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Resumo

A reparacao de tecidos moles passa por uma complexa série de eventos que

estao relacionados e que envolvem acc¢des tanto fisicas como quimicas.

Ha muito que o papel do acido ascorbico (AA) tem sido reconhecido, sobretudo
a partir do século XVI quando o escorbuto comecou a ser prevenido com sumo

de frutas citricas.

O principal objectivo deste estudo foi avaliar a influéncia da vitamina C no
processo de regeneracdo dos tecidos periodontais apds extraccao dentaria e

avaliar a pertinéncia da sua utilizacdo na pratica clinica.

Para a realizacdo deste estudo foram seleccionados, aleatoriamente, vinte e
dois individuos de raca caucasiana e com area de residéncia no Norte de
Portugal. Foram distribuidos em dois grupos com regimes terapéuticos
distintos. Num dos grupos os pacientes foram medicados com vitamina C e

iniciaram medicacdo 20 dias antes da cirurgia (Grupo A); no outro grupo os
pacientes ndao foram medicados com vitamina C (Grupo B). Observou-se no
grupo A uma formacgdo correcta de tecido conjuntivo, com padrao histoldgico
organizado, ou seja, uma completa estruturacao de todo o tecido. Neste grupo
verificou-se um aumento significativo do nimero de camadas do epitélio, uma
boa diferenciacao celular e uma submucosa rica em células de tipo mioepitelial,
nomeadamente miofibroblastos. Ao nivel imunohistoquimico, observou-se uma

marcacao significativa de alfa-actina.

No ambito do estudo agora realizado, o uso da vitamina C parece conduzir a

uma boa dinamica da reparacéo tecidular.

A continuacdo destes estudos é de grande pertinéncia no sentido de se
elaborarem estratégias terapéuticas futuras no ambito da reparacdo dos

tecidos com aplicacéo directa em cirurgia oral.



Abstract

The repair of soft tissue undergoes a complex series of events that are related

and involve both physical and chemical actions.

It's been long ago since the role of ascorbic acid (AA) has been recognized,
especially since the sixteenth century when scurvy was prevented with the juice

of citrus fruits.

The main objective of this study was to evaluate the influence of vitamin C in
the regeneration process of periodontal tissue after tooth extraction and assess

the appropriateness of its use in clinical practice.

For this study were selected, at random, twenty-two individuals of Caucasian
race and with residence in the northern area of Portugal. They were divided into
two groups with different treatment regimens. In one group the patients were
treated with vitamin C and begun medication 20 days before surgery (Group A),
in the other group the patients were not treated with vitamin C (Group B). It was
observed in group A the right training of connective tissue, with histological
organized adra, ie, a complete structuring of the tissue. In this group there was
a significant increase in the number of layers of the epithelium, a good cell
differentiation and a submucosa rich in myoepithelial cell types, including
myofibroblasts. At the immunohistochemical level, we observed a significant

dial of alpha-actin.

Under the study now accomplished, the use of vitamin C seems to lead to a
good dinamic of tissue repair.

The continuation of these studies is of great relevance in order to develop future
therapeutic strategies in the context of tissue repair with direct application to

oral surgery.



Introducao

1 - Introducao




Introducgéao

1.1 Evolugao Histoérica

A vitamina C (acido ascorbico) estd intimamente ligada ao escorbuto, uma
doenca resultante da deficiéncia de vitamina, conhecida desde o tempo das
Cruzadas. Os sintomas do escorbuto estdo associados a um defeito na sintese
de colagénio e incluem a dificuldade na cura de feridas, defeitos na formacgéao
dos dentes e ruptura dos capilares levando a petéquias e equimoses (Verrax,
2008).

Relatos encontrados em papiros antigos demonstram que desde 1515 A.C. os
egipcios tinham conhecimento do escorbuto. Gregos e romanos tiveram as
suas forcas militares dizimadas pela doenca. Os marinheiros que permaneciam
a bordo por longos periodos, sem renovar 0s seus suprimentos alimentares,
morriam de escorbuto (Azulay, 2003).

No final da Idade Média, 0 escorbuto tornou-se epidémico no norte e centro da
Europa. Entretanto, foi em meados do século XVIII, com as grandes e longas
viagens maritimas, responsaveis pelo aumento significativo dessa afeccao, que
a importancia da vitamina C ficou evidente (Azulay, 2003).

James Lind demonstrou que o sumo de frutas citricas frescas curava o
escorbuto. O agente activo era um novo derivado da glicose (a forma endlica
de 3-oxo-L-gulofuranolactona), que foi isolada e designada pela primeira vez de
“acido hexurénico” pelo médico hungaro Szent-Gyorgyi. Alguns anos mais
tarde, Szent-Gyorgyi descreveu a actividade anti-escorbutica deste composto e
deu-lhe o nome trivial de acido ascérbico para designar a sua funcdo na
prevencao do escorbuto (Verrax, 2008).

Provocado pela deficiencia de vitamina C no organismo, o escorbuto
desencadeia  manifestacdes hemorragicas (petéquias, equimoses,
sangramento das gengivas), edema nas articulacdes, fadiga, tonturas,
anorexia, alteragdes cutaneas, infec¢cdes e morte. James Lind, médico escocés
da Marinha Britanica, foi o primeiro a correlacionar a alta morbidade e
mortalidade dos marinheiros ingleses com a deficiéncia da vitamina C (Verrax,
2008).

A deficiente formacao de colagénio devido ao estilo de vida inadequado entre

0os marinheiros, cuja dieta era reduzida em frutas e legumes, foi, durante
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séculos, um problema devastador em viagens maritimas. Apos 10 semanas no
mar, entre 1497-1499, na sua viagem para a India contornando o sul de Africa,
Vasco da Gama descreveu que um grande numero de marinheiros foi atacado
por inchacos, sangramentos gengivais e cutaneos, perda de dentes seguindo-
se de enfraquecimento posterior e morte. Durante uma circum-navegagao ao
mundo em 1740-1744, onde nove dos dez marinheiros sucumbiram ao
escorbuto, George Anson observou que “as cicatrizes das velhas feridas,
cicatrizadas ha muitos anos, eram forcadas a abrir novamente”. James Lind,
gue em 1747 foi o primeiro a descobrir o efeito benéfico das frutas citricas no
escorbuto, observou Ulceras cutaneas ocorrendo da abertura espontanea da
pele previamente danificada e o aparecimento de feridas apdés um trauma
minimo. Estas descricbes estdo de acordo com o significado etimoldgico do
escorbuto sendo "uma doenca que rompe a barriga”. Na verdade, este é o
significado exacto do nome dinamarqués "skgrbug”, tendo a mesma origem no
Centro e Sul Alemé&o tal como o nome Inglés "scurvy" (Sgrensen, 2006).

Em 1747, estudos clinicos recomendam a ingestdo de sucos citricos no
tratamento do escorbuto apds a realizacdo do primeiro estudo controlado de
gue se tem noticia na Medicina. Comparados grupos de tratamento foi
comprovado que 0 grupo que recebeu duas laranjas e um lim&o por dia
melhorou drasticamente da doenca no periodo de uma semana. Os resultados
da experiéncia realizada foram publicados em 1753. Em 1795 tornou-se
obrigatéria, na Marinha Britanica, a ingestéo diaria de sumos de frutas citricas
(Azulay, 2003).

Em 1911, o bioquimico polaco Casimir Funk utilizou pela primeira vez o termo
vitamina para se referir a certas substancias alimentares imprescindiveis a
saude. Funk descobriu a niacinamida, o factor anti beribéri, e criou a expressao
vital amin (amina vital), que deu origem a palavra vitamina. Em 1919
Drummond propds chamar o factor antiescorbutico de "C". Em 1928, o cientista
hangaro Albert von Szent- Gyorgyi (1893-1986) descobriu e isolou o factor
antiescorbuto em varios alimentos, denominando-o vitamina C. Pouco depois
Waugh e King identificaram o mesmo agente antiescorbutico de Szent no sumo

do limdo. Hirst e Haworth, em 1933, anunciaram a estrutura quimica da
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vitamina C e sugeriram, em conjunto com Szent-Gyorgyi, a mudanca do nome
para acido ascorbico, por inferéncia as suas propriedades antiescorbuticas. No
mesmo ano de 1933, Reichstein e colaboradores publicam as sinteses do
acido D-ascorbico e do acido L-ascorbico, que ainda hoje formam a base da
producdo industrial da vitamina C. Conseguiram comprovar que o0 &acido
ascorbico sintetizado possui a mesma actividade biol6égica da substancia
natural. Em 1937, Haworth (Quimica) e Szent-Gyorgyi (Medicina) sao
agraciados com o Prémio Nobel pelos seus trabalhos relacionados com a
vitamina C (Azulay, 2003).

Eliminado no presente momento, o escorbuto j& ndo constitui um perigo para a
saude, depois de compreendida a importancia da ingestdo de vitamina C
devido as suas propriedades antiescorbuticas, sendo um co-factor essencial na
biossintese de colagénio e necessario para a manutencdo da vida humana
(Sarensen, 2006).

Foram, entretanto, as pesquisas do quimico americano Linus Pauling (1901-
1994), a quem também foi atribuido o Prémio Nobel, que popularizaram a
vitamina C. Pauling e seus colaboradores recomendavam mega doses da
vitamina para o combate de resfriados, gripes e outras viroses, bem como na
prevencao do cancro e outras doencas degenerativas (Verrax, 2008; Azulay,
2003).

Historicamente, um estilo de vida impréprio com uma ingestdo incorrecta de
vitamina C tem sido associado a ma cicatrizagcdo como uma manifestacéo
clinica de escorbuto (Sgrensen, 2006).

Entretanto, na actualidade, evidéncias crescentes ao longo das dultimas
décadas sugerem que o estilo de vida moderno, principalmente o consumo de
tabaco, juntamente com caracteristicas biolégicas como a idade avancada e o
sexo masculino, sdo certamente, factores que podem prejudicar o equilibrio

entre a formacao e a degradacao do colagénio (Sgrensen, 2006).
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1.2 Fisiologia

1.2.1 Fisiologia da Vitamina C

A vitamina C (CgHgOg), também conhecida como acido ascérbico (AA) ou
ascorbato quando ionizado € um sdlido, branco, estavel, inodoro e soltvel em
agua (Lima, 2009; Blee, 2002). E sintetizada por todos os animais, excepto 0s
seres humanos, macacos, porquinhos-da-india, morcegos, e varias espécies
de aves (Deruelle, 2008; Blee, 2002).

Biologicamente, o &cido ascorbico é sintetizado a partir da glicose numa série

de passos catalisados por enzimas (Deruelle, 2008).

Esta producédo ocorre na via do &cido hexurénico do figado ou dos rins, devido
a actividade de uma enzima especifica: a oxidase gulonolactona (Verrax, 2008)
que foi danificada e parou de funcionar (Deruelle, 2008). Os humanos
perderam essa capacidade, como resultado de uma série de mutacdes
inactivadoras do gene que codifica a oxidase gulonolactona (GULO), uma
enzima chave na via de biossintese da vitamina C. Estima-se que estes
eventos mutacionais tenham ocorrido ha cerca de 40 milhdes de anos atras,
tornando todas as espécies de descendentes, incluindo os humanos,
deficientes de acido ascorbico (Li, 2007). A causa deste dano genético €
desconhecida, embora tenha sido sugerido que foi devido a exposicdo a
radiacdo. Atendendo a uma hipétese anterior, o gene pode ter sido
transformado por um virus, foi proposto especificamente um retrovirus
(Deruelle, 2008).

Uma vez que o0s seres humanos (assim como outros primatas, cobaias e
algumas espécies de morcegos) tém falta desta enzima, eles ndo podem
sintetizar 4cido ascorbico, e, portanto, nestas espécies, tém de encontrar uma
fonte dietética obrigatéria de vitamina C de modo a manter as reservas do
corpo, nomeadamente nos frutos e produtos horticolas. Essa é a razdo pela
gual o acido ascorbico € uma vitamina para os humanos (Verrax, 2008; Blee,
2002).
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A vitamina C é um micronutriente hidrossollvel necessario para vérias funcdes
biologicas (Duarte e Lunec, 2005) e €& considerada o mais importante
antioxidante soluvel no plasma humano e em células de mamiferos que
dispbem de mecanismos para a reciclar e acumular contra um gradiente de
concentragdo, sugerindo que esta também pode ter importantes funcgdes
intracelulares (Duarte e Lunec, 2005); actua como um antioxidante e como um
co-factor na sintese de colagénio, carnitina, e norepinefrina. Além disso,
estudos recentes tém mostrado que o acido ascérbico pode regular a
diferenciacéo de células embrionarias em alguns tipos de células (Sato, 2006).

A vitamina C é necessaria para a manutencado do tecido conjuntivo normal,
para a cicatrizacdo de feridas e para a remodelacdo 6ssea devido a presenca
de colagénio na matriz organica (Freitas R.M., 2010; Deruelle, 2008). A sua
principal funcéo é a hidroxilacdo do colagénio, uma proteina fibrilar que oferece
resisténcia aos 0ssos, dentes, tenddes e paredes dos vasos sanguineos
(Nelson e Cox, 2005). O acido ascoérbico é essencial para estimular os
fibroblastos dérmicos (Azulay, 2003), e a biossintese de catecolaminas. E um
antioxidante capaz de neutralizar as espécies reactivas de oxigénio (Nelson e
Cox, 2005) e é fundamental para a defesa imunoldgica (Azulay, 2003). A

vitamina C €& geralmente encontrada na pele humana, mas perde-se

rapidamente nos processos inflamatorios (Lima, 2009).

A vitamina C serve como uma enzima ou co-factor para muitas reaccoes
bioquimicas, sendo a mais conhecida a reticulagdo do colagénio. Também é
necessdria para a biossintese de carnitina no musculo e para a sintese de
neurotransmissores, incluindo a dopamina e a serotonina (Freitas R.M., 2010;
Blee, 2002). Foi sugerido que pode ser util na producdo em larga escala de
neurdnios para tratamento clinico futuro. Assim, a producdo de neurdnios
dopaminérgicos a partir de células embrionarias pode ser uma importante fonte
de células para a terapia de substituicdo de células em doencas
neurodegenerativas como a doenca de Parkinson. A este respeito, a vitamina C
também mostrou aumentar o rendimento dos neurdénios dopaminérgicos
diferenciados in vitro dos precursores do sistema nervoso central embrionario
de ratos. Este efeito ndo pode ser substituido por nenhum outro antioxidante,
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sugerindo um novo papel para a vitamina C, independentemente das suas

propriedades antioxidantes (Duarte e Lunec, 2005).

A vitamina C estd envolvida na degradacdo do colesterol, na sintese da
tiroxina, no metabolismo de aminoacidos e na absorcado de ferro (Deruelle,
2008; Blee, 2002). Na verdade, a vitamina C supera o efeito inibidor de
guelantes de metal forte que reduzem a biodisponibilidade de ferro (Verrax,
2008). Foi demonstrado que contém anticarcinogénicos reforcadores da
imunidade (Blee, 2002). Pode extinguir espécies reactivas aquosas,
desempenha um papel importante no sistema de defesa antioxidante, na
imunocompeténcialé e no reforco da resisténcia a infeccdo. Numerosos
estudos tém demonstrado que a suplementacdo com vitamina C reforca o
sistema imunoldgico, evita danos no DNA, e diminui significativamente o risco
de uma grande variedade de patologias, tais como cancros, doencas cronicas e

degenerativas (Deruelle, 2008).

A absorcao de vitamina C ocorre principalmente no intestino delgado através
de um transportador de ascorbato de sédio chamado Sodium-dependent
vitamin C Transporter-type 1 (SVCT1). Este transportador também esta
presente nos tabulos renais proximais, onde serve para reabsorver ascorbato
filtrado. O ascorbato circula no sangue a 30-60 uM, mas as suas concentracdes
na maioria das células sdo consideravelmente mais elevadas. Isto deve-se ao
seu transporte activo por outra isoforma de transportador de ascorbato,
denominado o SVCT2 (produto do gene de Slc23a2). O SVCT2 esta presente
na maioria dos tecidos do corpo, incluindo o cérebro, pulméao, figado, no

musculo cardiaco e esquelético (Aguirre, 2008).

As concentracdes plasmaticas de acido ascorbico séo limitadas a cerca de 120
MM devido a saturacdo da absorcdo, captacdo nos tecidos, e insuficiéncia de

reabsorcdo completa no rim (Aguirre, 2008).

7

O aumento do teor de &cido ascoérbico nas células endoteliais € realizado
através dos transportadores de glicose — DHA, produzidos localmente a partir
de acido ascorbico extracelular enquanto se da a explosao respiratoria, seguido

de imediata reducdo intracelular de &acido ascorbico. Este processo € o
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mecanismo presente na aquisicao e reciclagem de vitamina C, evitando a sua
perda irreversivel (Montecinos V., 2007).

A vitamina C extracelular € um componente fulcral do mecanismo antioxidante
gue protege as células endoteliais do stress oxidativo. Assim, a interac¢do das
células endoteliais com as células activadas submetidas a explosdo respiratoria
pode nao resultar necessariamente numa disfuncéo endotelial na presenca de
vitamina C nos compartimentos intracelular e extracelular, tendo em vez disso
um efeito positivo trés vezes maior eliminando, em simultaneo, espécies
reactivas de oxigénio, evitando a perda de vitamina C oxidada e aumentando o
acido ascorbico intracelular. Isto é, as células humanas endoteliais adquirem e
mantém elevadas concentracdes intracelulares de acido ascorbico atraves de
uma combinagdo de mecanismos de sobreposicdo com impacto directo na
interaccdo com o0s glébulos e a sua resisténcia contra o stress oxidativo.
InvestigagOes levadas a cabo, apresentam provas definitivas da cooperacao
funcional da vitamina C ao providenciar células endoteliais de forte defesa
antioxidante (Montecinos V., 2007).

1.2.2 Fisiologia do Colagénio

O colagénio € um ja bem caracterizado polimero natural e um conhecido
substrato para a adesao, crescimento e diferenciacao celular. (Liao H., 2009)
Tem sido mencionado como essencial para a proliferacdo de varios tipos de
células; (Maehata Y., 2007) qualifica-se como um excelente material para a
cicatrizacdo de feridas devido as suas propriedades biodegradaveis e
biocompativeis (Gopinath D., 2004). O colagénio é uma das longas proteinas

fibrosas estruturais que existe nos tecidos conectivos (Maehata Y., 2007).

Parece ser a melhor matriz actualmente disponivel para a regeneracdo de
tecidos e 6rgdos. O colagénio é geralmente tratado, pelos beneficiarios nos
quais é colocado, como um “auto” tecido e esta sujeito aos processos

biolégicos fundamentais de degradacéo e integracao do tecido em tecidos de
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acolhimento adjacentes, quando deixado no seu estado natural. Para além das
suas desejaveis propriedades estruturais, o colagénio tem propriedades
funcionais. Isto €, especialmente, o caso dos materiais naturais reconstituidos,
insoliveis e altamente purificados, que, devido a sua excelente
biodisponibilidade e incorporacdo “natural” no tecido do hospedeiro, parecem
ser mais favoraveis do que os materiais de colagénio quimicamente preparados
(Ruszczak Z., 2003).

Todos os colagénios fibrilares sdo constituidos por trés cadeias polipeptidicas
enroladas em torno de si proprias numa configuracao de tripla hélice (Fisher G.
J., 2008; Maehata Y., 2007).

Feixes de colagénio e fibras de colagénio sdo os principais componentes da
matriz extracelular, que servem muitas fungdes, como a prestacao de apoio e
fixacdo para as células e tecidos separando-os uns dos outros (Choi H., 2008).
E a proteina mais abundante no corpo humano (Dioguardi F.S., 2008). A sua
resisténcia a traccdo e a sua flexibilidade sdo o resultado de uma complexa
estrutura molecular; carrega um peso estrutural tdo grande como o dos tecidos
conjuntivos de qualquer 6rgao parenquimatoso (como o figado, rins, intestinos,
pulmdes e coragcdo) ou como da matriz proteica do esqueleto e suas
respectivas estruturas (ossos, dentes, cartilagens, tenddes e ligamentos), ou
forma a matriz fiborosa da pele e vasos sanguineos (Dioguardi F.S.,2008).
Embora existam cerca de vinte tipos de colagénio, a sua composicdo €
bastante semelhante; em cada trés aminoacidos um é glicina, o0 mais pequeno
de todos os aminoé&cidos. A composi¢cdo monétona dos peptideos de colagénio
nao se limita apenas a recorréncia absolutamente regular do residuo de glicina,
mas também é acompanhado, nas seguintes duas posi¢cées, chamadas
posicbes X e Y, por uma posicdo Y muito frequentemente ocupada por
hidroxiprolina, em até 50% dos casos, e hidroxilisina, na maioria das
sequéncias restantes. Estes aminoacidos sdo tipicos das estruturas de
colagénio e muito raramente sdo encontrados em outras proteinas (Maehata
Y., 2007). Numa fase inicial e fundamental, com o oxigénio molecular como
substrato e a vitamina C como co-factor essencial, os aminoacidos prolina e
lisina sdo hidroxilados em hidroxiprolina e hidroxilisina, que fazem ligacdes de
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hidrogénio em cadeia que estabiliza a tripla hélice do procolagénio (Silva J.V.L.,
2010). Apos a formacéao, as fibras sdo remodeladas e orientadas num padrao
ordenado de apoio na resisténcia do tecido a traccdo. Uma das caracteristicas
mais interessantes da sintese de colagénio reside no facto de a hidroxiprolina
ou a hidroxilisina serem o metabolito alvo da prolina e da lisina, o que significa
gue é possivel que tenham de ser descartados uma vez que a estrutura do
colagénio se torna velha e precisa de ser renovada. Isto deve-se ao facto de
gue para obter um desempenho fisico-quimico maximo, devem ser inseridas no
recém-formado propeptideo, prolina e lisina recentes. Somente apos a sintese
da cadeia precursora completa, uma hidroxilase especificamente dependente
de vitamina C, agindo estereologicamente (isto é, activada por partes
especificas da molécula) sobre a posicao Y, é activada para os anexar a uma
fraccdo de OH. Isto é fundamental para uma cascata de eventos, o0 que permite
uma reacgao para formar lacos inter e intramoleculares apertados, envolvendo
trés peptideos em fibrilas e apertando-os solidamente nas unidades de
colagénio complexo. A glicina posicionada entre quaisquer trés aminoacidos
permite a formagdo de uma estrutura helicoidal, entrelagada com dois outros
peptideos numa estrutura superhelicoidal, muito semelhante a estrutura de
uma corda. As pequenas diferencas nos aminoacidos impulsionados pela
regularidade das sequéncias em qualquer peptideo permitem distinguir cerca
de trinta e trés variacbes genéticas deles (subunidades), e os diferentes tipos
de colagénio, identificados por um algarismo romano, diferem no tipo de
subunidades. Como exemplo geral, o tipo de colagénio mais abundante,
denominado tipo I, que esta presente na pele, o0ssos, tenddes, vasos
sanguineos, e na coérnea, tem uma composi¢do da cadeia tripla formada por
duas cadeias al e a2. O colagénio tipo Il é composto de trés cadeias al e é
guase exclusivamente encontrado na cartilagem. O colagénio tipo Ill, um
homotrimero da cadeia al, € encontrado principalmente nos tecidos
embrionarios e nos vasos sanguineos, mas também esta presente em varios
orgaos, embora a sua quantidade seja muito menor do que o colagénio do tipo
| ou do tipo Il (Maehata Y., 2007).

10
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O colagénio tipo V esta altamente expresso durante o desenvolvimento de
tecidos e reparacdo de feridas, mas a sua funcdo exacta ainda nao esta
esclarecida; a sua ligacédo as células afecta varias funcdes celulares béasicas e
altos niveis de colagénio V alteram a organizacdo estrutural e a rigidez da
matriz extracelular (MEC). Recentes estudos, sugerem que este tipo de
colagénio desempenha um papel essencial na modificacdo do comportamento
das células durante o desenvolvimento e a remodelacdo, quando estédo

presentes tecidos muito moles (Breuls R.G.M., 2009).

O colagénio tipo V é um membro da subfamilia fibrilar do colagénio e € um
componente menor da matriz extracelular (MEC) no tecido conjuntivo. Em
tecido saudavel, constitui cerca de 1-5% do teor total de colagénio. Apesar do
colagénio tipo V estar geralmente enterrado dentro de fibras de colagénio tipo |,
as ceélulas ligam-se ao colagénio tipo V, quando este se torna transitoriamente
disponivel durante a remodelagao extra-celular. Estudos in vitro indicam que o
colagénio tipo V pode afectar a morfologia celular, a cinética do crescimento, a
sintese e migracdo de proteinas. Foi relatado recentemente que o colagénio
tipo V esta altamente expresso numa ampla variedade de tecidos em
desenvolvimento (Breuls R.G.M., 2009; Roulet M., 2006). durante a inflamacéao
e a cicatrizacdo de feridas. Alguns tecidos doentes também mostram um
aumento nos niveis deste colagénio em comparacdo com 0S Seus pares
saudaveis, tanto em termos da quantidade total expressa como na
percentagem do conteudo total de colagénio. Por exemplo, um aumento nos
niveis de colagénio tipo V é observado na pele e tumores do célon, em placas
ateroscleroticas, e em tecido cicatricial. Estes resultados sugerem que este
colagénio desempenha um papel importante na modelagem e remodelacao da
matriz extracelular (MEC). Isto est& relacionado com o papel do colagénio tipo
V na regulacédo do diametro das fibras de colagénio tipo | durante fibrilogénese
(Breuls R.G.M., 2009).

A proliferacdo de células endoteliais estd unicamente associada a sintese de
colagénio tipo V. Isto relaciona-se provavelmente com o facto de o colagénio

tipo IV, ser necessario tanto para a formacao da membrana basal como para a
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adesdo de células endoteliais, 0 que ndo acontece com o colagénio tipo | e Ili
(Montecinos V., 2007).

Os aminoacidos sdo moléculas originais porque sao 0 Unico substrato
realmente necessario para promover a sintese de qualquer proteina. A
adequacado do tipo e numero de aminoacidos necessarios para a sintese de
proteinas pode ser previsto com base na qualidade e quantidade de
aminoacidos presentes em cada proteina. A sintese de colagénio €, portanto,
mantida de forma eficiente somente quando os aminoacidos especificos estdo
continuamente disponiveis e estdo presentes numa relacdo especifica
(Dioguardi F.S., 2008).

A vitamina C é um nutriente essencial para a biossintese do colagénio. E vital
para o funcionamento das células, e isso € particularmente evidente no tecido
conjuntivo (Azulay M.M., 2003). Para funcionar efectivamente como um
antioxidante (ou um pré-oxidante), devem ser mantidos no corpo niveis
relativamente altos desta vitamina. A instabilidade da vitamina C, combinada
com a sua relativamente fraca absorcao intestinal e pronta excre¢ao do corpo,

reduz a disponibilidade fisiol6gica desta vitamina (Li Y., 2007).

O papel do &cido ascorbico (AA) no metabolismo do tecido conjuntivo € ja
reconhecido h&d muito tempo, mas, sobretudo a partir do século XVI, quando o
escorbuto comecou a ser prevenido com sumo de frutas citricas, isso ficou
mais evidente. A vitamina C é um co-factor essencial para a enzima propil-
hidroxilase, e portanto, também para a producao de colagénio, juntamente com
o0 ido ferroso e o &cido succinico. Como co-factor, previne a oxidacao do ferro

e, protege as enzimas contra a auto-inactivacao (Maehata Y., 2007).

Estudos conduzidos com cultura de fibroblastos de pele humana demonstraram
gue o acido ascorbico estimula a sintese de colagénio especificamente
aumentando os niveis de RNA-m para trés diferentes cadeias proé-alfa,
codificadas por genes que estdo localizados em trés cromossomas distintos
(Azulay M.M., 2003).

O mecanismo pelo qual o acido ascorbico actua na sintese de colagénio é

complexo e ainda ndo totalmente esclarecido. Recentemente ficou
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demonstrado que a vitamina C tépica aumenta o nivel de RNA-m do colagénio
tipo | e Ill, enzimas de converséo e o inibidor tecidular das metaloproteinases
matriciais do tipo I, na derme humana. As proteinas da matriz do tecido
conjuntivo sado degradadas por varias proteases, principalmente as
metaloproteinases, entre as quais se destacam as colagenases intersticiais,
gue intercedem no passo inicial da degradacdo do colagénio (Azulay M.M.,
2003).

Y

Esse efeito ndo estaria relacionado a propriedade de co-factor, do &cido
ascorbico, nas reaccbes de hidroxilacdo envolvendo a sintese de colagénio,
mas sim mediante transcricdo genética. A mensuracdo dessa actividade
revelou aumento das cadeias pro-alfa 1 e pré-alfa 2 de quatro vezes e da proé-
alfal de trés vezes, na presenca de acido ascoOrbico sem aumento na

actividade transcritora de genes nao colagénicos (Azulay M.M., 2003).

Na pele, os colagénios tipos | e Il contribuem com 85 a 90% e 8 a 11%,
respectivamente do colagénio total sintetizado. A lisil e a prolil hidroxilases séo
enzimas férricas e catalisam a hidroxilagdo dos residuos prolil e lisil nos
polipeptideos de colagénio, e essas modificacbes permitem a formacdo e
estabilizacdo do colagénio de tripla hélice, e sua subsequente secre¢do no
espaco extracelular como procolagénio. O procolagénio, é entdo transformado
em tropocolagénio, e finalmente fibras de colagénio sdo formadas por um
rearranjo  espacial espontdneo das moléculas  tropocolagénicas.
Consequentemente, a hidroxilacdo € uma fase critica na biossintese de
colagénio, uma vez que regula a formagdo da tripla hélice, da excre¢do do
procolagénio e do cross-linking do tropocolagénio. Assim, promove a sintese
de uma trama de colagénio madura e normal por meio da perfeita manutencéo
da actividade das enzimas lisil e propil hidroxilases. Além de actuar como
importante co-factor para as enzimas ja citadas, tem-se verificado que a
vitamina C regula também a sintese de colagénio tipo | e lll, pelos fibroblastos
dérmicos humanos (Azulay M.M., 2003).

Alguns estudos recentes demonstram que, embora a capacidade proliferativa e

a sintese de colagénio sejam idade-dependentes, o acido ascorbico é capaz de
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estimular a proliferagdo celular, bem como a sintese de colagénio pelos
fibroblastos dérmicos, independente da idade do paciente. O acido ascorbico
foi capaz de vencer a capacidade proliferativa reduzida dos fibroblastos
dérmicos de individuos idosos (78-93 anos), assim como aumentar a sintese
de colagénio em niveis similares aos de células de recém-nascidos (trés a oito
dias de vida). Sendo assim, uma vez que o acido ascorbico é capaz de superar
a proliferacdo diminuida dos fibroblastos dérmicos e, ao mesmo tempo, induzir
a sintese de colagénio tipos | e Ill, ele mostra-se vantajoso e benéfico no
processo de cicatrizacao (Azulay M.M., 2003).

Na parede abdominal, como ocorre com outros tecidos, as fibras de colagénio
danificadas estdo a ser reparadas num processo continuo e controlado de
proliferacdo e remodelacdo. Se o processo de degradacéo €, por alguma razao
excessivo, a estrutura do tecido de suporte da parede abdominal que depende
em grande parte do conteudo do colagénio maduro, torna-se atenuada e a
forca biomecanica do tecido conjuntivo diminui, predispondo ao
desenvolvimento da hérnia. Algumas matrizes de metaloproteinases (MMPSs) e
proteases de serina sao caracterizadas como colagenases que,
especificamente, degradam o colagénio. Para além de manter a integridade
estrutural das fibras de colagénio, clivam proteinas especificas, permitindo que
0s macrofagos e os fibroblastos perfurem através do emaranhado de colagénio
para a reparacdo dos tecidos. Este processo € regulado pelo inibidor tecidular
de metaloproteinases (TIMPs) para limitar danos durante a degradacdo. Das
principais colagenases, a colagenase do fibroblasto (MMP-1) desempenha um
papel distinto na eliminacdo de procolagénios defeituosos durante a formacao
de novas fibras de colagénio, uma vez que as colagenases de neutrofilos
(MMP-8, MMP-9) séo secretadas como resultado de uma resposta inflamatéria
e sao especialmente importantes na fase inflamatéria da cicatrizacdo de
feridas. As proteinases derivadas de neutrdfilos como a colagenase e a
elastase tém sido motivo de interesse especifico, pois acredita-se que elas
desempenham um papel fundamental em distarbios tecido-destrutivos, como o
enfisema pulmonar e aneurismas da aorta. E provavel que a hérnia da parede
abdominal seja também uma desordem tecido-destrutiva, como sugerido por
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Cannon e Read, considerando os niveis mais altos de actividade de
degradacéo da elastina e os mais baixos niveis de inibidores de protease em

pacientes com hérnia inguinal directa (Sgrensen L.T., 2006).

O tecido conjuntivo da derme, fornece um suporte estrutural para a
vascularizacéo da pele, anexos, e epiderme, que s&o vitais para a sua fungéao.
O colagénio tipo | é, de longe, a mais abundante proteina estrutural da pele
humana e as fibras de colagénio fragmentadas sdo uma caracteristica propria
da idade na pele humana in vivo. Esta fragmentacao prejudica gravemente as
propriedades mecanicas da pele, e as funcdes das células que residem dentro
da derme (Fisher G.J., 2009).

A tripla hélice solavel, chamada de procolagénio, € montada dentro dos
fibroblastos. O procolagénio € secretado a partir dos fibroblastos, e os términos
do peptideo sédo removidos por duas enzimas no espaco extracelular. A
remocgdo das extremidades produz colagénio, que se reline espontaneamente
(isto €, amadurece) em fibras grandes que sao enzimaticamente cruzadas.
Esta ligacdo cruzada, € necessaria para um suporte estrutural normal. O
colagénio tipo | sofre um colapso natural por degradacdo enzimatica. Esta

degradacdo na pele humana, é extremamente lenta.

Os seres humanos expressam apenas quatro enzimas (colagenases) capazes
de iniciar o colapso do colagénio tipo | (Fisher G.J., 2008; Page-McCaw A.,
2007). Estas colagenases sdo membros de uma familia de enzimas de
degradacédo da matriz proteica chamadas metaloproteinases da matriz (MMPSs)
(Fisher G.J., 2008; Lapiere C.M., 2005). Estas sdo responsaveis pela
degradacéo fisiologica de varias proteinas extracelulares (Fisher G.J., 2008).
Das quatro colagenases expressas em humanos, somente a colagenase
intersticial (MMP-1) esta envolvida no volume normal do colagénio da pele. Na
pele jovem e saudavel, a expressdao da MMP-1 é excessivamente baixa, perto
do limite de deteccao pelo método de medicao mais sensivel. Uma vez clivado
por MMP-1, o colagénio fragmenta-se. O colagénio fragmentado passa por
uma maior degradacgéo por outros membros da familia de metaloproteinases da

matriz (MMP), chamados gelatinases, que também estdo expressos em niveis
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muito baixos na pele normal. Além disso, a pele exprime inibidores naturais
destas metaloproteinases da matriz (MMPs) chamados inibidores de tecido das
metaloproteinases da matriz (TIMP), que actuam também de modo a retardar o
colapso do colagénio. Assim, o colagénio tipo | na pele humana é muito
estavel, exigindo cerca de 30 anos, em média, para se submeter a substituicdo
(Fisher G.J., 2008).

Esta taxa lenta de decréscimo do colagénio tipo | permite a acumulacao de
alteracdes dependentes da idade que prejudicam as suas funcdes. Estas
alteracdes incluem a formacdo de novas ligacdes cruzadas derivadas dos
acucares (Fisher G.J., 2008; Monnier V.M., 2005). E importante referir que
estas ligacdes cruzadas ndo sdo capazes de ser repartidas de forma eficiente e
removidas durante o lento processo normal do turn-over mediado pelas
metaloproteinases da matriz (MMP), causando acumulacdo de colagénio
fragmentado dentro da matriz extracelular da pele. As ligagcdes cruzadas
impedem a completa remocédo dos fragmentos de colagénio. Os fragmentos
ndo podem ser reparados ou incorporados em fibras de colagénio
recentemente produzidas e, portanto, causam defeitos na matriz tridimensional
do colagénio. Estes defeitos comprometem a integridade estrutural e mecéanica
da derme e, assim, destroem e alteram a sua funcao (Fisher G.J., 2008).

Os fibroblastos estdo evolutivamente programados para produzir a matriz de
colagénio, que é o principal componente estrutural do tecido conjuntivo. Os
fibroblastos que produzem e organizam a matriz de colagénio nao se
conseguem anexar a colagénio fragmentado. A perda de anexagdo impede o0s
fibroblastos de receberem informacdes mecanicas do seu apoio, e entram em
colapso (Fisher G.J., 2008).

A matriz extracelular (MEC) dérmica é responsavel pela capacidade elastica e

de resisténcia da pele (Azulay M.M., 2003).

A elasticidade é fundamental para uma producdo normal equilibrada de

colagénio e de enzimas de degradacg&o do colagénio (Fisher G.J., 2008).

Clinicamente, este dano manifesta-se em atrasos na cicatrizacdo, numa

reducdo da vascularizacdo e em pele fina. A falha das normais interaccbes
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funcionais entre as células cutdneas e o seu micro ambiente na matriz
extracelular estd subjacente a estas alteracdes fenotipicas dependentes da
idade (Fisher G.J., 2009; Varani J., 2006).

Os danos a matriz extracelular de colagénio na derme podem ser observados
tanto a nivel histologico como ultraestrutural. Na derme jovem, intacta, bem
organizada, as fibras de colagénio sdo muito abundantes. Uma andlise
bioquimica quantitativa revela que a quantidade de colagénio fragmentado na
derme humana in vivo é 4.3 vezes maior em idosos (80 anos) comparada com
a dos jovens (21 a 30 anos) (Fisher G.J., 2009).

O volume normal de colagénio é mediado por metaloproteinases
(MMPs), uma familia de proteinases contendo zinco que degrada
especificamente proteinas da matriz extracelular que compdem o tecido. A
familia de genes humanos de metaloproteinases (MMPSs) consiste em mais de
vinte membros, com diferentes especificidades estruturais e de substrato. As
metaloproteinases (MMPs) estdo envolvidas numa variedade de processos
fisiologicos e patologicos relacionados com o volume da matriz extracelular,
com a cicatrizacdo de feridas, a angiogénese, 0 cancro e 0 seu
desenvolvimento (Fisher G.J., 2009; Page — MacCaw A., 2007).

Na pele humana, os niveis de metaloproteinases (MMP-1) aumentam com a
idade, provavelmente contribuindo para a formacédo de fibrilas de colagénio

fragmentadas e desorganizadas na derme (Fisher G.J., 2009; Fisher G.J.,
2002;Varani J., 2000).
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1.2.3 Fisiologia dos Fibroblastos

Os fibroblastos sé@o células mesenquimais omnipresentes que normalmente se
encontram no estroma de muitos tecidos (Phan S.H., 2008). Os fibroblastos
estdo evolutivamente programados para produzir a matriz de colagénio, que é
0 principal componente estrutural do tecido conjuntivo (Masseno APB, 2010;
Fisher G. J., 2008).

Ha mais de 30 anos atras os miofibroblastos foram identificados no tecido de
granulacdo da ferida como células fibroblasticas que apresentam um
importante dispositivo de feixes de microfilamentos contracteis (Hinz B., 2006).
A presenca de miofibroblastos € considerada caracteristica de tecidos
submetidos a contraccdo (Castella L.F., 2010). Um dos passos iniciais da
cicatrizacdo das feridas € a infiltracdo de fibroblastos na area danificada onde
proliferam e se diferenciam em miofibroblastos de cicatrizagdo que
desempenham um papel preponderante na formacdo neodermal e na
contracgcdo. O aumento da proliferacdo de fibroblastos, por sua vez, activa a
producédo de colagénio (Masseno APB, 2010; Gopinath D., 2004) contribui para
a reconstituicdo de uma matriz extracelular (MEC) rica em colagénio e promove
a cicatrizacdo da ferida por contraccao (Castella L.F., 2010; Hinz B., 2006;
Tomasek et al., 2002). Os fibroblastos iniciam a contraccdo da ferida, mas os
proto-miofibroblastos e os miofibroblastos maduros séo, de longe, as células
mais importantes neste processo e a fonte predominante de colagénio tipo I, de
citocinas inflamatérias/fibrogénicas em lesbGes fibréticas, e transmitem
propriedades mecanicas aos tecidos afectados (Zhou Y., 2010;Phan S.H. 2008;
Van Beurden, 2005).

Os miofibroblastos séo caracterizados pelo seu citoesqueleto, que contém alfa-
actina de musculo liso (Buss D.G., 2010; Van Beurden, 2005). Além disso, o
seu mecanismo contractil contém feixes de microfilamentos de actina e
proteinas contracteis associadas. Pensa-se que este mecanismo contractil seja
a grande forca geradora de elementos envolvidos na contraccdo da ferida
(Buss D.G., 2010; Van Beurden, 2005).
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N&o h& nenhum marcador que indique que este € um tipo de células distinto, o
gue representa, em parte, a relativa falta de informacfes sobre a sua origem,
funcéo e principalmente, se faz parte de uma populagdo homogénea de células
distintas, ou um conglomerado de subpopulacbes distintas. Contudo, ha
amplas evidéncias a sugerir que € importante no desenvolvimento (e
presumivelmente na regeneracdo) e manutencdo celular, cicatrizacdo de

feridas, lesdes de tecidos e reparacao/remodelacéao/fibrose (Phan S.H., 2008).

O marcador de miofibroblastos mais comummente utilizado € a neo-expressao
de alfa-actina de musculo liso (alfa-SMA) em fibras de stress, o que sé ocorre
num ambiente mecanicamente stressado em conjunto com a ac¢ao do factor
de crescimento transformador beta (TGFb) e a variante da ligacdo de
fibronectina ED-A (FN) (Masseno APB, 2010; Hinz B., 2006).

Os miofibroblastos estdo presentes nos 6rgdos com uma alta capacidade de
remodelacdo, como os rins, 0s pulmdes e o ligamento periodontal (Gabbiani,
1994, 1998; Desmouliere A. e Gabbiani G., 1996, Lorena D., 2002; Tomasek,
2002), ou durante o aumento da remodelacdo, como no crescimento,
desenvolvimento, respostas inflamatérias e na contraccao das feridas em cura.
Em tecidos com uma baixa actividade de remodelacdo, quase nenhuns
miofibroblastos estdo presentes como é o caso na derme sadia (Masseno APB,
2010; Van Beurden, 2005).

Os fibroblastos tém receptores na superficie celular chamados integrinas, que
se ligam especificamente as proteinas da matriz, incluindo o colagénio tipo |I.
As integrinas alcancam a membrana celular, e a anexacdo a matriz faz com
gue se aglomerem e formem complexos com a actina do citoesqueleto no
interior da célula. Assim, as integrinas ligam a matriz (fora da célula) ao
citoesqueleto (dentro da célula) para formar adesées focais. Os complexos de
adeséo focal servem ambas as funcdes: reguladora e mecanica, que estéo
inexoravelmente ligadas. A formacédo de complexos de adesdo focal activam
cascatas de transducdo de sinais intracelulares que regulam o metabolismo
dos fibroblastos, incluindo o equilibrio entre a producéo de colagénio tipo | e

sua degradacado pelas matrizes metaloproteinases (MMPs). As adesfes focais
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também fornecem pontos de ligacdo que permitem que os fibroblastos se
espalhem, o que é necessario para a sobrevivéncia, funcédo e crescimento. A
anexagado a matriz permite que o mecanismo do citoesqueleto intracelular dos
fibroblastos (microfilamentos) aplique uma traccdo mecanica sobre a matriz de
colagénio intacta. O mecanismo do citoesqueleto, que reside no lado interno da
membrana de superficie do fibroblasto e em todo o citoplasma, esta
fisicamente interligado a integrinas e usa esta ligacao para puxar a rede de
fibras de colagénio. As propriedades estruturais inerentes da rede de colagénio
intacta da pele jovem oferecem resisténcia a traccdo, criando deste modo
tensGes mecanicas dentro da matriz de colagénio e dos fibroblastos. O
contrabalancar da traccédo para o interior e da traccdo para o exterior, ambas
provenientes da anexacdo de fibroblastos a colagénio intacto, estabelece uma
tensdo dinamica dentro dos fibroblastos e da matriz de colagénio (Jiang Z.T.,
2010). Esta tensdo dindmica mecanica controla a forma dos fibroblastos (ou
seja, a elasticidade) e a sua funcéo. Os fibroblastos evoluiram de forma a
regular a sintese de colagénio e outras proteinas da matriz extracelular, em
resposta a tensdo mecanica. O aumento da tensdo mecanica estica 0s
fibroblastos, o que coordenadamente aumenta a producdo de colagénio e
diminuiem a producdo de colagenase. Esta regulacdo do teor de tecido
conjuntivo pela tensdo mecanica € facilmente observada durante o
desenvolvimento, quando o crescimento do 6rgdo é acompanhado pela
expansdo concomitante do tecido conjuntivo. Além disso, a expansao da pele
para determinados procedimentos cirdrgicos depende da capacidade dos
fibroblastos para produzirem mais matriz extracelular em resposta ao
estiramento mecanico. Infelizmente, o inverso também é verdadeiro. A reducéo
da tensdo mecanica provoca o colapso dos fibroblastos na derme, o que
coordenadamente reduz a producdo de colagénio e aumenta a producado de
matrizes metaloproteinases (MMPs). Este estado de tensdo mecanica
reduzida, que faz com que os fibroblastos entrem em colapso, surge como um
resultado directo da fragmentag&o do colagénio. A fragmentagéo do colagénio
reduz a elasticidade dos fibroblastos e resulta num aumento do stress oxidativo
e da expressdo de metaloproteinases (MMP-1). Este mecanismo auto-

20



Introducgéao

perpetuador da degradacdo da matriz extracelular, com insuficiéncia continua

da estrutura e funcéo da pele (Fisher G.J., 2009).

A fragmentacdo do colagénio provoca perda de pontos de ligagdo para as
integrinas e prejudica a capacidade das fibras de colagénio para oferecer
resisténcia mecanica contra as forgcas contracteis do citoesqueleto (ou seja, a
traccdo exercida por microfilamentos de actina e miosina) pelos fibroblastos.
Com a perda da anexacdo a matriz e da resisténcia mecéanica, ndo se forma
adesao focal, e os fibroblastos séo incapazes de gerar traccdo interna. Na
auséncia de tensdo mecanica os fibroblastos colapsam. Uma vez iniciada, esta
mudanca de equilibrio em direc¢cdo a degradacao tecidular do colagénio é
perpétua e interminavel, levando a uma pele fina, fragil, deficiente em colagénio
como se observa nos idosos (Fisher G. J., 2008).

Na derme humana de jovens, os fibroblastos aparecem achatados e
espalhados, e estdo em contacto intimo com inumeras fibras de colagénio
intactas (Fisher G. J., 2009). Em contraste, na derme humana envelhecida, os
fibroblastos tém uma aparéncia desmoronada, com pouco citoplasma, e falta
de associacao directa com fibras de colagénio fragmentado (Fisher G. J., 2008;
Varani J., 2006).

Uma fungdo normal dos fibroblastos na derme requer interac¢cdes adequadas
com fibras de colagénio, e essas interaccbes ndo podem ser alcancadas
guando as fibras estdo fragmentadas. Pouco se sabe sobre o impacto da
fragmentacdo das fibras de colagénio sobre a funcéo dos fibroblastos, e o
papel que as interacgbes alteradas fibroblastos/colagénio desempenham na
pele humana (Fisher G. J., 2009). Resultados obtidos demonstraram que a
fragmentacdo do colagénio provoca perda de alongamento, o que resulta em
elevados niveis de oxidantes. E actualmente desconhecido o (s) mecanismo (s)
pelo qual a perda de elasticidade (ou tensdo mecanica) resulta num aumento
do stress oxidativo nos fibroblastos. A tensdo mecéanica tem um impacto numa
infinidade de processos celulares incluindo a transducéo de sinal, a expresséo

genética e o metabolismo (Fisher G. J., 2009).
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Estudos in vitro demonstraram que os fibroblastos orais possuem uma maior
capacidade de causar uma contraccdo da estrutura (malha) de colagénio do
gue os fibroblastos dérmicos (Sukotjo et al., 2003; Stephens et al., 1996, 2001).
Diferentes subpopulacdes de fibroblastos também estao presentes nos tecidos
orais e dérmicos. Os fibroblastos intra-orais geralmente apresentam uma
capacidade de remodelacdo maior do que a dos fibroblastos dérmicos
(Stephens, 2001). Assim, a cicatrizacao de feridas orais difere da cicatrizacéo

de feridas cutaneas em varios aspectos (Van Beurden H.E., 2005).

Os factores de crescimento dos fibroblastos (FGFs) tém um amplo espectro
mitogénico para diversos tipos de células presentes no local da ferida, incluindo
fibroblastos e queratindcitos. Estimulam a proliferacdo de varias células de
origem mesodérmica, ectodérmica, e também endodérmica. Além dos seus
efeitos mitogénicos, os factores de crescimento dos fibroblastos (FGFs)
também regulam a migragéo e diferenciagdo das suas células-alvo, mostrando
ser citoprotectores assim como auxiliam na sobrevivéncia das células. Estudos
demonstraram numerosos efeitos dos factores de crescimento do fibroblasto
(FGFs) in vivo, o que sugere um papel desses factores de crescimento na
cicatrizacao de feridas (Filho A.M.D., 2007).

Varios estudos tém demonstrado um efeito benéfico de muitos factores de
crescimento, por exemplo, factores de crescimento derivados das plaquetas
(PDGFs), factores de crescimento dos fibroblastos (FGFs), e o factor
estimulante das colénias de granulécitos e macrofagos (GMCSF) sobre o
processo de cicatrizagdo, tanto em modelos animais como também em
pacientes sofrendo de infeccéo e diferentes tipos de disturbios de cicatrizacao.
(Filho A.M.D., 2007). Tém ainda demonstrado que o factor de crescimento dos
fibroblastos (FGFR) actua na matriz extracelular, estimulando a angiogénese e
a fibrogénese, a migracéo de fibroblastos, aumentando a resisténcia a trac¢ao
(ou tenséo) e reduzindo o tempo de cicatrizacdo de feridas infectadas (Filho
A.M.D., 2007). A aplicacdo topica de factores beta de crescimento dos
fibroblastos (FGFR) e seu anti-factor, em feridas infectadas da pele de ratos,
revelou que a infeccéo altera o tempo de regeneracao, atrasando a cicatrizacao

das feridas abertas, como foi observado em animais infectados sem tratamento
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topico com factor béasico de crescimento do fibroblasto (FGFb), onde o tempo
médio de cura foi de 21,5 dias. Quando as feridas infectadas foram
topicamente tratadas com factor basico de crescimento do fibroblasto (FGFb), o
tempo médio de remodelacéo foi de 12,8 dias (Filho A.M.D., 2007).

Numa investigacdo dirigida a fracturas 6sseas, a fixacdo externa € um método
biomecanico de imobilizagdo dos mesmo para permitir que a fractura cicatrize,
0 qual é realizado colocando hastes ou parafusos no 0osso em ambos os lados
da fractura (Wang X., 2009). Uma abordagem alternativa e, talvez, mais
satisfatéria poderia ser a melhoria da cicatrizacao das feridas na superficie do
pino para integrar os pinos no tecido da pele circundante e nos tecidos moles e

0sseos subjacentes (Wang X., 2009).

Recentemente, a infec¢cdo provocada pelo parafuso tem sido mais eficazmente
impedida por uma camada de composto do factor de crescimento fibroblastico-
2 (FGF-2)-apatita do que por uma camada de apatita revestindo os pinos de
fixacdo externa (Wang X., 2009; Mutsuzaki H., 2008).

A adicdo de um outro reagente biologicamente activo ao FGF-2 seria eficaz
para melhorar ainda mais as integracdes dos parafusos no 0sso e dos

parafusos na pele (Wang X., 2009).

Por essa raz&o foi introduzido neste estudo outro reagente biologicamente
activo, o acido ascorbico, que é eficaz para acelerar a reparacdo 0ssea (Wang
X., 2009; Soheili Majd E., 2003). O objectivo deste estudo foi o
desenvolvimento de uma camada de revestimento que possa melhorar a pele,
tecidos moles e integracdo 6ssea e, portanto, potencialmente reduzir a taxa de

infeccéo.

Os efeitos das camadas de composto AsMg-apatita e de composto AsMg-FGF-
2-apatita foram avaliadas in vitro, utilizando células fibroblasticas NIH3T3 e

células osteoblasticas MC3T3-E1, respectivamente (Wang X., 2009).

As camadas de compostos foram depositadas consumindo os i6es de calcio e
de fosfato nas solucdes de fosfato de calcio supersaturadas. Os grupos de
carboxila e de hidroxila das moléculas de AsMg e FGF-2 podem ligar-se aos

ibes de calcio nas solucdes supersaturadas de fosfato de calcio e no fosfato de
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calcio em crescimento (Wang X., 2009). Assim, os montantes da FGF-2
precipitado diminuiram. A adicdo de ascorbato a camada composta de FGF-2-
apatita aumentou a proliferacdo e a expressao genética de células de colagénio
fibroblastico NIH3T3 in vitro, o que seria benéfico para a melhoria da integracao
parafuso/pele (Wang X., 2009). Por outro lado, o &cido ascorbico na camada
composta de AsMg-FGF-2-apatita (F4A20) neutralizou o efeito inibidor do FGF-
2 na expressao genética do colagénio tipo | nas células NIH3T3, que, deste
modo, mostraram um aumento na expressdo do gene de colagénio tipo |, em
comparacdo com a camada composta de FGF-2-apatita (F4A0). O acido
ascorbico mostrou estimular a sintese de colagénio em culturas de fibroblastos

dérmicos através da estimulacdo da expresséo dos genes do colagénio para as

cadeias al (1), a 2 (I),al (lll) e al (IV) (Wang X., 2009).
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1.3 Aplicagoes Clinicas

1.3.1 Patologia Oral

Actualmente, é bem aceite que a periodontite € uma doenca multi-factorial
causada por um desequilibrio entre factores ambientais, tais como o0s
patdgenos periodontais, e a defesa do hospedeiro. Os mecanismos de defesa
do hospedeiro podem ser influenciados por factores genéticos, hormonais e de
nutricdo. No que diz respeito a este Ultimo, especialmente a vitamina C tem
recebido uma consideravel atencéo na literatura periodontal uma vez que a sua
deficiéncia absoluta resulta na condicdo clinica conhecida como escorbuto
(Amaliya, 2007).

Embora os primeiros estudos em animais tenham mostrado que a deficiéncia
de vitamina C leva a bolsas mais profundas e maior destruicdo periodontal, a
maioria dos primeiros estudos epidemiolégicos ndo encontraram nenhuma
relacdo entre os niveis plasmaticos de vitamina C e o grau de doenca
periodontal. Em contrapartida, estudos epidemiol6gicos mais recentes tém
demonstrado uma relacdo significativa entre a vitamina C e a condicdo
periodontal. Vogel & Wechsler (1979) concluiram num grupo de pacientes com
periodontite, que a ingestéo diaria de vitamina C era significativamente menor
do que a dos individuos de controlo. Os resultados do presente estudo
revelaram uma pequena, mas estatisticamente significativa associacao inversa
entre os niveis plasméticos de vitamina C e a severidade da periodontite. A
correlacdo negativa entre os niveis plasmaticos de vitamina C com a gravidade
da perda de insercdo pode ser explicada principalmente pela constatacao de
gue individuos com deficiéncia de vitamina C tiveram maior perda de insercéo

a sondagem em comparagcdo com aqueles com deplecdo ou valores

plasmaticos normais de vitamina C (Amaliya, 2007).

Héa vérias explicacbes biolégicas plausiveis sobre como a vitamina C pode
afectar os tecidos periodontais. Por exemplo, a deficiéncia de vitamina C pode

resultar numa falta de formacédo de colagénio num aumento da permeabilidade
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da mucosa gengival e numa reduzida funcdo dos neutréfilos. A discussao sobre
a funcao da vitamina C na doenca periodontal é prejudicada pelos resultados
dos estudos que tém investigado o papel da suplementacdo de vitamina C.
Parfitt & Hand (1963) descobriram que uma dose diaria de 500mg de vitamina
C nao teve efeito sobre a saude gengival, apesar do facto da salude gengival
dos individuos, no inicio do estudo, ser pobre e o0s niveis plasmaticos de
vitamina C serem baixos. Nao foi encontrado nenhum efeito da suplementacao
de vitamina C no desenvolvimento da gengivite experimental por Vogel et al.
(1986), quando estava a ser consumida uma dose diaria de 1500 mg. Por outro
lado, estudos experimentais sobre deplecdo e suplementacdo de vitamina C
mostraram uma relacdo directa entre a inflamagcdo gengival e o status de
vitamina C. Num estudo recente, verificou-se que pacientes com periodontite
sdo caracterizados por niveis plasmaticos de vitamina C abaixo do normal e
gue o consumo de toranja reduziu o numero de sangramento do sulco, mas
ndo a profundidade de sondagem (Amaliya, 2007; Staudte H., 2005). O
melhoramento da salude gengival, como mostra esse estudo, foi provavelmente
devido a suplementacdo de vitamina C através de toranjas. Resultados
recentes também indicaram que as frutas citricas sdo mais eficazes para
aumentar os niveis plasmaticos de vitamina C, em comparacdo com altas
doses de suplementos. No presente estudo, foram encontradas grandes
variagbes em relacdo aos niveis plasmaticos de vitamina C (Amaliya, 2007). A
constatacdo de que quase metade da populacdo do estudo tinha valores
plasmaticos de vitamina C Optimos foi surpreendente, uma vez que o teor de
vitamina C dos alimentos parece ser bastante baixo e também a frequéncia de
consumo médio por més de nutrientes contendo vitamina C ser baixa (Amaliya,
2007).

Por exemplo, foi demonstrado que em infeccOes por Helicobacter pylori, os
niveis plasmaticos de vitamina C também sdo inferiores ao esperado em
funcdo da ingestdo de vitamina C (Woodward M., 2001). Park et al. (2003)
encontraram uma correlacado negativa entre os niveis de vitamina C no sangue
e o grau de inflamacao activa e crénica da mucosa gastrica. Helicobacter pylori
tem mostrado potencializar a explosdo oxidativa de leucocitos
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7

polimorfonucleares (PMN), o que € acompanhado por uma consideravel
producdo de metabdlitos de oxigénio reactivo. Park et al. (2003) sugeriram que
a vitamina C, na microcirculagdo da mucosa gastrica, € usada para limpar os
metabolitos de oxigénio reactivo de polimorfonucleares (PMN). A vitamina C &
considerada a primeira linha de defesa contra os danos dos radicais livres de
oxigénio no corpo. Supdem-se que um mecanismo semelhante ocorre nos
tecidos periodontais. Assim, a variacdo individual na extensdo da infeccao
periodontal pode contribuir para as diferencas nos niveis plasmaticos de
vitamina C. Outra explicacdo poderia ser que a biodisponibilidade varia entre
individuos. A biodisponibilidade é uma medida de eficiéncia de absor¢do no
trato gastrointestinal de, por exemplo, vitamina C. A vitamina C ¢é
imediatamente transportada através das membranas celulares por duas
proteinas transportadoras de vitamina C dependentes do soédio (Stratakis,
2000) e para ambos 0s genes, as variagfes genéticas tém sido demonstradas
(Eck, 2004). Curiosamente, num recente estudo, as variacdes genéticas nestes
dois genes estavam relacionadas com o nascimento prematuro (Erichsen,
2006), uma condicdo que também tem sido associada a periodontite (Amaliya,
2007; Moliterno 2005). Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que,
nesta populagéo privada de cuidados odontologicos regulares, os baixos niveis
plasmaticos de vitamina C estavam relacionados com uma maior perda de

insercao periodontal (Amaliya, 2007).

1.3.2 Patologia Extra — oral

O acido ascorbico tem um efeito anti-inflamatorio e cicatrizante em feridas de
pele; isto verificou-se num estudo realizado em que este participou em todas as
fases de cicatrizacdo, caracterizando-se por um menor nimero de macroéfagos,
um maior nimero de neovasos, uma maior proliferacdo de fibroblastos,
producdo de fibras de colagénio mais grossas e mais organizadas. Assim, 0
efeito anti-inflamatério do acido ascorbico observado nas feridas de ratos pode

estar relacionada com os seus efeitos antioxidantes, uma vez que o acido
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ascorbico participa nos processos de oxirreducao celular, sendo responsavel
pela transformacéo dos radicais livres de oxigénio em formas inertes (Nelson e
Cox, 2005; Naidu, 2003). A aplicacdo topica de &cido ascorbico na ferida
também mantém a integridade das paredes dos vasos sanguineos (Azulay,
2003), aumenta o numero de neovasos e melhora o fornecimento de sangue
para a ferida, o que aumenta a proliferacdo e a viabilidade das células
envolvidas no processo de cicatrizacdo. Os vasos sanguineos recém-formados
mostraram uma estrutura anatdmica normal em exames microscépicos e foram
aparentemente integrados numa arquitectura vascular saudavel (Lima C.C.,
2009; Kirsten S., 2004).

Os glébulos brancos tém exigéncias especificas de vitamina C no combate a
infecgcdo e armazenam quantidades elevadas desta vitamina, mesmo quando
0s niveis no plasma circundante sdo baixos. Um aumento na ingestdo de
vitamina C induziu simultaneamente um aumento na concentragao de vitamina
C no plasma e nos leucécitos. De facto, a vitamina C tem sido definida como
um estimulante da funcdo dos leucdcitos, especialmente do movimento de

neutréfilos e mondcitos (Deruelle F., 2008; Maggini S., 2007).

A vitamina C protege as células endoteliais do stress oxidativo neutralizando os
efeitos das espécies oxidativas e diminuindo as interac¢gfes entre células
endoteliais e os glébulos (Montecinos V., 2007). As células endoteliais que
revestem as paredes dos vasos sanguineos sdo continuamente expostas a
oxidantes biolégicos de origem enddgena e exdgena, incluindo superéxido e
peroxido de hidrogénio gerado na mitocondria, LDL oxidada, e peroxidos e
acidos hipoclorosos gerados por reaccdes inflamatorias em areas de
aterosclerose. As células endoteliais interagem com os globulos, tais como os
neutrofilos, numa interaccdo que € muito maior em condi¢cfes inflamatérias e
tem sido classicamente associada com a diminuicdo da viabilidade das células
endoteliais. Dados recentes revelam o importante papel das interac¢des entre
as células de defesa do hospedeiro e as células endoteliais, a partir da
perspectiva do potencial antioxidante das células endoteliais. A interac¢éo dos

neutréfilos com as células endoteliais e a associada explosdo oxidativa tém
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sido vistas classicamente como um mecanismo que conduz a diminuicdo da

sobrevivéncia da célula endotelial (Montecinos V., 2007; Tsukimori K., 2005).

A suplementacdo de vitamina C mostrou melhorar os indices de muitas das
respostas imunitarias humanas, tais como a actividade de hipersensibilidade
antimicrobiana, a proliferacdo de linfécitos e quimiotaxia. A concentracdo de
vitamina C é alta nos neutréfilos activados e nos macrofagos (Deruelle F.,
2008; May J.M., 2005). Por outro lado, em pessoas mais velhas (70 anos), que
se sabe terem reduzidas concentracdes de plasma e de leucdOcitos com a
suplementacao de vitamina C (500 mg/dia por 1 més) aumentam a resposta
proliferativa de linfécitos T. Em relacdo a pessoas saudaveis, pacientes com
maiores concentracdes de acido ascorbico (1 g/dia), os glébulos brancos do
sangue tornaram-se mais activos e puderam mover-se mais rapidamente em

direccao a infeccéo ou inflamacéao (Deruelle F., 2008).

Em relacdo as doencas cardiovasculares, Takahashi et al., exibiram
recentemente uma ampla gama de compostos para identificar uma substancia
guimica que estimule a diferenciacdo de células embrionarias cardiacas e
descobriram que o acido ascoOrbico aumenta significativamente a eficiéncia da
diferenciacdo das células embrionarias. Passier et al. demonstraram que a
adicdo de acido ascoOrbico aumentou o numero de batimento em células
embrionarias humanas. Em consonancia com estes relatorios, verificaram
também que o acido ascorbico aumentou significativamente a diferenciacdo de
células cardiacas embrionarios de uma maneira dose - dependente.
Curiosamente, observou-se que, para alcancar uma diferenciacdo eficaz, o
acido ascorbico deve ser adicionado durante a fase inicial de diferenciacdo e
ndo durante a fase tardia. Esta descoberta indica que o acido ascérbico
influencia o inicio da diferenciacdo de células embrionarias cardiacas. Esta
conclusao foi apoiada por Tsuneto et al., que referiram que o acido ascoérbico
promove uma osteoclastogénese mais forte em células embrionarias, quando
este € adicionado durante os primeiros 4 dias do que quando é adicionado
durante os Ultimos 4 dias. Uma vez que tanto os cardiomiécitos como 0s
osteoclastos sdo derivados de células mesodérmicas, estes resultados
sugerem gque o acido ascoérbico pode afectar o inicio do desenvolvimento
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mesodérmico. O mecanismo de diferenciacdo cardiaca reforcada do &cido
ascorbico permanece desconhecido. No presente estudo, mostramos
claramente que a sintese de colagénio induzida pelo acido ascérbico foi
necessaria para a diferenciacdo de células cardiacas embrionarias. Esta
conclusao foi apoiada por Baharvand et al., que reportaram recentemente que
os cardiomiocitos derivados de células embrionarias cultivados na matriz
extracelular secretada de fibroblastos amadureceram mais rapidamente,
sugerindo que os componentes da matriz estdo envolvidos na diferenciacéo
cardiaca e no crescimento de cardiomiécitos. Os cardiomibcitos estdo
rodeados por uma membrana basal composta de colagénio tipo VI, laminina,
fibronectina e diversos proteoglicanos; estes sdo normalmente sintetizados
pelos cardiomidcitos. O espaco extracelular no coracdo é ocupado por varias
outras moléculas; as moléculas predominantes sdo colagénio intersticial do tipo
| e Ill. Assim, o colagénio e outras proteinas da matriz extracelular podem
constituir o “nicho” no qual os cardiomidcitos existem. De facto, foi relatado que
os fendtipos dos cardiomidcitos sdo alterados com base na composicdo e
orientacdo da matriz extracelular. Além disso, vérias linhas de evidéncia
indicam que a matriz extracelular desempenha um papel na regulacdo e
diferenciacdo de células embrionérias cardiacas. Estudos sobre células
embrionarias deficientes em B1-integrina revelaram um atraso na diferenciacéo
cardiaca; isto foi demonstrado pela manifestacdo tardia de genes cardiacos
especificos e dos potenciais de accdo. Uma vez que a matriz extracelular
transmite o0s sinais através das integrinas, alguns tipos de matrizes
extracelulares como o colagénio podem ser necessarias para a diferenciacéo
de células embrionarias cardiacas. Em concluséo, o &cido ascorbico aumenta a
diferenciacdo de células embrionarias em cardiomitdcitos através da regulacéao
da sintese de colagénio. Em particular, a fase inicial da diferenciacdo cardiaca
foi preferencialmente reforgcada pela vitamina C. Estes resultados sugerem o
potencial do acido ascoérbico na modificacdo da diferenciacdo de células
embrionérias cardiacas e fornecem novas perspectivas sobre 0s mecanismos

envolvidos neste processo (Sato H., 2006).
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A doenca cardiovascular aterosclerética, especialmente quando associada a
doencas como a diabetes e a hipertensdo, continua a ser a assassina numero
um de homens e mulheres nos Estados Unidos. Embora os resultados de
inimeros estudos clinicos tenham definitivamente demonstrado que a reducéo
do colesterol em lipoproteinas de baixa densidade (LDL), retarda o inicio e
abranda a progresséo da aterosclerose (LaRosa et al., 1999), a sua continua
alta prevaléncia indica que sao necessarias novas abordagens para combater
esta doenca. Uma é&rea de interesse crescente € que 0 stress oxidativo

contribui para a aterosclerose.

A aterosclerose é hoje considerada uma doenca inflamatéria da parede dos
vasos sanguineos, caracterizada nos estagios iniciais pela disfuncao endotelial,
recrutamento e activagcdo de mondcitos / macrofagos, diferenciacdo e migragao
das células musculares lisas vasculares (VSMCs) para mais tarde formar o
volume da placa aterosclerética (Hansson, 2005; Ross, 1999). Embora a
inflamac&o dé inicio a doenca, € provavel que o stress oxidativo propague e
agrave a lesao (Stocker & Keaney, 2004).

Os pacientes de hemodialise sao propensos a deficiéncias de vitamina C, que
constitui o antioxidante ndo enzimatico mais abundante no sangue, uma vez
gue, os antioxidantes estdo envolvidos na patogénese da aterosclerose. Este
estudo conclui que baixos niveis plasmaticos de vitamina C prevéem resultados
cardiovasculares adversos entre os pacientes em hemodialise de manutencéo.
Estudos futuros deveriam abordar o potencial efeito protector de uma
adequada suplementacédo de vitamina C. O estado nutricional desempenha um
papel importante na patogénese da aterosclerose. Em particular, é sugerido
gue a deficiéncia de vitaminas antioxidantes exerce efeitos deletérios sobre o
sistema vascular e esta associada com o desenvolvimento e a progressao de
doencas cardiovasculares. Foi colocada a hipotese de que os antioxidantes
podem retardar o crescimento de placas vasculares opondo-se a peroxidacdo
lipidica ou a modificacdo oxidativa das lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
mas o papel exacto dos antioxidantes na prevengdo de eventos vasculares
como a ruptura da placa, a vasoconstricdo ou a trombose continua por ser
elucidado (Deicher R., 2005).
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Os niveis plasmaticos de vitamina C dos pacientes em didlise e com
insuficiéncia renal crénica sao inferiores quando comparados com individuos
saudaveis (Deicher R., 2003; Locatelli F., 2003), e tém sido relatadas com
frequente associacdo a quantidades elevadas de varios produtos de (per)

oxidagao ou a deficiéncias nos antioxidantes (Deicher R., 2005).

Notavelmente, a vitamina C, administrada durante a didlise com membranas de
celulose ndo-modificadas impediram incrementos de peroxidacao lipidica. Um
recente estudo, controlado por placebo em pacientes de hemodialise (Tarng
D.C., 2004) relatou uma menor producéo intracelular de espécies reactivas de
oxigenio, em conjunto com uma redugdo do DNA de linfocitos modificados por
oxidacdo, apos 8 semanas de suplementacdo de vitamina C por via
intravenosa (300 mg, apés cada sessdo de didlise). Embora tenham sido
relatados resultados semelhantes numa amostra de pacientes com
insuficiéncia cardiaca crénica de longo prazo, apés a terapia de vitamina C. Em
ratos, a vitamina C melhorou a disfuncdo endotelial e reduziu as lesbes
ateroscleroticas (Deicher R., 2005). Um estudo recente com pacientes em pré-
didlise e hemodialise descobriu que a vitamina C parenteral aumenta a
actividade antioxidante do soro e, simultaneamente, melhora a dilatagcdo de
endotélio dependente do 6xido nitrico dos vasos de resisténcia do antebraco.
Nenhum efeito da vitamina C foi observado em individuos saudaveis, sugerindo
gue a vitamina C pode melhorar a disfungcdo endotelial vascular apenas em
pacientes com conhecidas deficiéncias em antioxidantes. E importante
ressaltar que a melhoria da funcdo endotelial relatada n&o foi associada a
alteracdes uniformes das medidas bioguimicas de stress oxidativo: os niveis
totais de sangue permaneceram nao afectados pela vitamina C, mas os
hidroperoxidos lipidicos aumentaram, de modo similar ao observado em

pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica (Deicher R., 2005).

Estudos futuros deverdo avaliar os resultados cardiovasculares de pacientes
com doenca renal terminal em relacdo a um regime seguro de dosear a
vitamina C. Embora tenha sido ajustado o modelo final de um determinado
namero de factores de risco estabelecidos para um desfecho cardiovascular
pobre, o estudo realizado ndo prova que baixos niveis plasmaticos totais de
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vitamina C estejam envolvidos na patogénese do dano cardiovascular. E
concebivel que variaveis temporais no status de vitamina C do individuo
(nutricdo, infeccdo, a ndo conformidade com a prescricdo multi-vitaminica, ou
outras) possam exercer uma constelacao exposicao-resultado
significativamente diferente. Pode-se argumentar, no entanto, que os pacientes
estavam num estado de equilibrio no que diz respeito a vitamina C. O
suplemento multivitaminico contendo 100 mg de vitamina C foi continuamente
consumido por 85% dos pacientes. Este montante supera largamente a média
semanal de perda estimada de cerca de 200 mg, pelo préprio procedimento de

dialise (Deicher R., 2005).

E plausivel que antioxidantes como o ascorbato sejam susceptiveis de atenuar
0s primeiros estagios da aterosclerose inflamatdria, mas tém poucos efeitos

sobre as lesdes estabelecidas (Aguirre R., 2008).

O ascorbato € um antioxidante primario que neutraliza directamente espécies
radicais. O ascorbato ndo é muito reactivo com oxidantes celulares
prevalentes, tais como o peroxido de hidrogénio e, provavelmente, reage com
produtos de desagregacdo do peréxido de hidrogénio (Buettner & Jurkiewicz,
1996). Considerando que o ascorbato pode eliminar tais oxidantes, também
pode doar electrdes directamente para libertar ides ferro, o que vai realmente
aumentar o seu efeito redox e a formacdo de espécies reactivas de oxigénio
(Halliwell, 1999; Buettner & Jurkiewicz, 1996). Este poderia ser um problema
significativo em areas envolvidas na inflamagcdo ou aterosclerose, onde os
metais de transicdo livre podem estar disponiveis, devido ao rompimento do
tecido (Stocker & Keaney, 2005).

O ascorbato também pode reciclar a vitamina E (alfa-tocoferol) da sua forma
radical (Niki et al., 1995). A importancia da reciclagem do ascorbato e alfa-
tocoferol deriva das propriedades deste ultimo como um antioxidante lipofilico,
capazes de interferir com a modificacao oxidativa aterogénica das lipoproteinas
de baixa densidade (Thomas & Stocker, 2000).

Apesar dos resultados de ensaios clinicos in vitro, até recentemente ndo havia

sido demonstrado que o0 ascorbato poupasse alfa-tocoferol em animais ou
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seres humanos sob stress oxidativo. Esse problema foi dissipado com o estudo
realizado pelo grupo de Traber (Bruno, 2006) e aplicado em fumadores
saudaveis. Muitas pessoas que fumam tém baixos niveis de plasma e
ascorbato celular (Lykkesfeldt, 2000), assim como altas taxas de
desaparecimento da fraccdo alfa-tocoferol (Bruno, 2005). O estudo realizado
por Bruno et al. (2006) foi um estudo cruzado, duplo-cego, controlado por
placebo, em 11 fumadores e 10 nao-fumadores. Suplementos de acido
ascorbico de 500 mg duas vezes por dia durante duas semanas foram
suficientes para normalizar a taxa de desaparecimento da fraccdo de alfa-
tocoferol nos fumadores. A capacidade do ascorbato para servir como um co-
antioxidante ajuda a preservar alfa-tocoferol e deste modo oferece outro
mecanismo pelo qual poderia diminuir o dano oxidativo associado com a

aterosclerose precoce (Aguirre R., 2008).

A lesdo do endotélio vascular representa um evento critico para a iniciagdo da
aterosclerose (Hansson G.K., 2005; Ross R., 1999), uma vez que a
desnudacdo endotelial promove a activacdo das células musculares lisas
vasculares (VSMCs), proliferacdo e migracao para formar a neointima. (Saeed
R.W., 2003). O ascorbato ndo s6 estimula a proliferacdo de células endoteliais
(Saeed R.W., 2003) como impede sua apoptose (Saeed R.W., 2003; Recchioni
R., 2002; Rossig L., 2001).

O ascorbato mostrou impedir a apoptose devido a citocinas inflamatérias de
lipoproteinas de baixa densidade em culturas de células endoteliais (Saeed
R.W., 2003; Recchioni R., 2002; Rossig L., 2001). Isto € também evidente in
vivo assim como a diminuicdo da libertacdo de microparticulas derivadas de
células endoteliais em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva tratados
com vitamina C (Rossig L., 2001). O ascorbato também ajuda a proteger o
endotélio vascular, aumentando a geracdo de Oxido nitrico pela sintese de
oxido nitrico endotelial. O 6xido nitrico causa um relaxamento das células
musculares lisas, vasodilatacdo a jusante, e inibe os efeitos de citocinas pro-
inflamatoérias e moléculas de adesao importantes na aterosclerose (Aguirre R.,
2008).
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O facto de o ascorbato ser benéfico para o endotélio in vivo é também apoiado
por estudos clinicos de vasodilatacdo endotélio-dependente em pacientes com
disfuncdo endotelial devido a aterosclerose (Tousoulis D., 2005; Heitzer T.,
2001) e condicdes relacionadas, incluindo a hipertensdo (Duffy S.J., 2001),

tabagismo (Kaufman et al. 2000) e diabetes (Tousoulis D., 2007).

Um dos papéis do ascorbato na prevencdo da proliferacdo de células
musculares lisas vasculares (VSMCs) é sugerida pelos resultados de um
ensaio clinico de estenose apdés angioplastia, na qual individuos
recebendo suplementos orais de acido ascorbico de 500 mg trés vezes ao dia
durante 4 meses tinham 25% maior didmetro luminal, em comparagdo com
individuos que ndo receberam o acido ascorbico. O tratamento com ascorbato
também resultou em 50% na diminuicdo da necessidade de intervencdo em
relacdo ao grupo de controlo (Tomoda et al., 1996). Resultados similares foram
observados em estudos de estenose coronaria em suinos utilizando
combinacdes de ascorbato e alfa-tocoferol (Orbe, 2003; Nunes; 1995). O
ascorbato tem varias funcdes nas células musculares lisas vasculares (VSMCs)
activadas. Além de melhorar a modificagdo pos-translacional em células
musculares lisas vasculares (VSMCs) do colagénio, o acido ascorbico também
aumenta a sintese de colagénio (Aguirre R., 2008).

Embora a sintese de colagénio seja necessaria para a migracao e proliferacao
de células musculares lisas vasculares (Rocnik E.F., 1998; Ivanov V.O., 1997),
o efeito global do ascorbato sobre esses processos parece ser 0 oposto. Por
exemplo, as concentragdes fisiologicas de ascorbato favorecem a diferenciacao
de células musculares lisas vasculares e aquisicdo de marcadores de musculo
liso (Ulrich-Merzenich G., 2002; Siow R.C., 1998; Ivanov V.O., 1997). O
ascorbato também evita a diferenciacdo de células musculares lisas vasculares
(VSMCs) e (Arakawa E., 2003; 2000) ha indicios de que o acido ascorbico
protege as células musculares lisas vasculares (VSMCs) de apoptose/necrose,
devido a leséo por lipoproteinas de baixa densidade oxidada. Oxidada, mas
ndo nativa, as lipoproteinas de baixa densidade e seus hidroperoxidos lipidicos
reactivos aumentam a proliferacdo das células musculares lisas vasculares
(VSMCs) (Ulrich-Merzenich G., 2002; Watanabe T., 2001), um efeito que foi
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mais uma vez, paradoxalmente, associado com o0 aumento da sintese de
colagénio. Por outro lado, as concentracbes fisiologicas de ascorbato
bloquearam ambos os efeitos das lipoproteinas de baixa densidade oxidada
(Aguirre R., 2008).

Os macrofagos tém um duplo papel na aterosclerose, especialmente na sua
fase inicial (Hasty A.H., 1999). Pegam em lipoproteinas de baixa densidade
modificado para se tornarem em células de espuma de tal forma que os seus
nuimeros sdo significativamente aumentados nas lesdes iniciais de estrias
gordurosas de humanos adultos, apesar da falta de desnudacdo endotelial
(Babaev V.R., 1993). Os macrofagos também intervém na resposta inflamatoria

gue acompanha a aterosclerose (Aguirre R., 2008; Kanters et al., 2004).

Além de reduzir o stress oxidativo, o &cido ascorbico mostrou estimular varias
funcbes dos macréfagos peritoneais, incluindo a adesdo, quimiotaxia,
fagocitose e producéo de superéxido (Aguirre R., 2008). Estudos mostram que,
0 ascorbato inibiu a funcdo dos macrofagos, diminuindo o consumo e
degradacdo de lipoproteinas de baixa densidade oxidativa (Aguirre R., 2008;
Kang Y.H., 2002). O ascorbato também mostrou aumentar a producéo de 6xido
nitrico em macréfagos, aumentando a isoforma induzivel da sintese oOxido
nitrico (Aguirre R., 2008).

Recentemente, os efeitos da vitamina C sobre a expressdo genética tém sido
estudados no ambito da diferenciacdo celular. A vitamina C estimula a
diferenciacdo in vitro de varios tipos de células mesenquimais, como 0s
adipdcitos, condrdcitos, mioblastos, osteoblastos e odontoblastos. Além disso,
a diferenciacdo de condroécitos, mioblastos e osteoblastos, exige vitamina C,
presumivelmente devido a sua capacidade de induzir a sintese da matriz de

colagénio e a sua deposicao (Duarte T.L., 2005).

A diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimais também pode ser
alcancada quando se utiliza a estabilidade de derivados L-acido ascorbico 2 -
fosfato (AA2P) da vitamina C, 0 que sugere que € um processo dependente do
acido ascorbico, ao invés de um possivel efeito ndo-especifico resultante da
autoxidacao de vitamina C, in vitro. O acido ascorbico e L-acido ascorbico 2-
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fosfato também podem estimular a diferenciacdo das células musculares lisas
vasculares (VSMCs) pelo aumento da expressdo de dois marcadores de
musculo liso especificos, a cadeia de miosina especifica do masculo liso tanto
in vitro como in vivo (Arakawa E., 2003). A diferenciacéo de células musculares
lisas vasculares (VSMCs) esta fortemente implicada nos processos de
aterosclerose e estenose ap0s angioplastia, por isso 0s autores propuseram
que a vitamina C pode ter uma accdo cardioprotectora importante in vivo,
devido a sua capacidade de manter as células musculares lisas vasculares

(VSMCs) no seu estado diferenciado na parede vascular (Duarte T.L., 2005).

A vitamina C induz a diferenciagdo de células embrionarias em midcitos
cardiacos e aumenta a expressdao de um certo numero de marcadores
genéticos cardiacos (Takahashi T., 2003). Como observado pelos autores, este
efeito €, aparentemente, independente das suas propriedades antioxidantes.
Assim, sabe-se que s&o outros antioxidantes que inibem a diferenciacdo de

cardiomidcitos, enquanto peroxido de hidrogénio aumenta (H20.) (Duarte T.L.,
2005).

A diabetes mellitus é uma desordem metabdlica caracterizada pelo aumento da
glicemia e de anormalidades no metabolismo dos carbohidratos, proteinas e
lipidos (Conget 1., 2002). E uma das doengas mais comuns no mundo (Wild S.,
2004), podendo causar morbidade e mortalidade. A diabetes mellitus é ndo s6
um sério problema de saude que afecta negativamente a vida quotidiana das
pessoas diabéticas, mas também tem custos econdémicos muito elevados para
ambos: o governo e os pacientes afectados (Eiselein L., 2004). Esta afecta
diversos oOrgados e sistemas do corpo humano. As complicacdes sé&o
particularmente comuns nos capilares, na pele, nos olhos, nos rins e no
sistema nervoso (Mahajan S., 2003). A diabetes mellitus leva a duas
complicacbes: as complicacbes macrovasculares que incluem doencas
coronarias e doencas vasculares periféricas e as complicacbes
microvasculares, por outro lado, causam retinopatia, neuropatia e nefropatia,
(Mahajan S., 2003) dermopatia, pé diabético, pigmentacado purpura, e reduzido
fluxo capilar estdo entre os sinais cutaneos de microangiopatia (Sari Kilicaslan
S.M., 2009; Sreedevi C., 2002).
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A microangiopatia e a macroangiopatia sdo manifestacdes cutaneas de
complicacfes diabéticas que podem causar lesdes cutaneas diversas (Chishiki
M., 1998). O dano oxidativo aumenta na diabetes mellitus, devido a escassez
de enzimas antioxidantes e vitaminas como a vitamina C. As espécies reactivas
de oxigénio produzidas pelo impacto da hiperglicémia desempenham um papel
importante no aparecimento da maioria das complicacées da diabetes. Uma
maneira de diminuir o possivel dano oxidativo é aumentar a capacidade
antioxidante do corpo humano. Estudos mostram que a vitamina C dietética
aumenta a capacidade antioxidante global do organismo. Por isso, uma dieta
suplementar de vitamina C pode impedir o desenvolvimento de complicagbes
em pacientes diabéticos (BluUher M., 2010; Sari Kilicaslan S.M., 2009).

Tém sido investigadas as alteragdes ultraestruturais nos capilares da derme em
ratos albinos Wistar sujeitos a tratamento com vitamina C. Foram utilizados na
analise trés grupos de 21 ratos: de controlo, de diabetes e de ratos diabéticos
tratados com vitamina C. A diabetes foi induzida por injeccdo de
estreptozotocina. O grupo que foi induzido com estreptozotocina foi tratado
durante 21 dias, com vitamina C, nos quais foram experimentalmente
demonstrados os efeitos anti-diabéticos e anti-hiperlipidémicos. As amostras
recolhidas a partir da pele das pernas dos ratos foram examinadas sob
microscopio electrénico de transmissdao (Sari Kilicaslan S.M., 2009). Os
resultados para cada um dos grupos séo os seguintes: Grupos de controlo — 0os
capilares foram localizados entre fibras de colagénio na derme; os lumens
capilares eram claros e rodeados por células endoteliais; a estrutura das
células endoteliais, neste grupo foi normal, com ndcleos planos e poucos
organelos; os pericitos foram localizados pelas células endoteliais; ndo foram
observadas anomalias nas células musculares lisas ou na fina membrana
basal. Grupo diabético - Foram detectadas varias mudancas nos capilares do
grupo de diabéticos, em comparacdo com o grupo de controlo. Os exames
microscopicos revelaram limens capilares diminuidos devido ao inchaco das
células endoteliais e uma membrana basal espessada resultante de depdsitos
de material amorfo; foi observada uma reducdo na densidade do material de
cromatina do nudcleo e hialinizagdo do citoplasma nas células musculares lisas;
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além disso, o material de cromatina foi agregado na periferia da membrana
nuclear interna; foi também observada a fusdo das cristas mitocondriais no
pericito. Grupo diabético tratado com vitamina C - Contrariamente ao grupo
diabético, ndo foi observado nenhum sinal de degeneracdo nas células
endoteliais; as células endoteliais e os pericitos eram normais e semelhantes
aos do grupo de controlo; ndo foram observados nem células endoteliais
inchadas nem fusdo mitocondrial nos pericitos; o limen capilar era claro e a
membrana basal manteve a sua fina estrutura semelhante ao grupo de controlo
(Sari Kilicaslan S.M., 2009). Embora tenha sido demonstrado que a diabetes
mellitus conduz a degeneragcfes na estrutura capilar da derme, a vitamina C
pode ajudar a manter a estrutura celular normal da mesma e desempenha um
papel significativo na melhoria tanto da estrutura como do funcionamento dos
capilares no grupo tratado. Khaksari et al. (2005) demonstraram que a vitamina
C pode melhorar disfungcdes em ratos diabéticos experimentais. Do mesmo
modo, foi constatado que a vitamina C ajuda a manter a funcdo endotelial na
hiperglicémia (Price K.D., 2001) e pode diminuir a agregacdo anormal de
acucar (glicolizacédo) das proteinas e a acumulacéo de sorbitol (Igbal K., 2004).
Se a descoberta de células endoteliais edemaciadas no grupo diabético foi
correlacionada com a acumulacdo de sorbitol, a melhoria das células
endoteliais capilares pode ter sido afectada pela administracdo de vitamina C
(Sari Kilicaslan S.M., 2009). Varios trabalhos tém descrito que concentracdes
milimolares de acido ascoérbico tém um profundo efeito inibidor sobre o
crescimento de varias linhas de células cancerigenas in vitro (Chen Q., 2005;
Casciari J., 2001). Na verdade, parece que tal actividade citotoxica da vitamina
C depende mais da sua capacidade de gerar espécies reactivas de oxigénio do
gue da sua popular accdo antioxidante. Isto é paradoxal, mas, como descrito
anteriormente, o acido ascérbico pode ter efeitos pré-oxidantes e mesmo
mutagénicos na presenca de metais de transi¢do. In vitro, a citotoxicidade do
ascorbato esta intimamente ligada a formacdo de peroxido de hidrogénio.
Contudo, o mecanismo subjacente a producdo destas Ultimas espécies ndo é
claro e ainda ndo sabemos se sdo necessarios, para a toxicidade do ascorbato,
metais de transicdo especificos (ferro e cobre, principalmente) ou proteinas
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(Chen Q., 2005). Refira-se que os dados in vitro sobre a producéo, pelo
ascorbato, de peroxido de hidrogénio sao por vezes dificeis de interpretar uma
vez que podem ser influenciados pelas condicbes de cultura celular (isto é,
componentes do soro e do meio) (Verrax J., 2008; Duarte T., 2007).
Curiosamente, o stress oxidativo promovido pelo ascorbato parece atingir
preferencialmente células cancerosas (ou cancerigenas) que apresentam uma
maior sensibilidade ao ascorbato comparando com as suas homadlogas normais
(Verrax J., 2008; Chen Q., 2005; Zhang W., 2001). A origem desta diferenca de
sensibilidade entre células normais e cancerosas é desconhecida, mas podem
ser formuladas diferentes hip6teses. Assim, foi demonstrado que as células
cancerosas facilmente absorvem o &cido ascoérbico. Na verdade, a maioria dos
tumores exprimem transportadores facilitadores de glicose em excesso devido
ao seu alto metabolismo glicolitico que requer alto fornecimento de glicose
(Gatenby R., 2004). Como consequéncia, o acido ascoOrbico pode ser
conduzido por transportadores de glicose (GLUTS), levando a acumulagcéao de
vitamina C nos tumores. Este mecanismo tem sido observado em Varios
modelos (Verrax J., 2008) e pode parcialmente explicar a maior sensibilidade
das células cancerosas em relacdo ao acido ascorbico. Para além da maior
absorcdo de vitamina C pelas células cancerosas, estas Ultimas tém sido
descritas como sendo mais sensiveis ao stress oxidativo. Na realidade, tem
sido relatado que a transformacdo oncogénica induz um elevado estado basal
de espécies reactivas de oxigéenio (ROS) intracelulares (Raffaghello L., 2008)
associada a uma maior sensibilidade em relacdo ao stress oxidativo
(Trachootham D., 2008; Trachootham D., 2006). A légica € que as células
cancerosas, que apresentam altos niveis endégenos de espécies reactivas de
oxigenio (ROS), seriam preferencialmente mortas por qualquer agente de
promocdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) (Laurent A., 2005). Além
disso, um baixo estado antioxidante devido a um desequilibrio nos niveis de
enzimas antioxidantes tem sido descrito em véarias linhagens de células de
cancro que também poderiam participar na sua sensibilidade as espécies
reactivas de oxigénio (ROS) (Verrax J., 2008 , 2004). Embora estes dados
apoiem uma alteracdo na expressdo de enzimas antioxidantes, continua a ser
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perigoso produzir uma conclusédo global sobre o estatuto antioxidante
apresentado por células cancerosas, e isto por uma variedade de razoes:
poucos estudos estdo disponiveis, a auséncia de comparacdo com tecidos
saudaveis, devido as condi¢cdes de cultura celular (Kinnula V., 2004). No
entanto, nao foi relatada uma resposta anti-cancerigena objectiva neste ensaio,
muito provavelmente porque os pacientes sofriam de cancro avancado (Verrax
J., 2008).

1.3.3 Cicatrizagao e Regeneragao

A pele € ndo sé o maior 6rgdo humano, mas também o Unico constantemente
exposto ao meio ambiente. A aparéncia da pele de cada um reflecte a saude
geral e comunica a etnia, o estilo de vida e a idade. Estas caracteristicas sédo
em grande parte determinadas pela cor da pele, textura, firmeza e suavidade. A
medida que se envelhece, a pele tende a tornar-se desigual na cor, aspera,
relaxada, e enrugada. A derme, que fornece suporte estrutural para a
vascularizacéo da pele, dos anexos, e da epiderme, € composta principalmente
por matriz extracelular. Esta matriz extracelular € composta por varios tipos de
proteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos, que sdo largamente
produzidas e secretados por fibroblastos (Fisher G.J., 2008). A pele é a parte
do corpo mais frequentemente lesada; (Lima C.C., 2009) é uma barreira
protectora contra agressfes externas e qualquer tipo de lesdo deve ser rapida

e eficientemente reparada (Duarte T., 2008).

Apés a lesdo da pele, o tecido conjuntivo é exposto e sdo accionados uma
série de eventos celulares e bioquimicos locais para restabelecer a integridade
do tecido. A vasoconstricdo reduz a hemorragia e favorece a agregacao
plaguetaria. Quase simultaneamente, a vasodilatagdo permite que as células
inflamatérias entrem no local da lesdo (Van Beurden H.E., 2005). Esta
sequéncia de eventos é chamada de cicatrizacdo e envolve trés fases
dindmicas, subsequentes, interligadas e parcialmente sobrepostas, tais como:

inflamacédo, proliferacdo e maturacdo do tecido (Lima C.C., 2009). Ap6s a
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lesdo, a deposicdo de um coagulo de fibrina e o inicio de uma inflamacao 2
caracterizam a fase inicial (Van Beurden H.E., 2003). A inflamacédo, que
constitui uma parte da resposta aguda, resulta num fluxo coordenado de
neutréfilos que migram para o local da ferida para evitar a deposicdo e
proliferacdo de microorganismos. Estas células, através da sua actividade
caracteristica de “explosao respiratoria”, produzem radicais livres (Gopinath D.,
2004; Van Beurden H.E., 2003). O exame histoldgico revela uma alta migracao

de células inflamatdrias em direc¢do ao ambiente da ferida.

Durante uma migracao elevada de células inflamatdrias, uma grande variedade
de citocinas séo expressas para auxiliar na reparacéo dos tecidos. A expressao
aumentada de citocinas activa os fibroblastos em direccdo ao ambiente da
ferida, o que leva a um aumento na proliferacéo de fibroblastos e de colagénio
(Gopinath D., 2004). A transicdo para a fase de proliferacdo comeca com a
migracdo de fibroblastos para a area da ferida e sua propagacdo. Os
fibroblastos anexam-se a matriz provisOria e comecam a produzir componentes
do tecido de granulacdo. A matriz deste tecido relativamente flexivel é
constituida principalmente por fibronectina, colagénio e acido hialurénico (Van
Beurden H.E., 2003). Simultaneamente, a re-epitelizacdo ocorre pela
proliferacdo e migracdo das células epiteliais das bordas da ferida. Uma
populacdo especializada de fibroblastos diferenciados, os miofibroblastos,
aparece durante esta segunda fase. Estas células expressam proteinas do
citoesqueleto de musculo liso (alfa-actina de musculo liso [alfa-SMA], em
particular) e estdo envolvidas na producdao da matriz extracelular (MEC) e na
contraccdo do tecido; Na terceira fase da reparacao da ferida, os fibroblastos
remodelam a matriz extracelular (MEC), levando a uma melhor cicatrizacéo
celular. Os fibroblastos desempenham, obviamente, um papel crucial durante
as varias fases do processo de cicatrizacdo de feridas (Van Beurden H.E.,
2003).

Durante a cicatrizacdo de feridas ha uma rapida sintese e degradacdo de
proteinas do tecido conjuntivo, um processo muitas vezes referido como

remodelacdo. A estimulacdo da sintese de colagénio excede a degradacdo do
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colagénio extracelular de tal modo que a quantidade total de colagénio continua
a aumentar durante esta fase de formacao da cicatriz (Mutsaers S.E., 1997).

A cicatrizacdo € uma propriedade dos organismos vivos que resiste a um
estado de entropia para retomar a funcdo e manter a vida. A cicatrizacao de
feridas é uma cadeia de processos necessarios para a remocéo de invasores
patogénicos dos tecidos danificados do corpo, e para a remodelacao total ou

parcial de tecidos lesionados (Sumitra M., 2009).

7

A cicatrizagcdo de feridas cutédneas € uma sequéncia ordenada altamente
complexa de eventos interactivos que inclui varios tipos de células (por
exemplo, macréfagos, fibroblastos, queratinécitos), levando ao eventual
encerramento da ferida. Este processo normalmente comeca como uma
resposta inflamatéria mediada principalmente por macréfagos, culminando na
reparacao da lesdo cutanea através da deposicédo da matriz extracelular (MEC)
pelos fibroblastos com a concomitante regeneracdo de uma nova camada
epidermal pelos queratindcitos, o que significa, deste modo, o encerramento da
ferida. Em particular, a oportuna e ordenada infiltracdo de macréfagos, a
migracao/proliferacdo de fibroblastos dérmicos e, de igual modo, os
gueratinécitos sdo consideradas algumas das principais caracteristicas da
cicatrizacdo de sucesso (Liao H., 2009).

As feridas abertas cirurgicamente curam principalmente por dois mecanismos
basicos: a contrac¢do das bordas da ferida e a migracao das células epiteliais.
A contraccdo reduz o tamanho da espessura total da ferida operatoria atraves
de movimentos centripetos da pele ao redor dos tecidos. Depois, 0s capilares
das margens da ferida formam de novo vasos, a migracdo de fibroblastos
acontece e a ferida ser& preenchida. A contrac¢ao das feridas abertas depende
da capacidade que os fibroblastos tém de se contrair e de se mover através da
matriz extracelular (Filho A.M.D., 2007).

Os fibroblastos dérmicos sdo a principal fonte da matriz extracelular do tecido
conjuntivo e desempenham um papel importante na cicatrizacdo de feridas.
Eles sado recrutados para a area da ferida por células inflamatérias, invadem as

lesGes, e desempenham um papel importante na promocéo da reepitelizacéo e
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no restabelecimento da sua integridade, em locais de lesGes (Duarte T.L.,
2008). Durante a formacdo do tecido de granulacdo, enquanto se da a
contraccdo e o aumento da resisténcia, os fibroblastos diferenciam-se em
miofibroblastos. A presenca de miofibroblastos € considerada caracteristica dos

tecidos submetidos a contraccao (Sumitra M., 2009).

Os miofibroblastos contém estruturas contracteis como a alfa-actina de
musculo liso (SMA) e, portanto, geram for¢cas mecanicas da matriz extra-celular
levando a contraccdo do tecido. Forcas mecéanicas mostraram estimular a
transformacao de fibroblastos dérmicos em miofibroblastos. No entanto, ndo se
sabe qual a magnitude ou duracdo das forcas necessarias para induzir este
tipo de transdiferenciacdo (Junker J.P.E., 2008). No final da cicatrizacdo de
uma ferida normal a actividade contractil e de sintese dos miofibroblastos
geralmente termina e o numero de células é drasticamente reduzido por
apoptose (Hinz B., 2006).

O aumento de colagénio tipo Il deve-se aos fibroblastos locais, que séo
activados pelo processo de cicatrizacdo da ferida. O colagénio tipo Ill tem uma
maior actividade de agregacdo plaquetaria do que o colagénio tipo | e
desempenha um papel importante na formacdo de um tampdo homeostatico
(Sumitra M., 2009).

Verificou-se que as feridas na mucosa oral cicatrizam mais rapidamente e com
menos cicatrizes do que as feridas dérmicas, embora o contrario também seja
reivindicado. A causa desta diferenca ndo esta totalmente entendida, mas
parecem estar envolvidos a saliva, leucécitos, factores de crescimento e
subpopulacdes de fibroblastos especificos. A saliva oferece um ambiente
unico, favorecendo a cicatrizacdo de feridas. Feridas cutaneas tratadas com
saliva ttm uma menor reaccdo inflamatoria, mais rapida cobertura epitelial, e
uma rapida regeneracdo do tecido conjuntivo. Feridas orais na auséncia de
saliva contém menos miofibroblastos do que feridas tratadas com saliva (Van
Beurden H.E., 2005).

A reparacédo de feridas cutaneas é um processo complexo que requer eventos

celulares e bioguimicos locais que sdo activados por uma série de mediadores,
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tais como os factores de crescimento (Lima C.C., 2009). O processo de
reparacdo € iniciado imediatamente apds a lesdo através da libertacdo de
varios factores de crescimento, citocinas e compostos de baixo peso molecular
a partir do soro dos vasos sanguineos lesionados e de plaquetas (Filho A.M.D.,
2007).

Tem sido demonstrado que o factor de crescimento basico dos fibroblastos
(FGFR) é capaz de reverter os efeitos da infeccdo sobre a contraccdo em
feridas abertas em todas as fases da cicatrizacdo, através da formacéo e da
migracdo de fibroblastos. Apesar de reduzir o tempo de cicatrizacdo, alguns
estudos demonstraram uma reducdo na forca das feridas. O factor de
crescimento basico dos fibroblastos (FGFR) tem sido capaz de melhorar a
cicatrizagao de feridas de incisao e de feridas abertas infectadas, reduzindo o
seu tempo de cicatrizacdo e aumentando a sintese de DNA na matriz

extracelular, sem aumentar a for¢a de tenséo (Filho A.M.D., 2007).

Varios estudos tém demonstrado um efeito benéfico de muitos factores de
crescimento, por exemplo, dos factores de crescimento derivados das
plaquetas (PDGFs), dos factores de crescimento dos fibroblastos (FGFs), e dos
factores estimulantes da colénia de granulécitos e macréfagos (GMCSF) sobre
0 processo de cicatrizacdo, tanto em modelos animais como também em
pacientes que sofrem de diferentes tipos de disturbios de cicatrizacdo e de
infecgao (Filho A.M.D., 2007).

Héa ja anos que a importancia do acido ascorbico no processo de cicatrizacao
tem sido reconhecido. O ascorbato concentrado em tecidos feridos é
rapidamente utilizado durante a cicatrizacdo. A resisténcia a traccao de feridas
e a incidéncia da deiscéncia da lesdo estdo relacionadas com os niveis de
acido ascorbico (Murad S., 1981).

A vitamina C pode ter um leque mais vasto de accOes que sao relevantes para
0 processo de cicatrizagcdo de feridas. In vivo, os fibroblastos dérmicos estdo
expostos a soro durante a recolonizacdo de uma ferida;, em resposta, 0s
fibroblastos comecam a proliferar e, eventualmente a migrar para o coagulo da

ferida. Porém, esta resposta ndo € imediata, sendo o passo limitador o tempo
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necesséario para os fibroblastos emergirem da quiescéncia nesta fase de
contraccdo da ferida. Exames clinicos sugerem que a vitamina C pode
favorecer a cicatrizagdo da ferida, estimulando a reentrada de fibroblastos
guiescentes no ciclo celular e promovendo a migracao celular. Observou-se
gue a vitamina C pode activar cascatas de sinalizacdo intracelulares que
regulam a proliferacdo e a motilidade dos fibroblastos (Duarte T.L., 2008). E
possivel que os efeitos aqui relatados estejam relacionados com a sua
capacidade de estimular a sintese de colagénio. Os fibroblastos dérmicos
expressam dois receptores transmembranares independentes, que podem
converter sinais em resposta ao colagénio. Assim, ambos 0s receptores
respondem a ligacdo do colagénio, iniciando sinais intracelulares que criam
sinergia com os factores de crescimento, resultando na modulagcédo da tenséo
do citoesqueleto, na migracao celular e na proliferacédo celular. A vitamina C é
necesséria para a hidroxilacdo intracelular dos residuos prolil e lisil durante a
biossintese de colagénio e, portanto, L-acido ascorbico 2-fosfato (AA2P),
aumenta a deposicéo de colagénio nos fibroblastos da pele. E improvavel, no
entanto, que essas vias de sinalizacdo possam explicar todos os efeitos da
expressdo do gene, alguns dos quais podem incidir sobre as funcdes
fisioldgicas de base da vitamina C nas células, em vez do seu envolvimento na

cicatrizacao de feridas (Duarte T.L., 2008).

A hemorragia difusa em pacientes cirdrgicos com parametros de coagulacao
normal pode ser causada por deficiéncia de vitamina C e é rapidamente

revertida pela reposicéo desta (Blee T. H., 2002).

A deficiéncia de vitamina C deve ser incluida no diagndstico diferencial de
sangramento ndo especifico em pacientes cirdrgicos. Uma hospitalizacéo
prolongada, doenga grave e dieta pobre, originam deficiéncia de vitamina C
com consequéncias clinicas significativas. A reposi¢do oral de vitamina C

reverte rapidamente os efeitos desta enfermidade (Blee T.H., 2002).

A hemorragia em pacientes com deficiéncia de vitamina C é causada por um
defeito na integridade vascular relacionado com a formacgao inadequada de

colagénio. Tem sido descrita uma fragilidade capilar dentro e em torno dos
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vasos sanguineos proveniente de tecidos conjuntivos mal formados ou
facilmente degradados (Blee T.H., 2002).

A fragilidade capilar, juntamente com a deficiéncia de vitamina C, podem
causar hemorragia oculta créonica e anemia, hemorragia espontanea
descontrolada, ou sangramento cirdrgico substancial. O sangramento tipico
descrito em pacientes com avancada deplecdo de vitamina C envolve
hemorragia macica e espontanea na pele, masculos e articulacées, e pode ser
fatal se conduzir & hipovolemia, isquemia coronéria e enfarte (Blee T.H., 2002).
Manifestacfes adicionais da deplecao de vitamina C, incluindo as alteracfes da
pele, podem ser completamente revertidas com duas a trés semanas de terapia
de reposicdo adequada. A deficiéncia de vitamina C pode também ser um
marcador para outras falhas nutricionais, que devem ser investigados e
corrigidos (Blee T.H., 2002).

Num estudo recente foram identificados doze pacientes com hemorragia difusa,
perfis de coagulacdo normais, e baixos niveis plasmaticos de acido ascorbico.
Em cada um dos pacientes, as evidéncias clinicas de sangramento cessaram
apos a administracdo de vitamina C. Estudos com vista a relacionar a
deficiéncia de vitamina C e o sangramento "ndo cirdrgico" devem incluir testes
de acido ascorbico em grupos maiores de pacientes cirurgicos e estudos caso-
controlo que entendam melhor o papel da vitamina C no metabolismo do
colagénio. Embora a deple¢cdo de vitamina C com um quadro clinico de
escorbuto seja rara, a deficiéncia de vitamina C € uma entidade clinica
desvalorizada. Um namero significativo de pessoas possui factores dietéticos
ou meédicos que as coloca em risco no que concerne a deficiéncia da vitamina
C. Outros podem viver com normais baixas reservas de vitamina C e a
hospitalizacdo ou doenca grave pode rapidamente torna-los deficientes em
vitamina C (Blee T.H., 2002).

Nos doze pacientes identificados e anteriormente referidos, nos quais a
deficiéncia de vitamina C contribuiu para eventos hemorragicos que foram
rapidamente revertidos com a reposicdo da vitamina C, a maioria desses

pacientes com hemorragia poés-operatoria tém sangramento cirdrgico ou
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coagulopatia de causas corrigiveis, tais como hipotermia, acidose metabdlica,
disfuncdo plaquetaria, trombocitopenia, ou o0 esgotamento do factor de
coagulacao (Blee T.H., 2002).

No entanto, quando a hemorragia difusa continua sem causa identificavel e os

perfis de coagulacdo sdo normais, a deficiéncia de vitamina C deve ser
considerada como uma possivel origem (Blee T.H., 2002).

48



