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Tudo tem seu tempo determinado, e ha tempo paratodo
propoésito debaixo do céu.
Ha tempo de nascer e tempo de morrer; tempo de plantar e

tempo de colher o que se plantou...

Eclesiastes 3:1,2
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RESUMO



Pereira CCA. Influéncia de dieta enteral suplementada com arginina e
antioxidantes sobre a cicatrizagcdo cutanea experimental [Tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 183p.

Introducéo: Arginina e antioxidantes estdo associados a melhora funcional
de cicatrizacdo. Formulacdo enteral suplementada com arginina e
antioxidantes tem sido proposta para corrigir déficit nutricional e garantir
substratos ideais para uma boa cicatrizacdo. Ainda ndo existem informacdes
disponiveis sobre os possiveis mecanismos envolvidos. Objetivo: Avaliar o
efeito da nutricdo enteral suplementada com arginina e antioxidantes sobre o
processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos nutridos e
previamente desnutridos, em termos de avaliacgdo morfo-estrutural,
bioquimica e biologia molecular. Método: Ratos isogénicos, machos, adultos
com peso entre 250 a 350 g, foram divididos aleatoriamente em seis grupos.
Trés grupos foram mantidos nutridos com alimentacdo com dieta padréo
AIN-93M e trés grupos foram submetidos ao regime de desnutricdo por 14
dias, com perda de peso corporeo entre 12 e 15% em relacdo ao peso
corporeo inicial. ApGs esse periodo, os grupos de ratos nutridos e os
previamente desnutridos, foram submetidos a lesdo cutanea dorsal
padronizada e gastrostomia. A seguir, 0s ratos receberam aleatoriamente
dieta por via oral, dieta enteral padrao ou dieta enteral suplementada com
arginina e antioxidantes por via gastrostomia, durante 14 dias pos-trauma
(PT). A area da lesdo cutanea no dia do trauma, no 7° e 14° dias PT foram

medidas por fotografia digital. No 7° e 14° dias PT, em tecido de granulacao



cicatricial, por meio de andlise histologica, foram avaliadas as variaveis
reepitelizacao, infiltrado inflamatério, recomposicédo da derme, quantificacao
do colageno total e miofibroblastos (imunoistoquimica). Amostras do tecido
de granulacdo, retiradas no 7° dia PT, foram submetidas a analise de
expressao génica de fatores de crescimento (TGF-beta, KGF, PDGF, VEGF)
e colagenos (tipo | e Ill). Resultados: Ratos nutridos apresentaram maior
fechamento da lesdo cutdnea quando comparados aos previamente
desnutridos, no 7° e 14° dias PT, independente dos diferentes tipos de dieta
administrados por via gastrostomia. No 14° dia PT, ratos nutridos
apresentaram maior reepitelizacdo, intensidade de infiltrado inflamatorio e
recomposicdo da derme, quando comparados aos ratos previamente
desnutridos, independente da oferta de dieta por via oral, dieta enteral
padrdo e suplementada. Ratos nutridos e previamente desnutridos, no 7° e
14° dias PT, ndo apresentaram diferenca na quantidade de colageno total e
miofibroblastos, independente do tipo de dieta enteral administrada por via
gastrostomia. No 7° dia PT, ratos nutridos apresentaram aumento na
expressao génica dos fatores de crescimento TGF-beta e KGF e colagenos |
e lll, guando comparados aos ratos previamente desnutridos, independente
da dieta enteral administrada por via gastrostomia. Conclusdes: 1 - Com
estado nutricional mantido, a cicatrizacdo ocorre de maneira adequada,
independente da dieta oral, enteral padrdo ou suplementada. 2- A
desnutricdo retarda a cicatrizacdo em termos de epitelizagdo, recomposicéo
da derme e contracdo da ferida cutanea, independente da realimentacéo

com dieta oral, enteral padrao ou suplementada. 3- Ap6s uma semana de



trauma cutaneo, a expressao génica de fatores de crescimento ligados a
cicatrizacdo apresentaram-se alterados em virtude da desnutricdo prévia, e
nao foram revertidos independentemente da realimentacdo com dieta oral,
enteral padrédo ou suplementada. 4- Apés uma semana de trauma cutaneo, a
expressdo génica dos colagenos tipo | e Il ligados a cicatrizacdo
apresentaram-se alterados em virtude da desnutricdo prévia, e ndo foram
revertidos independentemente da realimentacdo com dieta oral, enteral

padrdo ou suplementada.

Descritores: Cicatrizagdo de feridas, Nutricdo enteral, Arginina,
Antioxidantes, Substancias de crescimento, Colageno, Expressao génica,

Ratos endogamicos Lew.



SUMMARY



Pereira CCA. Influence of enteral diet supplemented with arginine and
antioxidants on experimental cutaneous wound healing. [Thesis]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 183p.

Introduction: Arginine and antioxidants are associated with functional
enhancement of healing. Arginine and antioxidants supplemented enteral
formulas have been used to revert nutritional deficits and to guarantee
substrates to ideal healing. The possible mechanisms involved have not
been totally elucidated. Objective: To examine the effect of enteral nutrition
supplemented with arginine and antioxidants on cutaneous wound healing
process in nourished and previously malnourished rats in morphological
structural, biochemical and molecular analyses. Methods: Isogenic rats,
male, adults, weighting 250 to 350 g, were divided in six groups. Three
groups were maintained nourished with oral diet AIN-93 and three groups
were submitted to malnutrition process for 14 days, with 12 to 15% of body
weight loss. Nourished and previously malnourished groups were submitted
to dorsal cutaneous wound and gastrostomy. The rats received oral diet,
standard enteral diet or enteral diet supplemented with arginine and
antioxidants through gastrostomy during 14 days post trauma (PT). The
cutaneous wound area on day of trauma, 7th and 14th days post-trauma
were calculated. At 7th and 14th day, histological variables (re-epithelization,
inflammatory infiltrate, dermal recomposition and total collagen quantification)
and myofibroblasts were analyzed at granulation tissue. Growth factors

(TGF-beta, KGF, PDGF and VEGF) and collagens (type | and Ill) gene



expression analyses were performed at samples from the granulation tissue.
Results: Nourished rats showed higher contraction of cutaneous wound
when compared with previously malnourished rats, on 7th and 14th days post
trauma (PT) independent of different enteral diet administered through
gastrostomy. On 14th day PT, nourished rats showed higher re-
epithelization, inflammatory infiltrate intensity and dermal recomposition
when compared to previously malnourished rats, independent of physiologic
solution, standard enteral diet and supplemented enteral diet with arginine
and antioxidants. Total collagen quantification and myofibroblasts semi-
quantification, did not show any significant difference, independent of the
enteral diet type, administered through gastrostomy in nourished and
previously malnourished rats, at 7th and 14th days PT. Nourished rats
showed higher levels of TGF-beta, KGF, collagen type | and Ill gene
expression when compared to previously malnourished rats, independent of
the enteral diet type administered through gastrostomy at the 7th day PT.
Conclusions: 1- Adequate healing process occurs with the maintenance of
nutritional status, independent of the feeding of a oral diet, standard enteral
diet or supplemented enteral diet with arginine and antioxidants, 2- Previous
malnutrition state slower re-epithelization, dermal recomposition and
contraction, independent of refeeding with oral diet, standard enteral diet or
supplemented enteral diet with arginine and antioxidants refeeding. 3-
Previous malnutrition reduce the levels of growth factors gene expression
involved on wound healing, independent of refeeding with oral diet, standard

enteral diet or supplemented enteral diet with arginine and antioxidants after



seven days post-trauma. 4- Previous malnutrition reduce the levels of
collagens type | and Ill gene expression involved on wound healing,
independent of refeeding with oral diet, standard enteral diet or
supplemented enteral diet with arginine and antioxidants after seven days

post-trauma.

Descriptors: Wound healing, Enteral nutrition, Arginine, Antioxidants,

Growth substances, Collagen, Gene expression, Rats Inbred Lew.
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1. INTRODUCAO

Na pratica clinica, a oferta de nutrientes pode ocorrer por via oral,
enteral e parenteral. Nos ultimos, anos houve importante desenvolvimento
de formulacdes nutricionais especializadas para atender necessidades
particulares de 6rgaos e sistemas, disponiveis sob a forma de suplementos
orais ou formula¢cdes para uso por sondas enterais. Dentre elas, encontram-
se férmulas hiperprotéicas, enriquecidas de arginina e nutrientes
antioxidantes como zinco, selénio, vitamina C e E, desenhadas para atender
as necessidades decorrentes do processo cicatricial e otimizar o seu
desenvolvimento (Desneves et al., 2005).

Entre as condicfes envolvidas na cicatrizacao estao os ferimentos com
perda de substancia e as Ulceras por pressdo. As primeiras, geralmente
decorrentes de trauma fisico, ocorrem em individuos até entdo higidos,
enquanto as Ulceras por pressdo acometem individuos restritos ao leito,
portadores de doencas crénico-degenerativas e na maioria das vezes com
distarbios nutricionais. Ambas as condi¢cfes implicam em instituir adequado
aporte de macro e micronutrientes para lograr cicatrizacdo 6tima (Phillips,
2000).

A ferida n&o cicatrizada pode se tornar colonizada ou infectada e
constituir fonte de morbidade e mortalidade (Orgill e Demling, 1988; Roberts
et al.,, 1998). Em situacdes clinicas adversas, a inflamagéo tecidual de
grandes proporc¢des pode, via liberacado desenfreada de mediadores locais e

sistémicos, iniciar mudancas fisiologicas e metabdlicas responsaveis pela



sindrome da resposta inflamatoria sistémica e evoluir para disfuncdo multipla
de 6rgéos (Orgill e Demling, 1988; Thornton et al., 1997; Roberts et al.,
1998; Clark et al., 2000).

Para que a Otima cicatrizacdo ocorra, deve existir um conjunto de
condi¢cbes que incluem boa perfuséo tecidual, auséncia de debris, sistema
imunologico e fibroblastico eficientes e, em pacientes cirurgicos, adequada
técnica cirargica (Phillips, 2000; Moreira, 2000).

A intensidade do reparo da ferida guarda relacdo direta com as
necessidades de energia e proteina. A deficiéncia de proteina,
potencialmente presente nas condicdes de trauma como queimadura,
fratura, incisdo cirdrgica e contusdo grave, prejudica o processo de
cicatrizacdo, favorecendo maior risco de infeccbes (Peacock, 1960; Modolin
et al., 1982, 1984). Fisiologicamente, a deplecdo protéica no processo
cicatricial prolonga a fase inflamatéria e prejudica a fibroplasia. Ocorre
diminuicao da proliferacao fibroblastica, angiogénese, producdo de colageno
e, consequentemente, menor reparo tecidual da ferida (Pollack, 1979;
Stadelmann et al., 1998; Scholl e Langkamp-Henken, 2001).

E de interesse atender as necessidades nutricionais adequadas para
recuperar ou manter o estado nutricional do paciente, para que ndo haja
comprometimento do processo cicatricial por auséncia de nutrientes

especificos (Ruberg, 1984).
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2.1. Processo de Cicatrizacao de Feridas

O processo de cicatrizacdo representa resposta imediata e dinamica do
organismo a lesdo tecidual com o objetivo de restaurar a continuidade
anatbmica, estrutural e funcional (Barbul, 1990b; Thornton et al., 1997).

ApoOs dano tecidual, o tecido conjuntivo cutaneo reage de maneira
integrada e complexa para o seu reparo (Singer e Clark, 1999; Phillips,
2000).

Sob ponto de vista histolégico, o processo cicatricial pode ser definido
como a substituicdo do tecido lesado por um tecido conjuntivo fibroso, que
no seu estado permanente formara uma cicatriz, com preservacdo da
estrutura e funcdo do tecido normal (Diegelmann, 1997). Para que isso
ocorra, € necessaria a participacao de cadeia complexa de eventos celulares
e bioguimicos, coordenada e sinalizada por citocinas e fatores de
crescimento que promovem a interacdo entre células (Gillitzer e Goebeler,
2001; Efron et al., 2001).

Embora os eventos envolvidos na cicatrizagdo ocorram de forma
dindmica, do ponto de vista morfologico é possivel separa-los
sequencialmente em fases inflamatoria, proliferativa e de remodelamento
(Witte e Barbul, 1997) (Figura 1). A fase inflamatéria é caracterizada pela

participagcdo ativa de células do sistema imune, para contengdo de

microorganismos na ferida, segue-se proliferagéo de fibroblastos e formacéo



de capilares, que constitui a fase proliferativa. O depdésito de colageno na
ferida, constituindo a fase de remodelamento. As diferentes fases da
progressdo morfolégica da cicatrizagdo encontram-se esquematizadas na

figura 1.



Figura 1 - Dindmica (A) e eventos celulares e bioquimicos (B) das trés fases

gue compreendem o0 processo de cicatrizacdo cutanea (adaptado de Regan

e Barbul, 1994; Singer e Clark, 1999).
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Fase Inflamatoria

A fase inflamatoria comeca logo apos a ruptura dos vasos sanguineos
locais, com extravasamento dos constituintes do sangue e formacdo de
coagulo. A formacdo de coagulo, com participacdo ativa de plaquetas €
importante elemento na cicatrizacdo, ao determinar hemostasia e contribuir
para a juncao das bordas da ferida e formacéo de matriz extracelular (MEC)
provisoria, na qual fibroblastos e células endoteliais se aglomeram. Apds a
formacdo do coagulo, ocorre retracdo até quase metade do seu tamanho,
levando a aproximacdo das extremidades dos vasos sanguineos, o que
minimiza a perda de sangue (Falanga et al., 1988; Singer e Clark, 1999;
Lorena et al.,, 2002). Além disso, as plaquetas produzem substancias
guimiotaticas e fatores de crescimento envolvidos na proliferacdo celular,
gue ativam macroéfagos e fibroblastos (Witte e Barbul, 1997; Stadelmann et
al., 1998; Lorena et al., 2002). Um deles € o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), que é quimioatraente para neutréfilos e macrofagos e
potente mitdégeno para fibroblastos (Hudson-Goodman et al., 1990). O
PDGF, experimentalmente, age como potente estimulante na formacdo de
tecido de granulacdo (Steenfos et al., 1989), aumenta o influxo de
macrofagos extracelulares e o depdsito de glicosaminoglicanos em feridas
(Pierce et al., 1991).

Minutos apOs o inicio do trauma, neutréfilos migram para o local da
ferida. Os neutrofilos caracterizam-se por ser a primeira linha de defesa

celular contra infecgdes (Springer, 1994; Thornton et al., 1997) e agir na area



da ferida destruindo os microorganismos por fagocitose e liberacdo de
enzimas hidroliticas. Os neutrofilos também sdo fontes de citocinas pro-
inflamatoérias que podem ser sinalizadores precoces na ativacdo de
fibroblastos e queratindcitos (Brown, 1995).

Em resposta a agentes quimiotaticos, como proteinas da MEC e fatores
de crescimento, 0s mondcitos circulantes chegam posteriormente ao local da
lesdo, marginalizam-se nos capilares e nas vénulas, migram através do
endotélio e diferenciam-se em macrofagos (Bouissou et al., 1988; Knighton e
Fiegel, 1989; Clark et al., 2000). Os macrofagos fagocitam células
danificadas e mortas, bem como antigenos estranhos. A ativacdo de
macrofagos coordena a liberacdo de citocinas, que influem na angiogénese
e fibroplasia e desencadeiam a sintese de 6xido nitrico que possui diversas
funcdes incluindo propriedades antimicrobianas (Phillips, 2000). Além disso,
macrofagos produzem e liberam fatores de crescimento que controlam a
formacdo do tecido de granulacdo, estimulam a proliferacdo de células
mesenquimais e a migracdo e proliferacdo de fibroblastos, produzem
proteases que digerem a fibrina e o colageno desvitalizado e removem o0s
neutroéfilos, dando lugar a proliferacdo celular (Martin, 1997; Singer e Clark,
1999). Ambos elementos celulares, neutréfilos e mondcitos, séo recrutados a
partir do sangue circulante em resposta a mudancas moleculares na
superficie das células endoteliais (Stadelmann et al., 1998).

A reepitelizacdo da ferida tem inicio aproximadamente um ou dois dias
apos o trauma. As células da epiderme proximas ao local da lesdo comegam

a proliferar, migrar e se diferenciar das células epiteliais. A prépria auséncia
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de células vizinhas na margem da ferida pode ser um sinal para que a
migracédo e proliferacdo de células epidermais ocorram (Lorena et al., 2002),
mas existe ainda a liberacdo local de fatores de crescimento especificos.
Dentre estes, destacam-se o fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento transformador (TGF), fator de crescimento de queratindcitos
(KGF) e aumento de seus receptores (Martin, 1997).

O KGF parece agir estimulando a reepitelizacédo, ao apresentar papel
mediador nas interacbes epitélio-mesénquima. Exerce potente efeito
mitogénico sobre diferentes tipos de células epiteliais e pode proteger essas
células de varios insultos. Devido as propriedades descritas, o KGF
apresenta funcdes protetoras, pois participa no processo de reparo de
diversos tecidos e o6rgaos (Werner, 1998; Wearing e Sherratt, 2000; Auf
Demkeller et al., 2004).

As citocinas interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)
regulam a expressao génica do KGF nos fibroblastos. As isoformas KGF-1 e
KGF-2, em conjunto com a interleucina 6 (IL-6), auxiliam a proliferacao,
migracao e diferenciacdo dos queratinécitos para o interior da lesdo (Smola
et al., 1993; Xia et al., 1999).

Os queratindcitos presentes na margem da lesdo sdo células
responsaveis pela reepitelizacdo. Para que o processo de reepitelizacao
inicie, & necessaria a passagem de queratindcitos através do coagulo de
fibrina e sua presenca entre a interface do coagulo com a derme normal.
Para favorecer essa passagem € necessaria a degradacao da barreira de

fibrina por meio da acdo de enzimas proteoliticas. Nesta condicdo, a
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principal enzima proteolitica € a plasmina, derivada do plasminogénio
interiorizado no coagulo. No entanto, as metaloproteinases (MMP) presentes
na MEC também podem clivar proteinas especificas da matriz. Um exemplo
€ a MMP-1, que degrada especificamente colagenos e, provavelmente, pode
auxiliar a proliferacdo de queratindcitos, pela reducédo dos colagenos | e Il
degradados no local de adesdo ao substrato dérmico. Os queratindcitos
basais que migraram para a area desprovida de lamina basal regulam a
secrecdo de MMP-1 (Saarialho-Kere, 1994).

A reepitelizacdo segue com o reaparecimento de proteinas da
membrana basal a partir das margens para o interior da area lesada. As
células da epiderme retornam ao seu fenétipo normal, desde que novamente
fixadas para restabelecer a membrana basal e a base da derme (Singer e
Clark, 1999; Lorena et al., 2002).

A partir do momento em que a superficie da ferida € recoberta por uma
camada de queratindcitos, a migracdo celular da epiderme é blogueada e
ocorre o restabelecimento da lamina basal a partir das margens em direcéo
ao centro da ferida (Werner et al., 1998).

A regulacdo da fase inflamatéria é fundamental para organizar todo o
processo cicatricial e impedir a proliferacdo e disseminag¢do descontrolada
de microorganismos na ferida e a hiper-inflamagéo que, por sua vez, pode
desencadear graves consequéncias para a funcdo do o6rgdo acometido

(Thornton et al., 1997).
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Fase Proliferativa / Fibroplasia

Durante a fase proliferativa ocorre secrecdo de fatores de crescimento
gue estimulam a migracao dos fibroblastos, mobilizam a infiltracdo de células
inflamatorias para o local da lesdo e fazem com que células epiteliais iniciem
seu crescimento a partir das bordas da ferida (Witte et al., 1997; Stadelmann
et al., 1998).

Os fibroblastos sdo derivados de células mesenquimais,
particularmente aquelas associadas ao revestimento externo dos vasos
sanguineos. Eles proliferam apds terem sido estimulados por fatores de
crescimento e citocinas produzidas inicialmente por plaguetas, macréfagos e
linfécitos e migram para o interior da ferida e participam da formacdo de
tecido de granulacdo. Constituem o principal elemento celular no processo
de reparo cicatricial, atingindo o pico de proliferacdo no 7° dia pos-trauma
(Regan et al., 1994). Os fibroblastos sdo responsaveis ainda pela sintese,
deposicado e remodelamento da MEC (Singer e Clark, 1999) e pela producéo
da maioria das proteinas estruturais usadas durante a reconstrucéo tecidual.
Produzem alguns componentes da matriz incluindo a fibronectina, acido
hialurénico e glicosaminoglicanas e elastina, principal proteina constituinte
das fibras elasticas. A intensa atividade proliferativa e sintética dos
fibroblastos € conhecida como fibroplasia (Regan e Barbul, 1994; Phillips,
2000).

Em resposta ao fator de crescimento transformador beta (TGF-B), com

pico de sintese no 7° e 14° dias pos-trauma (Chen et al., 1992). Em resposta
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ao TGF-B, os fibroblastos produzem grande quantidade de colageno,
principal constituinte da MEC da ferida e responsavel pela resisténcia ténsil
da ferida. O coladgeno é detectado na ferida ja no 3° dia pés-trauma, com
aumento progressivo e rapido por trés semanas. O colageno € inicialmente
depositado sem orientacdo, na forma de fibrilas de colageno. Posteriormente
essas fibrilas séo reorganizadas e alinhadas em feixes orientados ao longo
da linha da ferida (Ehrlich et al., 1996).

No tecido de granulacdo ha alta concentracao de colageno do tipo Ill.
Durante a proliferacdo do tecido de granulagcdo, o coladgeno do tipo Il é
substituido por colageno do tipo | (Bailey et al., 1975).

A maior quantidade de coldgeno maduro (tipo I) nas bordas do tecido
de granulacao é induzida em resposta ao aumento do TGF-B. Isto indica que
o TGF-B pode iniciar a rdpida maturacéo do colageno na ferida (Pierce et al.,
1989).

No decorrer da fase proliferativa, alguns fatores de crescimento,
incluindo fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), PDGF e TGF-B, atuam, com a ajuda de
metaloproteinases, estimulando a angiogénese e sintese de componentes
da MEC, incluindo proteoglicanos, fibronectina e elastina (Hackam e Ford,
2002).

Angiogénese é parte fundamental do processo cicatricial na fase de
fibroplasia. O VEGF, sintetizado por queratindcitos presentes no tecido
adjacente a ferida, exerce atividade sobre células endoteliais que sédo as

principais mediadoras na angiogénese (Frank et al., 1999; Neufield et al.,
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1999). A baixa tensdo de oxigénio, que ocorre na hipoxia tecidual durante da
ferida, € o maior indutor do VEGF que também pode ser mediado pelo TGF-
B (DETMAR et al., 1997). Além disso, a producdo de VEGF € amplificada na
presenca de Oxido nitrico, sintetizado pelas células endoteliais (Frank et al.,
1999).

A neovascularizacdo envolve alteragBes fenotipicas das células
endoteliais, migracdo direcionada e varios estimulos mitogénicos, além de
depender de fatores quimiotaticos fornecidos por células vizinhas e pela
MEC (Tonnesen et al., 2000).

Os vasos recém-formados participardo na provisdo de nutrientes e
oxigénio para o tecido de granulacdo. Além disso, toda a migracdo e
interacdo entre células inflamatoérias para o local da lesdo sera realizada
através dos vasos endoteliais da membrana basal (Singer e Clark, 1999).

Durante a fase de neovascularizagcéo do processo cicatricial, diferencia-
se, no tecido de granulacdo, uma célula com caracteristicas intermediarias
entre fibroblastos e células musculares lisas, denominada miofibroblasto.
Essa célula tem morfologia equiparavel aos fibroblastos, porém, contém
maior quantidade de actina e miosina (Desmouliére e Gabbiani, 1996). A
diferenciacdo em miofibroblastos pode ser induzida pelo fator de
crescimento transformador beta (TGF-f) (Montesano e Orci, 1988; Powell et
al., 1999).

Diversas sdo as atividades do miofibroblasto nas interacbes epitélio-
mesénquima, que o tornam importante componente da organogénese e

morfogénese. Os miofibroblastos participam na secre¢do de mediadores
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inflamatorios, expressao de fatores de crescimento e seus receptores e na
secrecdo e formacdo da MEC e de moléculas de membrana basal. Dessa
forma, especificamente durante a cicatrizacdo de feridas, os miofibroblastos
exercem papel de destaque na formacao e reparo da MEC e na proliferacao
e diferenciacdo de elementos epiteliais, vasculares e neurogénicos (Powell
et al., 1999).

Devido a sua propriedade contratil, os miofibroblastos ajudam a reduzir
a area cruenta da ferida e favorecem a reepitelizacdo (Gabbiani et al.,1971;
Desmouliere et al., 2005). Finalmente, participam da reabsor¢cdo da MEC e
na orientacao das fibras colagenas e sua associacdo com outros fibroblastos
aumentam a forca ténsil cicatricial (Montadon et al., 1977; Modolin et al.,

1982).

Fase de Remodelamento / Maturacao

Também chamada de fase de maturacéo, a fase de remodelamento € a
Gltima e a mais longa fase da cicatrizacdo. Tem como caracteristica principal
o depdsito de colageno na ferida (Levenson et al., 1965; Witte e Barbul,
1997). Essa fase é reconhecida pela reducdo gradual do niumero de células
inflamatorias agudas e cronicas e o término da angiogénese e da fibroplasia
(Regan e Barbul, 1994).

O processo de remodelamento da cicatriz envolve a continua producéo,
digestdo, agregacdo e orientacdo das fibras coldgenas. Esse processo

inicia-se durante a formacéo do tecido de granulagcéo e prossegue durante
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meses apdés a reepitelizacdo. A producdo e degradacdo de colageno
equilibram-se na cicatriz, de modo que, embora a producédo de colageno
continue elevada, ela ndo aumenta de tamanho. Fibras defeituosas de
colageno sdo digeridas gradativamente pelas colagenases e outras
proteases produzidas localmente por macrofagos, neutréfilos e células
epidérmicas (Falanga et al., 1988; Goslen, 1988).

As glicosaminoglicanas sdo degradadas continuadamente para que
alcancem as concentragdes encontradas na derme normal. Até a formacéo
da cicatriz definitiva, constituida quase exclusivamente por fibras colagenas,
ha diminuicdo da formacdo de novos vasos e de elementos celulares,
inclusive de fibroblastos, que sofrem apoptose (Stadelmann et al., 1998).

Com a restauracédo da circulacdo sanguinea e o aumento dos niveis de
oxigénio na area afetada, ocorre facilitacdo da sintese do colageno e da
proliferacéo celular e inibicdo da angiogénese e da migracédo celular (Detmar
et al., 1997).

Nas cicatrizes cutaneas, a reducdo da angiogénese pode ser
confirmada pela observacao da coloracao local que, gradualmente, passa de
uma coloracdo rosada para um tom esbranquicado, gracas a reducdo da
vasculatura do tecido conjuntivo. Os anexos da pele, como os foliculos
pilosos e as glandulas sofrem uma reparacao limitada (Falanga et al., 1988).

E durante a fase de remodelamento que a forca ténsil da ferida
aumenta progressivamente, embora de maneira lenta. A elasticidade da
ferida aumenta aproximadamente 50% apOs cinco semanas. Uma cicatriz

cutanea completamente madura tem apenas 70% de resisténcia da pele
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normal, que € adquirida durante meses ou anos (Thornton et al., 1997; Witte
e Barbul, 1997; Singer e Clark, 1999).

A duracédo da fase de maturacdo depende de variaveis como idade e
estado nutricional do individuo, local da ferida, tipo de lesdo e duracédo dos
processos inflamatério e proliferativo (Stadelmann et al., 1998).

Cabe ressaltar novamente que os eventos envolvidos nas diferentes
etapas do processo cicatricial ocorrem de maneira simultdnea com a
participacdo conjunta de diferentes tipos celulares e mediadores

bioquimicos, conforme ilustra a figura 2.

Figura 2 - Representacdo da dinamica de eventos celulares envolvidos nas
diferentes fases da cicatrizacdo de uma ferida, mediados por fatores de
crescimento, na formagéo de tecido de granulagdo (adaptado de Goldman,

2004).
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2.2. Nutricéo e Cicatrizacao

Estado nutricional adequado é fator importante para lograr processo de
cicatrizacdo Otimo, pois a dinamica tecidual exige energia, substratos
plasticos provenientes de proteinas e micronutrientes (Roberts et al., 1998).

O processo de cicatrizacdo encontra-se prejudicado e mesmo
retardado em vigéncia de desnutricdo experimental e clinica (Law e Ellis,
1990; Zaizen et al., 1990; Himes, 1999). Em pacientes desnutridos, existe
diminuicdo do acumulo de hidroxiprolina, em relacdo a pacientes nutridos
(Haydock e Hill, 1986).

A desnutricdo protéica pode prejudicar a cicatrizacdo de feridas por
prolongar a fase inflamatoria, diminuir a sintese e proliferacao fibroblastica,
angiogénese e a sintese de colageno e proteoglicanos. Pode ainda reduzir a
forca ténsil de feridas, limitar a capacidade fagocitica de leucdcitos e
aumentar a taxa de infeccéo de feridas (Ruberg, 1984; Haydock et al., 1988;
Mayes e Gotshemitch, 1998). Essas manifestac6es foram comprovadas em
animais submetidos a restricdo protéica que apresentaram retardo na
cicatrizacdo de feridas (Kobak et al., 1947; Daly et al., 1972; Irvin, 1978).

Atualmente, a terapia nutricional pretende, ao lado de fornecer energia
e substratos nutricionais, influenciar de maneira farmacolégica funcgdes
organicas prejudicadas pelo estado patolégico do paciente, particularmente,

quando imunossupressdo e/ou hiperinflamagéo estdo presentes. Nessas

condicbes, a oferta enteral ou parenteral de nutrientes com funcdes
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imunomoduladoras se associam a beneficios como aumento da celularidade
e promocéao de funcdes imunoldgicas (Suchner et al., 2000).

O objetivo da terapia nutricional na cicatrizacdo de feridas € prevenir ou
repor a deplecdo dos nutrientes essenciais ao organismo, aumentar a
velocidade e a qualidade da cicatrizacdo e reduzir riscos de infeccbes e
outros problemas que possam retardar e/ou prejudicar o processo de reparo
tecidual e aumentar o tempo de internacdo hospitalar (Kiyama et al., 1998;
Moreira, 2000).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que a nutricdo enteral
precoce apés dano tecidual pode ser favoravel ao processo de cicatrizagao
(Delany et al., 1990; Schroeder et al.,, 1991; Zaloga et al., 1992), quando
comparada a nutricdo parenteral (Kiyama et al., 1998). Nesse sentido, torna-
se de especial interesse estudar o emprego de formulacdes enterais
enriguecidas de arginina e nutrientes antioxidantes como zinco, selénio,
vitamina C, que podem otimizar o processo cicatricial e reduzir 0s riscos

envolvidos na infeccdo de feridas.

Arginina

A arginina pode modular importantes atividades bioldgicas, funcdes
metabdlicas e imunoldgicas. O organismo, sob condi¢cdes de trauma grave,
necessita de maior quantidade desse nutriente, que passa a ser classificado
como aminoacido condicionalmente essencial (Witte e Barbul, 2003;

Stechimiller et al., 2005).
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A arginina atua como agente timotroéfico, estimulante da resposta das
células T, e aumenta a resposta fibroblastica durante o processo de
reparacao de tecidos (Witte e Barbul, 2003).

A arginina corpOrea pode ser obtida por via oral e por sintese
endogena. Apls a ingestdo de arginina, 40% sofre degradacéo intestinal
pela arginase e o restante é absorvido via portal (Sitren e Fischer, 1977). O
catabolismo protéico ndo contribui para a producdo de arginina e o6xido
nitrico (NO) e, por isso em situacdes de estresse grave, ha necessidade de
suplementar arginina (Williams et al., 2002; Witte et al., 2002).

A maior fonte precursora para a sintese da arginina € a citrulina
circulante e também a citrulina obtida a partir dos aminoacidos prolina,
glutamato e glutamina no intestino (Wu, 1998).

A arginina participa na sintese protéica, como substrato no ciclo da
uréia e producdo de Oxido nitrico (NO). Também é substrato para ornitina,
precursora de poliaminas e outras moléculas envolvidas na cicatrizacao e
regeneracao tecidual (Mills, 2001). A arginina age, indiretamente, na inducao
da secrecdo do fator de crescimento insulina simile (IGF-1), importante
proteina para o crescimento celular. O IGF-1 induz a enzima ornitina
descarboxilase (ODC), fator limitante na sintese de poliaminas, fundamental
na divisdo, diferenciacdo e crescimento celular (Zaloga et al.,, 2004;
Langkamp-Henken et al., 1998). As poliaminas sao importantes para
angiogénese e apresentam fungfes antioxidantes ao proteger as células de

danos decorrentes do estresse oxidativo (lgarashi et al., 2000).
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Durante o processo cicatricial, a degradacao da arginina, sinalizada por
citocinas e fatores de crescimento (Albina et al., 1990; Alderton et al., 2001),
é direcionada para duas diferentes vias, via 0xido nitrico sintase (NOS) e via
arginase (Abd-El-Aleem et al., 2000) (Figura 3). A enzima NOS apresenta 3
isoformas que sao expressas na pele (Frank et al., 2002) por diferentes tipos
celulares como queratindcitos, melandcitos, fibroblastos, capilares
endoteliais e macréfagos (DeGeorge et al., 1997). A sintese maxima de NOS
€ 24 a 72 horas pos-trauma e tem como produto final o NO e citrulina (Singer
e Clark, 1999; Frank et al., 2002). O NO age no aumento da permeabilidade
vascular, angiogénese. Possui acdo citotoxica na eliminacdo de bactérias
presentes no local da ferida e induz a formacédo de colageno, quando
produzido por fibroblastos (Schaeffer et al., 1999; Witte e Barbul, 2003).

A via arginase ocorre, em geral, 72 horas apds trauma, com a
diminuicdo na producédo de NO. Existem 2 tipos de arginase, a arginase tipo
| € muito expressa no citoplasma hepético e participa do ciclo da uréia,
enquanto a enzima arginase tipo Il € de localizacdo mitocondrial no tecido
extra-hepatico (Evoy et al., 1998; Zaloga et al., 2004), sendo que ambas
participam na degradacdo de arginina em ornitina. A arginase | apresenta
maior atividade na producdo de poliaminas enquanto a arginase Il esta
direcionada para sintese de arginina a ornitina, prolina e glutamato (Shi et
al., 2002; Witte e Barbul, 2003).

A acéo in vitro da arginina sobre a sintese de colageno ainda ndo esta
bem definida. Evidéncias sugerem que os efeitos possam ser mediados por

meio da sintese de NO, embora, a sintese de colageno pelos fibroblastos



22

nao ocorra em concomitancia com a inducao de sintese de NO (Witte et al.,
2000).

O NO pode afetar também o0 processo cicatricial ao participar na
regulacdo de algumas metaloproteinases geradas por fibroblastos e
expressas durante a fase de remodelamento. Assim, a funcéo da arginina na
cicatrizacdo é em parte dependente do NO (Agren, 1994).

O efeito da suplementacdo de arginina nao esta relacionado ao
aumento na producdo de NO, embora descrevam-se aumento nos niveis
plasmaticos de arginina e metabodlitos do NO apds a suplementacdo de
arginina (Wu et al., 1999). A deficiéncia de arginina plasmatica ndo influencia
diretamente a diminuicdo da sintese de NO, sugerindo que o pool de
arginina endogena seja suficiente para a sintese de NO (Castillo et al.,
1995). Desconhecemos se baixas taxas de arginina tecidual possa ser fator
limitante para a sintese local de NO (Witte e Barbul, 2003).

A suplementacdo de arginina parece ter efeito favoravel sobre o
aumento da funcéo imunoldgica e na cicatrizagdo de feridas. Neste sentido,
Kirk et al. (1993) realizaram um estudo randomizado e duplo-cego para
investigar o efeito da suplementacdo oral de arginina (17 gramas de L-
arginina) sobre a cicatrizacdo e funcdo de células T. Foram avaliados 45
voluntarios sadios com idade acima de 65 anos (21 mulheres e 24 homens)
que se submeteram & insercdo de um cateter de polivinil-alcool na regido
dorsal para avaliar a resposta fibroblastica, o conteido de hidroxiprolina e
proteinas totais. Apds duas semanas, 0 grupo suplementado com arginina

apresentou aumento significativo de hidroxiprolina, quantidade total de
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proteinas e maior resposta dos linfocitos periféricos a estimulagcéo
mitogénica ou ialogénica. Os niveis séricos de IGF-1 também foram

significativamente maiores no grupo suplementado.

Figura 3 - Representacdo do metabolismo da arginina (adaptado de Witte e

Barbul, 2003; Stechmiller et al., 2005).
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Nutrientes Antioxidantes

A vitamina C possui acao antioxidante e melhora a funcéo imunologica.
Portanto, na presenca de trauma, suas necessidades podem estar
aumentadas, pois nessa fase ha aumento na demanda metabodlica para
manutencdo do sistema imunoldgico e sintese de novos tecidos (Mackay e
Miller, 2003).

O papel da vitamina C durante o processo de cicatrizacdo é
fundamental, pois atua como co-fator para a sintese de colageno,
proteoglicanos e outros componentes da MEC, como vasos sanguineos
responsaveis pelo fornecimento de nutrientes para os tecidos em formacao
(Porto Da Rocha et al., 2002; Ruberg, 2003; Kaplan et al., 2004). Além disso,
a vitamina C é necesséaria para a hidroxilacdo eficiente de residuos de
prolina e lisina, para a formacao e liberacdo do procolageno e subsequente
conversdo em colageno e aumenta a funcdo dos neutréfilos que participam
na prevencao de infeccbes (Gross, 2000).

A deficiéncia de vitamina C causa alteracfes nas fibras colagenas e na
MEC que podem levar a manifestacdes cutaneas, baixa adesédo de células
endoteliais e diminuicdo da tenséo elastica das fibras teciduais. Como a
cicatrizacdo depende parcialmente da oxidagcédo de vitamina C, a deplecdo
desta vitamina pode retardar o processo cicatricial (Goetzl et al., 1974;
Nicosia et al., 1991).

A vitamina E é lipossoluvel e se acumula como importante agente

estabilizador da membrana celular (Mayes & Gotshemitch, 1998; Ruberg,
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2003; Mackay e Miller, 2003), protegendo-a dos efeitos oxidantes de radicais
livres sobre sua camada fosfolipidica (Havlik, 1997; Hamilton, 2000).

Os efeitos benéficos da vitamina E podem estar relacionados de forma
direta no processo de reparo e regeneracao tecidual, ou até mesmo de
forma indireta, através dos efeitos desse nutriente sobre o sistema
imunologico (Gray, 2003) e por agir como antioxidante lipolitico na
prevencao da peroxidacéao lipidica e maior estabilidade da membrana celular
(Havlik, 1997).

Musalmah et al. (2002) avaliaram os efeitos da suplementacéo oral de
alfa-tocoferol como agente antioxidante e no fechamento de feridas em ratos
diabéticos com ferida dorsal. Verificaram que a suplementacédo de vitamina E
agiu como antioxidante, por reduzir os niveis plasmaticos de malondialdeido
(MDA) e aumentar a atividade da glutationa peroxidase, e acelerou o
fechamento da ferida, ao comparar com ratos sem suplementacdo de
tocoferol.

Durante o reparo tecidual, pode haver declinio nos niveis séricos de
zinco devido ao seu maior recrutamento para o processo cicatricial. Outros
fatores que contribuem para deplecdo de zinco incluem diarréia cronica,
desnutricdo protéico-caldrica, fistula intestinal de alto débito, ma absorcéo,
uso crénico de corticéides e a prépria ingestdo insuficiente desse mineral
(Moreira, 2000).

O zinco € um mineral trago essencial para divisdo celular, sintese de
acido desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucléico (RNA) e de proteinas

necessarias no processo de cicatrizacdo de tecidos. Aproximadamente 300
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enzimas necessitam de zinco para realizar suas funcbes (Prasad, 1995;
Ruberg, 2003).

A deficiéncia de zinco esta associada a perda de elasticidade do tecido,
baixa resisténcia do sistema imunolégico por declinio dos linfocitos e células
natural killers (NK), reducdo da taxa de epitelizacdo e da funcéo fibroblastica
e, provavelmente, enfraquecimento de células da superficie da ferida
(Fernandez-Madrid et al., 1973; Agren et al., 1990).

Moraes et al. (2000) avaliaram a influéncia da suplementacao dietética
de cromo e Oxido de zinco na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos
normais e diabéticos. Foram retirados fragmentos de pele dorsal dos animais
no 15° 22° e 36° dias apOs tratamento com O6xido de zinco e cromo
adicionados a agua. No 22° dia de avaliacdo, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos na reducédo da area das feridas. No 36° dia pos-
trauma os ratos diabéticos tratados com zinco e cromo apresentaram areas
das feridas operatorias significativamente menores que 0s animais controles.

O selénio atua no sistema de defesa antioxidante celular, que envolve
fatores enziméticos (superéxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase, catalase, tireodoxina redutase) e nao-enzimaticos (glutationa e
acido urico) (Munz et al., 1997).

Gumustekin et al. (2004) avaliaram o efeito da falta seguida da
reposicdo de selénio e nicotina sobre a cicatrizacdo cutanea em ratos
submetidos a queimadura. Os resultados demonstraram, através de andlises
microscopicas realizadas no local da lesdo, maior nimero de fibroblastos e

vasos sanguineos no grupo com suplementacdo de selénio. Além disso,
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houve aumento da quantidade de leucdcitos e de imunoglobulina G (IgG)
nos ratos com reposi¢cao de nicotina, quando comparado com os que foram
realimentados com selénio. Os autores concluiram que a suplementacao de
selénio, quando comparada a suplementacdo de nicotina, pode acelerar o
processo cicatricial por prevenir a peroxidacao lipidica e o estresse oxidativo

induzido pela nicotina.



3. JUSTIFICATIVA
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3. JUSTIFICATIVA

O principal objetivo a ser alcancado no tratamento de feridas que
necessitam de cicatrizacdo é o seu rapido fechamento e o estabelecimento
de cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria (Singer e Clark, 1999).

Considerando-se que o estado nutricional pode interferir no processo
cicatricial e que nutrientes como arginina e alguns minerais e vitaminas com
efeitos reconhecidamente antioxidantes podem promover etapas desse
processo, torna-se de especial interesse avaliar o real impacto desses
nutrientes na cicatrizacdo frente a diferentes condicbes nutricionais e
compreender alguns mecanismos celulares e moleculares envolvidos entre
nutricdo e cicatrizacao de feridas.

Modelos experimentais sdo Uteis para a pesquisa de cicatrizacdo, pois,
resguardando o0s aspectos éticos, permitem criar em laboratério de
investigacdo condi¢cdes que se assemelham as encontradas na pratica
clinica.

Nesse sentido, o presente estudo buscou avaliar o efeito da oferta de
dieta enteral suplementada com arginina e nutrientes antioxidantes sobre
variaveis relacionadas ao processo de cicatrizacdo de feridas em ratos sob

diferentes condi¢fes nutricionais.



4. OBJETIVOS
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Verificar a influéncia da administracdo de dieta enteral suplementada
com arginina, selénio, zinco, vitaminas E e C sobre variaveis envolvidas no
processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos nutridos e

previamente desnutridos.

4.2. Objetivos especificos

Avaliar, seqiencialmente, no tecido de granulacédo de feridas cutaneas
de ratos nutridos e previamente desnutridos, os efeitos de dieta enteral

suplementada com arginina, selénio, zinco, vitamina E e C sobre:

- Contracao da ferida cutanea

- Modificacdes histolégicas

- Colageno total

- Presenca de miofibroblastos

- Expressdo génica dos fatores de crescimento TGF-f1, VEGF-q,
PDGF-a, KGF e dos colagenos tipo | e Ill (somente no 7° dia pos-

trauma)



5. METODOS
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5. METODOS

5.1. Local das Atividades Experimentais

As atividades da presente pesquisa foram desenvolvidas no Grupo de
Metabologia e Nutricdo em Cirurgia - Metanutri no Laboratério de Fisiologia e
Disturbios Esfincterianos (LIM 35), da Disciplina de Cirurgia do Aparelho
Digestivo do Departamento de Gastroenterologia, em parceria com 0
Laboratério de Nutricio Humana e Doencas Metabdlicas (LIM 25) da
Disciplina de Endocrinologia do Departamento de Clinica Médica e com o
Laboratério de Oncologia Experimental da Disciplina de Oncologia do
Departamento de Radiologia (LIM 24) da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

5.2. Planejamento Experimental

A influéncia de uma dieta enteral suplementada com arginina, selénio,
zinco, vitaminas E e C sobre o processo de cicatrizacdo cutanea foi avaliada
em ratos adultos isogénicos nutridos e previamente desnutridos. Apos
periodo de adaptacdo ao ambiente de pesquisa, 0s animais foram
aleatoriamente distribuidos em grupos desnutridos ou mantidos nutridos, e
submetidos a gastrostomia cirargica para acesso nutricional enteral e a

lesbes cutdneas dorsais padronizadas. A seguir, 0s animais foram
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novamente distribuidos de forma aleatéria, em diferentes grupos
experimentais de acordo com o tratamento nutricional pos-trauma (PT). A
evolucdo clinica dos ratos foi diariamente acompanhada, com controle da
administracdo da solucdo enteral, da ingestdo da dieta oral e do peso
corporeo. No 7° e 14° dias pds-trauma, avaliou-se a area de leséo e realizou-
se coleta do tecido de granulacdo das feridas cutaneas. As amostras
coletadas foram submetidas a analises histologicas, imuno-histoquimicas e
dosagens moleculares.

ilustra as atividades desenvolvidas ao

A figura 4 longo dos

experimentos.

Figura 4 - Esquema ilustrativo dos procedimentos realizados no decorrer do

projeto.
- 14 dias 7° e 14° dias pOs-trauma
| Desnutricéo e Nutricéo ” Monitorizacédo da Nutrigdo
Mensuracéo Acompanhamento DIA O 1°ao 14°dia PT 7°dia PT
do peso periddico do peso Dia da Cirurgia
corporeo corpéreo Administracdo Coleta do tecido
inicial do Gastrostomia; Nutricéo de granulacéo
animal Nutri¢éo (NE/SF e VO)
ou Les&o Dorsal; 14°dia PT
Desnutricao Acompanhamento
(Perda de peso Rehidratagéo da evolucéo Peso corpéreo
corporeo final de subcutanea com clinica do animal final do animal
12 a 15%) solucéo fisioldgica
0,9% Sacrificio
Coleta do tecido

de granulacao
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5.3. Animais

Foram utilizados 65 ratos isogénicos, da cepa Lewis, machos, adultos e
com peso entre 250 e 350 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo da

Universidade de Campinas (UNICAMP).

5.4. Adaptacdo ao ambiente de pesquisa

Previamente aos procedimentos experimentais, 0s animais foram
transferidos para gaiolas metabdlicas individuais e mantidos em temperatura
de 21°C, sob ciclos diurnos/noturnos de luz e com livre acesso a agua e
racdo purificada AIN-93M (Rhoster Industria e Comércio Ltda, Vargem
Grande Paulista - Sdo Paulo, Brasil) (Tabela 1) pelo periodo de sete dias,

para se adaptarem ao ambiente de pesquisa.
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Tabela 1 - Composicao da dieta oral padréo purificada formulada para ratos

adultos (AIN-93). Concentracao expressa em g/kg de dieta. Segundo Reeves et

al., 1993.

Componentes Quantidades (q)
Carboidratos
Amido de Milho 465,69
Amido de Milho Dextrinizado 155,00
Sacarose 100,00
Celulose Microfibra 50,00

Proteina e Aminoacidos

Caseina 140,00

L-Cistina 1,80
Lipidios

;Fggg:zgdsl%?ac;le Cadeia Longa 40,00
Mistura de Sais

Mix Salina AIN-93 M 35,00
Mistura de Vitaminas

Mix Vitaminico AIN-93 M 10,00

Bitartarato de Colina 2,50

Tert-Butilhidroquinona 0,008
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5.5. Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais previstos no protocolo do estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Todos os animais receberam cuidado adequado
para minimizar a presenca e intensidade de dor, decorrente do ato cirdrgico

e da presenca de ferida.

5.5.1. Desnutricéo

Apoés o periodo de adaptacdo, um grupo de animais foi designado a
desnutricdo, recebendo 50% do total em gramas da dieta purificada padréo
AIN-93M (Tabela 1) ingerida pelos animais que compuseram o grupo nutrido
e que receberam a mesma dieta ad libitum. Durante o periodo de
desnutricdo, os animais permaneceram em gaiolas metabdlicas individuais e
foram pesados diariamente. Os animais foram considerados desnutridos
qguando atingiram perda de peso corpéreo entre 12 e 15%, em relacdo ao

peso corpoéreo inicial, que ocorreu 14 dias apos restricdo alimentar.
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5.5.2. Procedimentos Cirurgicos

5.5.2.1. Anestesia

Previamente aos procedimentos cirargicos, os animais foram pesados
em balanca digital (Marte Balancas®), com o auxilio de um recipiente de
peso previamente conhecido e anestesiados por injecéo intraperitoneal de
100 mg/Kg de peso corpéreo de Cloridrato de Ketamine (Ketalar®/Parke-
Davis) e 2% de Cloridrato de Xilazina (Rumpun®/Bayer), com seringa de 1,0
ml e agulha de insulina. Apés anestesia, os animais foram submetidos a
tricotomia da regido cervical, abdominal e dorsal seguida de
antissepsiaantisepsia local, com uso de agua, detergente neutro e &alcool
70%.

Um grupo de animais nutridos e outro de desnutridos ndo foram
submetidos aos procedimentos cirirgicos, servindo de controle ao estresse

cirargico.

5.5.2.2. Gastrostomia

Para inicio dos procedimentos cirlrgicos, posicionou-se o animal
anestesiado em decubito dorsal sobre tabua de disseccdo coberta por
campo cirargico estéril. Realizou-se incisdo cirargica na linha média da
regido abdominal, que se estendeu do apéndice xiféide a cicatriz umbilical. A

seguir, realizou-se tunel subcutdaneo a partir da regido paramediana
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esquerda em direcdo a regido retroauricular e se exteriorizou o cateter de
gastrostomia por esse tunel. A parte distal do cateter de gastrostomia foi
acoplada a uma peca intermediaria metélica dotada de uma agulha curva e
fixa a pele por sutura com pontos separados com fio mononylon 3-0 (Ethicon
Indastria e Comércio).

Apos identificacdo do estbmago, realizou-se uma abertura na regido do
corpo gastrico, por onde se introduziu um cateter de silicone tipo silastic n°
602-175 (D’Altomare Quimica Ltda. — S&o Paulo). Fixou-se o cateter no
estbmago por meio de sutura seromuscular em bolsa de tabaco com fio
mononylon 4-0 (Ethicon Indastria e Comércio). Fixou-se a regido gastrica
peri gastrostomia ao peritdbneo parietal por meio de 4 pontos separados com
fio de sutura mononylon 4-0 (Ethicon Industria e Comércio) (Figuras 5 a 10).

Apds o término dos procedimentos cirdrgicos, os ratos foram colocados
em gaiolas metabdlicas individuais. A peca metalica intermediaria foi
conectada a um dispositivo giratorio (swivel) de livre movimentacéo
(Yamagushi et al., 1989; Galizia et al., 2005). O swivel, por sua vez, foi
conectado a um tubo intermediario de polietieno com a extremidade
adaptada para conexdo a equipo com bureta graduada (Burette Micro Pump
Set - Abbott - Vented 124 Inch) ligada a bomba de infuséo (Life Care Pump —

Abbott) (Figuras 11 e 12).



Figura 5 - Passagem do cateter Figura 6 - Tunelizacdo do cateter

pela parede muscular abdominal para regido retroauricular

Figura 7 - Abertura na regiao do Figura 8 - Inserc&o e sutura do

corpo gastrico cateter no estbmago

Figura 9 - Fixacdo do estdbmago na Figura 10 - Aspecto final do animal

parede abdominal apds gastrostomia apoés gastrostomia e sutura da
peca metalica

40
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Figura 11 - Gaioleiro metabdlico (Nalgene®
Brand Products, Rochester, Nova lorque - US)

e bombas de infusdo ao lado

Figura 12 - Animal com swivel em

gaioleiro metabdlico individual
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5.5.2.3. Lesao Cutanea Dorsal

ApOs realizagdo da gastrostomia, os animais, ainda sob efeito
anestésico, foram posicionados e fixos em decubito ventral horizontal para
demarcar quatro areas circulares identificadas como A, B, C e D (Figura 13).
O didmetro de cada circulo mediu 1,3 centimetro (cm), com espacamento de
0,5 cm entre as lesdes proximais (A e B), 0,5 cm entre as distais (C e D) e
1,5 cm entre as proximais e distais. Apés demarcacao dos circulos, com
carimbo desenvolvido especialmente para esta finalidade, realizou-se a
incisdo e excisdo da pele, com auxilio de uma pinca e tesoura, removendo-
se todas as camadas da pele, até a exposicdo da fasciafaseia muscular

dorsal.

Figura 13 - Lesé&o cutanea dorsal e

respectivas identificag8es
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5.6. Grupos Experimentais

AplOs as intervencbes cirargicas, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em diferentes grupos experimentais. Com excecdo dos
animais controles nutridos e desnutridos que nao foram submetidos as
intervencdes cirdrgicas, todos os demais animais receberam dieta via oral,
nutricdo enteral ou solucao fisioldgica via gastrostomia e agua ad libitum. Os
diferentes grupos experimentais do presente estudo encontram-se na tabela

2.
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Tabela 2 - Grupos Experimentais

Grupos Animais (n) Descrigao
Controle N 04 Ratos nutridos”
Controle DN 04 Ratos desnutridos™
N(VO) 10 Ratos nutridos + G (SF) + VO
N(DP) 10 Ratos nutridos + G (Dieta P) + VO
N(DS) 10 Ratos nutridos + G (Dieta S) + VO
PD(VO) 09 Ratos desnutridos + G (SF) + VO
PD(DP) 09 Ratos desnutridos + G (Dieta P) + VO
PD(DS) 09 Ratos desnutridos + G (Dieta S) + VO

# Ratos nutridos sem intervencao cirirgica e leséo cuténea dorsal

## Ratos desnutridos sem intervencéo cirrgica e lesao cuténea dorsal

N = Nutrido

DN = Desnutrido
PD = Previamente desnutridos

G = Gastrostomia

SF = Solucao fisiolégica (Cloreto de Sédio a 0,9%")

VO = Dieta oral padrédo (AIN-93M™)

Dieta P = Dieta enteral padréo (Hiper Diet Multifiber™)

Dieta S = Dieta enteral suplementada com arginina e antioxidantes (Cubison™)

* Baxter Hospitalar Ltda.

** Rhoster Industria e Comércio Ltda.

*** Nutricia NV Holanda — Support Produtos Nutricionais Ltda.
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5.6.1. Nutricdo Pos-Trauma

Grupos N(VO) e PD(VO)

A partir do 1° dia de pds-trauma, 0s animais pertencentes a estes
grupos receberam diariamente em torno de 16 gramas de dieta oral AIN-93
(tabela 1) e administracdo de solucao fisiologica, via gastrostomia, que teve

seu volume aumentado gradativamente (tabela 3).

Grupos N(DP) e PD(DP)

A partir do 1° dia de pés-trauma, 0s animais pertencentes a estes
grupos receberam diariamente em torno de 4 gramas de dieta oral AIN-93M
(tabela 1) e dieta enteral padrdo (Hiper Diet Multifiber®), via gastrostomia,
que teve seu volume aumentado gradativamente (tabela 3). A composicéo

da dieta enteral padréo encontra-se descrita na tabela 4.

Grupos N(DS) e PD(DS)

Os animais pertencentes a estes grupos, apds o0s procedimentos
cirdrgicos receberam diariamente, a partir do 1° dia de poés-trauma,
aproximadamente, 4 gramas de dieta via oral AIN-93M (tabela 1) e dieta

enteral suplementada com arginina e antioxidantes (Cubison® via
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gastrostomia, que teve seu volume aumentado gradativamente (tabela 3). A

composicdo da dieta enteral Cubison® encontra-se descrita na tabela 4.

Tabela 3 - Velocidade e volume de administracdo enteral dos diferentes

grupos no periodo pos-trauma (PT).

Velocidade de Volume Administrado

Periodo Pés-trauma Administracgéo (ml/dia)
(mli/h)
Dia Cirurgia* 0,3 7.2
10 dia PT 0,5 120
20 dia PT 1,0 240
3° dia PT 1,5 36,0
4 dia PT 2,0 48,0
50 a0 14° dia PT 2,5 60,0

* No dia do trauma todos os animais, independente do grupo experimental,
receberam pela gastrostomia glicose a 5% (Baxter Hospitalar Ltda) na
velocidade de 0,3 ml/h.



Tabela 4

Composicdo das dietas enterais
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industrializadas

administradas via gastrostomia. Quantidade expressa por ml de dieta.

Dieta Suplementada

Dieta Padrao

Nutrientes
Cubison® Hiper diet multifiber®

Energia 1 Kcal 1 Kcal
Proteina 0,055 g 0,040 g
Nitrogénio 0,006 g 0,006 g
Arginina 0,003 g -
Lipidios 0,033 g 0,039 g
Carboidratos 0,125¢g 0,123 g
Fibras dietéticas 0,015¢g 0,015¢g
Minerais
Saédio 1,000 mg 1,000 mg
Potassio 1,500 mg 1,500 mg
Cloro 1,250 mg 1,250 mg
Calcio 0,800 mg 0,800 mg
Fosforo 0,720 mg 0,720 mg
Magnésio 0,230 mg 0,230 mg
Oligoelementos
Ferro 0,016 mg 0,016 mg
Zinco 0,020 mg 0,012 mg
Cobre 2,000 png 1,800 ng
Manganés 0,004 mg 0,003 mg
Flaor 0,001 mg 0,001 mg
Molibdénio 0,100 pg 0,100 pg
Selénio 0,096 ng 0,057 ug
Cromo 0,067 ng 0,067 ug
lodo 0,130 ng 0,130 pg
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Dieta Suplementada

Dieta Padréo

Nutrientes
Cubison® Hiper diet Multifiber®

Vitaminas

Vitamina A 0,820 ng 0,820 pg
Carotendides 0,002 mg 0,002 mg
Vitamina D 0,007 ng 0,007 ng
Vitamina E 0,075 mg 0,013 mg
Vitamina K 0,053 png 0,053 pg
Tiamina 0,002 mg 0,002 mg
Riboflavina B2 0,002 mg 0,002 mg
Niacina 0,018 mg 0,018 mg
Acido Pantoténico 0,005 mg 0,005 mg
Vitamina B6 0,002 mg 0,002 mg
Acido félico 0,300 pug 0,270 pg
Vitamina B12 0,002 png 0,002 pg
Biotina 0,040 ng 0,040 pg
Vitamina C 0,380 mg 0,100 mg
Colina 0,370 mg 0,370 mg
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5.7. Monitorizacdo dos Animais

As informacdes de peso corporeo, administracdo por via gastrostomia,
ingestdo alimentar, ingestdo de agua, estado clinico do animal e
caracteristicas das fezes e urina foram registradas ao longo de todo o
experimento (desde os procedimentos de nutricdo e desnutricdo até o dia do

sacrificio do animal) em fichas individualizadas.

5.7.1. Administracdo por Via Gastrostomia e Ingestdo Alimentar no

Periodo P6s-Trauma

As dietas enterais ou solucéo fisiologica foram administradas de forma
continua, via gastrostomia, com auxilio de bomba de infusédo de alta preciséo
(Life Care Pump — Abbott). A quantidade administrada foi monitorada
individualmente e diariamente e registrada pela bomba de infusdo, através
da diferenca entre volume inicial (ml) e o volume apés 24 horas (ml) da
solucéo adicionada em bureta graduada (Burette Micro Pump Set - Abbott -
Vented 124 Inch).

A ingestdo de dieta oral pelos animais foi avaliada individualmente e
diariamente, através da diferenca entre o peso da dieta ofertada (gramas) e
peso da dieta encontrada ap0s 24 horas (gramas) no reservatoério alimentar
individual.

Foram calculadas as quantidades totais de calorias, nitrogénio,

arginina, selénio, zinco, vitamina C e E, que corresponderam as quantidades
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administradas por via gastrostomia e ingeridas por via oral. Apos obtencéo
das quantidades dos nutrientes ofertados, diariamente, aos animais ao longo

do experimento, realizou-se a média aritmética de cada grupo experimental.

5.7.2. Variacao Percentual de Peso Corporeo Pos-Trauma

Para determinacdo da variacdo percentual de peso corporeo, 0S
animais foram pesados em balanca digital (Marte Balangcas®), com o auxilio
de um recipiente de peso previamente conhecido, no dia da cirurgia e 14°
dia pés-trauma. A variacdo percentagem do peso corporeo, de cada animal,
foi calculada pela diferenca entre peso corpéreo final (14° dia PT) e peso
corpéreo inicial (dia da cirurgia), dividida pelo peso corpéreo inicial e
considerada positiva se houve ganho e negativa se houve perda de peso.
Por fim, calculou-se a média de variacao percentual de peso de cada grupo
experimental, somando-se as variagdes de peso individuais dos animais e

dividindo-se pelo nimero de ratos de cada grupo.
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5.8. Coleta de Tecido e Sacrificio dos Animais

A coleta do tecido de granulacdo das feridas cutaneas dorsais foi
padronizada: as duas lesdes distais (A e B) no 7° dia e as duas lesdes
proximais restantes (C e D) no 14° dia pds-trauma.

No 7° dia pos-trauma os animais foram pesados e anestesiados,
conforme descrito no item 5.5.2.1. Procedeu-se excisdo completa da leséo
“A” incluindo porgao de pele normal que se encontrava presente ao redor da
lesdo. Este fragmento “A” (pele normal + tecido de granulagao) foi cortado
ao meio, fixado e armazenado para a realizacdo de analises histolégicas e
imuno-histoquimicas. A lesao cutanea “B” retirada conteve apenas tecido de
granulacdo e foi armazenada em nitrogénio liquido, para estudo da
expressao génica. Apos a retirada das amostras “A e B”, realizou-se sutura
continua em todos os planos com mononylon 4-0 (Ethicon Industria e
Comeércio), obtendo-se aproximacdo completa das bordas da ferida

No 14° dia poés-trauma procedeu-se anestesia, retirada e
armazenamento das lesdes “C e D”, conforme descrito para as lesdes A e B.
A lesado C (pele normal + tecido de granulacéo) foi dividida ao meio, fixada e
destinada as analises histologicas e imuno-histoquimicas. A lesao “D”
conteve apenas tecido de granulacdo e foi armazenada para futuras analises
de biologia molecular. Apds a retirada das duas lesbes restantes (C e D),
todos os animais que compuseram os diferentes grupos experimentais foram

sacrificados por meio de exsanguinagéo obtido por puncao cardiaca.
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5.9. Medida da Area Digitalizada da Les&o Cutanea

A captacdo das imagens digitais das lesGes cutaneas foi realizada no
momento do trauma (dia zero) e no 7° e 14° dias pos-trauma. Desenhou-se
no dia do trauma, a silhueta de cada animal (Figura 14). Nos 7° e 14° dias
pos-trauma, 0s animais anestesiados foram contidos em uma tabua de
cortica sobre a sua silhueta em molde de papel. Procedeu-se a captacao de
imagens das lesdes cutaneas, com o auxilio de uma camera fotografica
digital (Sony Digital Mavica 1.3 Mega Pixels — MPEGMOVIE) fixada em um
suporte especifico para maquina fotografica (Figura 15). O registro
fotografico das imagens foi realizado de maneira uniforme para os diferentes
ratos, mantendo-se uma distancia de 62 cm entre a camera digital e a tabua
de cortica para, juntamente com o molde confeccionado para cada animal,
evitar diferencas de tamanho da lesé@o nas fotos. As imagens captadas foram
gravadas em disquete e posteriormente transferidas para um
microcomputador Pentium 1V 1.4 Ghz.

Os célculos de area da lesdo foram realizados com o auxilio do
software de imagens ImageJ 1.29x, disponivel para dominio publico no site

http://rsb.info.nih.gov/ij/, National Institute of Health — USA. Com auxilio de

um mouse, procedeu-se o contorno manual da imagem, e estabeleceu-se
uma unidade aleatéria (pixels), que possibilitou a obtencdo de um valor
numerico correspondente a area de cada lesdo cutanea analisada.

Apds os valores absolutos terem sido transformados em porcentagem,

para o 7° dia pOs-trauma, estabeleceu-se a média aritmética das quatro


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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medidas obtidas de cada area das 4 lesdes cutaneas. Para o 14° dia pés-
trauma, realizou-se a média aritmética das duas lesbes cutaneas restantes.
Para a obtencdo das médias de cada grupo, somaram-se as médias de cada
rato e dividiu-se o resultado encontrado pelo nimero de animais presentes

no grupo.

Figura 14 - Exemplo de silhueta desenhada
para facilitar a fixacdo do animal e padronizar
a captacédo de imagens

Figura 15 - Mesa com suporte para
camera fotogréfica digital e rato
posicionado para registro fotogréafico
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5.10. Andlise Histoldgica e Imuno-histoquimica

Juntamente com a amostra de tecido de granulacdo, em ambos 0s
periodos de 7° e 14° dias pos-trauma, foi retirado parte do tecido da pele que
compreende area adjacente a lesdo, que serviu de controle nas analises
histolégicas e imuno-histoquimica.

As amostras destinadas as analises histologicas foram separadas em
frascos identificados e fixadas em formalina 10% tamponada com sais de
fosfato. Em seguida foram encaminhadas para processamento histologico e
inclusdo em parafina. Os blocos foram cortados com trés micra de
espessura e utilizados para coloracdo de hematoxilina-eosina, picrossirius e
imuno-histoquimica. As amostras destinadas as reacbes de imuno-
histoquimica foram preparadas em laminas tratadas com 3-
Aminopropyltriethoxy-silano (Sigma A3648, EUA) e deixadas por 24 horas

em estufa a 60°C.

5.10.1. Avaliacdo Microscépica do Tecido de Granulagéo

Aspectos relacionados a cicatrizagcdo do tecido foram verificados
microscopicamente, utilizando-se método quantitativo, qualitativo e
semiquantitativo, para avaliagdo do grau de recuperacdo do epitélio e do
estroma atraves da coloragcdo de hematoxilina-eosina e picossirius.
Adicionalmente, utilizamos método imuno-histoquimico para identificacdo de

miofibroblastos no parénquima cicatricial.
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5.10.1.1. Coloracéao pela Hematoxilina-Eosina (HE)

Cada lamina pertencente a cada rato contendo as reacdes histologicas
foram avaliadas em microscopio optico (NIKKON - JAPAN e Zeiss - Modelo
Standard), independentemente por dois observadores. Cada observador
definiu 5 campos, dispostos no tecido de granulacdo, examinados
inicialmente em aumento panoramico para a identificacdo dos melhores
campos representativos da lesdo e, a seguir, para avaliacdo, foram
analisados sob aumentos de 200x a 400x, dependendo do parametro em
guestao.

A fim de avaliar o grau de recuperacédo do tecido, foram avaliados os
seguintes parametros morfologicos do tecido de granulacdo dos animais dos
diferentes grupos experimentais: contagem diferencial de vascularizacédo e
células inflamatérias (neutréfilos, linfécitos e macréfagos) e o parametro de
intensidade do infiltrado inflamatério foi categorizado em escala de zero (0) a
trés (3+) cruzes, sendo 0 = auséncia; 1 = pouco; 2 = moderado e 3 =
intenso.

Parametros qualitativos do tecido também foram avaliados
microscopicamente em escala categoérica: epitelizacdo da epiderme
(completa/incompleta), espessura do epitélio (fino/médio/espesso),
recomposicdo da derme (total/parcial), prevaléncia de componentes
celulares (fibroblastos/fibrocitos) e qualidade do ndcleo dos fibroblastos

(denso/frouxo).
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5.10.1.2. Coloracéao pelo Picrossirius

A quantificacdo do colageno total presente no tecido de granulacéo foi
realizada com a utilizacdo de um sistema de analise de imagens, constituido
pelo software Image-Pro Plus 4.1 para Windows (Media Cybernetics — Silver
Spring, MD, EUA), instalado em um microcomputador PC, conectado a uma
camera digital (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor Company of
Japan Limited, Japdo), acoplada a um microscopio éptico (Leica DMR, Leica
Microsystems, Wetzlar GmbH, Alemanha).

As amostras de todos os animais foram analisadas nos periodos do 7°
e 14° dias poOs-trauma. Para quantificar o colageno total presente na ferida,
foram escolhidos aleatoriamente 5 campos do tecido de granulagdo, em
aumento de 200x, e as imagens foram capturadas através do analisador de
imagens. Foram obtidas as medidas (um?) da quantidade de colageno e a
area total do campo predeterminado. Para se obter o valor numérico da
quantidade de colageno total presente tornou-se necessario obter a relacao
entre a medida da area total e a quantidade de colageno de cada um dos
campos. Ap6s a obtencdo da éarea de colageno, obteve-se a média
aritmética das medidas para cada rato e, posteriormente, a média de cada

grupo experimental.
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5.10.1.3. Método de Imunohkistoquimica para Avaliacdo da Expresséo do

Anticorpo Anti-Alfa Actina de Masculo Liso (Miofibroblastos)

As reacdes de imuno-histoquimica para verificacdo dos miofibroblastos
foram realizadas no Laboratorio de Imuno-histoquimica da Divisdo de
Patologia do Instituto Adolpho Lutz, seguindo o protocolo de reacdes que se
encontra no Anexo 1.

Os miofibroblastos foram analisados através da identificacdo com
anticorpo anti-alfa actina de mdusculo liso, clone 1A4 (Dako, Glostrup,
Dinamarca).

A avaliacdo semiquantitativa da presenca de miofibroblastos seguiu a
escala categodrica de uma (1+) a trés (3+) cruzes, semelhante ao padréo
utilizado anteriormente para quantificar aspectos de recuperacéo do tecido.
As amostras foram examinadas inicialmente em aumento panoramico para
se identificarem os melhores campos representativos da lesdo e, a sequir,

para avaliacdo, foram analisados sob aumento de 200x.
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5.11. Anélises de Biologia Molecular

No presente estudo, o tecido destinado as analises de biologia
molecular foi o tecido de granulacéo, retirado no 7° dia pds-trauma, sem a
presenca de tecido cutaneo integro. As amostras foram armazenadas em
frascos criogénicos livres de DNAse, RNAse e pirogénios e estocados em
nitrogénio liquido, destinadas as dosagens moleculares para a identificacédo
dos fatores de crescimento TGF-3, VEGF, PDGF-a, KGF e os colagenos tipo

e lll.

5.11.1. Extrac&o de RNA Total do Tecido

Para extracdo do RNA total, foram pulverizados aproximadamente 50 a
100 mg do tecido de granulagéo, que foram depositadas em tubos contendo
1,5 ml de TRIzol (Trizol Reagent, Life Technologies). Apds incubacéo por 10
minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000
rom a 4°C por 15 minutos (Eppendorf Centrifuge 5117R / Eppendorf
Scientific Inc., Hamburg, Germany). A solucéo foi transferida para um novo
tubo e acrescentou-se 300 ul de cloroférmio gelado, sendo o contetdo
misturado em agitador de tubos. As amostras foram novamente deixadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e levadas para centrifugacdo a 12.000
rpm a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi removida para um novo tubo,
ao qual adicionou-se 750 ul de alcool isopropilico. Apos permanecer 20

horas a -20°C, a solucgéo foi centrifugada a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos.
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O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1,5 ml de
etanol 75% acrescido de agua tratada com dietildicarbonato (DEPEC), sendo
as amostras novamente submetidas a centrifugacédo a 12.000 rpm a 4°C por
15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado para haver a
recuperacdo do precipitado, o qual foi dissolvido em 20 ul de agua DEPEC
(Merck, Alemanha). Em seguida as amostras de RNA foram armazenadas
em freezer -70°C.

A concentracdo de RNA foi determinada com auxilio do
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 260 e 280 nm (Eppendorf
BioPhotometer / Eppendorf Scientific Inc., Hamburg, Germany) e corrida
eletroforética em gel de agarose 2%, para visualizacdo da integridade do

RNA.

5.11.2. PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

No presente estudo a analise da expressédo génica foi determinada
por meio de PCR em tempo real através da quantificacao relativa dos genes
de interesse (TGF-B, VEGF, PDGF-a, KGF e os colagenos tipo | e Ill) em
relacdo a um gene enddgeno (B-actina).

Para assegurar a comparacgao entre os genes estudados, determinou-
se inicialmente a eficiéncia de amplificacdo dos genes de interesse e do
controle endogeno. Para isto, foram amplificadas curvas de diluicdes

seriadas de uma amostra de RNA para cada um dos genes, partindo de 500
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ng de RNA total. Para comparar a eficiéncia da amplificacdo dos genes,
subtraimos os valores do limiar de fluorescéncia (Ct) do gene de interesse
dos valores de Ct do gene enddégeno. Observou-se diferenca maior de 20%
na eficiéncia de amplificacdo entre os genes de interesse em relacdo ao
endogeno, dessa forma utilizou-se o0 método comparativo descrito por Pfaffl
(2001).

As reac0Oes de real-time foram realizadas no equipamento Rotor-Gene
RG-3000 (Corbett Research), utilizando-se o kit comercial SuperScript Il
Platinum SYBR Green One-Step Quantitect Syber Green RT-PCR
(Invitrogen Life Techonologies), com o protocolo recomendado pelo

fabricante (Tabela 5).

Tabela 5 - Protocolo utilizado nas reacfes de real-time. Valores expressos

em plk por amostra de RNA.

Reagentes pl/amostra
2x SYBR Green Reaction Mix 7,50
SYBR Green One-step Enzyme Mix 0,30
Primer Sense 10 um 0,30
Primer Antisense 10 um 0,30
Agua Millig Autoclavada 3,07
Amostra RNA (34 ng/ul) 3,53

Todos os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados a partir da

sequéncia de RNAm do gene em questdo contidos no site
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www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide. @~ Em  seguida, foi elaborado o

oligonucleotideo  iniciador utlizando-se o programa Primer 3

(www.genome.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer/primer3).

As sequéncias selecionadas dos oligonucleotideos estédo

discriminadas na tabela 6.

Tabela 6 - Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na expressao génica

do tecido de granulacdo do 7° dia pés-trauma.

Seqliéncia dos primers
Genes q P

5 — 3

et Left — TGT CAC CAA CTG GGA CGA TA
B-Actina Right - GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA
GE-betal Left — ATA CGC CTG AGT GGC TGT CT
Right — TGG GAC TGA TCC CAT TGA TT

VEGE Left — GCC CAT GAA GTG GTG AAG TT
Right — ACT CCA GGG CTT CAT CAT TG

DGE-alfa Left — ATG CCT TGG AGA CAA ACC TG
Right — GTC AAG AAG TTG GCC GAT GT

. Left — CTG TGG CAG TTG TAA TTG TG

Right — ACAGGA AGCCCCTTTTGATT

Left — ACA TGC CGT GAC CTC AAG AT

Colageno | (alfa ) Right — ATG TCC ATT CCG AAT TCC TG

Left— CTG GTC CTG TTG GTC CAT CT

Colageno Il (alfa 1) Right — ATG CCA TTA GAG CCA CGT TC



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3
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5.12. Analise Estatistica

Para responder aos objetivos de interesse para as medidas de
variacdo de peso corporal dos ratos ao longo do experimento, quantidade de
calorias, nitrogénio, arginina, selénio, zinco, vitamina C e vitamina E e
expressao génica do fator de crescimento TGF-p foram utilizadas analises
de variancias com dois fatores (estado nutricional e dieta) e testada a
possivel interacao entre os fatores.

As variaveis da expressao génica dos demais fatores de crescimento
e colagenos tipos | e lll, a analise de variancias foi precedida pela
transformacao logaritmica das variaveis para a melhor adequacdo de suas
distribuigBes a distribuicdo normal.

As medidas de porcentagem de cicatrizacdo, quantificagcdo do
colageno total e intensidade de vascularizagdo foram utilizadas andlises de
variancias com medidas repetidas com trés fatores, sendo eles o tempo de
observacéo, a dieta e o estado nutricional.

Para comparar a quantidade dos numeros de neutrofilos, linfécitos e
macréfagos foram utilizadas equacdes de estimacdo generalizadas com
distribuicdo de Poisson e funcdo de ligacdo identidade supondo matriz de
correlagdes componente simétrica.

As variaveis de epitelizacdo e espessura da epiderme, recomposicao
da derme e nucleo de fibroblastos (variaveis qualitativas), na avaliacéo do 7°
e 14° dias poés-trauma, foram utilizados modelos de regressdo logistica,

usando como variaveis explanatérias a dieta e o estado nutricional dos ratos.
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A intensidade do infiltrado inflamatorio, fibroblastos e miofibroblastos,
no 7° e 14° dias pos-trauma, foram usados testes de qui-quadrado.
Foi considerado o valor de 5% de probabilidade para o valor de alfa

(p<0,05).



6. RESULTADOS
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6. RESULTADOS

Os resultados da presente pesquisa serdo apresentados na mesma

sequéncia proposta no capitulo de métodos.

6.1. Administracdo por Via Gastrostomia e Ingestdo Oral no Periodo

Pos-Trauma

6.1.1. Calorias e Nitrogénio Totais

N&o houve diferencas significativas na quantidade diaria da oferta e

ingestdo de calorias e nitrogénio totais (via oral + gastrostomia) para 0s

diferentes grupos experimentais (Tabela 7).
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Tabela 7 - Comparacédo das médias e desvios padréo da oferta e ingestéao
de calorias (Kcal/dia) e nitrogénio (gramas/dia), no periodo pos-trauma, para
os diferentes grupos experimentais. Valores submetidos a analise de

variancias, considerando p<0,05.

Calorias (Kcal/dia)

Grupos Médias dp n
_ VO 64,3 7,4 10
N”t;\'ldos DP 61,8 2,9 10
DS 65,4 4,0 10
_ . VO 66,7 9,0 9
Prewamentgé)esnutrldos DP 635 47 9
DS 60,7 5,2 9
Nitrogénio (grama/dia)
Grupos Médias dp n
_ VO 0,360 0,041 10
Nutidos DP 0362 0,017 10
DS 0,395 0,026 10
VO 0,372 0,050 9
PreviamentFe)Ig)esnutridos DP 0.370 0,027 9
DS 0,368 0,030 9

dp — Desvio padrédo; n — Namero de ratos

VO - Dieta via oral; DP — Dieta enteral padréo; DS — Dieta enteral suplementada
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As quantidades administradas (por via oral + gastrostomia) de arginina,

selénio, zinco, vitamina C e vitamina E ndo apresentaram diferencas

significativas ao serem comparadas entre os animais nutridos e previamente

desnutridos, fixando-se o grupo de animais com a mesma dieta. No entanto,

conforme esperado, encontrou-se maior quantidade destes nutrientes

administrados aos grupos que receberam a dieta enteral suplementada em

relacdo a dieta enteral padrédo e ao controle com dieta oral (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacédo das médias e desvios padréo da oferta e ingestédo

de arginina e nutrientes antioxidantes, no periodo pdés-trauma, para 0s

diferentes grupos experimentais.

variancias, considerando p<0,05.

Valores submetidos a analise de

Grupos Arginina Selénio Zinco Vitamina C Vitamina E

(9) (n9) (mg) (mg) (mg)
VO 0,072 + 0,008 0,003 +0,0003 0,56 + 0,06 0,0+0,0 1,20 £ 0,14
Nutridos DP  0023:0,003 2345:02169 0,67 0,04 41+04 0,92:+0,04
DS 0,412 £ 0,025 4,131 +£0,2690 1,07 £ 0,06 16,6 £ 0,8 3,64+0,21
Previamente VO 0,075+0,010 0,003 +0,0004 0,58 £ 0,08 0,0+0,0 1,25+£0,17
desnutridos DP 0,030 £0,004 2,115 +0,2261 0,68 £ 0,05 3,704 0,98 £ 0,08
PD DS 0,403+0,020 4,089 + 0,2040 1,02 £ 0,04 16,1+ 0,8 3,563+0,18

Andlise Estatistica

para N e PD

C > VO (p<0,001)
C>B (p<0,001)
VO > B (p<0,001)

C>VO (p<0,001) C > VO (p<0,001) C > VO (p<0,001)
C>B (p<0,001) C>B (p<0,001) C>B (p<0,001)

C > VO (p<0,001)
C>B (p<0,001)

VO < B (p<0,001) VO <B (p<0,001) VO <B (p<0,001) VO >B (p<0,001)

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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6.2. Variacao Percentual de Peso Corporeo Pos-Trauma

Em meédia, os animais perderam peso poés-trauma. A perda de peso,
no entanto, nao foi diferente sob o ponto de vista estatistico, entre todos os
grupos do experimento ao se comparar entre nutridos e previamente
desnutridos, independentemente da dieta ofertada por via oral ou dieta

enteral administrada por via gastrostomia (Tabela 9).

Tabela 9 - Médias e desvios padrao da variagdo percentual de perda de
peso, no 14° dia pos-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (%) dp n

_ VO -3,6 12,7 10

Nutidos DP 22,2 9,3 10

DS -3,6 6,5 10

. _ VO -9,9 9,0 9
PrewamentFe)Ig)esnutrldos DP 71 71 9
DS -2,0 3.3 9

dp — Desvio padrédo; n — Namero de ratos

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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6.3. Medida da Area Digitalizada da Les&o Cutanea

Ratos nutridos apresentaram maior porcentagem (8,6%) no
fechamento da lesdo cutanea quando comparado aos ratos previamente
desnutridos, independentemente da oferta de dieta oral ou dieta enteral
administrada por via gastrostomia. Isso foi observado no primeiro periodo
(entre o dia da cirurgia e o 7° dia pos-trauma) e também no segundo periodo
(entre o 7° e o 14° dias pOs-trauma) (p<0,001). Para todos 0s grupos
experimentais, houve maior fechamento no segundo periodo em relacdo ao
primeiro periodo. Nado houve diferengas significativas no fechamento da
les&o cuténea ao se considerar a dieta oral ou as diferentes dietas enterais
administradas para os animais nutridos e previamente desnutridos (Tabela

10 e Gréfico 1).

Tabela 10 - Médias e desvios padrdo da porcentagem de fechamento da
ferida cutdnea nos diferentes grupos experimentais. Valores submetidos a

analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Periodos Médias (%) dp n

VO 0 - 7 dias 18,58 6,87 10

7 - 14 dias 81,10 6,89 10

Nutridos DP 0 - 7 dias 22,94 7,55 9
N 7 - 14 dias 82,77 3,83 10

DS 0 - 7 dias 27,04 8,92 10

7 - 14 dias 80,90 6,31 10

VO 0 - 7 dias 13,53 5,65 9

_ 7 - 14 dias 74,48 7,16 9
E"ees"rﬁrt?ﬁjnof op 0-7 dias 14,46 5,85 9
PD 7 - 14 dias 75,53 8,46 6
DS 0 - 7 dias 13,20 5,18 9

7 - 14 dias 71,16 11,36 9

dp — Desvio padrao; n — Nimero de ratos

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Grafico 1 - Médias e erros padrdo da porcentagem de fechamento da ferida

cutanea nos diferentes grupos experimentais.
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6.4. Avaliacdo Histoldgica

6.4.1. Avaliacdo Microscopica da Epitelizacdo e Espessura da Epiderme

O estudo da epitelizacdo da ferida cutdanea ndo apontou diferencas
significativas entre os animais nutridos e previamente desnutridos, no 7° dia
pos-trauma, independente da dieta oral ou dieta enteral administrada.

No 14° dia pos-trauma, o0s ratos nutridos apresentaram maior
frequéncia de epitelizacdo completa quando comparados aos animais
previamente desnutridos, independentemente da dieta ofertada por via oral
ou dieta enteral administrada por via gastrostomia (p=0,002) (Tabela 11).

N&o houve diferencas estatisticas no grau de espessura da epiderme
entre ratos nutridos e previamente desnutridos, independentemente da dieta

oral ou dieta enteral administrada no 7° e 14° dias pés-trauma (Tabela 11).
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Tabela 11 - Distribuicdo dos animais dos distintos grupos experimentais de
acordo com as alteracdes de epitelizacdo e espessura no 7° e 14° dias pos-

trauma. Valores submetidos a regressao logistica, considerando p<0,05.

Epitelizacao Espessura

Grupos 7°PT 14° PT 7°PT 14° PT
C | c | F M E F M E
. VO 1 8 6 3 0O 0 6 3 0
N“t'lr\'ldos DP 0O 10 6 4 10 0 0 7 3 0
DS 1 9 4 5 10 0 0O 6 3 0
Previamente VO 0 ©o 0 8 6 3 0 3 5 0
Desnutridos DP 0 9 2 6 9 0 0 6 2 0
PD DS 0 9 1 8 8 1 0 8 1 0

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada

C - Completa; | - Incompleta; F - Fina; M - Média; E - Espessa
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6.4.2. Avaliacdo Microscopica Relacionada a Derme

O remodelamento da derme no processo cicatricial foi acompanhado
pela andalise dos parametros de recomposicdo, predominancia de
fibroblastos ou fibrocitos, caracteristicas do nucleo dos fibroblastos e

intensidade de infiltrado inflamatorio.

A derme mostrou-se parcialmente recomposta, no 7° dia pos-trauma,
em todos os animais dos diferentes grupos experimentais.

No 14° dia pés-trauma, os grupos de ratos nutridos apresentaram maior
namero de animais com recomposicao total da derme quando comparado
aos ratos previamente desnutridos, independentemente da dieta oral ou

dieta enteral administrada por via gastrostomia (p=0,009) (Tabela 12).

A frequéncia de fibroblastos e fibrocitos no tecido de granulagéo, no 7°
dia pés-trauma, dos animais nutridos e previamente desnutridos ndo se
mostrou diferente, independentemente da dieta ofertada por via oral ou dieta
enteral administrada por via gastrostomia.

No 14° dia pos-trauma, o0s ratos nutridos apresentaram maior
quantidade de fibrocitos quando comparados aos animais previamente
desnutridos, independentemente da dieta oral ou dieta enteral administrada

(Tabela 12).

Animais nutridos e previamente desnutridos dos distintos grupos

apresentaram fibroblastos com ndcleo frouxo, independentemente da oferta
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de dieta por via oral ou dieta enteral administrada por via gastrostomia no 7°
dia pés-trauma.

Ratos nutridos, no 14° dia pos-trauma, apresentaram maior numero de
fibroblastos com nucleos densos quando comparados aos ratos previamente
desnutridos (p=0,002), independentemente da oferta de dieta oral ou dieta
enteral administrada por via gastrostomia. Os ratos previamente desnutridos
que receberam dieta enteral padrdo apresentaram maior quantidade de
fibroblastos com nucleos densos quando comparados aos ratos previamente

desnutridos que receberam dieta oral (p=0,05) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Distribuicdo dos animais dos distintos grupos experimentais de
acordo com as alteracdes presentes na derme (recomposicéo, presenca de
fibroblastos ou fibrécitos e qualidade do nucleo dos fibroblastos) no 7° e 14°
dias pos-trauma. Valores de recomposicdo da derme e caracteristica do
nacleo de fibroblastos foram submetidos a regressao logistica, considerando
p<0,05. Valores referentes a presenca de fibroblastos e fibrocitos foram

submetidos ao teste Qui-quadrado, considerando p<0,05.

Recomposicao Fibroblastos / Fibrécitos F,\iltl)]rcolﬁ?agtooss

Grupos 7°diaPT 14°diaPT  7°diaPT 140diaPT  7°diaPT 14°dia PT
P T P T B C B+C B C B+C F D F D
_ VO 0 3 6 7 0 2 0 7 2 8 1 1 8
N“tlr\'ldos DP 10 0 3 7 8 0 2 0 7 3 10 0 1 9
DS 10 0 5 4 8 O 2 3 5 1 10 O 3 6
Previamente VO 9 0 7 1 9 0 0 7 1 0 9 0 7 1
Desnutridos DP 9 0 6 2 9 O 0 1 2 5 9 0 2 6
PD DS 9 0 6 3 8 0 1 6 1 2 9 0 6 3

VO — Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada

P - Parcial; T - Total; B - Fibroblastos; C - Fibrocitos; B + C - Fibroblastos e fibrocitos

F - Frouxo; D - Denso
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6.4.3. Intensidade de Infiltrado Inflamatério na Derme

A intensidade de infiltrado inflamatorio, no 7° dia pés-trauma, dos
animais nutridos e previamente desnutridos ndo se mostrou diferente,
independentemente da oferta de dieta oral ou administracdo de dieta enteral
por via gastrostomia.

Ratos previamente desnutridos, no 14° dia pds-trauma, apresentaram
maior intensidade de infiltrado inflamatério quando comparados aos ratos
nutridos (p=0,01), independentemente da oferta de dieta por via oral ou tipo

de dieta enteral administrada por via gastrostomia (Tabela 13).

Tabela 13 - Distribuicdo dos animais dos distintos grupos experimentais de
acordo com as alteracdes da intensidade do infiltrado inflamatério no 7° e
14° dias pos-trauma. Valores foram submetidos ao teste Qui-quadrado,

considerando p<0,05.

Infiltrado Inflamatério Infiltrado Inflamatério
7° dia PT 14° dia PT
Grupos
A P M | A P M |
. VO 0 0 5 4 2 5 2 0
N“t;\'ldos DP 0 1 6 3 4 5 1 0
DS 0 2 3 5 1 6 1 1
Previamente VO 0 0 S 4 0 2 4 2
Desnutridos DP 0 0 6 3 1 4 3 0
PD DS 0 0 8 1 0 1 8 0

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada

A - Ausente; P - Pouco; M - Moderado; | - Intenso
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Para todos os grupos do experimento, a quantidade de vascularizacéo

foi maior no 7° dia pos-trauma quando comparados ao 14° dia pés-trauma

(p<0,0001). Ratos nutridos e previamente desnutridos ndo apresentaram

diferenca significativa, independentemente da oferta de dieta oral ou

administracdo de dieta enteral por via gastrostomia (Tabela 14).

Tabela 14 - Comparacdo das médias e desvios padrdo dos valores de

vascularizacdo, no 7° e 14° dias poés-trauma, dos distintos grupos

experimentais. Valores foram submetidos a andlise de variancias,

considerando p<0,05.

Grupos Dias Médias dp n

7° Dia 81,33 25,38 9
VO )

14° Dia 57,78 30,41

Nutridos op 7° Dia 91,00 27,40 10

N 14° Dia 49,80 28,25 10

DS 7° Dia 70,90 41,08 10

14° Dia 49,78 14,75 9

VO 7° Dia 74,22 18,16 9

14° Dia 43,44 25,74 9

Previamente 7° Dia 75,78 29,81 9
Desnutridos DP )

PD 14° Dia 57,75 27,26 8

DS 7° Dia 62,75 31,48 8

14° Dia 49,11 21,27 9

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrao; DS — Dieta enteral suplementada

dp — Desvio padréo; n — Namero de ratos
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6.4.5. Contagem Diferencial de Células Inflamatérias na Derme

Ratos previamente desnutridos, no 7° dia pés-trauma, apresentaram
maior quantidade de neutrofilos quando comparados aos ratos nutridos
(p=0,01), independentemente da administracdo de dieta por via oral dieta
enteral por via gastrostomia.

Ainda, no 7° dia pés-trauma, 0s animais nutridos apresentaram maior
guantidade de linfécitos quando comparados aos ratos previamente
desnutridos (p=0,02), independentemente da oferta de dieta oral ou tipo de
dieta enteral administrada por via gastrostomia.

O numero médio de macrofagos, no 7° dia pds-trauma, apresentou
aumento significativo apenas nos animais previamente desnutridos que
receberam dieta enteral padrdo quando comparados aos previamente

desnutridos com dieta oral ou dieta enteral suplementada (p=0,02).

A quantidade de neutréfilos, linfécitos e macréfagos, no 14° dia poés-
trauma, dos animais nutridos e previamente desnutridos ndo se mostrou
diferente, independentemente da oferta de dieta oral ou tipo de dieta enteral

administrada por via gastrostomia (Tabela 15).
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Tabela 15 - Comparacdo das médias e desvios padrdo dos valores da

contagem de células inflamatorias (neutréfilos, linfécitos e macréfagos), no

7° e 14° dias poés-trauma, para os diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos ao modelo de Poisson, considerando p<0,05.

Neutrofilos Linfocitos Macrofagos
Grupos
7°dia PT 14°dia PT 7°dia PT 14° dia PT 7° dia PT 14° dia PT
VO 9,11+537 3,33+3,81 108,78+1039 8444+4044 2033+17,61 2,89+3,30
NUt;\'ldos DP 19,90+25,74 4,60+6,67 138,8+12892 104,7+53,65 40,20+40,81 4,70+5,25
DS 6,90+4,36 22,44+385 139,5+119,0 130,22+92,81 19,40+18,21 11,11+16,51
. VO 5222+7252 1544+16,13 76,22+29,41 101,11+39,39 24,44+24,16 6,33+5,61
Previamente
Desnutridos DP  12,33+9,68 3,88+574 66,44+30,05 89,00+3359 70,89+60,70 3,25+3,88
PD DS 87,88+14231 4,89+4,11 43,88+22,44 93,78+52,12 36,75+3594 9,11+12,88

VO — Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada

As figuras 16 e 17 demonstram o aspecto microscopico do tecido de

granulacéo no 7° e 14° dias pés-trauma.
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Figura 16 — Aspecto microscopico do tecido de granulacdo, no 7° dia pos-
trauma, de animal nutrido que recebeu dieta por via oral. Aspecto ricamente
vascularizado e grande quantidade de células. A - aumento de 50x; B -

aumento de 640x.

Figura 17 — Aspecto microscopico do tecido de granulag&o, no 14° dia pos-

trauma, de animal nutrido que recebeu dieta por via oral. Aspecto de
diminuicdo dos vasos sanguineos e células. A - aumento de 50x; B -

aumento de 640x.
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6.4.6. Quantificacdo de Colageno Total

Para todos os grupos do experimento, os valores de colageno total
foram maiores no 14° dia pds-trauma quando comparados ao 7° dia poés-
trauma (p < 0,0001). A quantificacdo de coldgeno total ndo apontou
diferenca significativa, no 7° e 14° dias pds-trauma, ao comparar os ratos
com oferta de dieta por via oral ou dietas enterais administradas por via
gastrostomia (Tabela 16 e Grafico 2).

As figuras 18 e 19 mostram a identificacdo do coldgeno total em corte

histoldgico de pele normal e no tecido de granulacgéo.

Tabela 16 - Médias e desvios padrédo da quantidade de colageno total (um?)

bY

nos diferentes grupos experimentais. Valores submetidos a andlise de

variancias com medidas repetidas, considerando p<0,05.

Grupos Dias Médias (um?) dp n
7° Dia 0,31 0,067

VO _

14° Dia 0,38 0,069 9

Nutridos op 7° Dia 0,31 0,043 10

N 14° Dia 0,37 0,034 8

DS 7° Dia 0,31 0,046 8

14° Dia 0,34 0,043 8

VO 7° Dia 0,35 0,060 9

14° Dia 0,40 0,089 9

Previamente 7° Dia 0,31 0,072 9
Desnutridos DP )

PD 14° Dia 0,40 0,112 8

DS 7° Dia 0,32 0,077 9

14° Dia 0,42 0,131 9

dp — Desvio padrao; n — NUmero de ratos

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Gréfico 2 - Médias e desvios padrédo da quantidade de colageno total (um?)

nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 18 - Identificacdo do colageno total. Microfotografia de corte
histolégico de pele de rato nutrido controle, que nao foi submetido a

intervencao cirurgia e trauma cutaneo dorsal. Aumento de 200x.
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Microfotografia de corte
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6.5. Avaliacdo Imunoistoquimica da Expresséao de Miofibroblastos

N&do houve diferencas estatisticas na avaliacdo de miofibroblastos
presentes no tecido de granulacdo entre ratos nutridos e previamente
desnutridos, independentemente da oferta de dieta oral ou tipo de dieta

enteral administrada no 7° e 14° dias pés-trauma (Tabela 17).

Tabela 17 - Distribuicdo dos animais dos distintos grupos experimentais de
acordo com as alteracfes da expressao de miofibroblastos no 7° e 14° dias

pos-trauma. Valores foram submetidos ao teste Qui-quadrado, considerando

p<0,05.
Miofibroblastos Miofibroblastos
7° dia PT 14° dia PT
Grupos
A P M | A P M |
_ VO 3 3 3 0 1 3 3 2
N“t:\'ldos DP 9 0 1 0 0 6 3 1
DS 4 3 3 0 5 2 1 2
Previamente VO 7 1 1 0 2 4 2 1
Desnutridos DP 7 1 0 1 3 3 3 0
PD DS 5 3 0 1 3 1 2 2

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada

A - Ausente; P - Pouco; M - Moderado; | - Intenso
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6.6. Andlise da Expresséo Génica

6.6.1. Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-B)

Ratos previamente desnutridos que receberam as dietas enterais
padrdo e suplementada tenderam a apresentar maior quantidade média de
TGF-B que os ratos previamente desnutridos que receberam dieta por via
oral (p = 0,06). Comparando-se apenas 0s ratos que receberam dieta por via
oral, observou-se maior expressdo de TGF-B (média 0,96) em ratos nutridos
quando comparado aos previamente desnutridos (p = 0,01) (Tabela 18 e

Gréfico 3).

Tabela 18 - Médias e desvios padrdo da expressdo génica de TGF-p (UA),
no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (UA) dp n

_ \Y/e) 3,53 0,57 8

Nut;\lldos DP 4,06 1,58 10

DS 3,78 1,85 10

_ _ \Y/e) 2,58 0,83 9
Prewament;gesnutndos DP 4,66 2,49 9
DS 4,61 2,11 9

UA — Unidade arbitraria; dp — Desvio padréo; n — Namero de ratos

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Gréfico 3 - Médias e erros padréo da expressao génica de TGF-3 (UA), no 7°

dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais.
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6.6.2. Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

Ratos nutridos que receberam dieta enteral suplementada
apresentaram maior expressdao de VEGF (0,51 UA), quando comparados
aos animais previamente desnutridos que receberam a mesma dieta (p =

0,04) (Tabela 19 e Grafico 4).

Tabela 19 - Médias e desvios padrdo da expressédo génica de VEGF (UA),
no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (UA) dp n

. VO 1,27 0,97 10

N“t'lr\'ldos DP 0,95 0,46 10

DS 1,25 0,66 10

. _ VO 1,21 0,70 9
Prewamentg[g)esnutrldos DP 0.97 0,37 9
DS 0,74 0,16 9

UA — Unidade arbitraria; dp — Desvio padréo; n — Numero de ratos

VO — Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Grafico 4 - Médias e erros padrao da expressao génica de VEGF (UA), no 7°

dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais.
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6.6.3. Fator de Crescimento derivado de Plaquetas (PDGF)

N&o foram observadas diferencas significativas na quantidade média de
PDGF, no 7° dia pos-trauma, nos diferentes grupos experimentais (Tabela

20 e Grafico 5).

Tabela 20 - Médias e desvios padréo da expressao génica de PDGF (UA),
no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (UA) dp n

| VO 1,45 1,15 9

Nut:\lldos DP 1,46 1,12 10

DS 1,02 0,45 10

. . VO 1,24 0,51 9
Prewamentg[[))esnutrldos DP 0,97 0,60 9
DS 1,08 0,62 9

UA — Unidade arbitraria; dp — Desvio padréo; n — Numero de ratos

VO — Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Grafico 5 - Médias e erros padrao da expresséo génica de PDGF (UA), no 7°

dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais.
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6.6.4. Fator de Crescimento de Queratinocitos (KGF)

Ratos nutridos apresentaram maior quantidade de KGF quando
comparados aos ratos previamente desnutridos, independente da oferta de
dieta por via oral ou dieta enteral administrada por via gastrostomia (p =

0,03) (Tabela 21 e Grafico 6).

Tabela 21 - Médias e desvios padrédo da expressao génica de KGF (UA), no
7° dia poés-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores submetidos

a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (UA) dp i

_ VO 1,50 0,72 9

NUtT\IldOS DP 1,71 1,16 10

DS 1,79 0,89 10

_ _ VO 1,27 0,78 9
PrewamentleDDDesnutndos DP 1,24 0,50 9
DS 1,07 0,45 9

UA — Unidade arbitraria; dp — Desvio padréo; n — Nimero de ratos

VO — Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Grafico 6 - Médias e erros padrdo da expressao génica de KGF (UA), no 7°

dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais.
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6.6.5. Expressao Génica do Colageno 3

Ratos nutridos apresentaram maiores quantidades médias de
colageno 3 quando comparados aos ratos previamente desnutridos (p =
0,006), independentemente da oferta de dieta por via oral ou dieta enteral

administrada por via gastrostomia (Tabela 22 e Grafico 7).

Tabela 22 - Médias e desvios padrdo da expressao génica de colageno 3
(UA), no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (UA) dp n

_ VO 0,67 0,53 9

Nutlr\||dos DP 0,56 0,43 10

DS 0,51 0,18 10

| | VO 0,54 0,29 9
PrewamentFe)DDesnutndoS DP 0,28 0,12 9
DS 0,29 0,17 9

UA — Unidade arbitraria; dp — Desvio padréo; n — Nimero de ratos

VO — Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Grafico 7 - Médias e erros padrdo da expressao génica de colageno 3 (UA),

no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais.
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6.6.6. Expressao Génica do Colageno 1

Ratos nutridos apresentaram maiores quantidades médias de
colageno 1 quando comparados a ratos previamente desnutridos (p = 0,03).
Ratos nutridos e previamente desnutridos que receberam dieta por via oral
apresentaram maior quantidade de colageno 1 quando comparado aos que
receberam as dietas enterais padrdao e suplementada por gastrostomia (p =

0,05) (Tabela 23 e Grafico 8).

Tabela 23 - Médias e desvios padrdo da expressédo génica de colageno 1
(UA), no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais. Valores

submetidos a analise de variancias, considerando p<0,05.

Grupos Médias (UA) dp
_ VO 0,52 0,47 9
N“tlr\'ldos DP 0,34 0,12 10
DS 0,36 0,21 10
_ _ VO 0,43 0,25 9
PrewamentFe)DDesnutndos DP 0.24 0.14 9
DS 0,22 0,10 9

UA — Unidade arbitraria; dp — Desvio padréo; n — Numero de ratos

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada
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Gréfico 8 - Médias e erros padréo da expressdo génica de colageno 1 (UA),

no 7° dia pés-trauma, nos diferentes grupos experimentais.

0,8 - ¢

Colageno Tipo :

VO DP DS

Grupos

B Nutridos
@ Previamente Desnutridos

* N(VO) > PD(VO) (p=0,01)
A N(DP) > PD(DP) (p=0,01)
+ N(DS) > PD(DS) (p=0,01)

¢ N(VO) > N(DP) e N (DS)
Q PD(VO) > PD(DP) e PD (DS)
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6.7. Resumo dos Resultados

Para melhor interpretagéo, a tabela 24 e 25 apresenta o resumo dos

resultados obtidos.

Tabela 24 — Resumo dos resultados obtidos, na presente pesquisa, das
diferentes variaveis envolvidas no processo cicatricial, no 7° e 14° dias pos-

trauma, nos distintos grupos experimentais.

7°dia PT 14° dia PT 7°vs 14° dia PT

Variaveis — : —
Andlises Histoldgicas

Intensidade de

. . L. N=PD PD >N 7° > 140°
Infiltrado inflamatorio
Neutrofilos PD>N N = PD 70> 140
Linfocitos N >PD N=PD 70> 140
Macréfagos PD(DP)>PD(DS) e PD (VO) N=PD 7° > 14°
Vascularizagéo N =PD N =PD 70 > 140
Epitelizacdo completa N =PD N > PD 70 < 140
Espessura da N = PD N = PD 7=14
epiderme
P_reqlo_mlnanuade N =PD N > PD 70 < 140
fibrocitos
l\_lucleo denso dos N = PD N> PD 20 < 140
fibroblastos PD(DP) > PD(VO)
Recomposigéo total N = PD N > PD 70 < 149
da derme

Andlise Imunoistoquimica

Miofibroblastos N =PD N =PD N =PD

Quantificacdo Colageno Total

Colageno total N =PD N =PD 7°< 14°

Medida da Area da Les&o

Fechamento da Lesédo N > PD N > PD 7° < 14°

PT — Pés-Trauma; N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrao; DS — Dieta enteral suplementada
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Tabela 25 — Resumo dos resultados obtidos, na presente pesquisa, das

analises da expressdo génica, no 7° dia pds-trauma, nos distintos grupos

experimentais.

7°dia PT
Variaveis : :
Andlise da Expressdo Génica
TGF-beta N(VO) > PD(VO)
VEGF N(DS) > PD(DS)
PDGF N =PD
KGF N > PD
Colageno 3 N > PD
N> PD

Colageno 1 N(VO) > N(DP) e N(DS)

PD(VO) > PD(DP) e PD(DS)

VO - Dieta por via oral; DP — Dieta enteral padrdo; DS — Dieta enteral suplementada

PT — Pés-Trauma; N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido
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7. DISCUSSAO

Do planejamento experimental

O rato foi o0 animal escolhido para a presente pesquisa por apresentar
caracteristicas biolégicas que possibilitam facilidade de manuseio e
acompanhamento, ter resisténcia a manipulacdo, baixo custo e ser
amplamente utilizado em estudos que evidenciam a influéncia da nutricdo
sobre o metabolismo corpéreo.

Foram utilizados ratos adultos, machos, com peso corpéreo entre 250
e 350 gramas. Optou-se por utilizar ratos isogénicos, da cepa Lewis, com o
intuito de diminuir a variabilidade dos resultados obtidos. Animais isogénicos
sdo modificados geneticamente através do acasalamento de irmaos,
fazendo com que caracteristicas parentais estejam presentes. Esse tipo de
animal faz com que a variabilidade genética seja diminuida ou eliminada, o
gue resulta em caracteristicas uniformes.

Na literatura sdo encontrados diversos modelos experimentais para o
estudo de desnutricdo e cicatrizacdo. Alguns obtém perda de peso corpéreo
ao ofertar dietas com reducdo, em quantidades variadas, de calorias e
nitrogénio, ou mesmo quando submetem os animais a jejum por periodo
prolongado. Muitos sdo os autores que se valem de dietas isentas de
proteinas para desencadear o processo de desnutricdo. Modolin et al.
(1982), para lograr desnutricdo, submeteram ratos a dieta absolutamente

privada de nitrogénio por 21 dias. Semelhantemente, Endo et al. (2002)
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ministraram a ratos dieta isenta de nitrogénio por sete dias. Nas mesmas
linhas de pesquisa, Oishi et al. (2002), durante oito dias, ofereceram dieta
livre de proteinas a ratos para subsequentemente avaliar as consequéncias
da desnutricdo sobre a producéo de hidroxiprolina. O objetivo da presente
pesquisa foi aplicar um modelo de desnutricdo que tenha semelhancas a
pratica clinica. Apds varios estudos pilotos realizados em nosso laboratorio,
o modelo de desnutricdo adotado para a presente pesquisa baseou-se na
restricdo dietética (caldrica-protéica e micronutrientes). Em relacdo a
ingestdo de ratos controle da mesma idade, ofereceu-se a metade da dieta
padrdao AIN 93 consumida por ratos controles mantidos em nutricdo. Os
animais foram controlados diariamente e, ap0s 14 dias de restricdo
alimentar, apresentaram de 12 a 15% de perda de peso em relacdo ao seu
peso corpéreo inicial, enquanto o grupo controle ganhou peso. O
procedimento adotado se adequou aos n0ssos objetivos, pois ocorreu perda
lenta de peso corpdreo e a quantidade de peso corpéreo perdida confirmou
desnutricdo e permitiu manipulacdo traumatica posterior com sobrevivéncia
dos ratos.

Terapia nutricional é utilizada no tratamento integral de pacientes com
trauma (Moreira, 2000). A via de administracdo de nutrientes tem influéncia
especifica. A nutricdo por via enteral estd associada a diminuicdo das
complicagBes sépticas, efeito trofico, preservagdo da estrutura da mucosa do
trato gastrintestinal e na manutencdo da resposta imunoldgica local e
sistémica (Lin et al., 1996) quando comparada a nutricdo parenteral, que

pode induzir atrofia da mucosa intestinal (Weser et al., 1985).
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A nutricdo por via enteral foi comparada a parenteral em um estudo
de cicatrizacdo experimental. Kiyama et al. (1998) observaram,
experimentalmente, no 5° dia pds-trauma cutaneo, aumento na resisténcia
ténsil de sutura em lesdo dorsal e aumento da proteina total no grupo que
recebeu nutricdo enteral (NE) quando comparado a dieta isocalorica e
isonitrogenada administrada por via parenteral (NP). Utilizando-se de
esponjas de polivinil-alcool implantadas em tecido subcutaneo dorsal,
verificaram maior expressao no colageno tipo | no grupo que recebeu NE e
nao observaram diferencas no colageno tipo Il entre os grupos NE e NP.

A nutricdo enteral precoce tem efeito benéfico sobre variaveis
nutricionais, diminuicdo da permanéncia hospitalar, sepse apés trauma e no
processo cicatricial (Chiarelli et al., 1990; Jenkins et al. 1991; Moore &
Joones, 1986). Especificamente sobre a cicatrizagcdo cutanea, Zaloga et al.
(1992) verificaram menor perda de peso e aumento de duas vezes na
resisténcia ténsil em animais com NE precoce quando comparados ao que
receberam NE administrada 72 horas pos-trauma.

Considerando as vantagens descritas para o inicio precoce da
nutricdo sobre o processo cicatricial, 0 presente experimento optou por
iniciar a administracéo de glicose 5% via gastrostomia e 24 horas apds o ato
operatorio as diferentes dietas. As quantidades diarias administradas foram
aproximadamente 60 kcal e 0,36 gramas de nitrogénio, conforme
recomendacao para as necessidades de ratos adultos em manutencgao. Esta
guantidade oferecida em nossa pesquisa, estd em consonancia com aqueles

usados por Kiyama et al. (1998, 1999).
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Do modelo experimental

O processo de cicatrizagcdo de feridas experimentais tém sido
estudado com o objetivo de tentar compreender os mecanismos envolvidos
durante o processo de reparo em humanos. No entanto, modelos
experimentais obrigam cautela na interpretacédo dos resultados, pois existem
diferencas fundamentais entre animais e humanos (Brown et al., 1993).

Experimentalmente, trés métodos podem ser utilizados para avaliar o
processo cicatricial: a determinacdo da forca necesséaria para romper o
tecido cicatrizado, observacdo do indice de fechamento da ferida e a
verificacdo/quantificacdo de um evento ocorrido durante o processo de
reparo (Goodson, 1987).

Salientam-se entre os diversos modelos disponiveis, os de incisfes
dorsais com implante subcutaneo de esponjas de celulose ou polivinil-alcool,
gue sdao utilizados para analisar o exsudatoesxudate da ferida (Efron et al.,
2001; Shukla et al., 1998; Mistry et al., 1994).

Os modelos de feridas abertas permitem estudar os principais
mecanismos envolvidos na cicatrizacdo, como contracdo, reepitelizacdo e
formacao do tecido de granulacdo que envolve a acéo de diferentes células
até o momento da formacao de uma cicatriz (Galiano et al., 2004). Entre nés,
Modolin et al. (1982 e 1984) realizaram lesao cutanea em forma retangular
na regido dorsal de ratos nutridos e desnutridos para avaliar 0 processo

cicatricial. Be—seu—lade,—Rasik & Shukla (2000) estudaram o estado
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antioxidante em feridas cronicas valendo-se de quatro lesdes cutaneas
circulares realizadas no dorso de ratos diabéticos. Ainda, Muangman et al.
(2004) realizaram lesdo cutanea circular de 6 mm no dorso de ratos
diabéticos para verificar se a aplicacdo tépica de fator de crescimento do
nervo (NGF) apresenta ac&do sobre o aumento do reparo cicatricial.

O modelo escolhido para o desenvolvimento da presente pesquisa
permitiu estudar sequencialmente o processo de cicatrizacdo de uma ferida
aberta, nos diferentes eventos celulares, moleculares e de contracdo. A
ferida foi realizada através da retirada de quatro fragmentos da pele dorsal,
expondo a fasciafasela muscular. O modelo experimental desenvolvido
permitiu a reducdo do numero de ratos no experimento, pois em cada rato foi
possivel avaliar eventos ocorridos no momento do trauma (cirurgia), no 7° e

14° dias poOs-trauma.
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Dos efeitos da desnutricdo sobre a cicatrizagdo cutanea

A cada ano, o sistema de saude dispende vultosos recursos
financeiros para o tratamento de feridas cutaneas decorrentes de trauma
como acidentes, queimaduras, cirurgias de grande porte ou Ulceras por
pressdo em pacientes acamados. As feridas néo cicatrizadas podem gerar
problemas soécio-econdmicos, como diminuicdo da produtividade e da
qualidade de vida desses individuos, que € agravada na vigéncia de
desnutricdo de macro (energético-protéica) e micronutrientes (Stadelmann et
al., 1998).

A desnutricdo protéica altera o metabolismo de varias proteinas em
diferentes partes do organismo, incluindo a pele, com retardo no processo
de cicatrizacdo cutanea (Patel, 2005).

Em que pesem o conhecimento dos mecanismos envolvidos no
processo de cicatrizacao de feridas, pesquisas ainda sdo necessarias para
determinar condicionantes que possam interferir nos eventos celulares,
bioquimicos e génicos envolvidos durante as fases que seguem 0 processo
cicatricial.

O processo de cicatrizacdo tecidual ocorre através de eventos
inseridos em trés diferentes fases (inflamatdria, proliferativa e
remodelamento) que sao sobrepostas (Witte e Barbul, 1997).

A cicatrizacdo de feridas inicia-se no momento da ruptura tecidual,
com a fase inflamatdria (Phillips, 2000). Na presente pesquisa, a quantidade

de infiltrado inflamatoério no tecido de granulagdo ndo apresentou diferenca
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no 7° dia poés-trauma nos distintos grupos experimentais. Uma possivel
explicacdo admite que os animais previamente desnutridos e realimentados
com diferentes dietas possam ter iniciado a fase inflamatoria mais
tardiamente que os nutridos, mas que no 7° dia pos-trauma ja tivessem
alcancado o mesmo padrdo de infiltrado inflamatério que os animais
nutridos. Fato semelhante aconteceu em estudo desenvolvido por Modolin et
al. (1982), que verificaram diminuicdo da resposta inflamatéria no 1° dia pos-
trauma nos animais desnutridos, porém no 4° dia pds-trauma os achados de
inflamacdo nao apresentaram diferencas em relacdo aos nutridos, muito
embora os autores continuaram a alimentar os animais desnutridos com
dieta aprotéica.

De outro lado, os animais previamente desnutridos apresentaram
aumento do infiltrado inflamatério no 14° dia pés-trauma. Isso poderia,
eventualmente, ser explicado pelo inicio mais tardio e ainda a permanéncia
desses animais na fase inflamatéria enquanto os animais nutridos ja se
encontravam na fase proliferativa com diminuicdo da quantidade de células
inflamatorias.

Durante a fase inflamatoria, células especificas agem na retirada de
tecidos desvitalizados e bactérias e estimulam o reparo tecidual. As
primeiras células a chegar no ambiente da ferida sdo os neutrofilos, que
liberam granulos para propiciar o debridamento do exsudato inflamatério
presente na ferida. Os neutréfilos ativados liberam radicais livres e enzimas

lisossomais (proteases, colagenases e elastases) que degradam



108

componentes desvitalizados da matriz extracelular anterior e auxiliam no
controle da infeccéo através da limpeza da ferida (Stadelmanm et al., 1998).

Por meio da contagem diferencial das células inflamatorias,
verificamos no presente trabalho, no 7° dia pds-trauma, aumento da
quantidade meédia de neutréfilos nos animais previamente desnutridos
quando comparados aos nutridos. E possivel que os animais previamente
desnutridos realmente estivessem iniciando mais tardiamente a fase
proliferativa e os neutréfilos ainda permanecessem em niveis elevados.

As quantidades das células inflamatorias (neutréfilos, linfocitos e
macrofagos), no 14° dia pés-trauma, apresentaram-se sem diferenca entre
0S animais nutridos e os previamente desnutridos. Pode-se sugerir que 0s
animais, independente do seu estado nutricional, nesse tempo (14° dia PT)
ja se apresentavam na fase proliferativa.

A reepitelizacdo tém inicio horas apds o trauma e segue até o
fechamento total da ferida. Representa uma seqiéncia de eventos que
envolvem a migracao e proliferacdo de células epiteliais adjacentes ao local
da ferida. O fator de crescimento do queratindcito (KGF) tem papel
mitogénico nas células epiteliais durante o processo de reepitelizacdo (Auf
Demkeller et al., 2004).

Em nosso modelo experimental, houve aumento da expressao génica
do KGF, no 7° dia pés-trauma, nos ratos nutridos quando comparados aos
previamente desnutridos. No entanto, no mesmo momento, a avaliacado
microscoépica de epitelizacdo da area da ferida ndo apresentou diferencas

entre ratos nutridos e previamente desnutridos dos diferentes grupos
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experimentais. Diferencas foram encontradas com aumento de epitelizacao,
no 14° dia pdés-trauma, nos animais nutridos (p=0,002) em relacdo aos
previamente desnutridos. Assim, é possivel que a expressdo génica
aumentada de KGF no 7° dia pés-trauma dos ratos nutridos tenha se
confirmado na maior epitelizacdo da ferida cutanea no 14° dia pos-trauma.

O tecido de granulacdo € composto por uma matriz composta de
fibroblastos, fibrocitos, células inflamatérias e novos vasos sanguineos. Os
fibroblastos produzem grande variedade de substancias importantes no
processo cicatricial. Durante o 2° ou 3° dias pos-trauma, os fibroblastos
agem principalmente na proliferacdo e migracao celular (Singer & Clark,
1999).

Em nosso experimento, no 7° dia pés-trauma, houve maior
guantidade de fibroblastos, em relacdo a fibrocitos em todos os grupos
experimentais. Aparentemente, a desnutricdo prévia nos animais renutridos
nado afetou o numero de fibroblastos.

Na presente pesquisa, no 14° dia pds-trauma, 0s ratos previamente
desnutridos apresentaram maior quantidade de fibroblastos e presenca de
nacleos frouxos quando comparados aos nutridos independente da dieta oral
ou enteral administrada por via gastrostomia. Isso pode sugerir que 0s ratos
previamente desnutridos ainda estdo em plena fase de proliferacao,
enguanto os ratos nutridos podem estar com diminuicdo da fase proliferativa.

O processo de recomposicdo da derme, avaliado na presente
pesquisa, apontou que no 7° dia pés-trauma, todos os animais dos

diferentes grupos experimentais apresentaram recomposicao parcial. A
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recomposicao total da derme foi observada no 14° dia pés-trauma, sendo
que ratos nutridos apresentaram maior freqiéncia de recomposicéao total que
0os previamente desnutridos, independente da dieta enteral administrada.
Essa observagdo corrobora com os achados do aumento do numero de
fibroblastos e a caracteristica de nucleos frouxos nos animais previamente
desnutridos. A andlise conjunta dos resultados sugere que 0s animais
previamente desnutridos apresentam retardo e dificuldade de progredir para
a recomposicao total da derme, mesmo com a realimentacdo por duas
semanas.

Alguns fatores de crescimento possuem diferentes habilidades de
promover o processo cicatricial por estimular a angiogénese, proliferacao
celular, sintese e degradacdo da matriz extracelular e serem quimiotaticos
para células inflamatdrias e fibroblastos (Goldman, 2004).

O PDGF e TGF-beta sao liberados a partir de plaquetas ativadas.
Ambos irdo agir na inducdo da proliferacdo dos fibroblastos e estimular a
producdo da matriz extracelular e seus componentes (Staldemann et al.,
1998).

Nossos achados nao revelaram diferencas de expressao do PDGF
nos diferentes grupos experimentais. Uma possivel explicacdo diz respeito
ao momento de pico de expressao génica do PDGF, por volta do 3° dia pés-
trauma, com estimulo para a proliferacéo de fibroblastos e quimiotéticos para
neutréfilos (Martin, 1997). Assim, em nossa pesquisa, 0 estudo no 7° dia
pos-trauma pode ter sido tardio para encontrar aumento na expressao desse

fator de crescimento.
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O TGF-beta age como potente mediador na formacdo da matriz
extracelular e na producédo de colageno (Desmouliére et al., 1993). Durante
0 processo cicatricial, o pico de acdo do TGF-beta pode variar entre o0 7° e
14° dias pos-trauma (Chen et al.,, 1992). Esta associado a sintese de
colageno tipo | pelos fibroblastos e diminuichio na producdo de
metaloproteinases, eventos que ocorrem durante a formacéo do tecido de
granulacao (Yang et al., 1997).

A expressdo génica do TGF-beta no presente trabalho foi maior no 7°
dia pés-trauma nos ratos nutridos quando comparados aos animais
previamente desnutridos. Isto ocorreu de maneira significante para os
animais que receberam dieta por via oral, embora tenha sido verificada
tendéncia para este fato também nos outros grupos.

O colageno é o principal elemento constituinte do tecido conjuntivo.
Existem pelo menos 13 tipos de colagenos. Os colagenos tipo | e Il sdos os
principais responsaveis pela resisténcia ténsil da pele (Prockop et al., 1979).

A producéo de colageno | e Il é gerenciada pela expressdo génica de
MRNA dos respectivos colagenos. Na presente pesquisa foram estudadas a
biologia molecular dos colagenos | e lll e a quantidade de colageno total.

A quantidade de colageno total, em todos 0s grupos experimentais,
apresentou-se maior no 14° dia quando comparado ao 7° dia pés-trauma.
Uma possivel explicacdo € que a sintese de coladgeno apresenta seu
primeiro pico 7 dias apos a lesdo, com predominancia das fibras imaturas
(colageno 3) que se tornam histologicamente visiveis na ferida. Com o

decorrer da fase de remodelamento ocorre 0 progressivo aumento nas
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quantidades de colageno total, até o fechamento da lesédo onde ocorrera o
equilibrio entre a sintese e degradacao das fibras colagenas (Stadelmann et
al., 1998).

Trabalhos tém sido realizados para determinar os efeitos da
deficiéncia protéica no contetudo de colageno da pele (Anasuya et al., 1970;
Angeleli et al., 1978). No entanto, pouco se sabe sobre o efeito da
desnutricdo especificamente sobre os contetdos de colageno | e lll.

Oishi et al. (2002) verificaram diminuicdo nos niveis de expressao
génica de mRNA dos colagenos | e Illl presentes na pele em ratos
submetidos ao processo de desnutricdo com dieta isenta de proteina por 8
dias.

Os resultados da presente pesquisa parecem concordar com Qishi et
al. (2002), pois no 7° dia pOs-trauma, 0os animais previamente desnutridos,
independente da dieta ofertada por via oral ou dietas enterais administradas
por via gastrostomia, apresentaram diminuicdo na expressdo génica dos
niveis de mRNA dos colagenos | e Ill quando comparados aos animais
nutridos. Chama a atencdo o fato de que para animais nutridos e
previamente desnutridos a expressdo génica de colageno tipo | foi menor
nos animais alimentados com dietas enterais industrializadas (padrdo e
suplementada). O significado biolégico desse achado poderia refletir uma
desigualdade entre a racdo AIN-93 e as dietas formuladas, no sentido de
estimular a expressao génica de colageno tipo I.

A diminuicdo na expressdo génica dos colagenos | e Ill nos ratos

previamente desnutridos, pode ter sido causada pela deplecdo dos
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nutrientes durante o periodo de desnutricdo e ainda nao totalmente
compensado no 7° dia poés-trauma.

O processo de vascularizacdo presente no tecido de granulagdo é
coordenado pelos fatores VEGF e EGF-basico, que alcancam seu pico entre
0 3° e 7° dias poés-trauma (Bennett et al., 1993). No presente trabalho, e
conforme esperado, a intensidade de vascularizacdo mostrou-se maior no 7°
dia poOs-trauma quando comparado ao 14° dia pés-trauma (p=0,01). No
entanto, nesse momento, encontramos auséncia de expressdo génica do
VEGF, provavelmente porgque o 7° dia pos-trauma ja € tardio para ocorrer a
expressao génica desse fator indutor da angiogénese.

A contracao da ferida é responsavel por reduzir a area da ferida. Para
acompanhar o fechamento da ferida cutanea, foram digitalizadas imagens
das quatro feridas no dia do trauma, 7° e 14° dias pés-trauma. Os ratos
nutridos apresentaram maior fechamento da ferida cutanea quando
comparados aos previamente desnutridos, nos dois periodos analisados (dia
da cirurgia até o 7° dia e desse até o 14° dia pébs-trauma),
independentemente das dietas administradas. Os valores da porcentagem
de fechamento da area da lesdo apontam maior fechamento entre o 7° e o
14° dia pés-trauma. Esse achado é esperado, na medida em que grande
parte do primeiro periodo (cirurgia ao 7° dia) € preenchida pela fase
inflamatoria. A fase proliferativa tem inicio por volta do 5° dia pos-trauma,
com aumento dos principais elementos responsaveis pelo fechamento da

ferida (Regan & Barbul, 1994).
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A principal célula responsavel pela contracdo da ferida é o
miofibroblasto. Trata-se de célula especializada que contém alfa-actina de
musculo liso (Gabbiani et al., 1971). O miofibroblasto, presente no tecido de
granulacéo, € o principal tipo celular envolvido no reparo tecidual, através da
deposicdo de componentes da matriz extracelular (tenascina, fibronectina,
metaloproteinases e colagenos | e |Ill) (Zhang et al., 1994). Os
miofibroblastos podem ser avaliados pela expressdo imuno-histoquimica do
anticorpo anti-alfa actina de musculo liso que, no presente estudo, ndo se
mostraram diferentes entre os distintos grupos experimentais deste trabalho,
independente do seu estado nutricional, da dieta administrada e em relacéo
aos tempos do 7° e 14° dias pos-trauma. E possivel que, embora a
guantidade das células seja mantida em todos 0s grupos experimentais, sua
funcao e eficiéncia na contracdo sejam diferentes, o que poderia explicar os

achados de contracdo da area da ferida.



115

Dos efeitos das dietas sobre a cicatrizacdo cutanea

A pele € o maior 6rgdo do organismo e necessita de suprimentos
metabdlicos constantes para manter sua estrutura e funcéo. Deficiéncias
nutricionais podem levar a alteracbes associadas a diminuicdo da
integridade da pele e promover a maior frequéncia de feridas cutaneas
(Patel, 2005).

A cicatrizacdo é um processo complexo que envolve hemostasia,
inflamacéo, proliferacdo celular e remodelamento, eventos coordenados por
diferentes citocinas e fatores de crescimento, que sdo associados com
aumento da atividade metabdlica. Esses eventos sdo dependentes de
adequado aporte de oxigénio, energia, sintese de proteinas e diversas
reacdes enzimaticas que envolvem vitaminas e minerais (Patel, 2005).

Atualmente, os cuidados destinados aos pacientes que apresentam
feridas nédo cicatrizadas, ou mesmo aqueles que se submeterdo a cirurgia de
grande porte, incluem o acompanhamento do estado nutricional e a
identificacdo de possiveis deficiéncias de calorias, proteinas, vitaminas e
minerais (Lewis et al., 1993).

A desnutricdo protéica e de vitaminas pode prejudicar o sistema
imunoldgico, com diminuicdo da atividade fagocitica e funcéo linfocitéria.
Feridas agudas podem nédo ser afetadas pela diminuicdo da resposta
imunoldgica, no entanto, o fechamento de feridas crbnicas sofre com a

insuficiente acdo do sistema imune e somente apresenta eficiente agdo no
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momento do reestabelecimento do déficit nutricional (Stadelmann et al.,
1998).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado os efeitos
benéficos da suplementacédo da arginina na resisténcia ténsil e no acumulo
de colageno de feridas cutaneas (Seifter et al.,, 1978; Barbul et al., 1985;
Barbul et al., 1990; Kirk et al., 1993; Shi et al., 2000; Witte et al., 2002; Shi et
al., 2003). No entanto, ndo existem trabalhos experimentais que avaliam o
efeito da suplementacédo da arginina em feridas crénicas (Stechmiller et al.,
2005).

No presente trabalho, a quantidade de arginina administrada,
aproximadamente 1,2 g/kg/dia, compara-se com a mesma quantidade
ofertada por diferentes trabalhos apresentados na literatura. Os valores
administrados de arginina estdo em concordancia com o estudo
desenvolvido por Witte et al. (2002), que por 10 dias, ap6s implante
subcutédneo de esponjas, administraram 1g/kg/dia de arginina. Na mesma
linha de pesquisa, Shi et al. (2003), para verificar o acumulo de colageno,
administraram 1g/kg/dia de arginina, por via intraperitoneal, por 10 dias em
ratos diabéticos. Apesar das quantidades de arginina serem semelhantes as
propostas na literatura pertinente, em nosso modelo experimental, os efeitos
da suplementacdo da arginina e nutrientes antioxidantes no fechamento de
ferida cutdanea aberta em ratos nutridos e previamente desnutridos

submetidos a realimentacdo nao foi significativo.
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As razles para as diferencas de nossos achados com a literatura
talvez sejam devidas as diferencas metodolégicas adotadas para o estudo
do colageno.

A variacdo percentual de peso corporeo ndo apresentou diferenca
entre 0s animais que receberam dieta via oral, dieta enteral padrdo e
suplementada, independentemente do estado nutricional. Esse nosso
resultado tem apoio em Nirgiotis et al. (1991), que apds oferta de dieta
enteral suplementada com arginina, ndo encontraram diferenca no peso
corporeo quando comparados aos animais controles.

Quando os resultados foram interpretados em termos dos tipos de
dietas utilizadas, os dados da presente pesquisa ndo encontraram
diferencas significativas em nenhuma das variaveis analisadas que se
relacionam ao processo cicatricial. Aspectos devem ser considerados na
tentativa de compreendermos as diferencas entre os resultados encontrados
na presente pesquisa e 0s apresentados pela literatura.

Uma hipétese para explicar os dados nao significativos entre as dietas
administradas aos animais previamente desnutridos, indagaria se a perda de
peso corpéreo de 12 a 15% seria suficiente para esgotar as reservas de
arginina, vitaminas e minerais. Para responder a essa pergunta, seria de
interesse conduzir um programa de desnutricdo crénico, com evidéncias
concretas de que os estogues enddgenos de arginina e micronutrientes
estariam depletados.

Outro fato a se considerar € que todos os animais dos diferentes

grupos experimentais, nutridos e o0s previamente desnutridos, foram
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realimentados com dietas de alta qualidade em termos de nutrientes e
seguranca biolégica, e que promovem os mesmos efeitos benéficos, néo
sendo possivel, a grosso modo, distinguir uma melhor formulacéo dietética.
Como a dieta AIN 93 é formulada especialmente para ratos e as outras
dietas sdo para seres humanos, podemos especular que no minimo, a
nutricdo por gastrostomia, com as formula¢des enterais industrializadas, sao
tdo boas quanto a dieta AIN-93.

No presente estudo, observamos que a cicatrizacdo de ferida
cutdnea, em animais nutridos e previamente desnutridos, foi semelhante
com a dieta enteral padrdo e a dieta enteral suplementada. E possivel que
as variaveis de cicatrizacdo cutanea analisadas no presente modelo
experimental ndo tenham sido aptas para determinar diferencas atribuidas
aos nutrientes que comple a dieta enteral suplementada. Torna-se
necessario, no futuro, desenvolver modelos experimentais que explorem
essa possibilidade.

Chama a atencdo o fato de que o modelo de leséo cutanea utilizado
no presente trabalho é de ferida aberta que cicatriza por segunda intencao,
diferente dos modelos experimentais de sutura, que cicatrizam em primeira
intencdo, que demonstraram efeito benéfico da arginina sobre a resisténcia
ténsil e o acumulo de hidroxiprolina. Estes aspectos foram estudos por
Nirgiotis et al. (1991), ao comparar o efeito de dieta enteral padrdo e dieta
enteral suplementada com arginina (Vivonex) sobre cicatrizagdo. Os autores
verificaram em animais, com implante dorsal subcutdneo de cilindros de

politetrafluoroetileno, maior albuminemia, aumento do timo, peso do baco,
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ativacdo mitogénica linfocitaria e indice quimiotatico de macréfagos no grupo
de animais suplementados com arginina. Nao encontraram diferenca no
conteudo de hidroxiprolina entre os grupos, mas houve aumento na
resisténcia ténsil das feridas no grupo de animais alimentados com dieta
enteral suplementada com arginina.

Ainda utilizando a metodologia de implante subcutaneo dorsal de
esponjas de polivinil-alcool, Shi et al. (2003) estudaram ratos diabéticos e
controles que foram subdivididos em dois outros grupos e que receberam
injecdo intraperitoneal de 1g/kg/dia de arginina ou solucdo salina. Quando
comparados aos animais que receberam injecao de solucao salina, os ratos
diabéticos apresentaram menor resisténcia ténsil em relagcdo aos controles
sem diabetes. Apds a administracdo de arginina, ambos 0S grupos
apresentaram aumento na resisténcia ténsil e aumento de hidroxiprolina. Os
autores concluiram que a cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos pode
ser parcialmente corrigida pela suplementacédo de L-arginina.

Guardadas as devidas diferencas entre estudos clinicos e
experimentais, Williams et al. (2002) avaliaram em estudo duplo-cego, em 30
pacientes voluntarios saudaveis, idade média de 75 anos, o efeito da
suplementacdo oral de uma mistura contendo arginina, glutamina e beta-
hidroxil-metilbutirato (HMB) no acumulo de colageno. Os autores nao
verificaram diferengas no conteddo de hidroxiprolina, apos 7 dias de
implante subcutaneo de tubos de politetrafuoretileno na regido do musculo
deltéide. No 14° dia ap6s implante, os individuos que receberam

suplementacdo, apresentaram 67% mais do acumulo de colageno. Esta
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observacdo deve ser acompanhada da informacdo que o HMB, metabdlito
da leucina, regula a protedlise muscular e aumento no conteudo de
hidroxiprolina em ratos, e a glutamina apresenta efeitos benéficos em
cicatrizacdo de anastomose colbnica, dessa maneira, o efeito da arginina
nao pode ser avaliado isoladamente.

Aparentemente, os efeitos favoraveis da arginina se manifestam com
a maior producéo de hidroxiprolina, aminoacido componente da molécula de
colageno, e resisténcia ténsil da ferida. Torna-se de interesse estudar em

continuidade esses aspectos.
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Perspectivas

Os resultados da presente pesquisa permitem vislumbrar novas
oportunidades de pesquisa na area de nutricdo e cicatrizacdo. Entre eles, o
estudo imuno-histoquimico dos colagenos tipo | e Ill, a pratica de
desnutricdo crbnica, a aplicacdo de testes funcionais, de forca ténsil da
ferida, em novos modelos a serem desenvolvidos e, dentro das
possibilidades éticas, estudar o comportamento génico em condicdes de
cicatrizacdo como Ulceras diabéticas, Ulceras por pressdao e mesmo

gueimaduras, perante dietas enterais suplementadas.
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8. Conclusodes

Nas condicbes da presente pesquisa, em que ratos nutridos e
previamente desnutridos portadores de ferida cutanea padronizada foram
alimentados com racdo, nutricdo enteral padrao e suplementada, por via

gastrostomia por 14 dias, pode-se concluir que:

1- Com estado nutricional mantido, a cicatrizacdo ocorre de maneira

adequada, independente da dieta oral, enteral padrdo ou suplementada.

2- Desnutricdo retarda a cicatrizacdo em termos de epitelizacao,
recomposicdo da derme e contracdo da ferida cutanea, independente da

realimentacdo com dieta oral, enteral padrao ou suplementada.

3- ApOs uma semana de trauma cutaneo, a expressao génica de fatores
de crescimento ligados a cicatrizacdo apresentaram-se alterados em virtude
da desnutricdo prévia, e ndo foram revertidos independentemente da

realimentacdo com dieta oral, enteral padrao ou suplementada.
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4- Ap6s uma semana de trauma cutaneo, a expressao génica dos colagenos
tipo | e lll ligados a cicatrizacdo apresentaram-se alterados em virtude da
desnutricdo prévia, e nao foram revertidos independentemente da

realimentacdo com dieta oral, enteral padrao ou suplementada.

Coroléario

As dietas enterais padrdo e suplementada favorecem o processo de

cicatrizacdo, nos estados de nutricdo e desnutricdo prévia, da mesma forma

com que a racao especifica para animais de experimentacao.
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ANEXO 1

Método Imunoistoquimico para Avaliac&o da Alfa-Actina de Musculo

Liso (Miofibroblastos) no Tecido de Granulagéo

As reagdes de imuno-histoquimica seguiram o seguinte protocolo:

a) Desparafinizagéo
As laminas previamente preparadas foram submetidas a banhos

sequenciais, iniciados com:

- Xilol a 60° por 20 minutos (min);

- Xilol a temperatura ambiente por 20 min;

- Etanol 100% trés vezes, 30 segundos (seg) em cada passagem;

- Etanol 95% por 30 segq;

- Etanol 80% por 30 segq;

- Etanol 70% por 30 segq;

A seguir, as laminas foram lavadas em 4gua corrente e destilada;

b) Recuperacédo de antigenos

Foi realizado pelo uso do calor imido, com panela de pressdo (Eterna®
Nigro) com solucdo de acido citrico 10 mM (Merck 1.00244, Alemanha) pH
6,0;

- Resfriamento da panela por 10 min sob agua corrente e 10 min a
temperatura ambiente;

- Lavagem das laminas em aguas correntes e destiladas;



149

c) Bloqueio da peroxidase enddgena

- Utilizando agua oxigenada de 20 volumes (quatro vezes de cinco
minutos cada);

- Lavagem em agua corrente e PBS 10 mM (phosphate-buffered saline)

pH 7,4,

d) Diluicdo do anticorpo primario

O anticorpo primario anti-actina-o de musculo liso, clone 1A4 da classe
lgG2a que reconhece a isoforma o da actina de musculo liso foi diluido em
solucdo PBS + BSA 1% (bovine serum albumin) (Sigma A9647, EUA) +

azida sddica 0,1% em titulo previamente estabelecido (Tabela 6).

Tabela 6. Identificacdo e diluicdo do anticorpo utilizado na reacdao de imuno-

histoquimica.

Anticorpo Clone Diluicdo Fabricante

Monoclonal Mouse Anti Human Alpha-

Smooth Muscle Actin 1A4 1:4000 Dako, Glostrup, Dinamarca — cod M0851

- Incubacgéo a 37° C por 30 min e por 18 h a 4° C em camara umida;

- Lavagem das laminas trés vezes em PBS (3 min cada);

e) Incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado (Biotinylated Link
Universal) do kit LSAB + System-HRP (Dako Cytomation, KO0690,

Carpinteria, CA, EUA) por 30 min a 37°C;
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- Lavagem das laminas trés vezes em PBS (3 min cada);

f) Incubacdo com o Streptavidin-HRP do kit LSAB+ System-HRP (Dako
Cytomation, K0690, Carpinteria, CA, EUA) por 30 min a 37° C;

- Lavagem das laminas trés vezes em PBS (3 min cada);

g) Revelagédo com o cromogeno — 100mg% de DAB (3, 3’ Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride) (Sigma D5637, EUA), 1 mL de &agua oxigenada 20
volumes, 1 mL de Dimetilsulféxido (Synth Pdts Labors Ltda), 100 mL de
PBS;

- Incubar por 5 min a 37° C;

- Lavagem em agua corrente e destilada por 3 min;

h) Contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por 1 min;

- Lavagem em agua corrente e destilada;

i) Diferenciacdo em 4gua amoniacal
- Imergir 2 vezes em agua amoniacal (solucéo de hidroxido de aménio
0,5%);

- Lavagem em agua corrente e destilada;

j) Desidratacao das laminas
- Etanol 50% por 30 seg;

- Etanol 80% por 30 seg;
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- Etanol 95% por 30 segq;
- Etanol 100% por 30 seg;

- Xilol 4 vezes por 30 seg cada;

k) Montagem com laminula e Entellan (Merck 1.07961, Alemanha).

Controles positivo e negativo atestaram a fidelidade da reacéo
imunoistoquimica. Como controle positivo e negativo da reacéo foi utilizada
tonsila palatina humana.

O controle negativo da reacdo imunoistoquimica consistiu na omissao
do anticorpo primario.

Foram realizados ainda os controles negativos de todos os caso
experimentais deste estudo, procedimento esse realizado em cada lamina
com o caso corado pelo anticorpo (Ac) actina de musculo liso clone 1A4 e o

seu respectivo controle negativo, pela omissdo do Ac primario.
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APENDICE 1

PESO DOS ANIMAIS NO PERIODO POS-TRAUMA

Grupos que Receberam Dieta Por Via Oral e Solucao Fisioldgica Via

Gastrostomia

Grupos Cirurgia  7°PT 14° PT
340,10 303,70 310,70

277,10 270,40 280,10

290,70 289,00 303,60

311,00 317,90 333,30

N(VO) 317,90 303,60 306,70
241,80 262,00 272,70

197,40 243,40 265,30

307,00 284,20 275,00

280,30 276,00 293,50

288,30 280,60 284,40

249,90 279,60 275,90

247,40 289,50 305,40

215,10 261,20 273,00

221,80 260,70 263,90

PD(VO) 262,90 273,50 279,30
250,90 247,10 267,80

254,90 261,50 269,00

249,10 257,30 265,30

264,70 284,90 279,20

PT — P6s-Trauma; N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido

VO - Dieta via oral
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Grupos que Receberam Dieta Enteral Padréo Via Gastrostomia

Grupos Cirurgia 7° PT 14° PT
302,30 290,40 288,20

316,10 300,20 297,60

307,60 305,10 295,70

233,50 240,20 239,90

N(DP) 236,10 234,00 264,70
210,80 219,50 258,10

234,50 233,90 251,80

249,50 248,10 247,40

304,30 299,60 284,80

349,70 329,30 330,00

250,60 276,90 248,10

249,80 284,60 271,70

251,30 265,80 269,60

PD(DP) 217,80 211,40 251,10
230,10 197,10 218,80

222,30 216,20 254,80

220,30 228,90 233,90

229,40 240,10 236,60

202,30 185,40 231,80

PT — Pés-Trauma; N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido

DP — Dieta enteral Padrao
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Grupos que Receberam Dieta Enteral Suplementada Via Gastrostomia

Grupos Cirurgia 7° PT 14° PT
289,50 312,60 314,70

296,20 297,60 308,50

289,70 298,80 291,10

322,40 318,40 311,60

N(DS) 251,80 251,30 261,10
249,20 252,00 266,70

215,30 235,30 240,60

206,20 213,90 232,90

290,10 274,00 270,90

304,00 293,20 306,50

229,20 235,80 239,50

228,70 232,70 274,40

218,20 223,10 259,70

209,60 225,50 257,90

PD(DS) 242,00 242,10 230,70
240,40 256,40 270,30

306,30 304,70 319,60

272,40 264,80 287,30

257,40 258,50 296,50

PT — Pés-Trauma; N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido

DS — Dieta enteral Suplementada
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APENDICE 2

DADOS PARA ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

TGF-BETA
N(VO) PD(VO) N(DP) PD(DP) N(DS) PD(DS)
3,88 1,78 3,16 0,80 0,53 4,98
3,64 2,79 1,74 5,38 3,82 2,07
3,42 2,24 5,57 6,62 4,17 6,71
4,10 2,24 4,73 8,22 5,72 4,69
4,12 2,83 4,85 1,44 3,84 1,87
2,56 1,85 3,25 2,59 2,88 8,57
3,69 2,53 2,30 5,57 1,35 3,34
2,86 2,35 7,09 5,44 5,59 4,62
4,58 3,78 5,87 6,30 4,69
4,13 3,60
VEGF
N(VO) PD(VO) N(DP) PD(DP) N(DS) PD(DS)
0,88 1,77 0,89 0,80 1,50 0,89
0,52 2,79 0,26 0,90 0,48 0,63
2,16 1,38 1,34 1,33 1,68 0,95
3,20 0,76 1,36 1,79 1,63 0,51
0,39 0,76 0,32 0,59 2,30 0,80
0,78 0,54 0,68 0,77 1,08 0,56
1,50 0,85 1,38 0,75 0,45 0,70
0,71 1,23 1,60 0,92 1,84 0,70
0,82 0,83 0,89 6,30 0,93
0,85 0,35
PDGF
N(VO) PD(VO) N(DP) PD(DP) N(DS) PD(DS)
0,75 1,35 0,65 0,90 0,36 1,03
0,78 0,69 1,05 1,02 1,04 1,37
2,61 0,55 1,93 0,98 1,94 0,41
3,82 0,64 4,44 2,19 1,61 0,49
0,98 2,03 0,82 1,52 0,96 2,20
2,14 1,43 1,22 0,98 0,84 0,23
0,68 1,39 1,06 0,33 1,01 1,27
0,64 1,44 1,53 0,22 0,95 1,38
0,64 1,67 1,18 0,60 0,83 1,32
0,67 0,69

N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido; VO — Dieta via oral; DP — Dieta enteral padréo;

DS - Dieta enteral suplementada
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KGF

N(VO) PD(VO) N(DP) PD(DP) N(DS) PD(DS)
1,50 2,79 1,53 1,45 3,55 1,49
2,79 0,31 0,71 1,03 2,78 1,53
2,44 1,20 3,90 1,80 1,10 1,06
1,20 2,22 2,25 1,28 1,92 1,85
1,10 1,48 0,78 0,55 0,84 0,91
1,84 0,79 2,17 1,06 2,38 0,77
0,72 0,88 0,85 0,62 0,93 0,73
0,96 0,74 3,29 2,09 1,82 0,49
0,91 0,99 0,57 1,31 1,46 0,77

1,06 1,14
COLAGENO 3

N(VO) PD(VO) N(DP) PD(DP) N(DS) PD(DS)
0,31 0,44 0,41 0,50 0,42 0,20
1,26 0,90 1,67 0,35 0,69 0,18
0,82 0,97 0,58 0,31 0,68 0,19
0,61 0,37 0,71 0,27 0,51 0,29
0,36 0,64 0,24 0,11 0,23 0,20
1,76 0,27 0,58 0,35 0,55 0,06
0,17 0,24 0,30 0,28 0,42 0,49
0,27 0,22 0,66 0,20 0,53 0,55
0,45 0,77 0,22 0,12 0,81 0,48

COLAGENO 1

N(VO) PD(VO) N(DP) PD(DP) N(DS) PD(DS)
0,29 0,35 0,29 0,36 0,15 0,27
0,67 0,67 0,30 0,17 0,70 0,24
0,38 0,74 0,56 0,21 0,16 0,26
0,47 0,62 0,27 0,37 0,32 0,07
0,29 0,68 0,10 0,03 0,12 0,34
1,71 0,13 0,35 0,36 0,65 0,35
0,25 0,21 0,45 0,20 0,27 0,15
0,31 0,19 0,28 0,05 0,36 0,20
0,29 0,27 0,41 0,40 0,53 0,12

0,39 0,32

N — Nutrido; PD — Previamente Desnutrido; VO — Dieta via oral; DP — Dieta enteral padréo;

DS - Dieta enteral suplementada



