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RESUMO - Racional - A arginina, aminoacido condicionalmente essencial, participa de diversos processos fisioldgicos, em particular na cicatrizagdo e

na fung@o imune. Objetivo - Avaliar o efeito da suplementagao por via oral da arginina na cicatrizagdo colonica em ratos. Método - Foram utilizados
47 ratos Wistar machos, adultos, com peso médio de 345,45 + 8,35g, alocados em gaiolas coletivas em grupos cinco ou seis animais. Todos receberam
agua e ragao ad libitum, pesados a cada dois dias e randomizados para receberem por gavagem suplementagéo com arginina a 10% (grupo ARG) ou
solugdo de aminoacidos a 10% (grupo AA) de forma isovolumétrica, isocaldrica e isonitrogenada (1,5 g/kg/dia) por sete dias antes do procedimento
operatorio e quatro ap6s. Um terceiro grupo recebeu solugao salina isotonica (grupo SSI), isovolumetricamente. Os ratos foram submetidos a duas
colonicas término-terminais confeccionadas 3 cm distais a valvula ileocecal e outra 5 cm distais a primeira, em plano tunico com fio monofilamentar
de nylon 5-0, e foram sacrificados no 5° dia de pos-operatorio Neste dia, as duas anastomoses foram ressecadas, sendo uma conservada em solugdo
salina para medidas de trag@o e a outra enviada a anatomia patoldgica, para analise do colageno (total, maduro e imaturo), e imunoistoquimica para a
pesquisa de miofibroblastos e neovascularizagio. Foi avaliado o peso corpdreo ao longo do experimento. A analise estatistica foi realizada com os testes
t de Student e de Mann-Whitney. Resultados - A comparagao referente ao peso nos trés grupos nao evidenciou diferenga significativa nos pesos iniciais,
mas foi observada diferenca entre os finais nos grupos SSI e AA (324,7g vs. 298g, P=0,04). A tensdo foi significativamente maior no grupo AA quando
comparado ao grupo SSI (0,94kgf/cm? vs 0,67 kgf/cm?, P=0,04), mas ndo em relagdo ao grupo ARG (0,94kgf/cm? vs 0,70 kgf/cm?, P=0,09). Quanto
a forca maxima de tragdo observou-se diferenca significativa entre o grupo AA e o grupo SSI (0,18kgf vs 0,13 kgf, P=0,04) mas ndo em relagdo ao
grupo ARG (0,18kgf vs 0,14 kgf, P=0,08). A forca de ruptura total evidenciou valor significativamente maior para o grupo AA quando comparado ao
grupo ARG (0,10kgf vs 0,06 kgf, P=0,05), mas ndo em relagdo ao grupo SSI (0,10kgf vs 0,09 kgf, P=0,54). Nao foi observada diferenca significativa
quanto a concentragao dos colagenos subtipo I e Il e nem do indice de maturagdo de colageno nos trés grupos. Nao foi observada também diferenga
significativa em rela¢do a contagem de vasos sanguineos ou miofibroblastos pela imunoistoquimica entre os trés grupos. Conclusao - A administragao
de solugdo contendo 20 aminoacidos se mostrou mais efetiva do que a administracao isolada de arginina nas provas de tragéo das anastomoses colonicas.

DESCRITORES - Arginina. Cicatrizagao. Tensiometria. Colageno. Angiogénese.

INTRODUCAO

Cicatrizacdo adequada ¢ considerada fundamental para
o sucesso de qualquer intervencao cirurgica, € uma falha
neste processo pode levar a deiscéncias das suturas e graves
consequéncias. A medida em que o processo fisioldgico
da cicatrizagdo tornou-se progressivamente compreen-
dido, fatores que influenciam este processo foram sendo
descobertos e avaliados.

Falhas nas anastomoses intestinais resultam em deis-
céncias e fistulas, associadas a alta morbi-mortalidade.
Ja foram bem identificadas causas locais e sistémicas que
aumentam os riscos de deiscéncias anstomoticas. Os prin-
cipais fatores locais s3o a realizagdo de anastomoses sem
tensdo, com boa vascularizacgao, auséncia de infec¢do, boa
coaptag@o dos bordos da ferida e inclusdo da submucosa
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nos pontos, por ser esta camada rica em colageno®'.
Além dos locais, a influéncia de fatores sistémicos
sobre o processo ¢ relevante. A presenca de desnutrigéo, o
uso de anti-inflamatdrios hormonais e ndo-hormonais ¢ de
anti-neoplasicos e a radiacdo ionizante influenciam nega-
tivamente a cicatrizagdo das anastomoses, enquanto o uso
judicioso de nutricdo perioperatdria, especialmente com
dietas imunomoduladoras ou suplementos dietéticos po-
dem aumentar a resisténcia ténsil das anastomoses®*>%3339,
Em face a dificuldade em estudar tais mecanismos de
acao em condigdes clinicas, alguns modelos de experimen-
tagdo foram sendo desenvolvidos. A arginina, aminoacido
semi-essencial, possui papel fundamental no metabolismo
de diversos componentes do organismo humano?®. Pos-
sui agdo importante como substrato na sintese protéica,
proliferagdo celular, neurotransmissdo, vasodilatagdo,
imunidade e no processo de cicatrizagdo. E precursora
do 6xido nitrico, creatina fosfato, uréia, ornitina, prolina
e outras moléculas. Como precursora da prolina possui
papel importante na sintese da hidroxiprolina e, conse-
quentemente, do colageno. Em situagdes de estresse sua
demanda aumenta ¢ ela se torna aminoacido condicio-
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nalmente essencial, juntamente com a glutamina. Assim,
sua suplementagdo dietética ¢ considerada como terapia
adjuvante na cicatrizagdo das feridas*. Estudos recentes
corroboram a idéia de que a suplementacdo com arginina
associa-se a aumento na deposicao de colageno nas feridas
em cicatrizagdo, além de haver melhor resposta imune'>*!.

O uso de produtos nutricionais enriquecidos com
arginina mostrou-se efetivo em reduzir as infec¢des pos-
operatorias e o tempo de internagdo. Em recente metanalise
incluindo 18 estudos prospectivos e randomizados, foi
detectada reducdo das deiscéncias de anastomoses*. En-
tretanto, como os suplementos nutricionais incluem outras
substancias além da arginina, nao foi possivel definir espe-
cificamente qual substancia seria responsavel pelo efeito
obtido. Varios trabalhos demonstraram o papel da arginina
no metabolismo protéico, porém existem ainda controvér-
sias a respeito do seu uso na suplementacado dietética. Em
2008, Jones e Heyland em artigo de revisao®, propuseram
um novo paradigma: a farmaconutrigdo. Constataram que
o grande nimero de trabalhos que enfocaram a imuno-
nutrigdo possuem resultados conflitantes. Argumentaram
que, considerando o efeito dos diversos nutrientes ditos
imunomoduladores, cada um teria suas indicagdes precisas
e individualizadas nas diversas populagdes estudadas. Ao
final, de acordo com este novo paradigma, propuseram a
utilizacdo de 17 nutrientes de forma isolada, dissociada do
aspecto nutricional e estimularam estudos nesta dire¢do em
populagdes homogéneas com séries amplas, para determi-
nac¢do de diferencgas na mortalidade. Assim, nio fica claro
se o efeito benéfico sobre a anastomose deva ser atribuido
somente a arginina. Neste contexto, € necessario investigar
se a suplementagdo da arginina, isoladamente, ¢ capaz de
conferir o mesmo efeito protetor que a suplementacdo com
pool de aminoacidos.

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da
arginina com solu¢do de aminoacidos nas anastomoses
colénicas em ratos, em particular verificando o comporta-
mento do peso ao longo do experimento, a for¢a de tragao
das anastomoses, 0 seu efeito nos aspectos histologicos de
angiogénese e proliferagdo de miofibroblastos)

METODO

Foram utilizados 47 ratos Wistar (Rattus norvegigus
albinus, Rodentia mammalia), machos, adultos, prove-
nientes do biotério do Instituto de Tecnologia do Parana
de Curitiba, PR (15 animais) e do biotério da Fundagdo
Universidade do Vale do Itajai em Itajai, SC (32 animais).
Foram alocados em caixas de polipropileno forradas com
serragem em grupos de cinco ou seis animais e, apos
periodo de aclimatagdo de sete dias, apresentavam peso
médio de 345,45 £ 8,35 gramas. Receberam agua ad libitum
e racao para ratos. As condi¢cdes ambientais do laboratorio
foram mantidas eletronicamente para temperatura média
de 22° C e ciclo claro-escuro de 12 horas.

A suplementagdo dietética foi realizada utilizando-se
solugdo salina isotonica, solu¢do de aminoacidos (Amino-
plasmal L 10-A sem carboidratos e sem eletrdlitos B. Braun,

Séao Paulo, SP) e solugdo a 10% e L-Arginina (Arginina®,
Ajinomoto Interamericana do Brasil, Sdo Paulo, SP). A
suplementagdo de arginina ou do pool de aminoacidos foi
isocaldrica e isovolumétrica em doses de 1,5 g/kg/dia.

Apbds sete dias de aclimatag@o, os animais foram pesa-
dos e divididos aleatoriamente em trés grupos de acordo
com o tipo de suplementagdo dietética. Diariamente eles
foram sedados por inalacdo de éter etilico comercial em
sistema fechado de campénula para receberem SSI, ARG
ou o pool de AA por gavagem, por sonda oro-gastrica 8F
de 10 cm de extensdo e 2 mm de didmetro interno. A cada
dois dias, nos dias do procedimento cirurgico e no sacrificio
também foram pesados. O peso foi utilizado para célculo
do volume a ser infundido diariamente como suplemento
dietético e também para o calculo da dose de anestésico a
ser administrada.

Todos os ratos receberam rag@o e agua ad libitum
durante todo o experimento. O grupo AA (n=15) recebeu
suplementag¢ao com aminoacidos, a 10% na dose de 1,5 g/
kg/dia, injetada em dose unica diaria por sete dias antes do
procedimento cirtrgico e no pos-operatdrio por cinco dias.

O grupo ARG (n=16) recebeu suplementagdo com
arginina a 10% também na dose de 1,5 g/kg/dia, injetada
como o grupo AA.

O grupo SSI (n=16) recebeu soro fisiologico em dose
isovolumétrica por sonda, também diariamente.

Todos os animais foram submetidos a jejum de 12
horas prévias ao procedimento cirlirgico. A anestesia foi
inalatoria com éter etilico comercial em sistema fechado
de campanula e, para manutengdo do plano anestésico
foram utilizados cloridrato de cetamina a 10% na dose de
50 mg/kg de peso e cloridrato de xilazina a 2% na dose de
10 mg/kg de peso ambos por via intra-muscular, aplicados
no musculo quadriceps e complementagao com éter etilico
em sistema aberto.

Apds inducdo anestésica os animais foram pesados,
complementada a anestesia, realizada a tricotomia abdomi-
nal ampla e fixados a mesa cirurgica com elasticos, com
os membros em extensdo. Foram utilizados instrumentos
cirargicos limpos, porém ndo esterilizados. O acesso a
cavidade abdominal foi obtido através de incisdo na linha
mediana do abdome de cerca de 4 cm. Uma vez identificado
o cOlon, este foi seccionado a 3 cm da valvula ileo-cecal
e novamente a 5 cm distalmente a primeira seccdo. As
anastomoses foram confeccionadas término-terminais, em
plano tinico com pontos separados de fio monofilamentar
de nylon 5-0. O fechamento da cavidade abdominal foi
realizado em dois planos (sero-muscular e pele) utilizando-
se de fio monofilamentar.

Apos arecuperagdo anestésica cada animal foi colocado
novamente em sua caixa e liberada agua e ra¢ao apos 12
horas de jejum. Foi realizada analgesia pds-operatoria com
dipirona por via oral na dose de 20 mg/kg de peso.

Os animais foram sacrificados apds cinco dias de
pos-operatorio com inalagdo em sistema fechado com
campanula de dose letal de éter sulfurico comercial. Foi
entdo realizada laparotomia pela incisdo prévia e, apos
inspecdo da cavidade peritoneal, procedeu-se a retirada
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de dois segmentos do colon, de cerca de 5 cm cada, con-
tendo as anastomoses. Os dois espécimes cirirgicos foram
conservados em solugdo salina isotdnica e formalina a 10
% para estudo de tracdo computadorizada e histoldgico,
respectivamente. Os animais nos quais ocorreu o rompi-
mento fora da linha de anastomose do segmento colénico
durante o teste de tragdo, bem como os que evoluiram a
obito durante o experimento foram excluidos.

Todos os animais que morreram durante o estudo,
apesar de ndo serem incluidos na analise estatistica dos
parametros analisados, foram examinados para evidencia-
¢do da causa da morte.

A avaliagdo da forga de tragdo e de ruptura da anas-
tomose colonica foi realizada no Laboratorio de Cirurgia
Experimental do Programa de Pos-Graduag@o em Clinica
Cirtirgica da Universidade Federal do Parana. Para avalia-
¢do desta variavel, foi utilizada maquina universal de ensaio
mecanico computadorizada, da marca Emic®, modelo
DL-500 MF, com garras de pressao ajustavel manualmente
e sistema eletronico de aquisi¢@o de dados com utilizagdo
de seu proprio software (Figura 1).

FIGURA 1 - Maquina universal de ensaio mecanico Emic®,
modelo DL-500 MF

O corpo de prova de cada animal foi armazenado em
frascos contendo solugdo salina isotonica. O segmento
coldnico, contendo a sutura em sua porgao média, foi fixado
em suas extremidades as presilhas com ajuste manual.
Todos os testes de tragdo foram feitos em um intervalo
maximo de uma hora apos suas resseccdes. A tragao ocorreu
com velocidade de 50 mm/min, utilizando-se carga de 10 kg
com sensibilidade de 50 g e margem de erro de 0,5% até a
ruptura total. A forga de tragdo foi constantemente mensu-
rada através do computador anexo ao sistema de presilhas.

As variaveis consideradas no estudo foram: forga
maxima de tragdo (FMT) em kgf/cm? e for¢a de ruptura
total (FRT) em kgf. A FMT foi considerada como a forga
maxima em que comegou a haver a ruptura do tecido ¢ a

FRT como a ultima for¢ca medida pelo computador, antes
da separacdo total dos cotos colonicos.

O programa utiliza sistema de coordenadas cartesianas
cujo eixo x representa a unidade “distancia” e 0 eixo y a
“for¢a”. Inicialmente o grafico apresentou dire¢do ascen-
dente. No momento da ruptura inicial, ele demonstrou
a mudanca imediata da dire¢do correspondendo a FMT
suportada pelo corpo de prova. Durante a fase descendente
do grafico, a ruptura da pega estava em progressao, até o
momento da queda de tensdo ao nivel zero; este ponto cor-
respondeu a separagdo total dos cotos colonicos (Figura 2).

As duas variaveis de forgas (FMT e FRT) foram sub-
metidas a analise estatistica.

FIGURA 2 - Grafico do estudo de tragdo nos corpos de prova
sendo A o ponto correspondente a forga maxima de
tracdo e B ao ponto da forga de ruptura total

Apos a obtencdo do segmento colonico de cada animal
para analise histologica, o 6rgdo foi aberto em seu sentido
longitudinal na borda antimesentérica, fixado em formalina a
10% em papel filtro para manter a pega o mais aberta possivel
e enviado para o estudo histologico padrdo para coloragdes
hematoxilina-eosina e Masson objetivando avaliagdo geral,
identifica¢do da linha de sutura, e coloragdo imunoistoquimica,
também realizada de forma padrio com o anticorpo primario
anti-actina muscular lisa na dilui¢ao de 1:300 (Monoclonal
de rato, Codigo BSB 5032, Bio-SB— Santa Barbara, EUA).

Além disso, foi realizada coloragdo de picro-sirius
(picrosirius-red F3BA) para analise dos dois tipos de co-
lageno (I e IIT) maduro e o imaturo.

Finalmente foi realizada a analise das imagens medi-
ante o aplicativo Optimas 6.0 para Windows. A calibragdo
do sistema foi baseada na densidade optica dos pontos de
resolugdo (pixels) que formam as imagens, selecionando-
se o valor limite de melhor resolugdo. No sistema RGB
(Red, Green, Blue) foram considerados valores para preto
(fundo), para tons de vermelho a amarelo (colageno tipo I) e
para tons de verde (colageno tipo I1I). Nos cortes histologi-
cos analisados, determinou-se 0 campo microscopico sobre
a linha de sutura em cinco campos distintos, obtendo-se
entdo as médias aritméticas. Calcularam-se as percentagens
das areas ocupadas pelas fibras que continham colageno I e
Il em relag@o a area total examinada utilizando-se software
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Image Pro Plus (Media Cybernetics, California, EUA).

A positividade da colorag@o imunoistoquimica foi iden-
tificada nas areas de pigmentacao acastanhada.

A avaliagdo do colageno, miofibroblastos e vasos
sanguineos, foi realizada no Centro de Diagnodsticos
Anatomo-Patologicos de Joinville, SC. A calibragem
do sistema foi baseada na densidade 6ptica dos pontos
de resolucao (pixels) que formam a imagem. Todas as
laminas foram avaliadas sob as mesmas condigdes de
regulagem, dentro dos parametros exigidos pelo referido
aplicativo. A percentagem de area ocupada pelo colageno
tipo I — maduro - (fibras espessas e fortemente birrefrin-
gentes, com coloragdo avermelhada a amarelada) e pelo
tipo III — imaturo - (fibras finas e dispersas, fracamente
birrefringentes, com colorag@o esverdeada) foi calculada
para cada animal considerando-se que esta percentagem
era proporcional a quantidade de cada tipo de fibra pre-
sente nos cortes histologicos. Com base nas percentagens
de colageno tipo I e tipo I1I criou-se o indice da maturag@o
do colageno — ImaC, definido como a razdo entre essas
percentagens. Este indice varia entre zero (percentagens
do colageno tipo I=0 e do tipo I1I=100) e mais infinito
(percentagens de colageno tipo I=100 e tipo I1I=0). Va-
lores maiores do que 1 indicam que a percentagem de
colageno tipo I era maior do que a do colageno tipo III.

A identificacdo dos miofibroblastos foi realizada
contando-se as células coradas positivamente pela coloragao
imunoistoquimica. A contagem foi realizada analisando-se as
imagens individualmente, marcando-se os miofibroblastos
por meio da ferramenta Manual Tag (Figura 3).

FIGURA 3 - Fotomicrografia dos miofibroblastos corados com
formato poligonal, com proje¢des citoplasmaticas
e nucleos vesiculosos (400x)

A identificagdo dos vasos sanguinecos foi efetuada
contando-se o nimero de estruturas circulares coradas
positivamente pelo anticorpo que revela as células contrateis
da camada intima dos vasos. A contagem foi feita na area
da anastomose em aumento de 40 vezes, em trés campos
distintos aleatoriamente, em area de 17.726pum2, expressas
em médias aritméticas (Figura 4).

FIGURA 4 - Fotomicrografia dos vasos sanguineos com a intima
corada em marrom revelando positividade para
anti-actina muscular lisa (100x)

Apos digitalizagdo da imagem microscopica procedeu-se
a analise computadorizada com o software Image Pro Plus
(Media Cybernetics, Califérnia, EUA).

De acordo com a natureza dos dados analisados procedeu-
se o tratamento estatistico julgado adequado nos grupos SSI,
AAeARG. Observou-se o pré-requisito da distribuicdo normal
(Gaussiana) das varidveis para a escolha do teste estatistico com
os resultados expressos como média ¢ erro-padrdo. Na analise
paramétrica utilizou-se o teste t de Student para as varidveis
peso inicial e final, nas comparag¢des dentro e entre os grupos;
tensao maxima, forga maxima de tragao e for¢a de ruptura total;
colagenos tipos I e I1I, entre os grupos; contagem de neovasos
e contagem de miofibroblastos entre os grupos. Na andlise
nao-paramétrica foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
as variaveis do IMaC, entre os grupos; contagem de neovasos
entre os grupos SSIvs ARG, e AA vs ARG. Em todos os testes
estatisticos o nivel de significancia adotado foi de P<0,05.

RESULTADOS

Ocorreram cinco mortes de animais dos diversos gru-
pos, sem ligacao direta com o estudo e que foram excluidos
das analises estatisticas.

A avaliacdo da média dos pesos iniciais e finais foi
realizada analisando-se a diferenca entre os trés grupos,
e ndo foi evidenciada diferenca significativa entre eles.

A andlise das médias da tragdo maxima entre os grupos,
demonstrou significancia estatistica apenas entre 0s grupos soro
e aminoacidos (P=0,04), conforme demonstrado na tabela 1.

TABELA 1 - Médias da tragdo maxima dos grupos SSI, AAe ARG

Grupos n min-max m *ep p
SSI 10 0,19-1,08 0,67 £0,10 0.04
AA 14 0,27-1,26 0,94 £0,08 ’
SSI 10 0,19-1,08 0,67 £0,10 0.6
ARG 12 0,16-1,58 0,70 +0,11 ’
AA 14 0,27-126 0,94 0,08 0.0
ARG 12 0,16-1,58 0,70 +0,11 ’

Nota: n - numero de animais, min-max - valores minimo e maximo, m - média,
ep - erro-padrio, p - nivel de significancia estatistica
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Finalmente, a analise estatistica das diferencas das
médias da forca de ruptura total entre os grupos demon-
strou significancia somente entre os grupos aminoacido e
arginina (P=0,05).

A ruptura fora das linhas de sutura ocorreu no grupo SSI
em trés casos (23,07%), um caso no grupo ARG (14,2%)
e nenhum no grupo AA.

A deposigao de colageno do tipo 1 ndo apresentou pre-
ponderancia entre os grupos e o tipo 11l apresentou deposigao
semelhante nos grupos suplementados com aminoacidos e
arginina (Tabela 2).

TABELA 2 — Médias do colageno tipo I1I dos grupos SSI, ARG

e AA
GRUPOS COLAGENO TIPO III
n min-max m + ep P

SSI 12 8,73-63,88 38,82 + 5,17

AA 14 16,09-72,98 45,68 + 5,46 037
SSI 12 8,73-63,88 38,82 + 5,17

ARG 14 7,05-76,13 4239 + 5,82 0,65
AA 14 16,09-72,98 45,68 + 5,46

ARG 14 7,05-76,13 4239 + 5,82 0,68

Nota: n - nimero de animais, min-max - valores minimo ¢ maximo, m - média,
ep - erro-padrdo, p - nivel de significancia estatistica

O IMaC nao apresentou diferencas estatisticas entre os
trés grupos.

A analise da cicatrizagdo feita pela imunoistoquimica,
avaliando a contagem de vasos sanguineos e miofibroblas-
tos, ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos,
conforme demonstrado nas tabelas 3 e 4.

TABELA 3 - Médias da contagem de vasos sanguineos dos grupos
SSI,Aminoacido e Arginina

Grupos n m +ep p
SSI 12 4,9+0,8

0,51
AA 14 4,3+0,5
SSI 10 4,9+0,8

0,48
ARG 12 4,4+0,5
AA 14 4,3+0,5

0,91
ARG 12 4,4+0,5

Nota: n - numero de animais, min-max - valores minimo ¢ maximo, m - média,
ep - erro-padrao, p - nivel de significancia estatistica

TABELA 4 - Médias da contagem de miofibroblastos entre os
grupos Soro, Aminodacido e Arginina

Grupos n m +ep p
SSI 12 34,1 45,0

0,51
AA 14 30,5 +2,7
SSI 10 34,1 +5,0

0,55
ARG 12 30,6 +3,2
AA 14 30,5 +2,7

0,98
ARG 12 30,6 £3,2

Nota: n - nimero de animais, min-max - valores minimo e maximo, m - média,
ep - erro-padrao, p - nivel de significancia estatistica

DISCUSSAO

O rato foi escolhido como animal de experimentag@o
devido a que ele possui regime de alimentagao rudimentar - o
que permite a introducdo de alteragdes dietéticas com certa
facilidade. Existe dificuldade inicial na confec¢do de anas-
tomoses em estruturas de pequeno diametro. Apesar deste
fato, ap6s treinamento, as anastomoses foram perfeitamente
exequiveis sem auxilio de instrumentos de magnificacdo de
imagem ¢ com relativa agilidade. A gavagem para adminis-
tragdo da ARG, do pool de AA ou da SSI também ¢ de facil
aprendizagem apos treinamento com material adequado. Foi
feita sob sedagdo, porém com treinamento também poderia
ter sido feita sem sedacg@o.

O aminoacido semiessencial arginina foi alvo de estudos
nas ultimas décadas do século passado em razdo de suas
acdes nos mecanismos fisiologicos de cicatrizagdo e repara-
¢do de tecidos, bem como sua participagdo nos mecanismos
de defesa imunoldgica*!. No processo de degradacdo da
arginina alguns produtos destacam-se, como as poliaminas
e 0 6xido nitrico. As primeiras sdo essenciais a sintese pro-
téica como ocorre, por exemplo, na cicatrizagdo de feridas,
enquanto o ultimo possui importincia na regulacdo dos
linfocitos T (em baixas doses estimula sua atividade e em
altas doses provoca efeitos inibitorios nos mesmos)'!.

O presente estudo avaliou o efeito da arginina na
cicatrizagdo colonica utilizando dois grupos de controle.
O primeiro, consistiu na administragdo isovolumétrica de
solug@o salina e, 0 segundo, utilizou solu¢ao de aminoacidos
de forma igualmente isovolumétrica e também isonitroge-
nada e isocalodrica. Estes controles foram fundamentais para
a correta interpretagdo dos resultados.

O conhecimento da cicatrizacdo intestinal tem avangado
consideravelmente e existe hoje compreensao do impacto de
varios fatores, locais e sistémicos que influenciam o processo
cicatricial. Ao contrario da cicatrizacdo cutanea - na qual o
progresso pode ser avaliado diariamente (em havendo uma
complicacdo pode ser instituido tratamento precoce), a cica-
trizagdo de anastomose intestinal nao pode ser visualizada.
Esta particularidade deixa ao cirurgido apenas os parametros
de bem estar evolucional do paciente para julgar o sucesso da
operacdo®’. Muito do que se sabe até agora sobre cicatriza¢do
foi justamente estudado a nivel de pele e extrapolado para
outros tecidos. Ha particularidades metabdlicas inerentes a
cada orgdo, que se refletem em diferentes resultados durante
o processo de cicatrizagdo. A dificuldade em se avaliar clini-
camente as anastomoses colonicas justifica a necessidade de
modelos experimentais que estudem o processo cicatricial
no tecido em questao®.

De acordo com Hendriks et al.'8, a investigacdo da cica-
trizagdo das anastomoses intestinais com intuito de melhorar
seus resultados necessita de maneiras de quantificagao.
Este processo pode ser baseado em parametros clinicos,
mecanicos, histoldgicos e imunoistoquimicos. A preferéncia
¢ pelos trés ultimos.

Os parametros clinicos, largamente utilizados na avalia-
¢éo da evolugdo das anastomoses intestinais, possuem menor
acuracia em relagdo aos outros e sdo considerados apenas
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adjuvantes nos estudos de cicatrizagdo, principalmente por
serem subjetivos na avaliagdo. No presente estudo, nao houve
diferenga na cicatrizagdo entre os grupos quando avaliada
sob o prisma clinico de evolugao.

A aferigdo do peso € parametro clinico nutricional uti-
lizado em varios estudos®*. A desnutri¢do ¢é deletéria para
a cicatrizagdo de anastomoses colonicas. Karahasanoglu et
al.?! evidenciaram perda ponderal de aproximadamente 15%
do peso corpéreo inicial em ratos alimentados com dieta
hipoprotéica por 10 dias antes da realizagao de anastomose
colonica. Com isso, encontraram diminuigdo significativa
nas pressoes de ruptura nas anastomoses dos animais desnu-
tridos. Vizzotto Jr. et al.*® evidenciou perda de peso durante
estudo da cicatrizagdo de anastomoses colonicas na vigéncia
de quimioterapia intraperitoneal. Entretanto, ndo houve cor-
relagdo com o decréscimo da forga maxima de tragdo ou de
ruptura total, sugerindo que o fator nutricional pode nio ser
preponderante no prejuizo da cicatrizagdo das anastomoses
colonicas induzido pela cisplatina intraperitoneal. No pre-
sente estudo a perda ponderal ocorreu em todos os grupos ao
longo do experimento, sendo maior no grupo aminoacido,
menor no grupo soro € o grupo arginina apresentou resultado
intermediario, sendo de significancia estatistica a diferenca
de pesos finais quando comparada a diferenga entre os grupos
aminoacido e soro. Convém ressaltar que a perda ponderal
¢ fato que se repete em grupos nos quais ha necessidade de
manipulagdo com sedagdo para se fazer a gavagem e também
o periodo entre o procedimento cirurgico e o sacrificio foi
relativamente curto (cinco dias).

Estudo prévio deste laboratorio®, demonstrou que nos
grupos de ratos sacrificados com trés dias também houve
também perda ponderal, ao contréario dos grupos sacrificados
aos oito dias de pos-operatorio. Tal fato demonstra que neste
estudo a fase para o sacrificio seja talvez ainda precoce para
arecuperagao do trauma cirirgico, porém a literatura sugere
melhores resultados a partir do 4° dia de pos-operatério.

A cicatrizacao ideal de uma ferida esta relacionada com
a proliferacdo fibroblastica e deposicao de colageno e outros
elementos do tecido conectivo. A fibroplasia e a sintese do
colageno iniciam-se nas primeiras 24 horas do ferimento,
seguindo-se em 48 a 72 horas pela migragao endotelial. Ao
redor do 4.° dia ha a producdo de fatores de crescimento
que estimulam tanto a fibroplasia como a neovasculariza-
¢d0%. A forga ténsil esta relacionada com a multiplicagdo e
maturagdo dos fibroblastos. Segundo Harvey'®, é necessario
periodo de aproximadamente quatro dias para a maturagio
dos fibroblastos. No presente estudo, os intervalos utilizados
para avaliar a angiogénese, formagdo dos miofibroblastos,
deposicao do colageno e tensiometria foi cinco dias apos o
procedimento operatorio. Da mesma forma que o parametro
peso, os resultados de medidas tensiométricas mais signifi-
cantes foram quando se compararam os grupos aminoacido
e solucdo salina isotonica, com excecao da forga de ruptura
total, que mostrou maior diferenga na comparagio entre 0s
grupos arginina e aminoacido.

Dados da literatura relatam que a boa cicatrizagdo de
uma ferida, com desenvolvimento de for¢a ténsil adequada,
estda intimamente relacionada a proliferacao e deposicao

do colageno e outros elementos do tecido conectivo. A
maioria dos dados disponiveis na literatura sugere que a
sintese de colageno atinge seu nivel maximo entre os sete e
14 dias apos a lesdo, ocorrendo o pico entre 21° e 28° dias
de evolugao'®**2627, Os miofibroblastos sdo encontrados
no tecido de cicatrizagdo entre o 4° e 6° dias ap0s a injuria,
com maior proliferacao entre o 8° e 30”. No presente estudo
escolheu-se o 5° dia para o sacrificio, pois conforme trabalhos
da literatura até o 4° dia pds-operatorio 100% das rupturas
ocorreram na linha de sutura'.

Os resultados das forgas de tragdo demonstraram maior
resisténcia das anastomoses nos grupos aminoacido e ar-
ginina, especialmente o primeiro. Tais resultados podem ser
justificados pelo fato da solugdo de aminoacidos apresentar,
em sua composi¢do, todos os aminoacidos necessarios
para a sintese protéica, enquanto o grupo ARG recebeu
somente este aminoacido, comprovando o efeito dos outros
aminoacidos na cicatrizacdo das anastomoses colonicas. A
unica exceg¢do foi na forga de ruptura total que demonstrou
um maior valor no grupo aminoacido, seguido pelo grupo
soro ¢ depois pelo grupo arginina. A ruptura fora das linhas
de anastomose ocorreu 23,07% no grupo SSI ¢ 14,2% no
arginina. Tais resultados indicam etapa mais tardia nas rup-
turas fora das anastomoses € consequentemente processo
mais retardado nos grupos suplementados com aminoacidos
e arginina, porém de melhor qualidade.

Os cortes histologicos corados pelo picrosirius permiti-
ram detectar o tipo de colageno. A analise computadorizada,
com o desenvolvimento de softwares especificos para a
determinag@o do percentual de area ocupada pelo tipo espe-
cifico de colageno, permitiu quantificar a deposigdo de cada
um deles de maneira objetiva e precisa. No presente estudo,
os resultados da deposi¢do de colageno demonstraram
predominancia do tipo | no grupo SSI e do tipo 11l no grupo
aminoacidos; tais resultados fazem supor que o processo de
deposicao de colageno ja estivesse em fase mais adiantada
ou final quando comparada com os grupos suplementados,
seja com arginina ou com aminoacidos.

Para o estudo dos miofibroblastos foi realizada imuno-
istoquimica, utilizando-se anticorpo anti-actina muscular
lisa (anti-sm), estudado pela primeira vez por Skalli et al.*,
que demonstraram positividade para a identificacdo dessas
células. Elas foram identificadas e contadas manualmente
apo6s digitalizagdo da imagem da microscopia. Em estudo
sobre a angiogénese na cicatrizacdo de feridas, Ruiter et
al.? utilizaram como antigeno a técnica imunoistoquimica
de PAL-E, que ¢ altamente especifica para endotélio de
vaso sanguineo, porém o fator VIII e o CD34 apresentaram
maior sensibilidade e expressos também em arteriolas. No
presente estudo, a contagem dos vasos sanguineos foi feita
por imunoistoquimica através do mesmo antigeno utilizado
para a identificacdo dos miofibroblastos, pois a exemplo
destes, células endoteliais também apresentam propriedades
contrateis em sua estrutura. No presente estudo a coloragdo
por imunoistoquimica apresentou marcagdo para vasos
sanguineos da mesma forma que para miofibroblastos. Os
resultados mostraram maior niimero de vasos sanguineos e
miofibroblastos no grupo SSI que os demais, sem diferenga
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entre os grupos aminoacido e arginina. Se poderia esperar
maior contagem de neovasos e de miofibroblastos no grupo
suplementado por AA ou ARG, uma vez que a angiogénese
e a proliferagdo miofibroblastica sdo etapas importantes no
processo cicatricial. Os referidos resultados podem indicar,
aexemplo da analise do colageno, que a suplementagao com
arginina ou aminoacidos promove processo de cicatrizagao
mais lento, porém mais intenso, levando em ultima analise
a melhor qualidade.

Importante ressaltar que diversos trabalhos publicados
visando o estudo do efeito da arginina em ratos, foram
utilizados como controle solugdo salina isotonica'3*3142,
solugéo com outros imunutrientes, 0 aminoacido glicina®'>
ou agua®’. No presente estudo visando comparar o efeito
da arginina isoladamente, empregaram-se dois controles,
sendo um com solugao salina isotonica e outro com solugao
de aminodacidos utilizada em nutrigdo parenteral, que inclui
em sua formula a arginina, porém em concentragdo 10 vezes
inferior a do grupo de estudo.

Apos a coleta dos resultados, obteve-se evidéncias que
a arginina promoveu melhora nas provas de tragao e ruptura
em relagdo ao grupo SSI, mesmo que o grupo aminoacido
tenha tido maiores valores, o que se justificaria, pois na
solucao de aminoacidos além da arginina diversos outros
aminoacidos estdo presentes e consequentemente exercem
seu efeito nutricional de maneira sinérgica. Da mesma forma,
ao analisar-se o colageno, evidenciou-se deposi¢do mais
precoce assim como substitui¢ao da forma imatura (tipo I1I)
pela forma madura (tipo I) no grupo solug@o SSI. A analise
por imunoistoquimica também evidenciou maior nimero de
vasos sanguineos e miofibroblastos no grupo SSI, implicando
igualmente em processo de cicatrizagdo mais acelerado,

porém encerrando-se mais precocemente.

Em recente trabalho publicado ocorreu a proposta um
novo paradigma: a farmaconutri¢ao®. O conceito implica
em indicar-se adequadamente cada imunonutriente, tais
como glutamina, selénio, 6leo de peixe (acidos graxos -3) e
arginina, a cada situacao clinica, entre elas desnutri¢ao, quei-
maduras, trauma, pacientes em estado critico ou em sindrome
de estresse respiratorio agudo. Basearam sua argumentacao
no fato que os diversos estudos apresentados até o momento
incorrem em erros metodologicos diversos, como selecdo
inadequada da amostra para estudo, uso de produtos para o
estudo que associam diversos imunonutrientes>*!3:17:28:35:3843,
Nesta linha de raciocinio, alguns autores estdo buscando
limitar o foco da amostra. Por exemplo, Waitzberg et al.*,
em 2006, apresentou estudo em que incluiu apenas pacientes
cirirgicos no pré-operatorio, apesar de utilizar produto com
diversos imunonutrientes. Conseguiu na metanalise definir
a dose a ser utilizada (0,5 a 1L/dia) de uma dieta comercial,
assim como a duragdo da suplementacdo (cinco a sete dias
antes do procedimento operatorio). Realizou ainda um estudo
de custo-efetividade e ao final recomendou a utilizagdo da
solucao em casos selecionados e no periodo indicado.

A exemplo deste trabalho, outros estudos serdo ne-
cessarios para avaliagdo de cada um dos elementos presentes
nas solugdes comercialmente disponiveis e também em
populagdes de estudo restritas.

CONCLUSAO

A utilizagdo da arginina promove efeitos benéficos nas
anastomoses colOnicas em ratos, superior ao uso de SSI,
porém inferior a administragdo de pool de aminoacidos.

Corréa-Neto MP, Campos ACL, Branco AB, Matias JEF. Effects of oral arginine supplementation on the healing of colonic anastomoses in rats. ABCD

Arq Bras Cir Dig 2009;22(1):7-14

ABSTRACT - Background - Arginine, a conditionally essential amino acid, participates in various physiological processes, particularly in wound

healing and immune function. Aim - To evaluate the effect of oral supplementation of arginine on colonic healing in rats. Methods - Forty-seven
male adult Wistar rats, with an average weight of 345.45 + 8.35 g were used. They were placed in collective cages in groups five or six animals.
All received water and food ad libitum, were weighed every two days and randomized to receive supplementation by gavage with a 10% arginine
solution (ARG group) or an isovolumetric, isocaloric and isonitrogenous (1, 5 g/ kg / day) 10% amino acids solution (group AA) for seven days
before the procedure and four after surgery. A third group received isovolumetric isotonic saline solution (group SSI). All rats were subjected to two
end to end colonic anastomoses, one 3 cm distal to the ileocecal valve and another 5 cm distal from the first, in a single layer with monofilamentar
nylon 5-0, and were sacrificed at 5 days post-surgery. At sacrifice, both anastomoses were resected, one was kept in a saline solution for traction
measurements while the other was sent to pathology for analysis of collagen (total, mature and immature) and immunohistochemistry for the detec-
tion of myofibroblasts and neovascularization. We evaluated the body weight throughout the experiment. Statistical analysis was performed using
the Student t test and Mann-Whitney test. Results - The comparison of body weight in the three groups showed no significant difference in initial
weights, but a difference was observed between the groups SSI and AA in final weight (324.7 g vs. 298g, P = 0.04). The tension strength was
significantly higher in the AA group as compared to SSI (0.94 kgf / cm 2 vs. 0.67 kgf / cm 2, P = 0.04) but not when compared to the ARG group
(0.94 kgf / em 2 vs. 0.70 kgf / cm 2, P = 0.09). For the maximal tension strength there was a significant difference between the AA group and the
SSI group (0.18 vs 0.13 kgf kgf, P = 0.04) but not when compared to the ARG group (0.18 vs 0.14 kgf kgf, P = 0.08). The total rupture strength
of showed significantly higher values for the AA group as compared to the ARG group (0.10 vs 0.06 kgf kgf, P = 0.05) but not when compared to
the SSI group (0.10 vs 0.09 kgf kgf, P = 0.54). There was no significant difference in the concentration of collagen subtypes I and III and also no
difference in the collagen maturation index in the three groups. There was also no significant difference on the number of blood vessels (angio-
genesis) or myofibroblasts by immunohistochemistry among the three groups. Conclusions - The administration of a solution containing 20 amino
acids was more effective than arginine alone on the healing of colonic anastomoses in rats.

HEADINGS - Arginine. Healing. Tensiometer. Collagen. Angiogenesis.
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