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RESUMO

Avaliamos os efeitos da suplementacdo com L-arginina no processo de cicatrizacdo
cutanea e muscular de ratos adultos submetidos a queimadura térmica. Utilizamos 24
Ratos Wistar, dividindo-os em controle (C - 4gua) e experimental (ARG - 0,5g9/Kg), via
administragdo orogastrica. Os animais foram submetidos a queimadura térmica
provocada por chapa de aluminio de 2 x 2 cm aquecida a 100 °C, pressionada em seu
dorso por 1 minuto. Decorridos 7, 14 e 28 dias ap6s a queimadura foram anestesiados e
eutanasiados, os tecidos lesados foram retirados e processados seguindo a técnica
histolgica de rotina e corados por Hematoxilina-Eosina (H.E) e picrosirius-red. Foi
avaliado: evolugdo ponderal, fechamento da ferida, morfometria do colageno,
quantificacdo de celulas inflamatodrias, fibroblastos, vasos neoformados e células
musculares. A estatistica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, sendo significativo
quando p<0,05. L-arginina ndo influenciou no ganho de peso dos animais (p=0,470;
p=0,574; p=0,486) e nem na concentracdo de colageno total (p=1; p=0,655; p=0,057 no
7°, 14° e 28° dias respectivamente). Tambem ndo induziu diferencas no fechamento da
ferida, existindo apenas uma diminuicdo do perimetro no 28° dia de experimento
(p<0,029). Quanto a histomorfometria, a arginina promoveu menor inflamacéo
(p=0,013; p=0,001; p=0,001; p=0,002) e maior neovascularizacdo cutanea e muscular
(p<0,001). O aumento dos fibroblastos na pele (p=0,001) e de células musculares no
gliteo maximo do grupo tratado refere regeneracdo cutanea e muscular, enquanto que
no grupo C a quantidade de fibroblastos parece ter causado fibrose. Esses dados
apontam que a suplementacdo de L-arginina apresentou melhorias na cicatrizagdo

cutanea e regeneracao muscular de ratos queimados.

Palavras chave: Arginina. Terapia nutricional. Cicatrizacdo cutanea. Regeneracao

muscular. Queimadura.



ABSTRACT

We evaluated the effects of L-arginine supplementation on the cutaneous and muscular
healing process of adult rats submitted to thermal burn. We used 24 Wistar rats,
dividing them in control (C - water) and experimental (ARG - 0.5g / kg), through gastric
administration. The animals were submitted to thermal burn caused by 2 x 2 cm
aluminum plate heated at 100 °C, pressed on their back for 1 minute. After 7, 14 and 28
days after the burn, they were anesthetized and euthanized, the injured tissues were
removed and processed following the routine histological technique and stained by
Hematoxylin-Eosin (H.E) and picrosirius-red. It was evaluated: weight evolution,
wound closure, collagen morphometry, quantification of inflammatory cells, fibroblasts,
neoformed vessels and muscle cells. The statistic was performed by the Mann-Whitney
test, being significant when p <0.05. L-arginine did not influence the animals weight
gain (p = 0.470, p = 0.574, p = 0.486) and neither did total collagen concentration (p =
1, p = 0.655, p = 0.057 at 7, 14 28 days respectively). It also did not induce differences
in wound closure, with only a perimeter reduction occurring on the 28th day of the
experiment (p< 0.029). As for histomorphometry, arginine promoted less inflammation
(p = 0.013, p = 0.001, p = 0.001, p = 0.002) and greater cutaneous and muscular
neovascularization (p <0.001). The increase in fibroblasts in the skin (p = 0.001) and
muscle cells in the gluteus maximus of the treated group refers to cutaneous and
muscular regeneration, whereas in group C the amount of fibroblasts seems to have
caused fibrosis. These data indicate that supplementation of L-arginine showed

improvements in cutaneous healing and muscle regeneration of burned rats.

Keywords: Arginine. Nutritional therapy. Cutaneous healing. Muscle regeneration.

Burn.
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1 INTRODUCAO

As queimaduras sdo responsaveis por um alto indice de mortalidade que somam
aproximadamente 300.000 casos por ano no mundo (TAKEJIMA et al., 2011). A alta
complexidade no tratamento de um grande queimado requer altos investimentos
financeiros, instituicdes com infraestrutura adequada, € uma equipe multiprofissional
especializada e atenta as novas tecnologias de modo a tratar e recuperar a saude do
paciente (HENRIQUE et al., 2013).

Sé&o classificadas de acordo com sua profundidade, sendo as de terceiro grau ou
de espessura integral as queimaduras mais graves de todas as lesbes térmicas, pois se
estendem pela epiderme e derme com danos profundos, levando a alteracdo
hemodinamica, sendo geralmente indolores e com a aparéncia da pele variando de cor
branca até a cor negra e carbonizada, com intensa formacéo de cicatrizes (STEIN et al.,
2013; ESCOTT-STUMP et al., 2010).

O suporte nutricional desempenha um papel importante na promoc¢do da
cicatrizacdo de queimaduras, estudos atuais indicaram que a terapia nutricional enteral
precoce € segura e eficaz, o que pode melhorar as reacdes metabdlicas e todo o curso
clinico, encurtando assim o tempo de cicatrizacdo (CHEN et al., 2014). Nos altimos
anos, a arginina atraiu grande atencdo devido aos seus efeitos benéficos no campo da
nutricdo clinica, em razdo de suas a¢6es nos mecanismos fisioldgicos de cicatrizacédo e
reparo de tecidos, bem como sua participacdo nos mecanismos de defesa imunologica
(CORREA-NETO et al., 2009).

A arginina, aminoacido essencial, atua como um substrato para a sintese de
proteina, a proliferacdo celular, a neurotransmissdo, a vasodilatacdo, a imunidade e a
cicatrizacio de feridas (ONO et al., 2014). E também um precursor de oxido nitrico,
ureia, ornitina, prolina e outras moléculas, e tem um papel importante na sintese de
coldgeno (STECHMILLER et al.,, 2005). Em condi¢Ges normais, a quantidade de
arginina pode satisfazer as necessidades diarias, no entanto, apds queimaduras, 0 corpo
humano ndo pode manter um balango nitrogenado positivo ou funcbes fisioldgicas
normais, enquanto que a suplementacdo com arginina pode aliviar a hipofuncéo imune e
aumentar a sintese proteica ap0s traumatismos por queimaduras (ZHANG et al., 2016).

Seu papel como potente imunomodulador na cicatrizacdo ja vém sendo

evidenciado. Estudos experimentais demonstram que a complementacdo da dieta com
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L-arginina, em ratos, aumenta a forca ténsil e deposicdo de colageno no tecido
lesionado em processo cicatricial (GUIMARAES et al., 2013). Trabalhos cientificos
também revelam que a associacao da dieta enteral enriquecida com L-arginina, fibras e
antioxidantes tem diminuido a taxa de sepse em pacientes criticos, e que a
suplementacdo de arginina (17 g/dia) foi capaz de melhorar a cicatrizacdo e resposta
imune em humanos (SILVA et al., 2012). Desta forma, a arginina mostrou ser benéfica
na cicatrizacdo por numerosos estudos em roedores e seres humanos, conforme
afirmacéo de Gundogdu et al. (2015).

Apesar da efetividade da arginina em promover etapas da cicatrizacdo ja esta
evidenciada, ainda existem lacunas frente a este nutriente e a cicatrizacdo de
queimaduras graves, também ndo existe um consenso sobre a dosagem estabelecida,
tempo de uso, nivel de seguranca e vias de administracdo versus rotas metabolicas

envolvidas nesse processo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PELE: CARACTERISTICAS, FUNCOES E HISTOFISIOLOGIA

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo responsavel por cobrir
aproximadamente dois metros quadrados de area total da superficie corporal de um
adulto (ROCHA, 2009). Tém sua temperatura e espessura variaveis, sendo sua
temperatura normal variando entre 32°C a 36°C e espessura entre dois ou trés
milimetros conforme a localizacdo anatdmica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Funcionalmente, é responsavel pela protecdo contra atrito, perda de &agua,
radiagdo ultravioleta e invasdo de microrganismos (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013). Participa ainda no processo de termorregulacdo, no metabolismo e
armazenamento de vitaminas e lipideos, regula os fluxos sanguineo e linfatico e devido
a presenca de terminacOes nervosas especializadas se torna um importante Orgdo
sensorial (ROCHA, 2009).

E composta por duas camadas, a epiderme formada por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado e a derme formada por conjuntivo frouxo e denso nao
modelado, subjacente a pele encontra-se um tecido adiposo subcutdneo chamado
hipoderme (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Essas duas camadas apresentam
células especializadas e entre elas destacam-se 0s queratindcitos encontrados na
epiderme e os fibroblastos e macréfagos encontrados na derme (SZWED et al. 2015).

A derme é composta principalmente por fibroblastos que produzem colédgeno
tipos | e 111, fibras elasticas e matriz extracelular, sendo essa camada responsavel pela
tonicidade, elasticidade e firmeza da pele. Podemos dividir a derme em camadas
superior, média e profunda ou inferior, estando a maior concentracao de fibroblastos e
fibras colagenas na regido superior (ECA et al. 2015). Um dano ocasionado na pele
como uma injaria, pode afetar sua fisiologia, em especial se acometer a camada dérmica
(SZWED et al. 2015).

2.2 MUSCULO: ANATOMIA, HISTOFISIOLOGIA E REGENERACAO
MUSCULAR

O glateo maximo (gluteus maximus) é um dos principais musculos responsaveis
pelo movimento dos quadris, grande parte de suas fibras musculares atravessam

perpendicularmente a articulacdo sacroiliaca sendo a contracdo do gliteo maximo capaz
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de produzir potentes forcas de compressdo nesta articulacdo, além de suas inser¢Ges
proximais e distais permitirem que exista uma transferéncia de forcas entre a coluna
vertebral, pélvis e joelho (BARKER et al., 2014; STECCO et al., 2013).

O gluteo méximo é o musculo com maior area de seccdo transversal dos
membros inferiores, formado por um equilibrio entre o nimero de fibras do tipo 1 e II,
pode ser dividido em porc¢do superior e inferior de acordo com a sua funcdo, porém
ambas as por¢Oes contribuem para a abducdo e rotagdo externa e interna da anca
(SELKOWITZ et al., 2016; FUJISAWA et al., 2014).

Por ser muito importante no movimento corporal, qualquer lesdo no glateo
maximo pode causar alteracdes estruturais e funcionais no musculo. A lesdo muscular é
caracterizada por rompimento dos miofilamentos, anormalidade mitocondrial e do
reticulo sarcoplasmatico, descontinuidade do sarcolema, desequilibrio hidro-eletrolitico
e necrose celular. Podemos observar nas lesdes sinais de fibras lesadas e/ou em
regeneracdo, além de fibras ja regeneradas (TIDBALL et al., 1995; SVERZUT &
CHIMELLI, 1999).

Nesse contexto, as fibras lesadas e/ou em regeneracdo sdo identificadas pela
presenca de alguns detalhes perceptiveis como, por exemplo, o infiltrado celular, que € a
presenca de células inflamatorias e/ou células satélites, e a basofilia, que se trata do
aumento da atividade ribossémica, a presenca de ndcleos centralizados com nucléolos
proeminentes, caracterizando sintese proteica e a hipercontracdo dos miofilamentos, que
indica acimulo de Ca++ (CARPENTER & KARPATI, 1984). Ja com relacdo aos
sinais de fibras regeneradas, estas sdo caracterizadas pela presenca de fibras
fragmentadas e fibras com nucleos centralizados (ENGEL & ARMOSTRONG, 1994).

De forma geral o organismo vivo possui a capacidade de regeneracéo, alterando
suas capacidades estruturais e funcionais de acordo com as condi¢cGes ambientais
impostas em um determinado sistema, esta habilidade é claramente observada no
musculo estriado esquelético, sendo a regeneracdo muscular um dos exemplos que
demonstram a plasticidade do sistema musculoesquelético, ou seja, a capacidade
adaptativa do musculo frente a um estimulo externo (FERRARI et al., 2005).

Segundo WILLIAMS et al.,, (1995), a regeneracdo do tecido muscular
esquelético é limitada, e se a lesdo € muito grande como nas queimaduras graves, a
regeneracdo pode ndo ocorrer e 0 musculo perdido é entdo substituido por tecido

conectivo. Apds uma lesdo muscular, entram em acdo as células satélites, responsaveis
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pela reconstituicdo do musculo, estas quando ativas se proliferam por divisdo mitotica e
se fundem umas as outras para formar novas fibras musculares esqueléticas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; ROSS & ROMRELL, 1993).

Finalmente, o processo final de regeneracdo envolve a reinervagéo, pois estudos
mostram que a regeneracdo da fibra muscular pode ocorrer independente da integridade
nervosa, desde que a lamina basal esteja intacta (JARVINEN et al., 2000). Uma vez
regenerada, hd a necessidade da presenca da juncdo neuromuscular para manter a
integridade da fibra, evitando, assim, sua atrofia e degeneracdo, o que resulta na sua
maturacdo funcional e histoquimica do musculo, sendo este processo dependente
diretamente do bom funcionamento do sistema imunologico do organismo (FERRARI
et al., 2005).

Segundo Souza et al., (2015) varios estudos clinicos, utilizando animais e seres
humanos, vém demonstrando a capacidade de alguns nutrientes especificos em modular
respostas imunologicas e inflamatorias em diversas patologias, inclusive na regeneragédo

muscular.

2.3 QUEIMADURAS
2.3.1 Epidemiologia, classificacéo e alteracdes fisioldgicas

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aproximadamente 300.000
pessoas morrem anualmente vitimas de queimaduras, ja no Brasil estima-se que
ocorram por volta de 1.000.000 de acidentes com queimaduras por ano (STEIN et al.,
2013). Henrique et al., (2013), relatou os desafios de tratar um paciente queimado no
pais, estando o Brasil com um ndmero reduzido de Centro de Tratamento de Queimados
(CTQ).

A queimadura é considerada uma das lesdes mais devastadoras que 0 corpo
humano pode sofrer, afetando pessoas de todas as idades e ambos 0S Sexos
(ANDRETTA et al., 2013). Séo lesGes parciais ou totais da pele e seus anexos, podendo
atingir camadas como derme, epiderme, tecido celular subcutaneo, masculo, tenddes e
0ss0s (P. JUNIOR et al., 2010). Podem ser classificadas quanto sua etiologia em:
térmicas, elétricas, quimicas e por radiacdo e podem ser influenciadas por diversos
fatores, envolvendo a duracdo e a intensidade do calor, espessura da pele e area exposta,
a vascularidade e idade (STEIN et al., 2013).
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Segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras (2018), sdo classificadas de
acordo com a profundidade das queimaduras e avaliadas quanto a extensdo da
Superficie Corpdrea Queimada (SCQ). Quanto ao grau de profundidade da lesdo sdo
classificadas em primeiro, segundo e terceiro grau, sendo as de 1° grau acometendo a
camada mais externa da pele (a epiderme), as de 2° grau apresentam envolvimento
dérmico, podendo ser superficiais ou profundas e as queimaduras de 3° grau ou de
espessura integral acometem toda a epiderme e derme com danos profundos atingindo
os tecidos subcutaneos, podendo até lesar masculos e estruturas 6sseas, ilustrado na
figura 1 (GIORDANI et al., 2016).

Figura 1- Classificacdo das queimaduras.
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Fonte: ROCHA (2009).

De acordo com a gravidade da queimadura, classificam-se em queimaduras
leves, moderadas e graves, sendo que as leves possuem as seguintes caracteristicas:
deve ser de 1° grau ou 2° grau abaixo de 10% de SCQ, e 3° grau abaixo de 2% de SCQ.
Ja as queimaduras moderadas séo as de 2° grau entre 10% e 20% de SCQ e 3° grau entre
3% e 5% de SCQ. As queimaduras graves correspondem as de 2° grau acima de 20% de
SCQ e 3° grau acima de 10% de SCQ (STEIN et al., 2013).

As queimaduras sdo acompanhadas por grandes mudangas metabdlicas, imunes
e enddcrinas e, independentemente de sua causa, determinam les6es locais e sistémicas.

Nas queimaduras pequenas, existe uma reagdo unicamente local, enquanto nas
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queimaduras moderadas e graves ocorre uma reacdo local maior, podendo ser
acompanhada de graves repercussoes sistémicas (AGUIAR et al., 2014).

Sua alta taxa de mortalidade deve-se principalmente a instalacdo de dois fatores:
a infeccdo da ferida e o quadro de hipermetabolismo. No primeiro, a infeccdo pode
evoluir com septicemia devido a exposi¢cdo de vasos e invasdo de micro-organismos na
circulacdo sistémica, corroborando para possiveis complicacbes renais, adrenais,
cardiovasculares, pulmonares, musculoesqueléticas, hematolégicas e gastrointestinais
(GONELLA et al., 2014). J& no hipermetabolismo ocorre perca exagerada de massa
magra corporal, 0 que vem a causar a instalagdo da desnutricdo, pela resposta
hiperdindmica com aumento da temperatura corporal, do consumo de glicose e
oxigénio, da formacdo de CO2, glicogendlise, lipdlise e protedlise (AGUIAR et al.,
2014).

2.3.2 Cicatrizagdo de queimaduras

Segundo Pierine & Assuncdo (2014), a injuria térmica provoca no organismo
uma resposta local traduzida por necrose de coagulacéo tecidual e progressiva trombose
dos vasos adjacentes num periodo de 12 a 48 horas. Sendo a ferida da queimadura a
principio estéril, porém o tecido necrosado rapidamente se torna colonizado por
bactérias endogenas e exdgenas, produtoras de proteases, que levam a liquefacdo e
separacdo da escara, dando lugar ao tecido de granulacdo responsavel pela cicatrizagdo
da ferida que se caracteriza por alta capacidade de retracédo e fibrose nas queimaduras de
terceiro grau.

Szwed et al., (2015) prop6s que a cicatrizacdo de feridas comeca logo apds o
dano tecidual e consiste em mecanismos complexos de interacdes extracelulares,
mediadores quimicos, células locais e inflamatorias que interagem para a regeneracao
do tecido lesionado, buscando restabelecer satisfatoriamente a funcdo e a aparéncia do
local afetado. A cicatrizacdo compreende 3 fases com limites ndo muito distintos, mas
sobrepostas no tempo: fase inflamatoria, proliferativa e fase de remodelamento
(PAGNANO et al., 2009).

A fase inflamatoria inicia logo apds o surgimento da lesdo sendo caracterizada
por dois processos que buscam limitar a lesdo tecidual: a hemostasia e a resposta

inflamatdria aguda, ocorrendo liberacdo de plaguetas e de neutréfilos responsaveis pela
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liberacdo de fatores de crescimento com agdo sobre 0s queratindcitos e os fibroblastos
(OLIVEIRA & DIAS, 2012). Ja a fase proliferativa ou de cicatrizacdo, divide-se em
quatro etapas: reepitelizacdo, angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e colageno tipo
I11, elastina, glicosaminoglicanos e proteoglicanos para posterior formacéo de tecido de
granulacdo e deposicédo de colageno (SZWED et al., 2015). A Ultima fase corresponde a
remodelagdo ou maturacgdo, nesta fase o colageno agora tipo | se deposita de forma mais
organizada para promover o fechamento final do tecido, figura 2 (PAGNANO et al.,
2009).

Figura 2 - Representacdo esquematica das fases do reparo tecidual.
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Fonte: Mendonca & Coutinho-Netto (2009).

2.4 A INFLUENCIA DA NUTRICAO NA CICATRIZACAO DE QUEIMADURAS
2.4.1 Terapia nutricional e Imunonutricdo

A terapia nutricional (TN) é um dos campos que atraem muita atencdo pelo seu
papel na aceleracdo da cicatrizacdo de pacientes queimados, ganhando enorme
importancia nos ualtimos 20 anos, pois tornou-se peca fundamental nos cuidados
dispensados ao paciente critico devido as evidencias cientificas comprovarem que o
estado nutricional interfere diretamente na sua evolugdo clinica como na reducdo da
morbimortalidade, diminuicdo da resposta catabolica, incremento do sistema imune,

manutengdo da integridade funcional do trato gastrointestinal, além de contribuir para
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um menor tempo de internacdo e consequentemente reducdo no custo do tratamento
(DIESTEL et al., 2013; FONTOURA et al., 2006; MCCLAVE et al., 2009).

A TN utiliza alimento especialmente formulado, industrializado ou n&o,
empregado exclusivo ou parcialmente para substituir ou complementar a alimentacéo,
conforme as necessidades nutricionais do paciente, e tem por objetivo a sintese ou
manutencgdo dos tecidos, 6rgdos ou sistemas (BLANC et al., 2015). Na pratica clinica, a
oferta dessas formulas pode ocorrer por via oral, enteral e parenteral, e sdo classificadas
quanto a complexidade dos nutrientes em férmulas poliméricas, oligoméricas,
monoméricas e dietas modulares (WAITZBERG, 2000).

A terapia nutricional precoce tornou-se importante componente no tratamento de
pacientes criticos, prevenindo a translocacdo bacteriana, a Ulcera de declbitos e 0s
efeitos de hipermetabolismo (SILVA et al., 2012). Em pacientes queimados, a
American Burn Association (ABA) indica a terapia nutricional o quanto antes possivel,
assim como a Eastern Association for the Surgery of Trauma (EAST), que recomenda
que a terapia nutricional enteral seja iniciada logo ap0s a admissdo do paciente, nao
ultrapassando periodo superior a 18 horas, pois acima desse periodo pode resultar maior
taxa de gastroparesia e necessidade de nutricdo parenteral (MOSIER et al., 2011).

Segundo Heyland et al., (2001), a habilidade dos nutrientes em influenciar a
atividade de células do sistema imune de maneira clinicamente significativa é definida
como imunonutricdo. Em pacientes que requerem nutricdo artificial (enteral e/ou
parenteral), sua acdo pode ser observada também na modificacdo de processos pro-
inflamatdrios (incluindo o estresse oxidativo) e na melhora da barreira intestinal,
prevenindo a translocacdo bacteriana (CALDER, 2003). Existem diversas formulas
imunomoduladoras no mercado, enriquecidas especialmente por nutrientes tais como
glutamina, arginina, nucleotideos, é&cidos graxos O6mega 3 e antioxidantes,
recomendadas com o intuito de modular a resposta imune e inflamatéria e reduzir a
incidéncia, principalmente, de complicacdes infecciosas (HEYLAND et al., 2001,
DIESTEL et al., 2013).

De acordo com Ono et al., (2014), a deficiéncia de proteina e de aminoacidos em
condicdes de reparo cicatricial, prejudica o processo de cicatrizacdo favorecendo maior
risco de infecgbes. Fisiologicamente, a deplecdo proteica no processo cicatricial

prolonga a fase inflamatéria e prejudica a fibroplasia, ocorrendo diminuicdo da
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proliferagdo fibroblastica, da angiogénese e da producdo de colageno, e,

consequentemente, ocorre menor reparo tecidual da ferida.

2.4.2 Arginina

Dentre os aminoacidos imunomoduladores estudados na cicatrizagcdo de
pacientes queimados destaca-se a arginina (Figura 3). A arginina torna-se aminoacido
condicionalmente essencial nos periodos de estresse metabdlico, sendo a sua utilizacdo
maior do que a producdo enddgena (STECHMILLER et al., 2005). A utilizagdo da
arginina pelo organismo é derivada através da proteina da dieta, degradacdo de
proteinas pelo metabolismo ou pela producdo enddgena de arginina pelos rins. Uma vez
que esta envolvido em varios processos metabdlicos, uma deficiéncia de arginina tem o

potencial de alterar muitas funcdes celulares e de 6rgdos (BAKSHI & MORRIS, 2016).

Figura 3 - Férmula quimica da L-arginina.
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Fonte: Sigma-Aldrich®

A arginina é precursora do oxido nitrico, da ornitina e da prolina, entre outras
moléculas, e é recrutada nas fases agudas e cronicas da cicatrizacdo. Seu catabolismo
nas feridas em cicatrizacdo ocorre por duas principais vias: isoenzimas que sintetizam
oxido nitrico e através das duas isoenzimas arginases, como elucidado na figura 4
(GUIMARAES et al., 2013).
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Figura 4 - Metabolismo da L-arginina.
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Fonte: STEMPIN & CERBAN (2007).

Os mecanismos de acdo propostos da arginina na cicatrizagdo parecem estar
relacionados com o fato desta ser precursora da ligacao prolina-colageno melhorando a
forca ténsil, e pela sua capacidade em induzir a producdo de certos horménios como a
insulina e 0o horménio do crescimento humano, que medeiam 0s mecanismos de
cicatrizacdo (STEIN et al., 2013). Como também, a arginina é o Unico substrato para a
sintese de oOxido nitrico, sendo que este apresenta funcdo fundamental nos processos
inflamatdrios, favorecendo um estado de oxirreducao tecidular adequado, limitando o
aparecimento de aterosclerose, e favorecendo a resposta citotoxica das células
imunologicas e mantendo o fluxo sanguineo (MARTINS, 2011).

Embora muitos estudos demonstrem eficacia na suplementacdo de arginina na
cicatrizacdo, a quantidade adequada de sua suplementacdo, tempo de uso, vias de
administracdo e rotas metabolicas frente a queimaduras graves devem ser melhor

elucidados.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com L-arginina no processo de cicatrizagdo
cuténea de ratos submetidos a queimadura térmica em tempos distintos da cronologia do
reparo tecidual.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar se a inducdo da queimadura altera o peso dos animais e se ha
diferencas entre o grupo suplementado com L-arginina e o grupo controle.

e Analisar se a suplementacdo com L-arginina acelera o fechamento final da ferida
comparando as diferencas histométricas sobre a area e perimetro da queimadura.

e Comparar as caracteristicas histoldgicas do processo de cicatrizagdo entre o
grupo suplementado com L-arginina e o grupo controle, verificando se ha
diferencas na quantidade de vasos neoformados, fibroblastos, infiltrado
inflamatdrio e producdo de fibras colagenas, através de histomorfometria e de

técnicas histoquimicas durante o processo de reparo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CONSIDERACOES GERAIS

O estudo faz parte da linha de pesquisa métodos cléassicos e avancados do Programa
de Po6s-Graduacdo em Morfotecnologia da UFPE, sendo sua normatizacdo de acordo
com as recomendagdes do Sistema Integrado de Bibliotecas (SIB-UFPE).

Foi realizado de acordo com as normas de experimentacdo animal dispostas na
legislacio nacional, sendo aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animal (CEUA —
UFPE/CCB), sob protocolo n° 0031/2016 (ANEXO 1).

As condicbes ambientais do biotério sdo semi-controladas, com temperatura media
de 21+ 2°C ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais foram mantidos no biotério do
Centro Académico de Vitoria-CAV/UFPE, onde os experimentos cirurgicos foram

realizados.

4.2 ANIMAIS E ACOMPANHAMENTO DA EVOLUCAO PONDERAL

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar, adulto-jovens, pesando 250-
350g. Durante todo protocolo experimental os animais foram mantidos em gaiolas
individualizadas (dimensdes de 51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm) e tiveram livre acesso a
racdo Labina (Purina® Paulinia, SP, Brasil) e agua ad libitium.

O peso corporal dos animais foi mensurado semanalmente durante todo o periodo
experimental, com o auxilio de uma balanca eletrénica (Filizola MF-3/1, Industrias

Filizola S.A. Sao Paulo, Brasil) presente no biotério.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ADMINISTRACAO DA L-ARGININA

Os ratos foram divididos em trés grupos: 7, 14 e 28 dias, sendo estes subdivididos
em suplementado (ARG) e controle (C), n=4/grupo. O grupo ARG foi suplementado
diariamente via gavagem com 0,5g/kg de L-arginina (Sigma-Aldrich®) diluidos em 1ml
de &gua, enquanto o grupo controle recebeu apenas &gua em mesmo volume (1 ml) e via
de administracdo, ambos no horério de 13-14h.

A arginina foi adquirida comercialmente através da empresa Sigma, sendo sua

apresentacdo em pod, soluvel em agua. A quantidade de arginina a ser administrada
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seguiu a mesma dose de ONO (2009), sendo entdo calculada com base no peso corporal
médio dos animais respeitando as recomendacdes da AIN (1993) (Reeves e col., 1993).

O preparo diario das solucOes era realizado minutos antes de sua administrag&o,
sendo a L-arginina pesada e administrada através de sonda orogastrica. A gavagem era
realizada sempre no mesmo horério e consistiu em contencdo do animal, introducdo da
canula de gavagem e injecdo lenta do liquido na cavidade géstrica através de canulas de

polietileno, de pequeno calibre e flexiveis conectadas a seringas de vidro de 3,0 mL.

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO (REALIZACAO DAS QUEIMADURAS
TERMICAS)

Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico que consistiu,
primeiramente, em pesagem em balanga eletronica (Filizola MF-3/1, Industrias Filizola
S.A. Séo Paulo, Brasil).

Em seguida os animais foram anestesiados com a mistura de 50 mg/kg de cloridrato
de Ketamina e 10mg/kg de cloridrato de Xilazina por via intraperitoneal. Apos a
sedacdo do animal, foram posicionados em decubito ventral, realizou-se tricotomia e
posterior antissepsia com alcool 70% em sua regido dorsal mediana. Posteriormente
foram submetidos a queimadura térmica de terceiro grau provocada por chapa de
aluminio com 2x2cm aquecida a 100°C, e pressionada na pele do dorso do animal por 1

minuto, ilustrado na figura 5.

Figura 5 - Método utilizado para indugdo das queimaduras térmicas no dorso animal.

| st

Fonte: O Autor (20).
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4.5 OBTENCAO DA MENSURACAO DO FECHAMENTO DA FERIDA

Com técnica padronizada, as feridas foram fotografadas durante todo o periodo
experimental. Quando anestesiados, ao apresentarem completo relaxamento muscular,
0s animais foram posicionados sobre uma superficie plana, em decudbito ventral, com os
quatro membros estendidos e cabega em posicdo lateral. Nesta posicdo, a ferida foi
fotografada em ambiente iluminado e a uma distancia padréo, apoiando-se a camera
fotogréafica sobre um tripé a uma distancia de 30 cm, estando uma régua posicionada
lateralmente a ferida.

As imagens foram analisadas através do software ImageJ versdo 1.44 (Research
Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Foi
calculado 1cm (medido com o auxilio das reguas adjacentes a ferida), tendo-se o
resultado na unidade aleatoria - pixels, que corresponde ao valor real de 1cm?. A seguir,
com auxilio de um mouse, procedeu-se o contorno manual da imagem, cujo resultado

em centimetros, correspondia ao valor da area da ferida.

4.6 PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO OBTIDO

Apos 7, 14 e 28 dias do procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a
eutanasia através da administracdo de dose letal (150mg/kg de cloridrato de Ketamina +
30mg/kg de cloridrato de Xilazina, via intraperitoneal). Imediatamente ap0s, 0s
fragmentos dos tecidos lesados da pele e de seu musculo subjacente (gluteus maximus)
em toda sua extensao (incluindo borda) e profundidade (2cm) foram retirados através de
um bisturi (nGmero 11), e seguiram a técnica histoldgica de rotina para analise em
microscopia de luz.

O material coletado foi clivado e mergulhado em uma solucdo de formol a 10%
neutro tamponado (NBF) e armazenado em geladeira por um periodo de 48 horas. Apos
esse procedimento, os fragmentos foram desidratados em alcool etilico em
concentragdes crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina.
Os blocos foram seccionados em micrétomo (Leica Biosystems RM?2245, Leica
Biosystems Inc, USA) ajustado a 5um, aproximadamente. Assim, os cortes obtidos
foram estirados e colocados em laminas untadas com albumina, desparafinizados,

desidratados, corados e montados em laminula com entellan, apés mantiveram-se em
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estufa regulada a temperatura de 37°C, por 24 horas para secagem (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013).

Para analise quantitativa das células inflamatdrias, células musculares, fibroblastos e
vasos neoformados, os preparados histolégicos foram submetidos a técnica de coloracéo
pela Hematoxilina-Eosina (H.E). Ja para quantificacdo das fibras colagenas totais foi
utilizada a coloragdo de picrosirius-red, esta analise sera descrita posteriormente.

As imagens histologicas destas laminas foram capturadas por meio de camera
digital acoplada ao microscopio 6ptico (Nikon E-100), sob foco fixo e clareza de
campo, obtendo-se 20 campos por lamina com aumento final de 400X. As
fotomicrografias foram escolhidas aleatoriamente e avaliadas através do software
ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).

4.7 ANALISE QUANTITATIVA DAS FIBRAS COLAGENAS

Apos coloragdo por picrosirius-red e montagem, as laminas histoldgicas da pele
foram analisadas por técnica de microscopia Optica com luz polarizada (Zeiss
Primotech, Carl Zeiss Microscopy GmbH Inc, Germany) acoplada em um analisador de

imagens computadorizado para quantificacdo da area por diferencial de cor.

Em aumento de 400 vezes, a calibracdo do sistema foi realizada pela leitura da area
cicatricial, sendo o colageno total da ferida quantificado através de areas birrefringentes
(com coloracdo em espectro variando laranja a vermelho), conforme ilustrado na figura
6. Posteriormente, foram selecionadas aleatoriamente 5 imagens por animal e foi

calculada a porcentagem das areas com e sem fibras colagenas.
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Figura 6- Imagem histoldgica sob luz polarizada ilustrando o colageno birrefringente.
Coloracgdo com picrosirius-red, aumento de 400X.

Fonte: O Autor (2018).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada através do software SPSS 15.0 para Windows
(SPSS Inc, Chicago, IL). Os dados foram analisados estatisticamente através do teste
Mann-Whitney com o intuito de verificar as possiveis diferencas entre os grupos. Para

tanto, foi adotado o nivel de significancia de 5% ou p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS E MACROSCOPICOS DA QUEIMADURA

Os animais foram submetidos a queimadura térmica classificada quanto a
extensdo de sua profundidade em queimadura de terceiro grau, pois a leséo atingiu toda
a extensdo da pele (epiderme, derme, tecido subcuténeo) inclusive o0 misculo subjacente
(gluteus maximus).

Logo ap6s sua inducdo, as queimaduras apresentaram-se como lesbes secas,
indolores, bem delimitadas e com coloragdo marrom devido a imediata carbonizacao
dos tecidos. Apbés 7 e 14 dias, foi observada a presenca de crostas oriundas da
dessecacdo de sangue e/ou liquido inflamatério proveniente da lesdo subjacente, sendo
estas de aspecto seco, grosso e de cor escura. Ao final do experimento, a crosta ja
estava quase totalmente desprendida, surgindo entdo o tecido de granulacdo com
aspecto Umido, brilhante e avermelhado (FIGURA 7).

Por fim, ndo houve mortalidade entre os animais de ambos o0s grupos durante o
decorrer do estudo, observou-se focos hemorragicos em alguns animais dos grupos C e
ARG, e exsudacéo purulenta em quatro animais do grupo C.

N&o houve regurgitacdo ou efeitos colaterais com a suplementacdo de L-
arginina no grupo experimental.

Figura 7 - Fotografias do aspecto da queimadura em diferentes estagios. Em A, ferida logo ap6s
a queimadura. Em B, 7° dia. Em C, 14° dia, Em D, 28° dia.

Fonte: O Autor (2018).
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5.2 ACOMPANHAMENTO PONDERAL

N&o houve perda ponderal, ao decorrer do estudo, em nenhum animal apos a
inducéo da queimadura (FIGURA 4), ndo havendo também diferencas significativas na
evolucdo ponderal entre os grupos no decorrer do experimento (GRAFICO 1).

Graéfico 1 - Acompanhamento e diferenca ponderal entre os grupos C e ARG. Em A, Evolugdo ponderal
de cada grupo C e ARG no inicio e fim de cada experimento, considerando a cronologia de grupos (7, 14
e 28 dias). Nao houve perda ponderal apds inducgdo da queimadura, e ao final do estudo todos os animais
obtiveram ganho de peso positivo. Em B, Diferencas entre o ganho ponderal (média + EPM) dos grupos
experimentais C e ARG ao decorrer do experimento. N&o houve diferenca significativa entre os grupos no
7°, 14° e 28° dias sendo valor de p = 0,470; 0,574; 0,486, respectivamente. Teste de Mann-Whitney,
p<0,05.
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Fonte: O Autor (2018).

5.3 FECHAMENTO DA FERIDA

A mensuracdo da area e do perimetro da ferida foi avaliada desde a inducdo da
queimadura até os diferentes estagios pds-operatdrios. Houve reducdo na area e
perimetro da ferida em todos os grupos ao decorrer do estudo, conforme grafico 2. Em
relacdo as diferencas entre 0s grupos, apenas no grupo ARG do 28° dia houve reducéo

do perimetro se comparado ao controle (p>0,029).
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Gréfico 2 - Evolucdo do fechamento da ferida, considerando a mensuracdo da area e perimetro da
ferida, obtidas desde a indugdo da queimadura até os diferentes estagios pds-operatorios. A area e
perimetro diminuiram com o decorrer do tempo em ambos os grupos ARG e C, havendo diferenca
significativa apenas no perimetro do 28° dia do grupo ARG. **=p<0,05.
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Fonte: O Autor (2018).

5.4 CONCENTRAGCAO DO COLAGENO TOTAL

7 dias 14 dias 28 dias

Foi analisada a area ocupada por fibras colagenas no tecido conjuntivo da pele.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos C e ARG (p=1 no 7° dia; p=0,655
no 14° dia; p=0,057 no 28° dia). Dados ilustrados no grafico 3.

Gréfico 3 - Mensuracdo da &rea ocupada por fibras coldgenas nos grupos C e ARG avaliados em
decorréncia do tempo de experimento. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos no 7°,
14° e 28° dia sendo valor de p=1, 0,655, 0,057, respectivamente.
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Fonte: O Autor (2018).
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5.5 ANALISE HISTOLOGICA DA PELE

A andlise histologica da pele avaliou as células inflamatdrias, fibroblastos e
vasos neoformados durante a cronologia de reparo tecidual, em ambos os grupos. No 7°
dia de experimento observou-se um aumento significativo de células inflamatérias no
grupo ARG (p=0,013). Todavia, no 14° e 28° dia ocorreu um aumento nas células
inflamatérias do grupo C enquanto que a quantidade de fibroblastos e vasos
neoformados foram maiores no grupo ARG, sendo o valor de p <0,001 em todos o0s

parametros avaliados. Esses dados sdo ilustrados no grafico 4 e figura 8.

Gréafico 4 - Analise histolégica da pele considerando células inflamatorias, fibroblastos e vasos
neoformados, respectivamente A, B e C. Os grupos C e ARG foram avaliados no 7°, 14° e 28° dia do
experimento. Houve aumento de células inflamatérias no grupo ARG nos primeiros 7 dias e depois
progressivo aumento destas células no grupo C (p=0,013; p<0,001; p<0,001). J& o ndmero de
fibroblastos e vasos neoformados foi maior no 14° e 28° dia do grupo ARG (p<0,001). Dados sdo
descritos em média = EPM. **=p<0,05.
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Figura 8 - Fotomicrografias dos cortes histologicos da pele de ratos tratados com L-arginina (lado
direito) e animais controle (lado esquerdo). Em A e B — 7° dia; em C e D — 14° dia; em E e F — 28° dia.
Células inflamatorias sendo representadas por setas, fibroblastos por triangulos e vasos por estrelas.
Coloracdo com Hematoxilina-Eosina, aumento de 400X.

Fonte: O Autor (2018).
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5.6 ANALISE HISTOLOGICA MUSCULAR (GLUTEUS MAXIMUS)

A analise histol6gica do musculo subjacente a pele queimada, gluteo méaximo,
avaliou no grupo ARG e C a quantidade de células inflamatdrias, fibroblastos, células
musculares e vasos neoformados no 7°, 14° e 28° dia de experimento. Houve aumento
significativo de fibroblastos e células musculares no grupo ARG durante 7° dia do
estudo (p<0,001). Em relacdo ao 14° dia, observou-se uma maior quantidade de
fibroblastos no grupo C (p<0,001) e diminuicdo de células inflamatdrias no grupo ARG
(p<0,002). Estes dados estdo ilustrados no gréfico 5 e figura 9.

Quanto ao 28° dia, também ocorreu aumento de fibroblastos no grupo C
(p<0,003), porém a quantidade de células musculares e vasos neoformados foram
maiores no grupo ARG (p<0,001), (GRAFICO 5; FIGURA 9).



39

Gréfico 5 - Analise histologica do musculo (gluteus maximus) considerando células inflamatérias,
fibroblastos, células musculares e vasos neoformados, respectivamente A, B, C e D. Os grupos C e ARG
foram avaliados no 7°, 14° e 28° dia do experimento. Houve diferenga significativa nas células
inflamatdrias apenas no 7° dia do grupo ARG (p<0,002). O nimero de fibroblastos aumentou no 7° dia
no grupo ARG sendo maior no grupo C a partir do 14° dia (p<0,001; p<0,001; p<0,003). A quantidade de
células musculares foi maior no grupo ARG, sendo esta diferenca significativa no 7° e 28° dia (p<0,001).
Houve diferenca de vasos neoformados apenas no 28° dia no grupo ARG (p<0,001). Dados séo descritos

em média £ EPM. **=p<0,05.
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Figura 9 - Fotomicrografias dos cortes histologicos do musculo gluteus maximus de ratos tratados
com L-arginina (lado direito) e animais controle (lado esquerdo). Em A e B — 7° dia; em C e D — 14°
dia; em E e F — 28° dia. Células inflamatdrias sendo representadas por setas, fibroblastos por
triangulos, células musculares por circulos e vasos por estrelas. Coloracdo com Hematoxilina-Eosina,

aumento de 400X.

Fonte: O Autor (2018).
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Parte dos resultados iniciais desse estudo foi apresentada no IX CNEF-
Congresso Nacional de Educacéo Fisica, Saude e Cultura Corporal, evento realizado em
Recife-PE em novembro de 2017. O trabalho enviado foi intitulado como: “Efeitos da
suplementagdo com L-arginina no processo de cicatrizagdo muscular em ratos wistar
submetidos & queimadura térmica” (APENDICE A).
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou o efeito da suplementacdo de L-arginina no processo de
cicatrizacdo cutanea de ratos submetidos a queimadura térmica de 3° grau, € nossos
achados confirmaram nossa hipoOtese de que a suplementacdo deste aminoécido seria
interessante nessa condicao.

Com relacdo a dose de arginina utilizada, ndo hd um consenso quanto a
padronizacdo dessa dosagem. Valores distintos foram descritos na literatura, variando
de 300 mg/kg/dia a 1 g/kg/dia (SHI, 2007; ONO et al., 2014; WITTMANN, 2005). Em
nosso estudo, a dose fornecida foi de 500 mg/kg/dia, dosagem semelhante a de ONO et
al., (2014), a escolha dessa dose estava em conformidade com as recomendagdes da
AIN 1993 (Reeves e col., 1993) que estima a composicdo de nutrientes na dieta de
roedores.

Durante o periodo de experimentacdo, 0 acompanhamento do peso dos animais
ndo evidenciou alteracdo. Ndo fica entdo demonstrado influéncia da suplementagdo com
L-arginina sob o estado nutricional dos animais. Fato semelhante aos achados de ONO
et al., (2014) e WITTMANN (2005), onde a variavel peso ndo obteve diferencas entre
0s grupos suplementados ou ndo com a L-arginina. De acordo com a literatura, a
suplementacdo com L-arginina somente seria eficaz na presenca de déficits nutricionais
existentes ja no pré-operatério, como sugere GIANOTTI et al. (2002).

Dentre os tipos de queimaduras existentes, nossos animais sofreram a forma
mais grave desse tipo de lesdo; sendo necessario cerca de 2 anos até completa
cicatrizacdo dessa ferida (GIORDANI et al.,, 2016). Observamos em nosso estudo,
devido a gravidade de nossa ferida, um atraso na cronologia normal da cicatrizacdo, em
ambos 0s grupos. O processo cicatricial nas queimaduras deve comecar logo apos o
dano tecidual, consistindo em uma perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e
moleculares interagindo entre si para que ocorra a reconstituicdo do tecido lesionado,
este processo compreende 3 grandes fases: inflamatéria, proliferativa e a de
remodelamento (PAGNANO et al., 2009). As alteracdes nos eventos celulares
cicatriciais provocados por queimaduras de 3° grau sdo caracteristicos em lesfes graves,
podendo ocorrer altera¢fes no inicio da formacdo do tecido de granulacdo, aumento de
células inflamatdrias agudas prolongando o tempo da inflamacdo e atraso no

fechamento da ferida (ANDRADE et al., 2013). Tendo em vista que tais atrasos nos
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eventos cicatriciais também foram encontrados nos experimentos de Chan et al (2006) e
Meireles et al (2009), sugerimos que seria interessante avaliar nosso protocolo de
queimaduras em tempos mais distantes do reparo cicatricial.

No que se refere ao fechamento da ferida, o presente estudo demonstrou que a
area e o perimetro das queimaduras diminuiram ao decorrer do estudo, confirmando um
fechamento gradual das leses. Entretanto, ndo ocorreram diferengas na area das feridas
entre os grupos, foi observada apenas uma menor diferenca no perimetro da ferida no
28° dia no grupo ARG. De acordo com a literatura, o miofibroblasto é a célula
responsavel pelo fechamento das feridas ap6s as lesBes, pois atua depositando
componentes na matriz extracelular (tenascina, fibronectina, metaloproteinases e
colagenos | e 111) e forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se entrelacarem,
sendo esta atividade responsavel pela contracdo da ferida (ONO et al., 2014; Oliveira &
Dias, 2012). Desta forma, o fechamento das lesdes pode ter relagdo com o niUmero e/ou
0 aumento da funcdo dos miofibroblastos. Poderiamos avaliar e confirmar tal afirmativa
em estudos posteriores, apesar que também ndo houve diferencas no fechamento da
ferida quando Correa-Neto et al., (2009) analisou a quantidade de miofibroblastos entre
0s grupos suplementados ou ndo com a arginina.

O colageno ¢ a proteina mais abundante da derme e o principal responsavel pela
resisténcia da ferida. Em sua composicdo o coldgeno possui prolina, e quando ha
catabolismo de arginina ocorre aumento de prolina e consequentemente biossintese de
coldgeno (WITTMANN, et al., 2005). Estudos recentes corroboram a ideia de que a
suplementacdo com arginina esta associada a aumento na deposicdo de coldgeno nas
feridas em cicatrizacdo por apresentarem um aumento significativo no teor da
hidroxiprolina, sendo isso um indicador de acumulo e deposi¢cdo de colageno, alem de
haver melhor resposta imune e maiores valores de forca ténsil (CORREA-NETO, et al.,
2009; RAYNAUD-SIMON et al., 2012). Entretanto, em nosso estudo a mensuracao do
coldgeno total ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos durante a
cronologia de reparo tecidual avaliada. Segundo a observacao feita por Correa-Neto et
al., (2009), a sintese de colageno atinge seu nivel maximo entre os 7 e 14 dias apés a
lesdo, ocorrendo o pico entre o 21° e 28° dias de evolucdo. Podemos atribuir 0s
resultados de nossos achados ao fato de que, houve atraso nos eventos de reparo

tecidual provocados pela gravidade da queimadura dificultando uma melhor apari¢ao de
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fibras colagenas totais no tempo de estudo analisado, sendo necessario um novo grupo
com maior tempo nos eventos de cicatrizagao.

Quanto as andlises histologicas cutanea e muscular, mesmo com a imensa
devastacdo tecidual provocada pela queimadura térmica em nossos animais, pudemos
quantificar o infiltrado inflamatério e observamos achados interessantes em relagdo ao
comportamento dessas células durante a evolucdo cicatricial. Na pele, houve um
aumento de células inflamatérias no grupo ARG nos primeiros sete dias, seguido de um
aumento exacerbado da inflamagdo nas fases tardias desse experimento no grupo C.
Enquanto que no musculo, também ocorreu uma reducdo dessas células no grupo ARG,
sendo essa diminuigdo significativa no 14° dia do experimento. As células inflamatdrias
sdo de fundamental importancia durante a cicatrizagdo, pois atuam contra a
contaminacdo da lesdo por agentes externos, promovem a proliferacdo epitelial,
revascularizacdo e remodelagdo da matriz extracelular (BALBINO et al., 2005). No
entanto, a persisténcia destas células pode ocasionar o atraso na cronologia de
reparacdo, sintomatologia dolorosa e formacdo de tecido fibrotico exuberante
(KRYCZKA & BONCELA, 2015).

Considerando que as celulas inflamatérias atuam logo na primeira fase da
cicatrizacdo e depois devem regredir consideravelmente até o fechamento da ferida, e
que estudos previos garantem que a suplementacdo com L-arginina através da nutricao
enteral desempenha um papel importante na resposta inflamatoria (PAGNANO et al.,
2009; ZHANG et al., 2016) . Atribuimos nossos resultados ao fato de que, a arginina ao
ser metabolizada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) produz o 6xido nitrico (NO),
a ativacdo dessa producdo acontece como resposta a uma variedade de citocinas, fatores
de crescimento e estimulos inflamatérios e libera altos niveis de NO, o qual é
responsavel por estimular a resposta de células angiogénicas, além de promover a
circulagio local por melhorar o fluxo sanguineo e a atividade dos vasos (GUNDOGDU
et al., 2015). A ativacdo dos macrofagos durante a fase inicial da cicatrizacdo também é
parcialmente propiciada pelo NO, que age estimulando as propriedades antimicrobianas
naturais (MARTINS et al., 2006). Martins et al., (2006) ainda comprova que a inibicdo
da sintese do NO em camundongos afeta a cicatrizacdo das feridas, sugerindo que o NO
€ um potente antimicrobiano durante a cicatrizacdo. Sendo nossos resultados bastante
expressivos quanto as células inflamatdrias, podemos associa-los aos dados encontrados

na literatura, exercendo a arginina acao interessante na fase inflamatoria do grupo ARG.
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Para complementar as analises histoldgicas, também foi possivel analisar o
quantitativo de fibroblastos nos tecidos da pele, sendo este nimero maior no grupo
suplementado com L-arginina durante o 14° e 28° dia de experimento. Na cicatrizacéo,
os fibroblastos atuam se multiplicando e migrando para a borda da ferida, participando
ativamente na formacao do tecido de granulacdo, além de produzir proteinas estruturais,
como colageno do tipo | e Il e elastina, glicosaminoglicanos, laminina e proteases, que
ocasionam deposicdo e remodelacdo da matriz extracelular no leito da ferida (ISAAC et
al., 2012; KENDAL & FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Nosso resultado coincide com
os dados encontrados na literatura, nos quais a suplementagcdo com arginina parece ser
substrato para proliferacdo celular e cicatrizacdo de feridas (ONO et al., 2014).
Podemos atribuir esse aumento significativo de fibroblastos no grupo ARG ao
metabolismo da prépria arginina, que quando degradado pelas arginases, € metabolizado
em ornitina, e posteriormente convertida em poliaminas ou prolina (GUNDOGDU et
al., 2015). As poliaminas desempenham um papel importante no crescimento e
proliferacdo celular, sintese de proteinas e acidos nucleicos e também estdo envolvidos
na reparacdo da matriz extracelular enquanto a prolina participa diretamente na
composicio de colageno (GUNDOGDU et al., 2015).

Em relacdo ao musculo, observamos um comportamento celular distinto dos
fibroblastos quando comparado aos resultados das analises nos tecidos da pele.
Inicialmente houve aumento de fibroblastos no grupo ARG, seguido de diminuicdo
dessas células no 14° e 28° dia neste grupo. Segundo Ramos et al., (2017), a
regeneracao do tecido muscular esquelético é limitada, e se a lesdo é muito grande, a
regeneracdo pode ndo ocorrer e 0 musculo perdido é entdo substituido por tecido
conectivo. Desta forma, sugerimos que o aumento de fibroblastos no tecido muscular do
grupo C estava associado a formacéo de fibrose, pois este resultado ndo coincide com os
demais encontrados nesse estudo, e que como veremos mais a diante, houve um retardo
na regeneracdo muscular quando analisado as células musculares do grupo C. Sendo
assim, ndo ha como relacionar aumento de fibroblastos com regeneracdo muscular em
um tecido que apresentou nimero menor de células musculares.

Neste estudo, a quantidade de vasos neoformados também foi avaliada.
Observamos um aumento no numero de vasos com a suplementacdo de L- arginina,
sendo este resultado significativo no 14° e 28° dia na pele e no 28° dia no mdsculo. A

angiogénese surge na fase proliferativa da cicatrizagdo, sendo essencial para formacao
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do tecido de granulagdo, pois oferece suporte sanguineo adequado para o alto nivel de
atividade metabolica que o processo cicatricial requer (SKINOVSKY et al., 2016).
Associando a importancia da arginina na cicatrizacdo e na angiogénese de feridas, a
literatura refere-se ao NO como um potente ativador do “fator vasodilatador associado
ao endotélio vascular” que ¢ responsavel pela angiogénese (FLORA FILHO &
ZILBERSTEIN, 2000). Considerando também que a delecdo genética do NO prejudica
tanto a angiogénese quanto a cicatrizacdo de feridas, e que por ser um potente
vasodilatador atua elevando o fluxo sanguineo permitindo as trocas gasosas e a nutri¢do
das células nos tecidos lesados (MORBIDELLI, 1996; SKINOVSKY et al., 2016),
nossos resultados estdo em conformidade com a literatura, sendo a arginina importante
na neovascularizacéo de feridas a partir da producéo de NO.

Os dados da literatura sdo bem escassos quando se diz respeito a regeneracao
muscular em queimaduras. Porém, os poucos estudos prévios apontam a relagdo da
producdo de adenosina trifosfato (ATP) com o favorecimento da angiogénese e 0
aumento potencial da entrada de células satélites quiescentes no ciclo celular, sendo
esses efeitos capaz de tornar a regeneracdo muscular mais eficiente, reduzindo seu
tempo e melhorando sua qualidade (PERTILLE et al., 2012). Em nossos achados a
quantidade de células musculares foram maiores no grupo ARG, sendo esse aumento
significativo no 7° e 28° dia do experimento, indicando uma maior regeneracao
muscular neste grupo. Este resultado corrobora com o estudo de Penaforte et al., (2003),
que avaliou a utilizacdo da arginina sob retalhos miocutdneos em cicatrizacdo e
concluiram que a suplementacdo com L-arginina tem efeito sobre as concentracfes
séricas de substratos e sobre a cicatrizacdo cutanea e muscular.

Atribuimos nosso achado, ao fato da arginina também esté envolvida na sintese
de creatina, fundamental para o metabolismo energético das células musculares
(HRISTINA et al., 2014). O ATP representa a molécula energética necessaria para as
reacdes bioquimicas envolvidas em quase todas as vias metabodlicas sintéticas e tambem
de contracdo muscular (BROSNAN & BROSNAN, 2007). Quando o musculo necessita,
quantidades maiores desta molécula sdo consumidas e armazenadas através do sistema
ATP-fosfocreatina (ATP-PC), sendo este sistema capaz de fornecer ATP muito
rapidamente através de reacdes enzimaticas (BROSNAN & BROSNAN, 2007). Essa
funcdo torna-se importante na regenera¢do muscular visto que a creatina se encontra no

sarcoplasma, podendo proteger suas estruturas contra oxidacao por espécies reativas de
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oxigénio durante a lesdo além de manter a energia para o trabalho celular, favorecendo a
recuperacdo muscular (SOUZA JUNIOR & PEREIRA, 2008).
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7 CONCLUSAO
Embora ndo havendo diferencas significativas na evolucdo ponderal, fechamento

da ferida e concentracdo do colageno total, a suplementacdo com L-arginina apresentou-
se eficaz na cicatrizagdo cutanea e regeneracdo muscular de ratos queimados, por
promover:

e Menor inflamag&o e maior neovascularizagéo nos tecidos;

e Aumento de fibroblastos na pele e celulas musculares no gliateo maximo.

Contudo, investigagdes mais aprofundadas sobre este aminoacido frente a
cicatrizagdo de queimaduras de 3° grau faz-se necesséria, visto que ainda ndo estdo
estabelecidas dosagens e nem tempo de uso, bem como as rotas metabdlicas frente as

diferentes vias de administracdo deste suplemento.
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ANEXO
ANEXO 1 — Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Recife, 30 de agosto 1= 2016

Oficio n°® 85/16

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.? Luciana Maria Silva de Seixas Maia

Departamento de Nutricao

Centro de Ciéncias da Saude

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0031/2016

Certificamos que a proposta intitulada “Analise histopatologica do proc2sso de
cicatrizagao cutanea de ratos submetidos a queimadura teérmica e
suplementados com L-arginina”, registrada com o n° 0031/20165, sob ¢
responsabilidade de Prof.® Luciana Maria Silva de Seixas Maia - que envolve ¢
producdo, manutencao ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordatla, subfilc
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - ercontra
se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decretc
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHC
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCIEA), & fo
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 30/0£/2016.

| Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientificar
Vigéncia da autorizacdo 1 01/09/2016'- 01/09/2017
Espécie/linhagem/raca | Ratos Wistar

N° de animais 24

Peso/ldade . | 100-200g/60 dias

L s Machos ——— s
| Origem Biotério de criacao do Departamanto de
SR Nutricgo/CCS/UFPE

Atenciosamente,
@Q\)
e,

Prof. Dr, Pedro V. Carelli
Presidente 63 CEUA / CCB - UFPE
UFPE SIAPE 1801584




