidos ao estresse e ao trauma cirdrgico. A concentracdo no sangue foi
dosada em micromol por ml. A concentracdo de metabdlitos no retalho
miocutédneo dorsal foi dosado em micromol por grama de tecido. Os
metabdlitos foram determinados tanto no sangue da aorta abdominal quanto

no fragmento do retalho miocuténeo, por métodos enzimaticos.

Os metabdlitos dosados D-Glicose, Piruvato, Lactato, Aceto

Acetato e 3-Hidroxibutirato.

Os métodos enzimaticos utilizados foram aqueles descritos por
Hohorost et al. (1959) e Williamson et al. (1962). (VASCONCELOS, 1987,
GARCIA, 1994; SILVA, 1998)

5.2 Determinacéo dos Metabolitos no Sangue

A concentracdo de glicose no sangue ndo diferiu de forma
significante entre os grupos estudados (TABELA 1 e GRAFICO 1).

A concentracdo de Piruvato aferida no sangue foi significantemente
menor (0,453 + 0,12 versus 1,597 + 0,41) comparando-se os valores aferidos
no grupo GE versus GC no 14° dia de pos-operatério. Observou-se aumento

significante entre a concentracdo de Piruvato no sangue dos GC do 14° dia em
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relacdo aos animais do mesmo grupo (7° e 30° dia)(TABELA 2 e GRAFICO
2)

A analise da concentracdo de Lactato no sangue dos animais do GE
foi significantemente menor (5,103 + 0,78 versus 7,795 + 0,51) que a
concentragdo aferida no respectivo controle GC no 14° dia. Observou-se
aumento significante (7,795 + 0,51 versus 3,629 + 0,86) na concentracdo de
lactato no sangue dos animais do GE, no 14° dia, em comparacao aos valores
aferidos no 7° dia de pos-operatorio e no 30° dia do mesmo grupo (TABELA
3 e GRAFICO 3).

Ocorreu queda significante (0,325 +0,06 versus 0,725 + 0,07) na
concentracdo de Corpos cetonicos no sangue dos animais do grupo GE em
relacdo a concentracdo aferida no grupo GC no 14° dia de pds-operatdrio.
Observou-se ainda queda significante (0,325 +0,06 versus 0,516 + 0,054) nas
concentracdes de Corpos cetonicos no sangue dos animais do grupo GE no
14° dia quando comparadas as concentracdes aferidas no 7° dia no mesmo
grupo (TABELA 6 e GRAFICO.6).

5.3 Dosagem de Metabdlitos na Cicatriz do Retalho Miocutaneo

A dosagem de Glicose na cicatriz do retalho miocutaneo dorsal do
rato Wistar ndo apresentou concentracdo com diferencas significante ao longo
do periodo poés-operatorio, mesmo comparando 0s dois grupos entre Si
(TABELA 7 e GRAFICO 7).

N&o se observaram diferencas significantes na concentracdo de
piruvato em nenhum dos retalhos do GE ou GC estudados (TABELA e

GRAFICO 8). No foram observadas diferencas significantes na concentracio
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de lactato aferida na cicatriz do retalho miocutaneo em nenhum dos grupos
estudados (TABELA 9 e GRAFICO 9).

Observou-se aumento significante (0,525 + 0,10 versus 0,164 +
0,04) na concentracdo de Corpos Cetonicos na cicatriz do retalho miocuténeo
no 30° dia em pos-operatorio do GE em relacdo a concentracdo aferida no 7°
dia de pos-operatério nos animais do mesmo grupo (TABELA 12 e
GRAFICO 12).

A concentracdo de 3-Hidroxidobutirato na cicatriz dos retalhos

miocutaneos dos animais operados ndo apresentou diferenca entre GE e GC.

Observou-se queda significante (0,144 + 0,081 versus 0,438 =+
0,124) na concentracdo aferida de Acetoacetato nas cicatrizes do GE em
relacdo ao GC. Entre os animais do GE houve aumento significante de
Acetoacetato nas cicatrizes dos animais do 30° dia em relacdo aos do 7° e 14°
dias do mesmo grupo (TABELA 10 e GRAFICO 10)

5.4 Determinacao da Pressao de Rotura da Cicatriz Intestinal (FIG. 8)
Foi observado um aumento significante da pressdo de rotura da

cicatriz intestinal nos animais do GE, no 14° dia de pos-operatério, em relacédo
ao GC (275 + 8,16 versus 191,66 + 26,83).



FIGURA 8 — Teste de Pressao de Rotura
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6 DISCUSSAO

Dentre as citocinas e mediadores responsaveis por toda
comunicacdo para as interacdes intercelulares, estudos apontam para IGF-1
(Fator de crescimento insulina simile 1), TDGF (Fator Plaquetario de
crescimento), TDF-b (Fator transformador de crescimento beta) e EGF (Fator
de crescimento epidérmico). Sabe-se que compostos peptidicos ao serem
liberados das plaquetas parecem iniciar a série de eventos que leva a
cicatrizacdo(COHEN, 1979; STEPHEN, 1998; BIONDO-SIMOES, 1998;
FISHER, 1999).

A L-arginina é secretagoga do GH e IGF-1.0 IGF-1 possui
sequiéncia de aminoacidos semelhantes ao da pré-insulina, € produzido por
hepatdcitos, células miocardicas, pneumdcitos, células renais, pancreaticas,

cerebrais, cartilaginosas e musculares.

Fisher (1999) refere que as citocinas tem importante papel durante a
resposta catabdlica pois causam protedlise muscular e aumento da lactocemia
para incrementar a producdo de glicose através da gliconeogénese (FIG. 9). A
glicose ¢ a principal fonte de energia dos componentes celulares da ferida em
cicatrizacdo. Como as reservas corporais de glicose sdo limitadas e o
glicogénio hepatico e muscular é consumido em poucos dias apos a leséo, é

necessario um mecanismo para sintese de nova glicose.
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No presente estudo a oferta de L-arginina ndo causou alteracdo na
glicemia dos animais do GE em comparacdo a concentracdo de glicose nos
animais do GC. (TABELAS 1 e 7 e GRAFICOS 1 e 7) Silva et al.(2001)
encontraram reducéo na glicemia de animais recipientes de L-arginina (5% do
valor cal6rico total por dia) durante 7 dias(TABELAS 1 e 2 e GRAFICOS 1 e
2). Estes autores sugeriram que a reducdo da glicemia seria resultante da acéo

secretagoga de L-arginina decorrentes do aumento de insulina e IGF-1.

No presente estudo ndo houve alteracdo na glicemia, porém
verificou-se a queda significante na concentracdo sanguinea de lactato e
piruvato nos animais tratados com suplementacdo alimentar de L-arginina no
14° pds-operatorio. Segundo Freitas et al. (1991), das fases de resposta
metabdlica ao trauma, seria esta (do 14° pds-operatorio), a fase
hipermetabdlica ou catabdlica. Esta fase se caracteriza por aumento no gasto
energetico, quebra dos tecidos corporais, especialmente da proteina, e
aumento na concentracdo sanguinea de lactato, insulina e glucagon (BASILE,
1980).

O decréscimo nas concentracdes sanguineas de lactato e piruvato,no
presente estudo (TABELAS 2 e 3 e GRAFICOS. 2 e 3), podem refletir ago
anabolica da oferta exdgena de L-arginina, sendo tais substratos captados e

mais intensamente utilizados por tecidos periféricos (musculo e pele).

A queda significante da concentracdo de metabolitos no sangue dos
ratos do GE no 14° p6s-operatorio (TABELAS 2, 3, 4 e 5 e GRAFICOS 2, 3,
4 e 5), na fase hipermetabolica e de proliferacdo do colageno, sugere que
houve atuacdo favoravel anabodlica da L-arginina secretagoga do GH e que
possivelmente liberaria insulina e IGF-1, modulando a maior captacdo do

piruvato e lactato por tecidos periféricos com conseqiiente queda nas
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concentragdes desses metabolitos no sangue. Este fator de crescimento
insulina simile estd presente no figado, plasma e fibroblastos, estimula a

sintese de proteoglicanos sulfatados, colageno e a proliferacdo de fibroblastos.

O tratamento com L-arginina pode induzir aumento de insulinemia
no que pode levar a diminuicdo da sintese de corpos cetdnicos com queda de
cetonemia (TABELA 6 e GRAFICO 6).

O aumento significante nas concentracdes de corpos cetbnicos no
retalno miocutaneo no 30° pos-operatério do GE em relagdo ao 7° poés-
operatdrio do mesmo grupo (TABELA 12 e GRAFICO 12), pode ser
explicada por um maior anabolismo nos animais recipientes de L-arginina
exogena com elevacdo da captacao e utilizacdo desses metabdlitos por tecidos

em cicatrizagao.

No presente estudo L-arginina causou reducdo significante da
concentracdo de acetoacetato, na pele, no 7° e 14° dia pds-operatorios. Tal
fato pode sugerir aumento da utilizacdo deste metabolito pela cicatriz do
retalhno miocutdneo de animais do GE (TABELA 10 e GRAFICO 10).
Entretanto, a oferta de L-arginina ndo causou nenhuma diferenca nas
concentragcdes de 3-hidroxibutirato e de corpos cetonicos, na cicatriz do
retalho miocutdneo, em nenhum dos tempos estudados quando comparados a
animais do grupo GE e GC (TABELAS 11 e 12 e GRAFICOS 11 e 12).

A L-arginina é precursora de oxido nitrico (NO). Sabe-se que a NO
sintetase resultante do estresse cirdrgico, facilita a sintese do 6xido nitrico
(NO), mediante seqiiéncia especifica, a partir do radical guanidino da
arginina, agindo como inibidor da trombose e da agregacdo plaquetaria,

condicionando aumento do fluxo sanguineo nos tecidos em cicatrizagcdo. A
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medida da oxigenacdo no local da ferida cirurgica propicia a epitelizacéo e o
aumento da forca ténsil da cicatriz por formacdo de colageno mais estavel,
auxiliando a quimiotaxia e facilitando, assim, o processo cicatricial
(MODOLIN, 1985; FAINTUCH, 1995; COHEN, 1999).

A atividade mitética do fibroblasto no tecido de granulacdo comeca
a declinar a partir do 8° dia e, praticamente desaparece por volta do 15° dia
ap6s seu advento. E, entdo que os fibroblastos comecam a secretar as
proteinas presentes no tecido de granulacdo e de modo semelhante a um
processo de usinagem bioquimica, produzem os componentes da substéncia
fundamental e o colageno (MODOLIN, 1985). Atualmente admite-se que 0s
miofibroblastos sejam as células contrateis e que o colageno seria 0
responsavel por manté-los em posicdo nos tecidos recém-contraidos. A
contracdo e caracterizada pelo movimento centripeto das bordas; € maxima
cinco a 15 dias apos a lesdo e contribui para o fechamento efetivo desta. O
processo de remodelacdo € lento, a forca ténsil, que depende basicamente do
colageno, leva tempo para se desenvolver. Duas semanas apés a lesdo a
cicatriz é fragil e tem 5% da forca ténsil normal. Esta aumenta
progressivamente até o 1° ano apés a lesdo, mas tera sempre, no maximo,
80% da forca ténsil normal (GABBIANI, 1971; COHEN, 1979; GOSLEN,
1988; CORSI, 1994).

No presente estudo a oferta de L-arginina provocou aumento
significante na pressdo de rotura da cicatriz intestinal no 14° pés-operatdrio
(TABELA 13 e GRAFICO 13).

Foram excluidos da amostra animais cujas alcas intestinais,
contendo cicatriz de enterotomia, apresentaram vazamento de ar nas

extremidades das alcas ligadas, durante o teste de rotura (5 animais do GC e 5
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animais do GE) (TAB.13). A enterotomia a 6cm do que seria 0 angulo de
Treitz, evitando as placas de Payer (que representam acumulo de tecido
linféide) (FIG.17), foi realizada em sentido longitudinal na borda anti-
mesentérica do jejuno preservando a vascularizagdo de cada uma das faces da
alca intestinal (FIG.17). O epitélio gastrointestinal apresenta a maior taxa de

renovacao celular de todos os tecidos do organismo (IGLESIAS, 1998).

A evolucédo cicatricial das feridas cutaneas intestinais apresentam
semelhancas embora existam diferencas metabolicas importantes. Porém, a
forca ténsil em anastomoses intestinais se desenvolve mais rapidamente do
que a forca ténsil cutanea. (BIONDO-SIMOES, 1998). O aumento da pressio
de rotura da cicatriz intestinal significa que durante a fase da cicatrizacéo, dita
de fibroplasia ou proliferativa (14° dia), houve atuacdo anabdlica favoravel

por parte da oferta exdgena de L-arginina.

Sabe-se que a L-arginina é precursora para a sintese de prolina e
hidroxiprolina, que participam da formacdo de colageno (molécula com
alternancia de cadeias peptidicas que se distribuem na sequéncia Prolina-
Glicina-Hidroxiprolina e Lisina- Glicina-Hidroxilisina) que assegura forca, e
integridade aos tecidos. Este fato pode ter contribuido para o aumento da
pressdo de rotura da cicatriz intestinal de animais recipientes deste
aminoécido (BARBUL et al., 1977).

Os resultados sugerem que a suplementacédo alimentar de L-arginina
através de sua acdo anabolica teria efeito sobre as concentracfes de substratos

e sobre a cicatrizacdo intestinal e cutanea-muscular.

A atuacdo da L-arginina como coadjuvante no tratamento de

portadores de trauma € um tema para estudos experimentais e clinicos que
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desperta 0 interesse de todas as especialidades médicas. O controle da
cicatrizacdo € um antigo desejo da humanidade que sera realizado pela
ciéncia, com a somatdria de novos conhecimentos, na eterna luta para

ultrapassar seus limites.
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7 CONCLUSAO

1 A suplementacdo alimentar de L-arginina induz uma reducéo
significante nas concentracdes sanguineas de piruvato, lactato e corpos

cetdnicos no 14° dia de pos-operatorio.

2 A suplementacdo alimentar de L-arginina induz um aumento
significante nas concentracdes tissulares de corpos ceténicos no 30° dia de

poOs-operatorio.

3 A presséo de rotura da cicatriz operatoria intestinal foi maior no 14° dia

poOs-operatdrio em animais do grupo experimental recipientes de L-arginina.
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TABELA 1 - Concentragdo (umol/ml) de Glicose no sangue

Tempo de P6s-Operatoério (dias)

7 14 30
Grupo C 4,067 = 0,525 (8) 4,607 £ 0,430 (8) 3,585 + 0,438 (8)
Grupo E 3,910 £ 0,353 (8) 3,455 £ 0,929 (8) 3,125+ 0,810 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observacdes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

micromol/ml
w

7 14

Tempo de pGs-operatorio (dias)
O Grupo Controle W Grupo Experimental

FIGURA 1 - Concentragao (micromol/ml) de Glicose no Sangue
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TABELA 2 - Concentragdo (umol/ml) de Piruvato no Sangue

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 0.429+0,070 (8) 1,597 £0,414** (8) 0,722 £ 0,447 + (8)
Grupo E 0,646 + 0,145 (8) 0,453 £0,125 *(8) 0,766 + 0,265 (8)

Grupo C - animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observag8es entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

* p<0,05em relacdo ao respectivo GC
** p<0,05em relagdo ao 7° dia do mesmo grupo
+ p<0,05em relagio ao 14° dia do mesmo grupo

2,5 4

*%

15+

micromol/ml
+

0,5

7 14 30
Tempo de pdés-opeatorio (dias)
O Grupo Controle B Grupo Experimental
FIGURA 2 - Concentracéo (micromol/ml) de Piruvato no Sangue
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TABELA 3 - Concentragdo (umol/ml) de Lactato no Sangue

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 3,629+0,862(8) 7,795+ 0,507 ** (8) 4,796 £ 0,326 + (8)
Grupo E 4,598 + 0,631 (8) 5,103 £ 0,787 * (8) 4,700 £ 0,794 (8)

Grupo C - animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato

Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observag8es entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

* p <0,05em relacdo ao respectivo controle

** p<0,05em relagdo ao 7° dia do mesmo grupo

+ p<0,05em relagio ao 14° dia do mesmo grupo

9 *%

micromol/ml
(6]
1

7 14 30
Tempo de pés-operatorio (dias)
O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 3 - Concentracdo (micromol/ml) de Lactato no Sangue
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TABELA 4 - Concentragdo (umol/ml) de Acetoacetato no Sangue

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 0,226 + 0,086 (8) 0,426 £ 0,041 + (8) 0,144 + 0,036 ++ (8)
Grupo E 0,284 +0,049 (8) 0,174+0,022*(8) 0,134 +0,031 ** (8)

Grupo C - animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observag8es entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

* p<0,05em relacdo ao respectivo controle

** p<0,05em relacdo ao 7° dia do mesmo grupo

+ p<0,05em relacdo ao 7° dia do mesmo grupo

++ p < 0,05 em relacdo ao 7° dia no mesmo grupo

0,5 -

0,45 1 T

0,4

+

0,35 4
0,3

0,25 ~
++

micromol/ml

0,2

**

0,15 4

0,1 -

0,05 +

7 14 30
Tempo de pés-operatério (dias)
O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 4 - Concentragédo (micromol/ml) de Acetoacetato no
Sangue
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TABELA 5 - Concentracdo (umol/ml) de Hidroxibutirato no Sangue

Tempo de P6s-Operatoério (dias)

7 14 30
Grupo C 0,239 + 0,049 (8) 0,331+ 0,049 (8) 0,341 + 0,062 (8)
Grupo E 0,213 + 0,067 (8) 0,142 + 0,048 * (8) 0,276 + 0,062 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observacdes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

* p<0,05em relagdo ao respectivo controle

05 -
0,45 -
04
0,35 1
03 1

0,25 -

micromol/ml

0,2

0,15 -

0,1

0,05 -

7 14 30
Tempo de pés-operatorio (dias)
O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 5 - Concentrac&o (micromol/ml) de Hidroxibutirato no
Sangue
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TABELA 6 - Concentracdo (umol/ml) de Corpos Cetonicos no Sangue

Tempo de P6s-Operatoério (dias)

7 14 30
Grupo C 0,466 + 0,091 (8) 0,725+ 0,070 (8) 0,504 + 0,286 (8)
Grupo E 0,516 £ 0,054 ** (8) 0,325+0,064*(8) 0,488 £ 0,093 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato

Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observacdes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

* p<0,05em relacdo ao respectivo controle

** p < 0,05 em relagfo ao 7° dia do mesmo grupo

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

micromol/ml

0,3

0,2

0,1

7 14 30
Tempo de pés-operatorio (dias)

OGrupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 6 - Concentragdo (micromol/ml) de Corpos Cetbnicos no Sangue
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TABELA 7 - Concentragédo (umol/g de tecido) de Glicose em Cicatriz no Retalho
miocutaneo

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 1,497 £ 0,534 (8) 0,943 £ 0,269 (8) 2,360 £ 1,080 (8)
Grupo E 2,089 £ 0,821 (8) 2,120 £ 0,934 (8) 1,159 + 0,283 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com ndmero de observacfes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

3,5

2,5

micromol/ml
N

15+

0,5

7 14 30
Tempo de pés-operatorio (dias)

O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGUIRA 7 - Concentracdo (micromol/ml) de Glicose em Cicatriz de Retalho Miocutaneo
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TABELA 8 - Concentragdo (umol/g de tecido) de Piruvato em Cicatriz do Retalho
Miocutaneo

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 0,587 +£0,176 (8) 0,719 £ 0,148 (8) 0,719 £ 0,169 (8)
Grupo E 0,974 £ 0,216 (8) 1,615+ 0,714 (8) 1,068 + 0,226 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com ndmero de observacfes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

micromol/ml
w

7 14 30
Tempo de pés-operatorio (dias)

O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 8 - Concentracdo (micromol/ml) de Piruvato em Cicatriz de Retalho Miocutaneo
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TABELA 9 - Concentracdo (umol/g de tecido) de Lactato em Cicatriz do Retalho
Miocutaneo

Tempo de P6s-Operatério (dias)

7 14 30
Grupo C 3,286 + 0,86 (8) 1,747 £ 0,965 (8) 1,686 £ 0,626 (8)
Grupo E 2,748 £ 0,968 (8) 2,253 £ 0,709 (8) 2,458 + 0,814 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E - — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observacdes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

45 -

3,5

2,5

micromol/ml

1,5

0,5

7 14 30
Tempo de p6s-operatorio (dias)

O Grupo Controle Bl Grupo Experimental

FIGURA 9 - Concentragdo (micromol/ml) de Lactato em Cicatriz do Retalho Miocutaneo
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TABELA 10 - Concentracdo (umol/ g de tecido) de Acetoacetato em Cicatriz do Retalho
Miocutaneo

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 0,382 +0,097 (8) 0,438 £ 0,124 (8) 0,391 £ 0,075 (8)
Grupo E 0,058 £ 0,011 **(8) 0,144 +0,081*(8) 0,425+ 0,069 ++ (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com ndmero de observacfes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

* p<0,05em relacdo ao respectivo controle

** p < 0,05 em relacdo ao respectivo controle

+ p<0,05em relagdo ao 14° dia do mesmo grupo
++ p < 0,05 em relagdo ao 7° dia do mesmo grupo

06 -
++

0,5 +

S| [

0,3

micromol/ml

0,2

0,1
*%

. ]

7 14 30

Tempo de pds-operatério (dias)
O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 10 - Concentracao (micromol/ml) de Acetoacetato em Cicatriz de Retalho
Miocutaneo
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TABELA 11 - Concentracdo (umol/g de tecido) de 3-Hidroxibutirato em Cicatriz do
Retalho Miocutéaneo.

Tempo de P6s-Operatdrio (dias)

7 14 30
Grupo C 0,058 + 0,039 (8) 0,025 +0,017 (8) 0,059 + 0,019 (8)
Grupo E 0,106 + 0,038 (8) 0,038 +0,016 (8) 0,108 + 0,054 (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E — animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com ndmero de observacfes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

0,18 -
0,16 -

0,14 +

0,12 4

0,1

0,08 -

micromol/ml

0,06 -

0,04 -

0,02 -

7 14 30
Tempo de pés-operatorio (dias)
OGrupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 11 - Concentragdo (micromol/ml) de 3-Hidroxibutirato em Cicatriz de Retalho
Miocutaneo
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TABELA 12 - Concentragao (umol/g de tecido) de Corpos Cetonicos em Cicatriz do
Retalho Miocutaneo

Tempo de P6s-Operatério (dias)

7 14 30
Grupo C 0,448 £ 0,117 (8) 0,476 +0,135 (8) 0,451 £ 0,085 (8)
Grupo E 0,164 + 0,045 (8) 0,238 £0,115(8) 0,525 +0,101 * (8)

Grupo C — animais operados e alimentados com dieta suplementada com caseinato
Grupo E - animais operados e alimentados com dieta suplementada com arginina

Resultados expressos como média + E.P.M. com nimero de observacdes entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney

*p < 0,05 em relacéo ao 7° dia do mesmo grupo

0,7
0,6 -
0,5 -

0,4

micromol/ml

0,3

0,2

0,1

7 14 30
Tempo de pés-operatério (dias)

O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 12 - Concentragdo (micromol/ml) de Corpos Cetonicos em Cicatriz de Retalho
Miocuténeo
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TABELA 13 — Medida da Pressdo de Rotura da Cicatriz Intestinal

Intervalo (dias)

7 14 30
Grupo Controle 164,29 (7) 191,66 (6) 291,67 (6)
T t t
45,40 26,83 3,65
Grupo Experimento 227,14 (7) 275,00 (6)* 288,57 (6)
t t t
23,77 8,16 6,67

Resultados expressos como média = E.P.M. com nimero de observac@es entre parénteses (n). Teste de Mann
Whtney
*p <0,05 em relacdo ao respectivo grupo controle

300 +

250 +

200 ~

mmHg

100 -

50

7 14 30
Tempo de pos-operatorio (dias)

O Grupo Controle B Grupo Experimental

FIGURA 13 - Medida da Pressao de Rotura da Cicatriz Intestinal



97



