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CONCENTRACOES PLASMATICA E PERITONEAL DA PROTEINA DE
FASE AGUDA ATIVINA A EM BEZERROS PORTADORES OU NAO DE
HERNIAS UMBILICAIS

RESUMO - As ativinas sao citocinas membros da superfamilia do fator de
crescimento transformador-f (TGFB) que podem ser sintetizadas por quase
todos os tipos celulares no organismo e assim a maioria dos tecidos tém a
capacidade de ser fonte de ativina A na circulagdo. Desta forma, os objetivos
desse estudo foram determinar se as concentragdes plasmaticas e peritoneais
da ativina A sofrem alteracbes em bezerros portadores ou ndo de hérnia
umbilical (HU) antes e apds a corregao cirurgica e em qual compartimento o
seu aumento refletiria melhor e mais rapidamente as alteragdes inflamatodrias,
seu papel como indicador da inflamacdo na cavidade abdominal e sua
correlagao entre concentracdes plasmaticas e peritoneais e ainda estabelecer
intervalos de referéncia para a varidavel em cada grupo. Foram utilizados vinte
bezerros holandeses com (n=10) ou sem HU (n=10), bezerros com HU foram
submetidos a herniorrafia. Sangue total e liquido peritoneal foram coletados dos
20 animais para a quantificacao da ativina A pelo teste ELISA nos dias 0 (antes
da cirurgia) 1, 3, 5, 7 e 15. Dados dos dois grupos foram comparados. As
concentragdes plasmaticas e peritoneais de ativina A no grupo controle néo
tiveram alteragbes ao longo do tempo, porém no grupo experimental houve um
aumento da concentracio plasmatica 15 dias apds a herniorrafia em relagao ao
momento basal. Quando comparados os grupos, as concentragdes plasmaticas
de ativina A do grupo experimental estavam diminuidas no 3° dia e
aumentadas no 15° dia apds a cirurgia em relagdo aos animais do grupo
controle, enquanto a concentragao peritoneal apresentou-se aumentada 5 dias

apos a herniorrafia no grupo experimental em relagdo ao grupo controle.

Palavras-chave: bovinos, herniorrafia, inflamacéo, paracentese, ativina.



PLASMATIC AND PERITONEAL CONCENTRATION OF ACUTE PHASE
PROTEIN ACTIVIN A IN CALVES WITH OR WITHOUT CONGENITAL
UMBILICAL HERNIA

SUMMARY - Activins are members of the transforming growth factor § (TGF-p)
superfamily and can be synthesized by almost all cell types in the body and
most tissues has the ability to be a source of activin A in circulation. Thus, the
objectives of this study were to determine if plasma and peritoneal
concentrations of activin A change in calves with or without umbilical hernia
(UH) before and after surgery and in which compartment its increase would
reflect better and faster inflammatory changes. Its role as an inflammatory
biomarker in the abdominal cavity and the correlation between plasma and
peritoneal concentrations, and establish reference intervals for the variable in
each group. Twenty Holstein calves were used with (n = 10) or without HU (n =
10), calves with HU underwent herniorrhaphy. Whole blood and peritoneal fluid
were collected from 20 animals for quantification of activin A by ELISA on days
0 (before surgery) 1, 3, 5, 7 and 15. Data were compared between the two
groups. Plasma and peritoneal concentrations of activin A in the control group
did not change over time, but in the experimental group there was an increase
in the plasma concentration 15 days after herniorrhaphy compared to baseline.
When comparing the groups, the plasma concentrations of activin A in the
experimental group were decreased on day 3 and increased on the 15th day
after surgery compared to the control group animals, while the peritoneal
concentration had increased 5 days after herniorrhaphy repair in the

experimental group compared to the control group.

Keywords: cattle, herniorrhaphy, inflammation, paracentesis, activin.
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| INTRODUCAO

As onfalopatias representam um dos principais problemas dos bezerros
nos rebanhos brasileiros tendo como causas principais, fatores ambientais,
higiénicos, traumaticos, bacterianos e congénitos, que isolados ou em
associacdo provocam processos inflamatérios e/ou infecciosos nas estruturas
umbilicais (DONOVAN et al., 1998; RADOSTITS et al., 2002).

As hérnias umbilicais consistem na falha do fechamento do anel
umbilical, e visceras abdominais podem ou nao se projetar pelo anel para
dentro do saco herniario (HAEYS, 1974; SMITH, 2006). As hérnias podem
ocorrer em todos os animais domésticos, especialmente suinos, bovinos e
equinos, e podem ser redutiveis ou ndo (KERSJES et al., 1985). Em bovinos é
uma condicdo congénita frequente, mais comumente observada na raca
holandesa (HAEYS, 1974; SMITH, 2006; WEAVER et al., 2005) representando
de 8 a 30% dos defeitos congénitos encontrados nesta espécie (BAHR; DISTL,
2005), e pode ser herdada por um carater dominante ou ser condicionada por
fatores ambientais (ANDERSON, 2004; WEAVER et al., 2005). A infeccao
umbilical pode resultar em enfraquecimento da parede abdominal adjacente e
provocar hérnia umbilical adquirida (ANDERSON, 2004).

Varios parametros sao uteis para especificar condigbes patologicas
dentro da cavidade abdominal, mais precisamente, indicadores de processos
inflamatdrios (como o fibrinogénio, proteina C-reativa e citocinas) e de infecgao
bacteriana (glicose, bactérias e D-lactato) ou danos celulares e isquemia (L-
lactato, hemoglobina, fosfato inorganico, e as enzimas lisossomais fosfatase
alcalina, LDH e creatina quinase) (WITTEK et al., 2011). Em equinos, doenca
abdominal aguda esta associada a significativa morbidade e mortalidade
(FORBES et al.,, 2011; MAIR; SMITH, 2005) e varios biomarcadores
inflamatorios foram avaliados a fim de facilitar o diagnostico, acompanhamento
e prognostico da doenga (FORBES et al., 2011).
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Recentemente, a proteina de fase aguda ativina A tem ganho destaque
na literatura como um marcador importante da resposta inflamatoéria e preditor
de progndstico em casos clinicos (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012; FORBES
et al., 2011; HEDGER et al., 2011; MICHEL et al., 2003; PHILLIPS et al., 2009;
YNDESTAD et al., 2009).

Ativinas e inibinas sdo membros da super familia do fator de crescimento
transformador § (TGF-) (ALEMAN-MUENCH; SOLDEVILA, 2012; HEDGER et
al., 2011; PHILIPS et al., 2009), e juntamente com a folistatina, uma proteina
de ligacédo de elevada afinidade a ativina, formam um grupo de fatores inter-
relacionados (PHILIPS, 2005), que foram inicialmente descritas como
reguladoras dos processos reprodutivos em mamiferos e foram nomeadas pela
primeira vez apos o seu efeito positivo e negativo na liberagdo do horménio
foliculo-estimulante da glandula pituitaria, respectivamente (ALEMAN-
MUENCH; SOLDEVILA, 2012).

Com efeitos amplos e complexos sobre o crescimento e diferenciacao
celular, a ativina A é conhecida por ser reguladora critica da inflamagao e
imunidade (HEDGER et al., 2011). As ativinas sédo proteinas que possuem
ambas as atividades pro- e anti-inflamatérias e ja foram descritas por
desempenhar um papel importante no controle da cascata de citocinas que
leva a resposta inflamatéria (JONES et al.,, 2004b; KRETSER et al., 2012;
MICHEL et al., 2003).

A ativina é rapidamente liberada dentro da circulagdo no endotélio
vascular e em outros tecidos durante a inflamacao (FORBES et al., 2011). O
mediador desempenha um papel fundamental em diversos aspectos da
resposta inflamatdria, incluindo a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias,
producao de oOxido nitrico e ativacdo de leucdcitos (FORBES et al., 2011).
Concentragbes séricas e teciduais elevadas deste mediador tém sido
demonstradas em uma grande variedade de condi¢des inflamatérias agudas e
crbnicas em seres humanos, incluindo septicemia e doenca inflamatodria
intestinal (FORBES et al., 2011; HUBNER et al., 1997; MICHEL et al., 2003).
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A molécula de ativina e sua proteina de ligagdo, folistatina, séo
amplamente encontradas no organismo. Ha um interesse cada vez maior nas
ativinas devido a sua capacidade de regular a inflamacéo, fibrose e imunidade
em uma ampla variedade de sistemas (sistema imune, em tecidos hepaticos,
renais, pulmonares, gastrico, entre outros, cancer e na biologia da pele)
(HEDGER et al., 2011).

Recentemente a ativina foi avaliada em equinos em varias doencgas
inflamatoérias abdominais agudas (intestino delgado: obstrugdo nao
estrangulante, volvulo, encarceramento forame epipldico, intussuscepgao;
cbélon maior: deslocamento, impactagdo, obstrugdo estrangulante, volvulo;
intussuscepcao ileocecal; peritonite, colite, enterite) (FORBES et al., 2011). Em
humanos, o aumento da expressdao da subunidade BA foi observado em
amostras cirurgicas intestinais de pacientes com colite ulcerativa e doenga de
Crohn (HUBNER et al.,, 1997) e mulheres com carcinoma seroso de ovario
tiveram altas concentragdes de ativina A no liquido peritoneal (COBELLIS et
al., 2004). Em ratos, a ativina promoveu aumento da capacidade fagocitica de
macréfagos peritoneais in vitro e in vivo (WANG et al., 2009).

A analise do liquido peritoneal € um procedimento que possibilita
repeticdo e fornece informagdes que permitem avaliar a gravidade das lesdes
abdominais, ajudando a decidir se a cirurgia deve ou nao ser realizada
(DUCHARME; LOWE, 1988). A avaliagao seriada do liquido peritoneal é um
indicador util na avaliacdo da resposta da peritonite e do trauma abdominal ao
tratamento clinico (DYSON, 1983; NAZIFI et al., 2000; PEIRO et al., 2009;
POLO et al., 2013). Caso alteragdes ou complicacdes se desenvolvam durante
o periodo pés-operatério (ANDERSON et al.,, 1993), a determinagado dos
parametros normais do liquido peritoneal seria extremamente importante para a
subsequente interpretagdo destes dados (ANDERSON et al., 1994; PEIRO et
al., 2009; POLO et al., 2013).

A utilizacdo de dados de bovinos adultos ou mesmo bezerros mais
velhos pode resultar em interpretacdes errbneas quando se avalia o liquido
peritoneal de bezerros mais jovens (BURTON et al., 1997; PEIRO et al., 2009;
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POLO et al., 2013; RINGS, 1995). Contudo, dados das concentragdes desta
proteina de fase aguda no plasma e no liquido peritoneal de bezerros jovens
portadores ou nao de hérnias umbilicais ndo estdo disponiveis. Este fato

motivou a realiza¢ao deste estudo.
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Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ativina

Ativina foi inicialmente descrita como uma proteina que estimula a
liberacdo de horménio foliculo-estimulante da glandula pituitaria
(ANTSIFEVORA; WERNER, 2012; BREIT, et al., 2000; KIMURA et al., 2007;
WERNER; ALZHEIMER, 2006), porém pesquisas posteriores demonstraram
que a ativina afeta a proliferacdo e diferenciagdo de varios tipos celulares
(MUKHOPADHYAY et al., 2007). Nos ultimos anos, esse fator multifuncional
tem atraido a atencdo de pesquisadores de outras areas, a medida que novas
fungdes da ativina na angiogénese, inflamacao, imunidade, fibrose e cancer
tém sido descobertas (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012).

As ativinas sdo uma familia homdloga de homo e heterodimeros
pertencentes a superfamilia do fator de crescimento transformador  (TGF) dos
fatores de crescimento e diferenciagdo (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012;
HEDGER et al., 2011; HEDGER; KRETSER, 2013; WERNER; ALZHEIMER,
2006) e sua sinalizagdo € um importante regulador de muitos processos
celulares (MANG et al., 2013). Possui uma gama de fungbes biologicas e é
amplamente distribuida em varios tecidos e produzida por varias células
incluindo macréfagos, T-helper 2 e hepatdcitos (WANG, et al.,, 2013), sua
producao é aumentada em varias condigdes inflamatdrias agudas e crénicas,
assim sua sintese e liberacdo € estimulada por citocinas inflamatorias
(HEDGER et al., 2011).

Diversas proteinas que se assemelham estruturalmente ao TGF[3, com
presenca de 7 residuos de cisteinas altamente conservados, passaram a
integrar esta superfamilia, dentre elas as ativinas, que possuem caracteristicas
mais préximas as dos peptideos TGFB (KIMURA et al., 2007). O primeiro
membro da familia identificado e melhor estudado € a ativina A, inicialmente
isolada a partir do ovario de porcas (HEDGER; KRETSER, 2013; KIMURA et

al., 2007). Devido ao seu papel no sistema reprodutivo foram inicialmente
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nomeadas como ativinas, no entanto, estudos demonstraram seus efeitos em
uma variedade de sistemas, incluindo hematopoiese e desenvolvimento de
células imunes (HEDGER; KRETSER, 2013).

As ativinas sao proteinas diméricas de aproximadamente 28 kDa,
constituidas por duas subunidades 3 de 116 aminoacidos conectadas por ponte
dissulfidrica (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012; HUBNER et al., 1996; KIMURA
et al., 2007; WERNER; ALZHEIMER, 2006). At¢é o momento, foram descritas
cinco subunidades B das ativinas (BA, BB, BC, BD e BE), todas as subunidades,
com excecgao da BD, foram isoladas em mamiferos, sendo as subunidades BA,
BB e BC identificadas em humanos (KIMURA et al., 2007).

Semelhante a outros fatores de crescimento e diferenciacéo, a ativina
bioativa € um produto de uma proteina precursora inativa, este precursor € um
dimero de 110 kDa, que inclui um peptideo de sinal, um pré dominio glicosilado
e o dominio C-terminal maduro (bioativo) (PANGAS; WOODRUFF, 2000), os
quais sao processados por hidrolise enzimatica ou acida (HEDGER;
KRETSER, 2013). A proteina madura nao é glicosilada, e o processamento
intracelular da proteina € necessario para a atividade biolégica plena
(PANGAS; WOODRUFF, 2000). Assim como outros membros da familia TGF,
sao produzidas como precursores inativos, os quais sdo clivados no reticulo
endoplasmatico (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012). Apo6s tradugdo em
proteina, € armazenada por certos tipos de células, incluindo as células da
medula 6ssea e células epiteliais (HEDGER; KRETSER, 2013).

A ativina é descrita como um fator de crescimento que promove
diferentes respostas biolégicas ligando-se a dois pares de receptores de
membranas do tipo | e Il e ativando uma sinalizagao intracelular mediada pelas
proteinas SMAD (KIMURA et al., 2007).

Com base na expressdo do mRNA e na localizagdo ou secregao da
proteina, a ativina A é produzida por diferentes tipos celulares durante a
inflamac&o, imunidade e fibrose, incluindo células epiteliais, neuronais,
endoteliais, estromais da medula 6ssea, da musculatura lisa, mieloides

(macréfagos/mondcitos e células dendriticas), granulécitos (neutréfilos e
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mastocitos), hepatécitos e células estreladas, queratindcitos e algumas células
T (HEDGER et al., 2011).

As ativinas A e B s&o altamente conservadas entre as espécies, exibindo
conservagao maior que 97% entre humanos e marsupiais, monotremados e
aves (HEDGER; KRETSER, 2013), sendo que a homologia da ativina A
humana e bovina é de 98% (FORBES et al., 2011; PHILLIPS, 2005). O teste
ELISA utilizado para detecta-las em seres humanos ja foi validado para uso em
ovinos, bovinos, ratos e camundongos (FORBES et al., 2011; PHILLIPS, 2005)
e ambas s&o facilmente mensuraveis no sangue e outros fluidos biolégicos
(HEDGER; KRETSER, 2013), porém tem sido dificil identificar a principal fonte
destas proteinas circulantes por inumeras razdes, principalmente devido aos
seus genes que sao amplamente expressos (HEDGER et al., 2011).

Um componente chave da resposta inflamatéria é a liberagao
estruturada e ordenada de citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-a, IL1B3 e
IL-6, citocinas classicas de liberagao precoce, que estimulam a producido de
prostaglandinas tanto periférica quanto centralmente e assim como essas
citocinas classicas, os niveis de ativina A também aumentam em resposta a
inflamacéo (JONES et al., 2004b).

A Ativina A é liberada no inicio do processo inflamatério, como parte da
cascata de citocinas circulatérias durante a inflamagao sistémica aguda, esta
liberagdo ocorre simultaneamente com o TNFa e anterior a liberagédo de IL-6 e
folistatina. Como vasos sanguineos compreendem cerca de 2% da massa
corporal, as células sanguineas circulatérias e do endotélio vascular séo
candidatas a esta rapida liberagédo na circulagao e potencialmente uma grande
fonte de ativina A (JONES et al., 2004a).

Foi estabelecido que a expressao génica de ativina A é estimulada
através de varias vias de sinalizagado pré-inflamatérias e imunorreguladoras
(HEDGER; KRETSER, 2013). A liberagéo de ativina A na inflamagdo aguda é
um componente muito precoce e critico da resposta imune inata (PHILLIPS et
al., 2009).
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2.1.1 Sinalizacao

Assim como a maioria dos membros da familia TGF-B, as ativinas
medeiam os seus efeitos bioldgicos através de receptores transmembrana de
serina/treonina quinase (HEDGER et al., 2011; WERNER; ALZHEIMER, 2006),
que sao divididos em tipo | (ActR 1) e tipo Il (ActR II) (WANG, et al., 2013).

Na superficie celular a ativina se liga ao tipo Il (ActR Il ou ActR IIB) e
este recruta o tipo | (KIMURA et al., 2007; PANGAS; WOODRUFF, 2000;
WERNER; ALZHEIMER, 2006). Dois receptores do tipo | sdo conhecidos: ActR
IB [quinase semelhante a receptor de ativina-4 (ALK-4)] e ActR | [quinase
semelhante a receptor de ativina-2 (ALK-2)] (HUBNER et al., 1996; PANGAS;
WOODRUFF, 2000; WERNER; ALZHEIMER, 2006). Dentre as isoformas de
ActR I, o ActR IB propaga a sinalizagao intracelular de ativina pela ativagao e
fosforilagdo de proteinas citoplasmaticas da familia SMADs conhecidas como
SMADs ativadas por receptor (R-SMADs); SMAD2 e SMAD3. A fosforilagao de
R-SMADs permite a sua interagdo com co-fatores [co-SMAD (SMAD4)],
formando um complexo capaz de atingir o nucleo, onde irdo modular a
transcricdo de genes alvo (KIMURA et al., 2007) e dependendo dos fatores de
transcricdo que elas interagem, as proteinas SMADs podem estimular ou
suprimir a expresséo do gene alvo (CHEN et al., 2002).

A sinalizagdo é atenuada por SMAD7, uma SMAD inibitéria (I-SMAD)
que atua com reguladora negativa da via de transducédo de sinal, essa que
pode se ligar ao receptor de tipo |, prevenindo associagdo SMAD-receptor, ou
por ligagdo competitiva com SMAD4, que bloqueia a translocagdo de SMAD
(KIMURA et al., 2007; PANGAS; WOODRUFF, 2000).

O papel de cada receptor néo foi delineado, embora cada um difira na
afinidade e podem ser expressos diferencialmente para ativar diferentes
aspectos da cascata de sinalizagdo (PANGAS; WOODRUFF, 2000).

Induzida pela ativina, a sinalizacdo celular pode ser modificada por
interacbes SMAD com outras vias de transducdo de sinal (PANGAS;
WOODRUFF, 2000). Embora a maior parte das fun¢gdes das ativinas parecga
ser mediada através da via SMAD, a sinalizagcdo MAPK (que sao reguladores
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chave dos genes da inflamagéo, estresse, imunidade) (HEDGER et al., 2011)
também controla algumas de suas fungbes, tal como a estimulacdo da
migragao dos queratindcitos (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012).

2.1.2 Acéo Biologica

As ativinas exercem efeitos reguladores sobre a hematopoiese,
inflamacao e imunidade, em diferentes tipos de células e tecidos (HEDGER,;
KRETSER, 2013), desempenhando um papel importante na regulacdo da
liberagdo do horménio pituitario, sobrevivéncia do neurbnio, no
desenvolvimento precoce de embrides (WANG, et al., 2013), na neurogénese,
na apoptose e angiogénese tumoral (HEDGER; KRETSER, 2013); incluindo
ainda efeitos sobre controle da proliferacdo e diferenciacdo celular, e reparo
tecidual (KIMURA et al., 2007). Fungdes importantes das ativinas no
desenvolvimento, homeostase e reparo tecidual tém sido identificadas
(ANTSIFEVORA, WERNER; 2012) ap6s lesdo aguda ou crbnica, bem como
em doencas inflamatdrias (WERNER; ALZHEIMER, 2006).

Varias proteinas de ligacdo foram descritas, as quais inibem os efeitos
das ativinas, incluindo a folistatina (MUNZ et al., 2001; PANGAS, 2000) e
proteina relacionada a folistatina (FRP, também designada como folistatina-3),
que sequestram as ativinas e assim inibem suas atividades biolégicas
(WERNER; ALZHEIMER, 2006). A folistatina € uma proteina endogena de
elevada afinidade a ativina, que pode modular a bioatividade das ativinas
(HEDGER; KRETSER, 2013) tanto in vitro quanto in vivo (MUKHOPADHYAY et
al., 2007), através da ligagao a ativina, impedindo a interacdo da citocina com
seus receptores de superficie celular tipo Il (CHEN et al., 2006; MICHEL et a.,
2003), consequentemente inibindo a atividade de sinalizacdo das ativinas
(CHEN et al., 2006) e além disso ligada as células de superficie a folistatina
facilita a degradacao lisossémica da ativina A (MICHEL et al., 2003).

A liberacéo de ativina A e folistatina para a circulagado durante episddios

inflamatdrios foi observada pela primeira vez durante a experimentacao in vivo
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em ovinos, onde estimulos inflamatorios diferentes, como cirurgia e LPS,
elevaram as concentragdes circulantes de folistatina (JONES et al., 2004a).

Inimeras evidéncias de um papel fundamental da ativina e folistatina em
inflamacéo e fibrose destaca o potencial emergente para novos diagndsticos e
terapias que visem estes reguladores moleculares (HEDGER; KRETSER,
2013).

A familia do TGFB compreende um grande grupo de proteinas
estruturalmente relacionadas que inclui varios tipos de TGFp, proteinas
morfogenéticas Osseas, substancia inibidora mulleriana, e também ativinas e
inibinas (CHEN et al., 2002; HUBNER et al., 1996).

Inibinas sdo heterodimeros homadlogos as ativinas de duas subunidades
BA ou BB, com uma subunidade oo em comum e sao designadas inibina A (aA)
e inibina B (afB), que atuam como antagonistas da sinalizagdo das ativinas
(HUBNER et al., 1996; WALTON et al., 2012; WERNER; ALZHEIMER, 2006).
As inibinas atuam como reguladoras da ativina através da ligacdo ao
betaglicano reduzindo a capacidade das ativinas de se ligarem ao receptor tipo
II (HARRISON et al., 2004; PHILIPS et al., 2009). Uma vez que tanto a ativina
quanto a inibina podem se ligar aos receptores do tipo Il, foi proposto que a
inibina bloqueia a atividade da ativina por competir com os sitios de ligagdo dos
receptores de sinalizacdo (CHEN et al.,2002). Em geral, a inibina antagoniza a
ativina mas nem todos os tipos celulares responsivos a ativina apresentam
sensibilidade a inibina (MARINO et al., 2013).

A acédo da ativina se inicia com a ligagdo a uma combinagdo de
receptores de membrana especificos (KIMURA et al., 2007) e possui um papel
importante na biologia da pele, quando inicialmente a expressao das
subunidades BA e BB aumenta fortemente em queratindcitos e células
estromais apos a lesdo cutanea em ratos e seres humanos (ANTSIFEVORA;
WERNER, 2012).

A expressdao do mRNA e da proteina estdo elevadas na fibrose e
durante a cicatrizacdo de feridas apds trauma ou por inflamacao induzida na

pele, figado, rim e pulmdo (HEDGER et al., 2011). Os fatores de crescimento e
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citocinas derivados do sangue, a partir de leucécitos polimorfonucleares (PMN)
e macrofagos induzem a expresséo de ativina em fibroblastos e queratindcitos.
Além disso, os macréfagos ativados podem contribuir para elevados niveis de
ativina na ferida. As funcdes mais provaveis da ativina na ferida sdo a inducgao
da producdo de matriz extracelular (especialmente de fibronectina) na derme e
a regulacao da diferenciagado de queratinocitos (MUNZ et al., 1999).

Em feridas agudas em ratos e humanos, queratinécitos da epiderme da
ferida hiperproliferativa, bem como fibroblastos e células inflamatdrias do tecido
de granulagdo foram identificados como fonte de ativina (WERNER;
ALZHEIMER, 2006).

Na doenca intestinal de humanos, os niveis de expressdo de ativina
demostraram uma excelente correlagdo com o grau de inflamagao usando
hibridizagdo in situ, a mucosa e submucosa de areas altamente inflamadas
foram identificadas como os principais locais de expressao de ativina BA
(MUNZ et al., 1999).

Além da ativina, todos seus receptores conhecidos bem como seus
antagonistas folistatina e FRP (WERNER; ALZHEIMER, 2006) estdo expressos
na pele normal e lesada e os niveis de expressdo dos mesmos ndo sao
alterados apos lesdes cutaneas (ANTSIFEVORA; WERNER, 2012; WERNER;
ALZHEIMER, 2006).

A ativina estimula a proliferagcao de células ovarianas e testiculares, mas
exerce efeito inibitério em diversas outras células de origem epitelial, tais como
hepaticas, prostaticas, mamarias, hipofisarias e adrenais (KIMURA et al,
2007).

Os mecanismos pelos quais a ativina exerce seus efeitos inibitérios sdo
menos conhecidos. Embora existam relatos de que a ativina também possa
causar redugcdo da neovascularizacdo em neuroblastoma humano e
membranas corioalantéicas de embrides de galinhas (BREIT et al., 2000;
CHEN et al, 2002; KIMURA et al., 2007), pesquisas mais recentes
demonstram que a ativina A é considerada um fator de modulacdo do

crescimento e diferenciacao de células endoteliais in vitro e da angiogénese in
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vivo, sugerindo que esta proteina € um mediador importante da angiogénese
induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (HAYASHI et al.,
2007). Concentragbes sistémicas aumentadas de ativina A foram observadas
durante o processo de neovascularizagdo da cornea em camundongos,
correlacionando com os aumentos nos niveis de VEGF (POULAKI et al., 2004).

Em termos de efeitos sobre o sistema imune, dentre as ac¢des
primeiramente identificadas estdo a capacidade de regular o desenvolvimento e
a atividade de células hematopoiéticas e células do sistema imunolégico do
timo e da medula 6ssea (HEDGER; KRETSER, 2013).

O papel da ativina A na resposta inflamatoria € pouco compreendida, no
entanto, dados in vitro tenham realgcado que ativina A pode ter ambas as agdes
pro- e anti-inflamatodrias sobre mediadores chaves da resposta inflamatéria, tal
como TNFa, IL-1B e IL-6. Além disso, dados recentes sugerem que a indugéo
da ativina A se restringe a certos tipos de inflamagdo e a sua liberagdo é
dependente do ambiente inflamatorio (JONES et al., 2004a).

A ativina A quando presente em baixas concentragbes promove a
inflamacdo mediada por mondcitos/macréfagos em repouso, mas se opde a
atividade inflamatdria destas células uma vez que a inflamacdo esta
estabelecida e a concentracdo de ativina aumenta (HEDGER; KRETSER,
2013). Quando os macrofagos estdo num estado ativo a ativina A pode ter
efeitos anti-inflamatdrios, tais como a inibicdo da conversao do precursor da IL-
1 em sua forma ativa, ou a inibicao da producgao de citocinas pro-inflamatéria,
tais como TNFa, IL-18 e IL-6 (KRETSER et al., 2012).

Acbes pro-inflamatdrias da ativina A foram observadas em diferentes
tecidos como em macrofagos derivados de medula 6ssea de ratos e células
mononucleares de sangue periférico humano, onde a ativina A é capaz de
estimular a producgéo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-13 (JONES et
al., 2004a; WERNER; ALZHEIMER, 2006). Sua ac¢ao anti-inflamatéria esta bem
caracterizada por ser capaz de antagonizar as agdes da IL-6, como também de
outras citocinas pro-inflamatérias incluindo IL-11 e IL-13 (JONES et al., 2004a).

Ambas as fungdes pro- e anti-inflamatérias da ativina tém sido descobertas
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demonstrando ser dependente do tipo de célula e orgdo (WERNER;
ALZHEIMER, 2006).

Modelos animais demonstraram que a liberagao de ativina A e folistatina
na circulagao sao caracteristicas da resposta ao trauma cirurgico (KRETSER et
al., 2012). Os mecanismos especificos que induzem a secregdo de ativina
ainda nao foram totalmente esclarecidos, mas a sinalizacdo por receptores
Toll-like (TLRs) e a cascata inflamatdria de citocinas estdo envolvidas neste
processo. Em algumas situagdes cirurgicas, a secrecdo de ativina pode ser
exacerbada pelo uso de anticoagulantes a base de heparina, os quais s&o
capazes de liberar quantidades substanciais de ativina A e folistatina em
estudos realizados em animais e humanos (HEDGER; KRETSER, 2013). O
efeito da ativina A parece ser bifasico, onde baixas concentracdes de ativina A
foram estimulantes e altas doses inibitérias em membranas gestacionais
humanas (KEELAN et al.,, 2000), e este seria um bom exemplo de como a
concentracao local de ativina A pode determinar se ele atua de forma anti- ou
pré-inflamatéria (JONES et al., 2004a).

Ha evidéncias, particularmente a partir de pacientes com septicemia e
hipertensdo pulmonar, que concentragdes séricas elevadas de ativina A estao
relacionadas com a gravidade da inflamagdo e podem ser preditora da
evolugao clinica (FORBES et al., 2011; HEDGER et al., 2011; MICHEL et al.,
2003; PHILLIPS et al., 2009; YNDESTAD et al., 2009). Na doenca inflamatoria
intestinal de humanos os niveis de expressdao de ativina mostraram uma
excelente correlagdo com o grau de inflamagao, utilizando hibridizagdo in situ,
onde a mucosa e submucosa de regides altamente inflamadas foram
identificadas como os principais locais de expressao de ativina A (MUNZ et
al., 1999). Em camundongos e ovelhas que receberam uma dose unica de LPS
para induzir a inflamacao sistémica, a ativina A foi uma das primeiras citocinas
a ser induzida, atingindo um pico na circulagédo, dentro de 1 h, e portanto
precedendo ou coincidindo com os niveis do pico da citocina proé-inflamatdria
TNFa (HEDGER et al., 2011).
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Na pele, o papel de ativina A na melhoria da cicatrizagdo de feridas foi
demonstrado em um modelo experimental utilizando camundongos
transgénicos capazes de superexpressar a ativina A sob a influéncia de um
promotor de queratina (MUNZ et al., 1999; PHILIPS, 2001).

A finalidade deste estudo foi:

e Determinar se as concentracdes plasmaticas e peritoneais da ativina A
sofrem alteragbes em bezerros portadores ou ndo de hérnia umbilical antes e
apos a corregéo cirurgica.

e Tentar determinar em qual compartimento o aumento dessa proteina
de fase aguda refletiria melhor e mais rapidamente as alteragbes inflamatorias
nesses animais antes e apos a corregao cirurgica.

e Estabelecer intervalos de referéncia para ativina A do liquido peritoneal
e do sangue periférico em bezerros portadores ou ndo de hérnia umbilical
antes e apos a intervengao cirurgica.

e Determinar se a ativina A seria um bom indicador da inflamag¢ao na
cavidade abdominal provocada pela presenc¢a da hérnia umbilical ou pelo ato
operatdrio.

e Verificar se houve correlagdo entre as concentragbes de ativina A
quantificadas no plasma e no liquido peritoneal.
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Il MATERIAL E METODO

3.1 Animais
Vinte bezerros, raca Holandesa, idade variando entre 3 e 8 meses, de
ambos os sexos (machos: n = 3 e fémeas: n = 17), foram divididos em 2
grupos: controle (animais sem alteracdo na regido umbilical, n = 10) e
experimental (animais portadores de hérnias umbilicais redutiveis e né&o
inflamadas, n = 10). Todos os animais foram vermifugados com albendazol’
por via subcutadnea, mantidos em pasto de tifton, receberam agua ad libitum e
concentrado (ragcdo comercial). Animais lactentes receberam leite através de
mamadeira. Os animais incluidos neste estudo foram avaliados clinicamente e
somente bezerros com valores normais de hemograma foram incluidos neste
estudo. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) local.

3.2 Delineamento experimental

Os animais sadios e com hérnia umbilical foram cedidos por
proprietarios de seis propriedades diferentes na regidao de Aracatuba. Foi
realizado acompanhamento do peso, exame fisico e hemograma até o
momento em que apresentassem normalidade quando era iniciado as
colheitas. Todos os animais foram submetidos a exame fisico, sedagdo e
colheita do sangue e do liquido peritoneal no periodo da manha. Nos animais
com hérnia as colheitas foram realizadas nos momentos 0 (realizado
imediatamente anterior a cirurgia), 1, 3, 5, 7 e 15 dias apos a cirurgia (Figura
1). Estes momentos de colheita foram coincidentes para os animais do grupo
controle (ndo portadores de hérnia umbilical), no entanto sem a realizagcéo do

procedimento cirurgico (Figura 2).

!Agebendazol a 15%, Agener Unido, Séo Paulo, SP, Brasil.
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DIAS 0 1 3 5 7 10 15
1 semana (1) 1 dia
Chegada Colheita Colheita Colheita Colheita
Pesagem Cirurgia_
Vermifugo
Hemograma Colheita Colheita Retirada Retorno
dos pontos
Hemograma

FIGURA 1 — Representagcdo esquematica dos momentos experimentais nos
animais do grupo experimental (animais com hérnia umbilical —
submetidos ao procedimento cirurgico).

Fonte: Pol6 et al., 2013

DIAS 0 1 3 5 7 15
1 semana (1) 1 dia
Chegada Colheita Colheita Colheita Colheita
Pesagem
Vermifugo
Hemograma Colheita Colheita Retorno
Hemograma

FIGURA 2 — Representacdo esquematica dos momentos experimentais nos
animais do grupo controle (animais sadios ndo submetidos ao
procedimento cirurgico).

Fonte: Pol6 et al., 2013

Apenas nos animais que passaram por procedimento cirurgico (grupo
experimental) foi realizado curativo diario com polivinil pirrolidona iodo,
repelente e ducha, além de antibioticoterapia com oxitetraciclina de longa
duragéo? e retirada dos pontos com 10 dias de pos-operatorio. As amostras de
liquido peritoneal e de sangue foram colhidas em tubos contendo citrato de
sodio para posterior quantificacdo da proteina. Imediatamente apds as
colheitas, estas amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos.

O sobrenadante do liquido peritoneal e o plasma foram alicotados em tubos de

2Terramicina LA 20%, Pfizer Ltda, Campinas, SP, Brasil.
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polipropileno de 1,5 mL e congelados a -80°C até o momento de quantificagéo
da ativina A pelo ELISA. As amostras de sangue colhidas em EDTA foram
homogeneizadas e utilizadas para realizacdo de hemograma em um contador

automatico de células.

3.3 Amostras
As amostras que se encontravam hemolisadas foram consideradas
parcelas perdidas e com isso o n amostral em alguns momentos foi menor que

o estipulado pelo estudo.

3.3.1 Sangue
O sangue foi colhido, em duplicata, em tubos a vacuo 3, contendo EDTA,
para a realizagcdo do hemograma completo de cada animal por meio de um
contador automatico de células, e citrato de sodio para a analise da proteina
ativina A, nos momentos 0, 1, 3, 5, 7, e 15 dias conforme indicados

anteriormente.

3.3.2 Liquido peritoneal

O liquido peritoneal foi colhido de acordo com a técnica de Burton et al.
(1997) e Peir6 et al. (2009) e transferido para tubos contendo citrato de sodio?,
para posterior quantificagdo da ativina A. As colheitas ocorreram nos
momentos 0, 1, 3, 5, 7 e 15 dias conforme descrito anteriormente.

Brevemente, os bezerros foram sedados com diazepam 4 (0,05 mg/kg de
peso vivo, IV) e xilazina ® (0,05 mg/kg peso vivo, IM), e posicionados em
decubito lateral esquerdo com o membro pélvico direito abduzido dorsal e
caudalmente. O pelo foi tricotomizado sobre uma area de aproximadamente 15
cm de didmetro dorsal e caudal ao umbigo. Os pelos também foram
tricotomizado em uma area de aproximadamente 10 a 15 cm de didmetro em

um segundo ponto localizado no centro da regido inguinal (10 cm caudal a

SVacutainer, BD, Plymouth, Reino Unido.
4Compaz, Cristalia, Itapira, SP, Brasil..
SCoopazine, Coopers, Cotia, SP, Brasil.
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cicatriz umbilical e 10 cm lateralmente em direcdo a regido inguinal). A pele em
ambos os locais foi preparada assepticamente com polivinil pirrolidona iodo®.
No primeiro ponto para a realizagdo da abdominocentese (oposto a cicatriz
umbilical, 4 a 5 cm dorsolateral a partir da linha branca) foi inserida uma agulha
14G x 5,9 cm penetrando inicialmente o subcutaneo e finalmente a cavidade
abdominal, em sentido caudal a cicatriz umbilical, mantendo a agulha paralela
a parede abdominal para evitar perfuragdo de algas intestinais ou 6rgaos
abdominais. Um cateter de poliestireno’ (30,4 cm de comprimento) foi passado
pelo interior da agulha e uma seringa estéril de 20 mL foi acoplada ao cateter
para permitir a aspiragdo do liquido peritoneal. O cateter foi movido
delicadamente, em seu comprimento total e em todas as dire¢des (dorsal,
caudal ou ventralmente), enquanto o émbolo for tracionado, dentro da cavidade
abdominal para maximizar a colheita do liquido peritoneal. Quando a amostra
no primeiro local foi de volume inadequado ou ndo permitiu a colheita do liquido
peritoneal, foi realizada nova tentativa de colheita no centro da regido inguinal,
utilizando-se a mesma técnica descrita anteriormente. O liquido peritoneal foi
transferido para tubos contendo citrato de sodio. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos e transferidas para tubos de
polipropileno (1,5 mL) sendo congeladas a -80°C até o momento da

quantificacao.

3.4 Procedimento Cirurgico
Os bezerros foram sedados com diazepam? (0,05 mg/kg de peso vivo,
IV) e xilazina* (0,05 mg/kg peso vivo, IM), e posicionados em decubito dorsal.
O pelo foi tricotomizado sobre uma area de aproximadamente 15 cm de
didmetro dorsal e caudal ao umbigo. A pele e a parede abdominal préximas ao
anel herniario foram infiltradas com lidocaina a 2%32. Apods a antissepsia da pele
com polivinil pirrolidona iodo®, uma incisdo fusiforme na base do umbigo foi

realizada na pele e tecido subcutadneo com bisturi. A cavidade abdominal foi

®Riodeine tdpico p.v.p.i. 10%, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil.
71-Cath, Becton-Dickinson Ltd., Juiz de For a, MG, Brasil.
8Lidovet, Bravet Ltd., Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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aberta através de uma incisdo sobre a linha branca imediatamente cranial a
base do saco herniario e a exploracdo da cavidade abdominal foi feita pela
palpacao digital cuidadosa para verificar possiveis aderéncias de 6rgaos
abdominais ao anel ou ao saco herniario. Em seguida, procedeu-se a
ressec¢cao do saco herniario em toda a sua extensdo com o auxilio de uma
tesoura curva de Metzenbaum de pontas rombas. O anel herniario foi suturado
no padrao Sultan com fio inabsorvivel de poliéster trancado com cobertura
numero 2 agulhado®. O tecido subcutaneo foi aproximado com fio absorvivel de
poliglactina 910 2-0 agulhado’™ no padrdo Cushing. Finalmente, a sutura de
pele foi realizada com fio de nailon 2-0 agulhado10 no padrao Wolf .

A antibioticoterapia foi realizada com oxitetraciclina de longa agao'? na
dose de 10 mg/kg a cada 48 horas por via intramuscular, no total de 5
aplicagdes. Os curativos foram realizados com gaze embebida em solugéo de
iodo povidine®. Os pontos foram removidos no décimo dia do pds-operatério.

3.5 Avaliacéo clinica e laboratorial

Antes de cada colheita foram aferidas as frequéncias cardiaca e
respiratoria, e temperatura retal. Os dados obtidos durante os exames clinico-
laboratoriais foram utilizados para assegurar que os animais de ambos os
grupos apresentaram variagées dos parametros analisados dentro do esperado
para a idade e espécie em estudo.

ApOs as colheitas as amostras de sangue colhidas em tubos contendo
EDTA foram homogeneizadas até realizagdo do hemograma em um contador
automatico de células, obtendo os valores de hemacias (x10°%L), hematdcrito
(%), hemoglobina (g/dL), leucdcitos (x10%L), linfécitos (x10%L), mondcitos
(x10%L) e granuldcitos (x10%/L).

3.6 Quantificacado das concentracfes de ativina A

°Ethibond Excel, Johnson & Johnson Ltda., S&o José dos Campos, SP, Brasil.
©vicryl 11, Johnson & Johnson Ltda., S&o José dos Campos, SP, Brasil.
IMononylon, Jonson & Jonson Ltda.., Sdo José dos Campos, SP, Brasil.
2Terramicina LA 20%, Pfizer Ltda, Campinas, SP, Brasil.
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As concentragbes de ativina A foram quantificadas pelo teste ELISA
sanduiche disponivel comercialmente'® conforme descrito por Forbes et al.
(2011), seguindo-se as instru¢gdes do fabricante. Foi utilizando um anticorpo
primario biotinilado monoclonal de camundongo produzido contra ativina A de
ratos/humanos/camundongo expressada em ceélulas-CHO ligado a placas
cobertas com estreptavidina. O anticorpo secundario utilizado foi um anticorpo
monoclonal de camundongo produzido contra a subunidade BA da ativina A,
conjugada com peroxidase de rabano (HRP). A ativina A humana recombinante
foi usada como padrao e as amostras foram corridas em duplicata. A leitura da
placa foi realizada em leitor de ELISA a 450 nm e a coloragdo da reacgao foi
proporcional a quantidade da ativina na amostra.

3.7 Andlise estatistica

As concentragbes plasmatica e peritoneal de ativina A foram analisadas
pela Analise de Varidncia com medidas repetidas no tempo, utilizando o
procedimento Mixed do SAS (Statistical Analysis System) para comparar
grupos e momentos e comparagdes multiplas das médias com o LSMEANS
(Least Squares Means), ajustado pelo teste de Tukey. Foi realizada a analise
de correlacao linear de Pearson entre as concentragdes de ativina A no plasma
e liquido peritoneal, por grupo em cada momento. Os dados foram testados
quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias.

As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

13Quantikine Activin A ELISA, R&D Systems Inc., Cotia, SP, Brasil
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IV RESULTADOS

Os dados das concentracbes plasmaticas e peritoneais de ativina A
encontram-se descritos na Tabela 1.

Nao foram observadas alteracbes nas concentragdes plasmaticas de
ativina A ao longo do tempo nos animais do grupo controle (p = 0,0251).
Entretanto, no grupo experimental, houve aumento das concentragbes de
ativina A 15 dias apds a herniorrafia em relagdo ao momento basal (p =
0,1680).

As concentragdes plasmaticas de ativina A do grupo experimental
estavam diminuidas em relagdo aos animais do grupo controle no 3° dia apds a
cirurgia (p = 0,0453). Contudo, estas concentracées aumentaram apos 15 dias
nos animais submetidos a herniorrafia em relagdo aos animais do grupo
controle (p = 0,0002).

As concentracdes de ativina A no liquido peritoneal ndo se alteraram ao
longo do tempo em relagdo ao momento basal em ambos os grupos (p =
0,4953). Entretanto, houve aumento das concentragcées de ativina A 5 dias
apo6s a herniorrafia no grupo experimental em relagdo ao grupo controle (p =
0,0436).

Encontrou-se uma correlagcédo negativa (r = - 0,86) significativa (p = 0,03)
entre as concentragcbdes plasmaticas e no liquido peritoneal 3 dias apds a
herniorrafia nos animais do grupo experimental.

Quando os compartimentos foram comparados (sangue periférico e
liquido peritoneal), observou-se que as concentragdes de ativina A no liquido
peritoneal foram significativamente maiores que aquelas concentragdes séricas

tanto no grupo experimental (p<0,0001) quanto no grupo controle (p<0,0001).
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Tabela 1 — Concentragbes plasmatica e peritoneal de ativina A (pg/mL), de

bezerros ndo portadores de hérnia umbilical (Grupo Controle) e de

bezerros portadores de hérnia umbilical (Grupo Experimental),

antes (dia 0) e apd6s herniorrafia (dias 1, 3, 5, 7 e 15). Os dados

representam média (x) e desvio padrao (S)

Sangue (plasma)

Liquido Peritoneal

Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Experimental Controle Experimental
Dias n x*S n xS n xS n xS
0 7 004+002 8 0,04+0,01° 8 0,35+0,13" 8 0,41 +0,14*
1 9 0,04+0,02 38 0,05 + 0,01 8 0,33+0,13" 9 0,40 + 0,09*
3 9 0,05+001* 8 0,03+0,018 7 0,35+0,08" 8 0,40 £ 0,07
5 8 004001 8 0,04 + 0,01 5 0,34 +0,078" 8 0,46 + 0,11~
7 8 004+001 9 0,04 + 0,01 5 0,31+0,08t 5 0,41 +0,15*
15 8 0,03+0,018 8 0,06 +0,02" 7 0,32+0,14t 7 0,40 + 0,12*

Aa Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas na linha e minusculas na coluna, diferem
entre si (p < 0,05).

n Numero de animais avaliados.

T No grupo controle, o valor para esta varidvel no liquido peritoneal é significativamente
diferente do valor no sangue no mesmo momento (p < 0,05).
* No grupo experimental, o valor para esta variavel no liquido peritoneal é significativamente
diferente do valor no sangue no mesmo momento (p < 0,05).



32

V DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, observou-se que a
presenca da hérnia umbilical ndo foi estimulo suficiente para provocar
alteracbes nas concentracbes plasmatica e peritoneal de ativina A. No
momento da herniorrafia ndo foi encontrado nenhum tipo de alteracéo
inflamatdria no local da cirurgia e nem alteragdes de qualquer natureza nas
alcas intestinais (necrose, estrangulamento, encarceramento), que pudesse ser
indicativa de um processo inflamatério pré-existente (POLO et al., 2013).

Apesar da paracentese seriada causar estimulo inflamatério minimo,
(PEIRO et al., 2009; POLO et al., 2013), este estimulo também nao foi
suficiente para causar alteragdes significativas na concentragdo de ativina ao
longo do tempo em ambos os grupos.

A ativina A, tal como um fator multifuncional, desempenha um papel
importante na resposta imune de fase aguda e os seus niveis de expressao
estdo aumentados em varias doencas inflamatdérias como septicemia, doenga
inflamatoria intestinal, artrite reumatoide (WANG, et al., 2013), ulceras
gastricas, hepatite e dano experimental ao figado, lesbes por queimaduras,
angina e insuficiéncia cardiaca, meningite, traumatismo cranio-encefalico,
inflamacdo crénica do SNC, asma, infecgdo da placenta e pré-eclampsia
(HEDGER et al., 2011).

A ativina A exerce um efeito pré-inflamatério no inicio da inflamagao,
especialmente em doses mais baixas, mas uma vez que a resposta
inflamatoria esteja em curso, ela pode agir opondo a sinalizag&o inflamatoria e
a produgédo de mediadores inflamatorios (HEDGER et al., 2011). A ativina tem
um perfil bifasico (PHILLIPS, 2005; PHILLIPS et al., 2009) consistente com
uma liberagdo inicial de material pré-armazenado a partir de células
responsivas (fase inicial), seguido pela sintese de novo (fase secundaria)

composta de material recém sintetizado (PHILLIPS et al., 2009), onde
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queratinécitos supra basais da epiderme da ferida hiperproliferativa seriam
responsaveis pelo segundo pico de expressao (SULYOK et al., 2004).

A diminuicdo da concentragao plasmatica de ativina A trés dias apés a
herniorrafia indica que houve um recrutamento da proteina pré-formada, que
migrou da circulag&o periférica para a cavidade abdominal, coincidindo com o
inicio da fase proliferativa da cicatrizagdo a qual envolve a angiogénese,
formacao de tecido fibroso e de granulacéo, epitelizagdo e contragao da ferida
(AUER; STICK, 2011), quando mondécitos atingem a ferida e diferenciam-se em
macrofagos (GURTNER et al., 2009).

As lesdes na pele iniciam uma série de eventos bioldgicos que visam a
reconstrucdo do tecido danificado. Entre elas estdo a proliferagao,
diferenciagao e migracao de varios tipos de células, a produgao e a deposigcéao
das proteinas da matriz extracelular, bem como a remodelacdo da matriz
(MARTIN, 1997; SULYOK et al., 2004). Histologicamente, esses processos sdo
bem descritos, mas os mecanismos moleculares envolvidos s6 foram
parcialmente identificados, resultando que a maioria dos genes que alteram a
expressao de ativina A apds a lesdo sao funcionalmente importantes para o
processo de reparagao tecidual (SULYOK et al., 2004). Portanto, o aumento
desta proteina na cavidade abdominal no 5° dia do pds-operatorio € condizente
com o papel da ativina na cicatrizagao de feridas, onde apds a lesédo cutanea, a
expressdo da ativina é regulada por fibroblastos, macrofagos, e queratinocitos
(SULYOK et al., 2004; WERNER; ALZHEIMER, 2006)

Estes dados séo consistentes com a ideia de que a elevagéo dos niveis
de ativina observadas durante procedimentos cirurgicos esta principalmente
relacionada com a liberagao induzida desta proteina, com isso uma explicacao
mais plausivel para o aumento da concentracdo de ativina A plasmatica
observado 15 dias ap6s a cirurgia no grupo experimental em comparagédo com
0 grupo controle e com o momento basal poderia ser justificada pela liberagéo
de moléculas recém sintetizadas.

Em estagios avancados apds a lesédo de pele, tanto ativina quanto TGFf3

sao altamente expressos em queratindcitos supra basais de re-diferenciacao
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da ferida na epiderme sendo assim os autores propéem que essas proteinas
limitam a capacidade proliferativa dos queratindcitos da ferida (SULYOK et al.,
2004). Recentemente foi demonstrado que a ativina A aumenta os niveis do
MRNA de colageno tipo | em fibroblastos de rim de ratos (MUNZ et al., 1999). A
ativina tem um efeito modesto sobre a sintese de proteoglicanos e colageno
em culturas de condrocitos bovinos (PHILLIPS, 2005). Em camundongos
adultos foi encontrada uma grande indugao da expressao da ativina A um dia
apos a lesdo de pele, e niveis altos persistiram durante a primeira semana
apos a lesdo (MUNZ et al., 1999).

As vias de sinalizagdo que medeiam as fungdes da ativina na ferida
cutdnea ainda sdo desconhecidas, porém os resultados obtidos nos ultimos
anos demonstram um papel essencial de ativina na reparacdo de feridas e
formacgao de cicatriz sugerindo fortemente que a ativina e seus antagonistas
podem ser usados terapeuticamente para promover a cicatrizacdo de feridas e
prevenir a formacgao de cicatrizes, respectivamente (WERNER; ALZHEIMER,
2006).



35

VI CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo a determinar as concentragdes plasmaticas e
peritoneais de ativina A em bezerros portadores ou ndo de hérnia umbilical.
Sendo assim:

e As concentragbes plasmaticas e peritoneais de ativina A ndo se
encontravam alteradas antes do procedimento cirurgico em bezerros
portadores de hérnia umbilical, indicando que a hérnia umbilical nao foi
estimulo suficiente para causar variagdes dessas concentragdes € nem o
estimulo cirurgico em si, minimamente invasivo, em ambiente controlado,
dessa forma as alteragcdes encontradas em determinados momentos seriam
decorrentes do processo cicatricial normal.

e Com os dados do estudo obtidos neste contexto a ativina nao poderia
ser usada isoladamente como um biomarcador e a avaliacdo de varios
biomarcadores previamente estabelecidos proporcionariam um quadro mais
completo dos eventos inflamatérios.

e Para avaliar alteragcoes inflamatdérias na cavidade abdominal foi
observado que a analise do liquido peritoneal fornece melhores informacdes a
respeito da concentragdo da proteina, sendo este o compartimento de eleicdo
em comparacado ao plasma. A paracentese seriada nio foi capaz de causar
alteragdes significativas na concentragao de ativina A no liquido peritoneal.

e Foi possivel estabelecer intervalos de referéncia da concentragcao
para a ativina A tanto no liquido peritoneal quanto no plasma em bezerros
jovens portadores ou ndao de hérnia umbilical.

e A observagao de uma correlagdo negativa encontrada no terceiro dia
apos a herniorrafia indica que o aumento das concentracdes peritoneais de
ativina A ocorreram devido sua migragao do sangue periférico para a cavidade

abdominal.
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