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Efeitos da arginina na reparacao cicatricial da parede abdominal em

ratos Wistar.

Effects of arginine on abdominal wall wound healing in Wistar rats.
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RESUMDO

Objetivo: avaliar os efeitos da arginina na cicatrizacao da parede abdominal de ratos Wistar. Métodos: vinte ratos Wistar
foram submetidos a laparotomia e separados em dois grupos (arginina e controle), que receberam tratamento diario por
via intraperitoneal com arginina (300mg/kg/dia) e solucao tampao fosfato em dose equivalente ao peso, respectivamente,
durante cinco dias. No sétimo dia pds-operatorio, coletaram-se amostras de sangue e da cicatriz da parede abdominal de
ambos 0s grupos. Avaliaram-se o nivel sérico de nitratos e nitritos, a evolugdo cicatricial pelas dosagens de hidroxiprolina
tecidual, formagdo de tecido de granulagdo, determinagdao da porcentagem de coldgeno maduro e imaturo, densidade
de miofibroblastos e angiogénese. Empregaram-se os testes de ANOVA e t de Student com p=0,05 para as comparagdes
entre os grupos. Resultados: ndo ocorreram diferencas significantes entre os grupos estudados para dosagens de nitratos
e nitritos (p=0,9903), hidroxiprolina tecidual (p=0,1315) e densidade de miofibroblastos (p=0,0511). O grupo arginina
apresentou maior densidade microvascular (p=0,0008), maior porcentagem de colageno tipo | (p=0,0064) e melhora na
formacao do tecido de granulacao, com melhores indices de proliferacdo angiofibrobléstica (p=0,0007) e re-epitelizacao
das bordas (p=0,0074). Conclusao: na avaliacdo cicatricial da parede abdominal de ratos Wistar sob tratamento com
arginina, ndo houve alteracdo do nivel sérico de nitratos e nitritos, da deposicdo de coladgeno total e da densidade de
miofibroblastos. Verificaram-se aumento da maturacao de coladgeno do tipo |, da densidade microvascular e melhora na
formacao do tecido de granulagdo cicatricial pelas melhores re-epitelizacao de bordas e proliferacao angiofibroblastica.

Descritores: Arginina. Cicatrizacdo. Hidroxiprolina. Colageno Tipo I. Parede Abdominal. Ratos Wistar.

INTRODUCAO

cicatrizacao de feridas € um processo dinamico
Aque envolve os fendbmenos de homeostasia,
inflamacao, proliferacdo celular e remodelamento
tecidual’. Volumes significantes de recursos tém
sido destinados ao tratamento de complicacdes
pos-operatérias causadas pelo retardo em algum
dos fendémenos cicatriciais ou pela ndo cicatrizacdo,
0 que motivou grandes investimentos em pesquisas
voltadas a melhor compreensao da fisiopatologia
dessas complicacbes. Além disso,

avancos em metabologia cirlrgica, nutricdo e

gracas aos

bioguimica, outras pesquisas buscaram investigar
a sintese de substancias capazes de melhorar ou
abreviar o tempo do processo cicatricial, como
o estudo experimental que demonstrou que a
suplementacdo com arginina na dieta de ratos
aumentava a forca ténsil e a deposicao de colageno
em tecido lesionado?.

A arginina, um aminodacido semiessencial,
desempenha papel fundamental no metabolismo de
diversos componentes do organismo, propiciando
numerosos e peculiares efeitos farmacolégicos®. E
recrutada nas fases agudas e cronicas da cicatrizacao
e é comprovadamente precursora, entre outras
moléculas, do oéxido nitrico (ON), que coopera na
angiogénese e No processo cicatricial como um todo.
A angiogénese, por sua vez, ¢ um fendmeno cicatricial
da fase proliferativa que coopera para que células e
fatores de crescimento possam dar prosseguimento a
fase da remodelacdo, com a maturacao de colagenos
e aumento da forca ténsil cicatricial®.

O objetivo deste estudo é investigar o
efeito da administracao intraperitoneal de arginina
na cicatrizacdo da parede abdominal de ratos
Wistar, considerando como indicadores a sintese
e maturacdo de colageno, a formacdo de tecido de
granulacdo e as densidades teciduais microvascular
e de miofibroblastos.

1 - Hospital Angelina Caron, Servico de Cirurgia Vascular, Campina Grande do Sul, PR, Brasil. 2 - Hospital Angelina Caron, Nucleo de Ensino e Pesquisa,

Campina Grande do Sul, PR, Brasil.
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METODOS

Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia mammalia) com
idades entre 180 e 210 dias e peso de 408,4+40,1q,
mantidos a uma temperatura controlada entre 19°C

Utilizaram-se 20 ratos

e 23°C e ciclos de iluminacdo automaticamente
regulados a cada 12 horas. Os ratos foram separados
em dois grupos com pesos estatisticamente similares
(p=0,2452), e colocados em caixas de polipropileno
com cepilho (substituidos a cada 24 horas), com
no maximo quatro ratos em cada caixa. Todos os
animais recebiam racao especifica para a espécie e
agua ad libitum. Permaneceram nessas condicdes
pelos sete dias que antecederam os experimentos
e também durante estes, que foram executados em
um Unico ciclo de atividades.

Observaram-se os Principios Eticos na
Experimentacao Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA-2000) e o projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais (CEPA) do Hospital e Maternidade Angelina
Caron, Campina Grande do Sul, PR, conforme
protocolo n® 012/11-CEPA/HAC.

Os procedimentos cirdrgicos foram
executados em ambiente devidamente sanitizado e
climatizado. Para a inducdo anestésica, realizou-se
sedacdo por inalacdo de isoflurano (Isothane-Baxter®)
em circuito fechado. Utilizaram-se os anestésicos
cloridrato de cetamina (Ketamin-Cristalia®) na dose
de 100mg/kg de peso corporal, aferido por meio de
balanca analitica (Coleman® SK280251), associado
a 10mg/kg de cloridrato de xilasina (Xilazin-
Syntec®) utilizando duas seringas descartaveis de
Tml (BD-Plastiplak®) e agulhas hipodérmicas (BD-
Plastiplak®) para cada rato.

Apds confirmacdo da inducdo anestésica,
pela perda do reflexo interdigital, procedia-se a
tricotomia ampla do abdome, fixacdo do animal em
decubito dorsal com fita adesiva na prancha cirtrgica,
degermacdo da drea tricotomizada com alcool-
iodado e colocacdo de campos cirdrgicos fenestrados
esterilizados. Por meio de laparotomia mediana
de 3cm de extensdo, um Unico meédico-cirurgiao
executava a abertura da pele e tecido muscular.
A seqguir, suturava-se a ferida cirdrgica em dois planos
(musculo-aponeurdtico e pele), com pontos continuos
utilizando fio Mononylon 3.0 (Figura 1).

Figura 1. Etapas do procedimento cirtrgico: laparotomia mediana com abertura da pele e tecido muscular e acesso a
cavidade peritoneal (A); ferida cirurgica suturada em dois planos: musculo-aponeurdtico e cutdneo (B).
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Apds o fechamento, limpava-se a ferida
cirdrgica com solucao salina e aplicava-se novamente
alcool-iodado. Administrava-se dipirona por via oral,
na dose de 20mg/kg e 10ml de solucao salina por
via subcutanea na regido dorsal e os ratos eram
mantidos sob aquecimento até a recuperacao
anestésica. A seguir eram recolocados em caixas
devidamente identificadas e, durante as 24 horas
seguintes, eram mantidos com racao e agua ad
libitum até o sétimo dia pds-operatorio.

Os tratamentos consistiram em injecoes
intraperitoneais na dose de 300mg de arginina/kg/
dia para o grupo arginina e dose equivalente de
solucao tampéo fosfato (PBS) para o grupo controle,
aplicadas com os ratos sedados por inalacao de
isoflurano uma vez ao dia, por cinco dias. O inicio
do tratamento (primeira dose) foi no pds-operatdrio
imediato, com os ratos ainda sedados.

Para o grupo arginina, foi utilizada solugao
de L-Arginina (Merck® artigo K21051142) a
20% em PBS pH 7,4, esterilizada por filtracdo em
membranas de 20m (Millipore-SCWP304F0O®).
Para o grupo controle, foi utilizada solucdo PBS
pH 7,4, esterilizada por filtracdo em membranas
MF (SCWP304F0 Millipore®). Em ambos os casos, a
solucao PBS foi aliquotada em frascos esterilizados e
mantidos a 4+2°C.

No sétimo dia pods-operatério, os ratos
foram submetidos a sedacdo por inalacdo de
halotano (Tanohalo-Cristélia®) em circuito fechado,
anestesiados por injecao intramuscular com cloridrato
de cetamina na dose de 100mg/kg e fixados em
pranchetas cirdrgicas. A seguir realizou-se puncao
cardiaca com coleta de 8ml a 10ml de sangue,
volume correspondente a uma pungdo exanguinativa
e indutora de parada cardiorrespiratéria. Ainda sob
plano anestésico e com evidéncia de morte, procedeu-
se a resseccao da ferida operatéria contendo camada
musculo-aponeurética e pele. As amostras coletadas
foram estendidas em papel filtro, lavadas em solucao
PBS pH 7,4 e separadas em dois fragmentos.

Um dos fragmentos, destinado as dosagens
de hidroxiprolina, foi imerso em solucdo PBS pH 7,4
e mantido em freezer a -80°C até o processamento
laboratorial. O outro fragmento, destinado as avaliacoes
histopatoldgicas, foi imerso em frasco identificado
contendo formalina tamponada.

A dosagem de hidroxiprolina tecidual foi
analisada pelo método espectrofotocolorimétrico®®,
gue avalia o conteldo total de hidroxiprolina em
amostras de tecido, fornecendo uma medida da
deposicdo de colageno total em micrograma (ug)
por miligrama (mg) de tecido Umido. As amostras
foram avaliadas em duplicatas e, para validacdo dos
resultados, as leituras espectrofotométricas a 560nm
foram tabuladas e validadas estatisticamente.

Para as avaliacbes microscopicas, as
amostras foram fixadas em formalina tamponada
e, apos a retirada dos fios de sutura, submetidas
ao processamento histolégico automatizado, que
consistia nas fases de desidratacdo, diafanizacao e
emblocamento. A seguir, eram efetuadas seccoes
perpendiculares ao maior eixo da sutura, em triplicatas,
com micrétomo a 4mm de espessura, as quais eram
fixadas em laminas para serem coradas conforme a
avaliacao a ser feita, seguindo os itens a seguir.

Para avaliacdo da porcentagem de colageno
dos tipos | e lll, os cortes histoldgicos foram submetidos
a coloracdo de Picrosirius-Red-F3BA’ e analisados
por meio de microscopio 6ptico em aumento de
400 vezes, utilizando-se fonte de luz polarizada.
As imagens eram captadas por camera fotografica,
transmitidas a um monitor colorido e digitalizadas.

Realizou-se a analise histométrica das
imagens mediante o aplicativo Image Pro-Plus
versdo 4.5 para Windows para a identificacao
do tipo de colageno, baseada em cores. As cores
vermelho, amarelo e laranja correspondiam a
colageno tipo I, enquanto que os tons de verde
correspondiam ao colageno tipo Ill. O resultado
foi expresso em drea percentual de colageno
tipo | e tipo Ill em cada local do corte histolégico.
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Foram procedidas trés leituras de campos diferentes
em cada lamina, as quais foram tabuladas e validadas
estatisticamente.

Para avaliacdo da formacdo de tecido
de granulacdo, os cortes histolégicos corados
com hematoxilina-eosina (HE) de Harris foram
avaliados por trés patologistas
sendo considerada em cada leitura a intensidade da

independentes,

reacdo inflamatdria cicatricial mediante avaliacdo
dos seguintes fenémenos: formacdo de crosta
fibrinoleucocitaria, pela observacdo de depdsitos
de fibrina e células sanguineas na superficie da ferida;
re-epitelizacdo das bordas, dedicando-se especial
atencdo ao avanco do epitélio em torno da ferida; e
proliferacdo angiofibroblastica, mediante avaliacao
morfologica de neovascularizacdo (angiogénese).
A esses achados foram atribuidos graus O, 1 e 2 para
a auséncia de reacdo, reacdo em grau discreto e em
grau moderado, respectivamente®.

Do material emblocado em parafina foram
obtidos cortes histolégicos de 4mm de espessura
estendidos em laminas de vidro e imunomarcados
com anticorpos anti-CD34, o que permitiu a
quantificacdo da densidade microvascular cicatricial.
O antigeno CD34 é uma proteina transmembrana
encontrada na superficie de células endoteliais,
sendo expresso difusamente nos microvasos
cicatriciais, e que atua na ligacdo com receptores
especificos de adesao celular. Além disso, seu nivel
de expressao pode se correlacionar a qualidade do
processo cicatricial®.

Foi empregado o método da imunoperoxidase
com o uso da técnica da estreptavidina-biotina, com
controles positivo e negativo, utilizando o reagente
anti-CD34  antibody QBEnd/10®
(Dako Corporation, Glostrup, Dinamarca) diluido

Biotin clone
a 1:350, seguindo a especificacao do fabricante™.
As reacoes foram consideradas positivas quando se
detectou reacdo marrom, excluindo-se as provaveis
areas de coloracao de fundo com padrao de reacao

nuclear, sendo que qualquer célula endotelial

(ou grupo de células endoteliais) de coloracao
marrom claramente separada de outros elementos
imunocorados, independentemente do tamanho, era
considerada um microvaso. A analise foi realizada por
histometria computadorizada e os resultados foram
expressados em densidade tecidual de miocrovasos
em uma area de 7.578,94mm?.

Do material emblocado em parafina foram
obtidos cortes de 3mm de espessura, 0s quais foram
estendidos em laminas de vidro e imunomarcados
com anticorpos monoclonais anti-a-actina muscular
lisa para a identificacdo de miofibroblastos.
Foi empregado o método da imunoperoxidase''?,
com o uso da técnica da estreptavidina-biotina,
com controles positivo e negativo, utilizando o
reagente Biotin anti-aSMA antibody clone PJC10®
(Dako Corporation, Glostrup Dinamarca) diluido a
1:400, seguindo a especificacdo do fabricante. As
reacdes foram consideradas positivas quando se
detectou reacdo marrom, excluindo-se as provaveis
areas de coloracdo de fundo, com padrao de reacao
nuclear. A andlise foi realizada por histometria
computadorizada e os resultados foram expressados
em densidade tecidual de miofibroblastos em uma
area de 7.812,26m2.

A dosagem de nitratos foi feita em amostras
de plasma obtido de sangue coletado por puncao
cardiaca. Foram avaliadas quatro aliquotas de uma
mesma amostra (tetraplicatas) e empregou-se o
reagente de Griess (sulfanilamida a 2%, N-1-naftil
etilenodiamina a 0,2% e acido ortofosférico) para
as dosagens. A mistura amostra/reagente de Griess
foi incubada por 5min a 37°C e, a seguir, realizou-se
a leitura da densidade 6tica em espectrofotémetro
a 520nm'™. Simultaneamente ao teste ANOVA para
validacdo dos resultados, foi preparada uma curva de
calibracdo com padrao de nitritos nas concentracoes
de 40, 80, 120, 160 e 200 mmol/l. Apds a validacao
do método, as densidades o&ticas médias foram
interpoladas por regressao linear na curva de
calibracéo e, assim, obtidos os resultados em mmol/l.
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Para validacdo estatistica das analises,
os resultados de cada uma das medicbes de uma
mesma amostra foram comparados pelo teste t de
Student (dosagens de hidroxiprolina) ou ANOVA
(demais variaveis). Ndo foram encontradas diferencas
significativas (p>0,05) entre as leituras em nenhuma
das variaveis analisadas neste estudo, o que permitiu
validar esses resultados e proceder as comparacoes
entre as médias dos grupos calculando-se média
aritmética de cada amostra e a média do grupo com
desvio padrdo. Os resultados foram expressos como
média+desvio padrao e empregaram-se os testes t de
Student e ANOVA com p=0,05 para as comparacoes
entre os grupos utilizando o software GraphPad InStat.

RESULTADOS

Ao serem comparadas estatisticamente
pelo teste t de Student, as médias das dosagens
de hidroxiprolina dos  grupos
controle, apresentaram diferenca ndo significativa
(0,0304+0,0073 versus 0,0250+0,0081; p=0,1355).
A figura 2 descreve a comparacao entre as médias
dos grupos controle e arginina para as porcentagens

de colageno | (p=0,0064) e colageno Il (p=0,0274),

arginina e

com valores maiores para O grupo arginina e
controle, respectivamente.

A tabela 1 demonstra as comparacoes
entre as médias dos grupos controle e arginina para
re-epitelizacdo de bordas (p=0,0074) e proliferacao
angiofibroblastica (p=0,0007).

Quanto a
densidade microvascular cicatricial (Figura 3), foram

avaliacdo  histométrica da

observados valores significativamente maiores para

0 grupo arginina (282,06+99,12 no grupo controle
versus 446,33+81,59 no grupo arginina; p=0,0008).
Da mesma forma, a densidade tecidual de miofibroblastos
foi maior no grupo arginina, mas sem significancia
estatistica (367,49+68,34 no grupo controle versus
429,28+63,78 no grupo arginina; p=0,0511). As
médias da dosagem de nitrato e nitrito séricos foram de
1,35+0,26mmol/l e 1,35+0,23mmol/l para os grupos
controle e arginina, respectivamente, sem diferenca
estatisticamente significativa (p=0,9903) (Figura 4).

Figura 2. Comparagdo entra as médias das porcentagens
de coldgenos dos tipos I e Il entre os grupos avaliados.

Figura 3. Comparacdo entra as médias das densidades
microvasculares entre os grupos avaliados.

Tabela 1. Comparacdo entre as médias dos grupos controle e arginina na formagao de tecido de granulacdo conforme
os critérios de formacdo de crosta fibinoleucocitaria, re-epitelizagado de bordas e proliferacdo angiofibroblastica.

Grupos Crosta fibrinoleucocitéria Re-epitelizacdo de bordas Proliferacao angiofibroblastica
Controle 1 1,4+0,52 1,37+0,46
Arginina 1 1,93+0,21 1,97+0,11
p n/a* 0,0074 0,0007

* n/a: ndo adequado para calculo estatistico, valores expressos em médiaxdesvio padrao.
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Figura 4. Avaliagées histoldgicas: A e B) quantificacao de coldgenos tipo | e Il por histometria computadorizada pela coloracéo
de picro-sirius. No detalhe "A" microscopia otica e no detalhe "B" apds polarizacdo sendo que as cores vermelho, amarelo
e laranja correspondem ao colageno tipo I, enquanto que os tons de verde correspondem ao coldgeno tipo lll; C) avaliacao
da densidade microvascular cicatricial pelo método da imunoperoxidase com anticorpo monoclonal anti-CD34, tendo sido
consideradas positivas, como um microvaso, a reacdo marrom em qualquer célula endotelial ou grupo de células endoteliais,
claramente separada de outros elementos imunocorados, D) avaliagdo da densidade tecidual de miofibroblastos pelo método
da imunoperoxidase com anticorpos monoclonais anti-a-actina muscular lisa para a identificacdo de miofibroblastos, tendo
sido consideradas positivas, como um miofibroblasto, a reacdo marrom em qualquer célula.

DISCUSSAO

Estudos prévios demonstraram a importancia
do ON na cicatriacdo e na angiogénese de feridas'.
Além disso, um modelo desafiante de estudo de
cicatrizacdo em ratos Zucker (diabéticos e obesos)
evidenciou melhora do processo cicatricial com
o emprego de férmula hiperprotéica enriquecida
com arginina, além de prolina'™. Considerando
esses achados, o presente estudo visou comparar
0S processos cicatriciais na parede abdominal

de ratos, conforme parametros bioquimicos e
histopatoldgicos, apds tratamento com arginina
+ solucdo PBS (grupo arginina) ou solugao PBS
(grupo controle), injetadas por via intraperitoneal.
Estudos experimentais em ratos foram
executados com o objetivo de verificar os efeitos
da arginina na cicatrizacdo pods-operatéria em
intestinos e pele, em queimaduras, incorporacao
de material sintético na parede abdominal,
com diferentes doses e vias de administracao,
subcutanea e

como oral, intraperitoneal'®-2°,
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Um deles concluiu que, no trauma, torna-se essencial
a suplementacdo com arginina, ja que Seu UsO em
humanos esta relacionado ao aumento da cicatrizacao
de feridas, a um efeito positivo no sistema imune
e a reducdo de dias de internacdo. Isso ocorre
através da promocao da proliferacdo de linfécitos e
fibroblastos, que serve como um substrato intracelular
para producdo de éxido nitrico em macréfagos para
melhorar a atividade bactericida®'.

O tratamento com arginina, com a mesma
dose utilizada no presente estudo, mas administrada
por via subcutanea, demonstrou, no processo cicatricial
de retalho cutaneo em ratos, inducao de angiogénese
e aumento da deposicao de colageno total™.

No presente estudo, os efeitos do
tratamento com arginina na ferida cirdrgica foram
avaliados bioguimicamente pela determinacao do
teor de hidroxiprolina tecidual, que representa a
deposicao total de colageno, e histologicamente pela
quantificacdo de colagenos | e lll e pela avaliacdo da
formacao de tecido de granulacao, da angiogénese e
da densidade tecidual de miofibroblastos.

A avaliacao da quantidade de colageno total,
indicada pela hidroxiprolina tecidual, permite uma
andlise valiosa, porém parcial, do processo cicatricial,
pois devem ser também considerados os diferentes
tipos de colageno, os quais apresentam diferencas na
composicao quimica e na forma de associacdo entre
suas moléculas, interferindo na resisténcia cicatricial.
Concomitantemente a deposicdo e maturacdo do
coldgeno em uma cicatriz, ocorre o ganho progressivo
de forca ténsil, que pode ir aumentando por até dois
anos apos o inicio do processo de cicatrizacao®.

A hidroprolina pode ser sintetizada a partir
da L-arginina por duas vias metabdlicas: a via da
arginase e a via da ornitina-aminotransferase, as quais
produzem a maior quantidade tecidual de prolina.
No presente estudo, contrapondo-se aos resultados
de Shukla et al.’®, nao houve diferenca significante
entre as médias de hidroxiprolina teciduais nos grupos
arginina e controle, apesar de aumento numérico.

Além da taxa absoluta do colageno,
representada pelo conteddo em hidroxiprolina,
a forma de disposicdo de suas fibras também é
responsavel pela resisténcia tecidual. Entre as
19 isoformas de colageno identificadas até o
presente, o colageno tipo | é o mais frequente
e predominante em o0ssos e tenddes, sendo
considerado colageno maduro. E também o
mais importante, pois é responsavel nao apenas
pela manutencdao da integridade da maioria
dos tecidos, em funcdo das suas propriedades
mecanicas??, mas também por sua participacao
ativa na funcionalidade dos tecidos, em funcéo
de sua interacdo com as células presentes na
matriz extracelular. O tipo lll, por sua vez, é mais
comumente encontrado em tecidos moles, como
vasos sanguineos, derme e fascia. Ja o tecido de
granulacao expressa 30% a 40% de colageno do
tipo lll, sendo considerado colageno imaturo.

No presente estudo, observou-se maior
média na porcentagem de colageno tipo | no grupo
arginina quando comparado ao grupo controle
(p=0,0064), o que pode ser explicado quando se
avaliam os resultados da quantificacdo da densidade
microvascular cicatricial, a qual demonstrou aumento
significante também no grupo tratado pela arginina
(p=0,0008).

Os mecanismos da cicatrizacdo ocorrem
em uma sequéncia de trés fases: inflamatdria,
proliferativa ou de formacdo de tecido de granulacao
ao sétimo dia, com maior estimulo angiogénico e
sintese de coladgeno, e de remodelacdo cicatricial
pela deposicao e maturacdo de colageno, e, por
consequéncia, de maturacao da cicatriz.

A formacdo do tecido de granulacao
tem inicio com a infiltracdo de macréfagos, que
produzem e liberam mediadores quimicos, os quais
intensificam a migracao e a ativacao de fibroblastos,
explicando assim a proliferacdo angiofibroblastica
mais intensa observada no grupo tratado com
arginina no presente estudo.

Rev Col Bras Cir 46(6):e20192322
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Os fibroblastos sdo os  principais
componentes do tecido de granulacdao e as
principais células da fase proliferativa; porém,
precisam ser ativados para sair de seu estado de
quiescéncia. A liberacdo do fator de transformacao
de crescimento beta (tumor growth factor beta,
TGF-B) estimula os fibroblastos a produzirem
colageno e a transformarem-se em miofibroblastos,
gue promovem a contracdo da ferida. No presente
estudo, as densidades teciduais de miofibroblastos
nao diferiram entre o grupos arginina e controle
(p=0,0511),
numeérica.

apesar de ter ocorrido diferenca
Estudo experimental em ratos que
investigou a densidade de miofibroblastos na
cicatrizacdo de feridas pelo mesmo método ora
empregado concluiu que o metronidazol, aplicado
de forma tdpica nas feridas com cicatrizacao por
segunda intencado, ndo interfere na contracao da
ferida e atrasa o aparecimento dos miofibroblastos?3.
Por outro lado, um recente estudo experimental
concluiu que a administracdo tépica de solucao de
metronidazol em feridas de pele com cicatrizacdo
por segunda intencao foi capaz de melhorar a
diferenciacdo de fibroblastos, fato que pode ser utilizado
em favor do processo de cicatrizacao de feridas?.

A importancia dos miofibroblastos no
processo cicatricial decorre também pelo fato de
gue o processo de contracao da ferida alcanca a sua
eficiéncia maxima durante a fixacdo dos fibroblastos
e seu amadurecimento fenotipico para células
produtoras de coladgeno. Isso é devido a mudanca
de fendtipo dos fibroblastos das margens da ferida
para miofibroblastos, que sdo células intermediarias
entre musculares lisas e fibroblastos. Apesar de seu
mecanismo contratil estar ainda por ser esclarecido,
essas células sdo encontradas alinhadas ao redor
de depodsitos da nova matriz extracelular, fazendo
unides célula a célula e gerando forca de tensao.

Apos a influéncia dos fatores de crescimento,
os fibroblastos sao ativados e migram das margens

da ferida para o seu centro, o que permite inferir
sobre os efeitos da arginina na melhor re-epitelizacao
das bordas no presente estudo. Esse processo é
denominado de fibroplasia e, para a sua eficiéncia,
é necessdria a ocorréncia em paralelo da formacao
de novos vasos sanguineos, ou seja, é necessaria a
neovascularizacao da regiao?>2.

No presente estudo, o grupo arginina
demonstrou  densidade tecidual
significativamente maior do que o grupo controle

microvascular

(p=0,0008). Esse resultado pode ser explicado
pelo fato de que sdo reconhecidas duas vias de
degradacao direta da arginina. Uma delas é mediada
pela enzima arginase, que a transforma em ornitina e
ureia, enquanto que, na outra, a arginina é catalisada
pela enzima Oxido nitrico-sintase e tem como
produto o ON, um potente ativador do fator
vasodilatador associado ao endotélio vascular, que é
responsavel pela angiogénese?’.

Um estudo experimental mostrou que
a L-arginina melhora a funcdo cardiaca e reduz o
tamanho do infarto em ratos com infarto agudo do
miocardio. O possivel mecanismo esta relacionado
a dupla funcdo de promover angiogénese e
arteriogénese, além da regulacao da expressao do
colageno®.

Pode-se citar também o fato de que o
ON é um metabdlito que atravessa as membranas
celulares com extrema facilidade, o que faz dele
um mensageiro intra e intercelular que esta
envolvido em diferentes respostas fisioldgicas e
patolégicas durante a cicatrizacdo de feridas?°.
Devido ao curto tempo de vida do ON (cerca de 3 a
9 segundos), a sua dosagem direta é impraticavel.
Considerando que a sua metabolizacdo gera
nitratos e nitritos, 0s quais sao estaveis e permitem
suas dosagens em fluidos bioldgicos, como
liquido cefaloraquidiano, urina, fluidos cicatriciais
e plasma, essas determinacdes sao consideradas
metabolismo  da

indicadores  do arginina.

Rev Col Bras Cir 46(6):e20192322
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No entanto, tais medidas ndo representam a
formacao equimolar de ON, pois ocorre também
formacdo ndo enzimatica'.

No presente estudo, as dosagens de
nitratos e nitritos séricos nos grupos arginina e
controle ndo demonstraram diferenca significante
(p=0,9903).
mecanismo de acao toxicoldégica do nitrito é
semelhante. O nitrito oxida o Fe** da hemoglobina,

Independente da espécie, o

transformando-a em metahemoglobina, a qual
nao possui capacidade de transportar o O,
causando anoxia tissular. Ha relatos de morte
de animais com 80% a 90% da hemoglobina
oxidada*2?. Empregou-se a dosagem de nitratos
e nitritos para avaliar se a dose administrada de
arginina poderia alterar o nivel sérico de nitratos e

nitritos, sendo, portanto, um indicador de possivel

ABSTRACT

efeito toxico, caso se evidenciasse nivel maior do
que o grupo controle.

O presente estudo contribui com algumas
questdes importantes e promissoras com relacao
a cicatrizacdo e ao uso da arginina. Partiu-se da
possibilidade de que o ON, um catabdlito da
arginina com efeito angiogénico, pudesse melhorar
a capacidade de sintese, deposicdo e maturacao de
colageno, com consequente melhora da cicatrizacao.
Observaram-se resultados promissores em relacao
a melhora da densidade microvascular tecidual,
maturacao de colageno e do tecido de granulacao,
para estudos em
comprometimento

com perspectivas futuros

organismos  com cicatricial,
como aqueles em uso crénico de corticoterapia ou
com comprometimento vascular, transplantados e

idosos, entre outros.

Objective: to evaluate the effects of arginine on abdominal wall healing in rats. Methods: we submitted 20 Wistar
rats to laparotomy and divided them into two groups, arginine and control, which then received, respectively, daily
intraperitoneal treatment with arginine (300mg/kg/day) and weight-equivalent phosphate buffered solution, during five
days. On the seventh postoperative day, we collected blood and scar wall samples from both groups. We evaluated serum
nitrate and nitrite levels, wound evolution by tissue hydroxyproline dosages, granulation tissue formation, percentage
of mature and immature collagen, myofibroblast density and angiogenesis. We used the ANOVA and the Student’s t
tests with p=0.05 for comparisons between groups. Results: there were no significant differences between the groups
studied for nitrate and nitrite (p=0.9903), tissue hydroxyproline (p=0.1315) and myofibroblast density (p=0.0511). The
arginine group presented higher microvascular density (p=0.0008), higher percentage of type | collagen (p=0.0064)
and improved granulation tissue formation, with better angiofibroblastic proliferation rates (p=0.0007) and wound
edge reepithelization (p=0.0074). Conclusion: in the abdominal wall healing evaluation of Wistar rats under arginine
treatment, there was no change in serum nitrate and nitrite levels, total collagen deposition and myofibroblast density.
There was an increase in type | collagen maturation, microvascular density and improvement in scar granulation tissue
formation by better edge reepithelization and angiofibroblastic proliferation.

Keywords: Arginine. Wound Healing. Hydroxyproline. Collagen Type I. Abdominal Wall. Rats, Wistar.
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