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Influéncia de dieta imunomoduladora na
cicatrizacao cutanea em ratos

Influence of immunonutritional supplementation on skin wound
healing in rats
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LUCIANO OKAWA3 Introducao: O processo de cicatrizagio é imediato e dindmico, com o objetivo
ALESSANDRA BORGES* de restaurar a continuidade anatémica e funcional, e devem existir condigoes
PRISCILLA BALBINOT® para esse processo, o que inclui um estado nutricional adequado. Dentre

ANTONIO CARLOS LIGOCKI CAMPOS® as férmulas de suplementacao existentes, as imunomoduladoras tém sido
implicadas na melhora do processo cicatricial e das condigoes clinicas dos
pacientes tratados. Foi avaliada a influéncia da dieta imunomoduladora
(Impact®) sobre diferentes variaveis do processo de cicatrizagdo cutinea.
Método: Ratos adultos e nutridos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos, a serem suplementados com a dieta em estudo e com a dieta controle.
Dois grupos receberam as respectivas dietas apenas pré-operatoriamente
e os outros dois grupos as receberam no perioperatoério. Os ratos foram
submetidos a trés tipos de lesoes cutaneas. Foram avaliados os seguintes
aspectos: evolucao dos pesos, evolucio das areas cruentas, tensiometria
das feridas incisionais, taxas de reepitelizacio e parametros histolégicos.
Resultados: Nao houve diferenca na evolugiao dos pesos. Houve melhores

Instituigso: Trabalho realizado como parte do indices de fechamento de feridas excisionais nos grupos suplementados
Programa de Pés-Graduacéo em Clinica Cirtrgica com Impact®, a partir do quinto dia de p6s-operatério (p=0,02). Os grupos
da Universidade Federal do Parang, Curitiba, PR, suplementados com a dieta em estudo obtiveram melhores resultados em
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tensiometria (p = 0,03), taxas de reepitelizacao (0,04), contagem diferencial

de células (p<0,001) e quantidade de coldgeno total (p<0,001). Conclusoes: A
dieta em estudo (Impact®) promove melhores taxas de fechamento de feridas
cruentas, reepitelizacdo mais rapida, cicatrizes com maior resisténcia ténsil e
maiores quantidades de colageno total nas feridas. Nao houve diferenga em
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nenhum dos pardmetros analisados em comparacgao dos grupos suplementados
com Impact® pré e perioperatoriamente.

Descritores: Imunomodulacio; Imunonutricio; Cicatrizacéao de feridas;
Dieta imunomoduladora.

m ABSTRACT

Introduction: The wound healing process is immediate and dynamic in order
to restore anatomical and functional continuity, and there must be conditions
for this process, which include a normal nutritional state. Among the existing
supplemental formulas, immuno-enhancing diets have been proposed to
improve the wound healing process and patients’ clinical conditions. The
influence of an immunomodulating diet (Impact®) on different variables of
the skin healing process was evaluated. Method: Healthy adult rats were
randomly divided into four groups of diet supplementation or control. Two
groups received their diets only pre-operatively while the other two groups
received theirs perioperatively. Rats were subjected to three types of skin
lesions. We evaluated the following aspects: changes in weight, development
of raw areas, tensiometry of incisional wounds, re-epithelialization rates,
and histological parameters. Results: There was no difference in weight
changes. There was better closing rates of excisional wounds in groups
supplemented with Impact® beginning on the fifth day after surgery
(p = 0.02). The groups receiving the dietary supplements obtained the
best results in tensiometry (p = 0.03), re-epithelialization rates (p = 0.04),
differential cell counts (p < 0.001), and total amount of collagen (p < 0.001).
Conclusions: The study diet (Impact®) promoted better closure rates of raw
wounds, faster re-epithelialization, scars with a greater tensile strength, and
greater amounts of total collagen in wounds. There was no difference in any
of the parameters analyzed compared with the groups supplemented with
Impact® pre- and perioperatively.

Keywords: Immunomodulation; Immunonutrition; Wound healing;
Immunomodulatory diet.

INTRODUCAO

A cicatrizacado cutanea é um processo dindmico
que envolve uma rede complexa de interacoes
extracelulares, mediadores quimicos e células locais
e inflamatérias. Este processo tem como objetivos
principais a restauracao da integridade tissular e a
manutencido da homeostasial.

O processo de cicatrizagdo envolve trés fases
sequenciais que se inter-relacionam, ocorrendo de
forma dinamica e sobrepostas: fase inflamatéria, fase
proliferativa e fase de remodelamento?.

Para que ocorra adequada cicatrizaciao, deve
existir um conjunto de condig¢des, que incluem
boa perfusio tecidual, auséncia de debris, sistema
imunolégico e fibroblastico eficientes e, em pacientes
cirdrgicos, adequada técnica cirirgica®. Além disso,
um estado nutricional adequado é fator importante
para lograr processo de cicatrizagido 6timo, pois a
dindmica tecidual exige energia e substratos plasticos
provenientes de proteinas e micronutrientes®. A
deficiéncia de proteina, potencialmente presente

nas condigOes de trauma, como queimaduras e
cirurgias de grande porte, prejudica o processo de
cicatrizagao, favorecendo maior risco de infecgoes*>*.
Fisiologicamente, a deplecido proteica no processo
cicatricial prolonga a fase inflamatéria e prejudica
a fibroplasia. Ocorre diminui¢do da proliferagio
fibroblastica, da angiogénese e da producéo de
colageno, e, consequentemente, ocorre menor reparo
tecidual da ferida’.

Na prética clinica, a oferta de nutrientes pode
ocorrer por via oral, enteral e parenteral. Nos
altimos anos, houve importante desenvolvimento de
formulagées nutricionais especializadas para atender
as necessidades particulares de 6rgéos e sistemas,
disponiveis sob a forma de suplementos orais ou
formulacées para uso por sondas enterais®!!. Dentre
estas, encontram-se férmulas imunomoduladoras
que séo hiperproteicas, enriquecidas de arginina e
nutrientes antioxidantes, como zinco, selénio, vitaminas
C e E, desenhadas para atender as necessidades
decorrentes do processo cicatricial e otimizar o seu
desenvolvimento.
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A utilizagdo de imunonutrientes em férmulas
enterais tem sido objeto de estudos clinicos e
experimentais. Atualmente, a terapia nutricional
pretende, além de fornecer energia e substratos
nutricionais, influenciar, de maneira farmacolégica,
funcées orgénicas prejudicadas pelo estado patolégico
do paciente, particularmente quando imunossupressio
e/ou estado inflamatorio exacerbado estéao presentes.
Nessas condigoes, a oferta enteral ou parenteral
de nutrientes com fung¢des imunomoduladoras se
associam a beneficios, como aumento da celularidade
e promogao de fungdes imunolégicas™?!*. A melhora
do sistema imunolégico com a utilizacdo de nutrientes,
como acidos graxos n-3, arginina e nucleotideos,
tem sido relacionada a diminuicdo da incidéncia de
complicagées infecciosas, especialmente em pacientes
submetidos a cirurgias no trato digestivo por caAncer
e em pacientes vitimas de trauma®!>1,

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
cicatrizagao frente a diferentes condicoes nutricionais,
bem como compreender alguns mecanismos celulares
e moleculares envolvidos entre nutrigio e cicatrizagao
de feridas. Modelos experimentais sdo uteis para
a pesquisa de cicatrizac¢éo, pois, resguardando os
aspectos éticos, permitem criar, em laboratério
de investigagdo, condigbes que se assemelham as
encontradas na prética clinica.

O campo da nutrigdo experimentou profundas
transformacgoes desde a sua concepcao. O principio
inicial era fornecer energia, proteinas e micronutrientes
essenciais para compensar perda de massa muscular
e prevenir a deple¢ido imune induzida por inanicao.
Mais recentemente, varios componentes alimentares
tém sido utilizados numa tentativa de melhorar a
funcdo imunolégica. Estes componentes incluem:
aminodécidos especificos, tais como glutamina e arginina,
4cidos graxos (0mega-3) e os acidos nucleicos®. Entre
estas substancias, a suplementagido com arginina
apresenta o composto mais comumente investigado,
tendo sido identificado como modulador do processo
de cicatrizag¢do em varios estudos experimentais!”. No
entanto, ha controvérsia na literatura e resultados
conflitantes. Além disso, a maioria dos estudos tem
investigado os efeitos de imunonutricdo apenas no
trato gastrointestinal’®,

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito
da suplementacio imunonutricional em diferentes
aspectos da cicatrizacdo de feridas cutineas em
ratos. O presente trabalho avalia a influéncia da
dieta imunomoduladora em sua forma comercial
(Impact®) sobre diferentes variaveis do processo
de cicatrizagdo cutinea, incluindo o fechamento de

feridas excisionais, a resisténcia das cicatrizes em
feridas incisionais, a reepitelizacgao de feridas cruentas
e as diferenciacoes celulares no tecido cicatricial e
da matriz de coldgeno neoformada.

METODO

O projeto foi conduzido de acordo com as
orientagbes normativas éticas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba,
Brasil. Os experimentos ocorreram no Laboratério
do Programa de Pés-Graduagido em Cirurgia da
Universidade Federal do Parand, sob temperatura
controlada (22 *+ 1° C) e 12 h escuro/ciclos de luz.

Um total de 52 ratos Wistar machos adultos
(Rattus norvegicus albinus, Roentia Mammalia)
(peso corporal 230,08 + 5,76 g) foi distribuido em
quatro grupos de suplementacgéo da dieta (chamados
PI, PC, PPI e PPC), de 13 animais cada. Os ratos
foram enjaulados em grupos de 4 a 5 animais. Todos
os grupos receberam ad libitum acesso a agua da
torneira e a mesma dieta padrao em sete dias antes
do inicio do experimento e ao longo do estudo,
independentemente da suplementacido oral com
qualquer férmula imunonutricional (grupos PI e
PPI) ou com dieta controle isocalérica e isoproteica
(grupos PC e PPC), ambas administradas através de
uma sonda orogéstrica.

Os ratos foram randomizados para receber
diariamente duas férmulas enterais diferentes
(Tabela 1). Nos grupos pré-operatérios (PI e PC),

Tabela 1. Descri¢do das Férmulas Enterais.

Dieta Dieta Controle
Imunomoduladora
Energia / 1 keal 1 kecal
Calorias
Proteina 55 g/LL 55 g/L
Imunonutrientes
Arginina 12,5 g/LL 0
Acidos Graxos 2 g/L 0
Insaturados
Acido Nucleico 1,3 g/LL 0
Selénio 1 mcg/L 0
Zinco 1,5 mcg/L 0

os ratos foram suplementados apenas por sete
dias antes da operacéo, enquanto nos grupos pré
e poés-operatérias (PPI e PPC), os ratos foram
suplementados durante o periodo perioperatério
(Figura 1), em um total de 14 dias.

Apoés sete dias de suplementagdo com ragio
pré-operatéria, os ratos foram anestesiados e
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Grupo PI Grupo PC Grupo PPI Grupo PPC
Férmula Férmula Controle | Férmula Férmula Controle
Imunomoduladora | Pré-operatério Imunomoduladora | Per-operatdrio
Pré-operatério Per-operatério

Figura 1. Descri¢ao dos Grupos.

submetidos a trés feridas dorsais excisionais da pele
de espessura total — uma delas medindo 2 X 2 cm,
para avaliacdo da contracédo da ferida, e os outros
dois de medi¢ao de 6 mm de didmetro, para estudo
de reepitelizacdo — e uma ferida incisional ventral
medindo 5 cm (Figura 2). Feridas dorsais foram
deixadas abertas para cicatrizar espontaneamente. A

Figura 2. Modelo de Feridas incisionais e excisionais.

ferida ventral foi fechada com pontos simples mono
nylon 5-0. No oitavo dia pds-operatério, todos os
ratos foram sacrificados e as lesées dorsais foram
excisadas e armazenadas em solucéo fisiolégica
e em formalina 10%, para anélise histolégica e
de resisténcia a tracdo, por meio de estudos com
hematoxilina - eosina e densitometria do colageno.

Feridas dorsais excisionais de 2 X 2 cm foram
diariamente documentadas por fotografias digitais
padronizadas, para posterior analise das taxas de
contracio da ferida com software especifico (Figura 3).
As areas das feridas excisionais foram calculadas
usando o Imaged software (National Institutes of
Health , EUA).

ID: PI_O1

PI_O1_POI PI_O1_1PO PI_01_2PO PI_O1_3PO

N
1

PI_01_4PO PI_01_5PO PI_01_6PO PI_01_7PO PI_01_8PO

Figura 3. Evolucdo da Taxa de Contragdo de Feridas Dorsais
Excisionais.

O método de densitometria do colageno consistiu
em identificar e quantificar o coldgeno maduro
(tipo 1) e imaturo (tipo 3), utilizando-se a colocacao de
Picrosirius Red, microscopia 6tica sob luz polarizada
e realizando-se anédlise de imagens em software
(Image-Pro-Plus 4.5; Midia cibernética, Sdo Paulo,
Brasil). A percentagem de componentes de colageno
apresentados em vermelho e laranja (coldgeno tipo 1)
e verde (coldgeno tipo 3), em seguida, foi calculada.

Os espécimes da ferida abdominal tiveram ambas
as extremidades ligadas a um tensiémetro (DL
-500 MF; Emic, Sao José dos Pinhais, PR) e que os
distenderam a uma velocidade constante (50 mm/min
com uma carga de 10 kg, 0,5% de erro), de acordo com
atécnica proposta por Knolmayer et al.' Mudangas na
resisténcia a tragdo foram continuamente registradas
em um computador e analisadas por software
especifico (Instron, IX, 7.26.00). O alongamento foi
mantido até que o espécime fosse completamente
rompido, como refletido por uma queda acentuada na
curva de tenséo a zero (interrupgéo). O valor maximo
representou a forca de ruptura total (TRS) . Assim,
duas variaveis relacionadas a tensoes que refletem
aforca da anastomose foram obtidas para cada rato.

Os dados foram mostrados como média e desvio
padrao (SD). Testes T Student e Anova foram utilizados
para comparacdes intergrupais. A significAncia
estatistica foi definida como a probabilidade de um
erro do tipo de < 5%%.

RESULTADOS

O peso corporal nao se alterou de forma significativa
nos grupos ao longo do estudo (Figura 4).

As areas das feridas excisionais foram avaliadas
em diferentes momentos pds-operatérios. A area da

270 - !

i

250 i
230
210

z )

190 o :

Figura 4. Evolucao do peso durante o experimento (peso em
gramas).

ferida criada pelo procedimento inicial foi semelhante
nos grupos controle e estudo (PI = 4,52 cm?
PC = 4,30 cm? PPI = 4,50 cm?; PPC = 4,25 cm?,
p = 0,21). As avaliagOes das taxas de contracao da
ferida mostraram uma contracido mais rapida nos
grupos que receberam a férmula imunomoduladora
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apo6s o terceiro dia pés-operatério (Figura 5). A
comparacao entre os dois grupos que receberam o
suplemento com a férmula imunomoduladora nao

mostrou diferenca significativa (p > 0,05)

Area da
ferida (cm?)

5,00

4,00 \

p=021 p =065 p=089 p=052 p=016 p =002 p=0003 p<0,001 p <0.001

0,00

POI 1P0 2P0 3P0 4PO 5PO 6PO 7P0 8PO
— Pl — PC — PPI PPC

Figura 5. Taxa de contragao da ferida.

Dias

A resisténcia a tracao foi analisada e os grupos que
receberam a férmula imunomoduladora mostrou o
aumento da for¢a de tragdo méxima em comparacio
com os controles. Os dois grupos demonstraram uma
resisténcia a tragido semelhante (p > 0,05) (Figura 6).

3,1 £0,19

0025

3,500 ~
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

2,6+0,.26

p=0,03
E Pl mPC mPPl OPPC

Figura 6. Taxas de Forga Ténsil dos Tecidos.

A andlise revelou que as taxas de reepitelizacao
nos grupos suplementados demonstraram
restauracio completa da camada epitelial no sétimo
dia pés-operatério, em um maior nimero de casos
(p = 0,04), em comparagido com ratos do grupo
controle (Figura 7).

A anilise da deposicgédo de colageno em feridas
excisionais no oitavo dia de pés-operatério mostrou
taxas semelhantes de maturacio (propor¢ao de coldgeno
maduro e imaturo) com p = 0,38 . No entanto, os

Figura 7. (A) Exemplos de completa reepitelizagéo histolégica e
(B) reepitelizagiao incompleta.

grupos suplementados com férmula imunomoduladora
apresentaram uma maior quantidade de deposicao
de colageno total (p = 0,001).

DISCUSSAQ

A cicatrizagido de feridas depende de uma
complexa série de reagbes e interacoes de mediadores
inflamatérios. Muitos fatores intrinsecos e extrinsecos
afetam a cicatrizagéo de feridas e hé algumas opc¢oes
comerciais que pretendem neutralizar interferéncias
negativas no processo de cura®%?, A inter-relacao
entre a nutricdo e o processo de cicatrizacdo das
feridas, especificamente agindo em conjunto com o
sistema imunolégico, tem sido o foco de atengéo cada
vez maior e um nimero crescente de aminoécidos e
minerais foram identificados como tendo a funcao
imunomoduladora?!.

O sistema de defesa imunolégico pode ser
subdividido em trés locais de agédo, que sédo alvos
potenciais para substratos nutricionais especificos:
a funcdo de barreira da mucosa, fungoées de defesa
celular e inflamacgéo local ou sistémica . A barreira
mucosa foi o primeiro local de defesa considerado
para terapia imunomoduladora!l. A segunda linha
de defesa consiste de defesa celular (macréfagos,
granuldcitos, linfécitos) e que pode ser modulada por
substratos nutritivos, ao influenciar a transdugéo de
sinal. Os componentes essenciais da resposta imune
inflamatéria sdo representados pela ativacdo dos
sistemas de cascata (como o coagulante e os sistemas
complementares). Citocinas, eicosanoides, fatores
de ativacdo de plaquetas e 6xido nitrico , assim
como aminas vasoativas, sdo alguns dos mediadores
envolvidos®.

A resposta imune inflamatéria pode ser regulada
por substratos nutricionais e os seus precursores,
os quais estdo disponiveis na suplementacio oral.
As férmulas imunomoduladoras utilizam estes
diferentes sitios de agdo do sistema imunolégico para
controlar a inflamacéo e aumentar a cicatrizacio de
feridas?®. Glutamina, arginina, nucleotideos e 4cidos
graxos poli-insaturados (PUFA) sdo considerados de
importancia fundamental, entre todos os agentes
farmacologicamente eficazes incluidos, assim como
micronutrientes, como zinco e varias vitaminas
(A, C, E, K).

A arginina é responséavel pela modulacao de
vérias funcdes bioldgicas, imunolégicas e metabdlicas
diferentes. Depois de trauma, por exemplo, ha
um aumento do metabolismo deste aminoécido
essencial'?2. O catabolismo néo biodisponibiliza
quantidades suficientes de arginina e 6xido nitrico
(NO), caracteristica de pacientes traumatizados
graves, 0 que consiste na principal razédo para a
suplementacdo de arginina em tais situagdes®.
Estudos experimentais sugerem a participagio de
6xido nitrico no processo de remodelacio de feridas?.
A arginina atua como um substrato para a sintese da
proteina, a proliferacgéo celular, a neurotransmissao, a
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vasodilatagdo, aimunidade e a cicatrizacao de feridas.
E também um precursor de 6xido nitrico, ureia,
ornitina, prolina e outras moléculas, e tem um papel
importante na sintese de coldgeno®. Em situacdes
de estresse, ha demanda metabdlica dos aumentos
de arginina e sua suplementacgio é considerada um
adjuvante na cicatrizacio de feridas®.

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA)
alteraram a producéo de citocinas pré-inflamatoérias.
Os 4cidos graxos n-3 influenciam uma série de
processos inflamatérios de transducéao de sinal para
a expressio da proteina de 4cido eicosapentaenoico
(EPA) e acido docosahexanoico (DHA), e competem
com quatro séries de leucotrienos (LTB4) na
ocupacao do receptor?. Numerosos estudos mostram
a correlagdo entre o aumento dos niveis de acidos
graxos poli-insaturados o - 3 e a produgio diminuida
de citocinas pré-inflamatérias no plasma, mas alguns
estudos tém demonstrado aumento na producéao de
certas citocinas pré-inflamatérias em células, tais
como fibroblastos e macroéfagos peritoneais tratados
com &cidos graxos poli-insaturados o - 3.

As férmulas imunomoduladoras foram identificadas
como vantajosas na cicatrizacdo de feridas em
estudos clinicos>>618, No entanto, os mecanismos
responséaveis por este efeito na reparacédo dos tecidos
néo sdo completamente conhecidos. O presente estudo
mostrou melhores indices de contracio da ferida e
deposicao de colageno nos grupos que receberam a
férmula imunomoduladora a partir do segundo dia
de suplementacio em diante, provavelmente por
causa do aumento da funcgéo fibroblastica. Embora os
resultados deste estudo tenham demonstrado vérios
efeitos positivos da imunomodulagéo nutricional, a
maioria dos mecanismos celulares permanece obscura
e precisa ser elucidada para esclarecer a influéncia
de féormulas imunomoduladoras no processo de
cicatrizacao de feridas.

CONCLUSAO

O uso de férmulas imunomoduladoras acelerara
o processo de cicatrizacdo com o aumento da
deposicao de colageno e da forga ténsil dos tecidos. A
imunomodulagao nutricional se mostrou benéfica em
varios ensaios clinicos, previamente. No entanto, os
mecanismos celulares para a melhoria dos processos
de cicatrizacido de feridas permanecem obscuros
e outros estudos experimentais com férmulas
imunomoduladoras sdo necesséarios.
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