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Os efeitos do acido valpréico na cicatrizacao do plano
musculoaponeurdtico da parede abdominal: estudo experimental

em ratos

Effects of valproic acid on wound healing of the abdominal wall
musculoaponeurotic layer: an experimental study in rats
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RESUMDO

Introducao: o acido valproico (VPA), droga epigenética, apresenta-se com potencial para o tratamento de neoplasias. Estudam-
se seus efeitos sobre a cicatrizacdo do plano peritdnio-musculo-aponeurético (PMA) da parede abdominal. Método: sessenta
ratos Wistar, foram alocados em dois grupos: o experimental (VPA) e o controle (cloreto de sédio 0,9%), tratados diariamente,
iniciando trés dias antes da intervencdo e até a eutandsia. Sob anestesia, fez-se uma laparotomia mediana que foi reparada com
dois planos de sintese. As avaliacdes aconteceram 3, 7 e 14 dias apds a cirurgia. Estudou-se a integridade das feridas, a qualidade
da reacao inflamatdria, a intensidade do infiltrado de leucdcitos, a sintese do coldgeno, a intensidade da angiogénese e a presenca
de miofibroblastos. Resultados: o plano PMA mostrou-se deiscente em 11 dos 30 animais (p=0,001) do grupo experimento. Nao
houve diferenca na qualidade da reacao inflamatoria e nem no infiltrado de leucdcitos. A imuno-histoquimica revelou, no grupo
experimento, menos colageno | (p3=0,003, p7=0,013 e p14=0,001) e mais coldgeno Ill (p3=0,003, p7=0,013 e p14= 0,001).
Colageno avaliado pelo Sirus Supra Red F3BA mostrou, no grupo experimento,menos coldgeno nos trés tempo (p<0,001) com
menos coladgeno | e coldgeno Il (p<0,001). Constatou-se menor numero de vasos no 3° dia (p<0,001) e no 7° dia (p=0,001) e nao
afetou a quantidade de miofibroblastos. Conclusao: o VPA mostrou deiscéncias do plano PMA, com reacao inflamatéria semelhante.
ao controle, menor deposicao de colageno total e de coldgeno I, menor atividade angiogénica, sem interferir na quantidade de

miofibroblastos.

Palavras-chave: Acido Valproico. Epigénese Genética. Cicatrizacio. Parede Abdominal.

INTRODUCAO

Océncer, um problema de saude em escala global,
representa a segunda maior causa de o6bitos no
mundo’. E numeros alarmantes sdo esperados para
0s proximos anos?3. Esta condicdo implicard em altos
custos para o sistema de salde e a busca de tratamentos
eficientes e métodos de prevencédo se torna imperiosa.
Neoplasias sao caracterizadas por crescimento
an6malo e desordenado de células, sendo dependentes
de fatores genéticos e epigenéticos®’. Alteracbes
possibilitam  aos evasdao de
supressores de crescimento, evasdao do sistema imune,
permissdao da imortalidade replicativa, inflamacdo pro-
tumoral, ativacdo de metastase e invasao, mutacoes e
instabilidade do genoma, resisténcia a morte tumoral,
desregulacdo do metabolismo energético celular,

moleculares tumores:

sustentacdo da sinalizacdo proliferativa e inducao da
angiogénese®.

A epigenética é uma d4rea da biologia que
envolve alteracbes da expressdo dos genes sem que
haja modificacbes na sequéncia do DNA. Os principais
mecanismos envolvidos estdo relacionados a metilacdo
do DNA e a alteracdes das histonas, especialmente a
desacetilacdo®. A metilacdo do DNA envolve as enzima
DNA metiltranferases que adicionam o radical metil na
posicdo 5 do anel das citosinas (C5), alteracbes estas
que acometem principalmente nas regides conhecidas
como ilhas CpG, que sao regides da cadeia de DNA
ricas em dinucleotideos CpG. Alteracdes na metilacdo
destas regides podem desencadear a inibicdo de genes
supressores de tumor ou promover a ativacao de
oncogenes, propiciando o desenvolvimento de cancer'®,
Os inibidores da metiltransferase e da histona-desacetilase
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tém surgido como alternativas terapéuticas em alguns
tipos de cancer®.

Diversos mecanismos estdo associados com
a alteracdo das cadeias de histonas. A acetilacdo de
residuos de lisina presentes nestas histonas, mediadas
pelas enzimas histonas acetiltransferases (HAT) e histonas
desacetilases (HDAC), esta relacionada com a regulacao
da transcricdo génica, com a apoptose, com a autofagia
e com o controle do ciclo celular'. Diversas drogas
atuam sobre estes efeitos epigenéticos prolongando a
sobrevida dos doentes'?2. O &cido valproéico (VPA) é
uma destas drogas, com capacidade de inibir as histonas
desacetilases (HDACs) das classes 1 (HDACs 1, 2, 3 e 8)
e 2 (HDACs 4, 5, 7 e 9)23-28.29,

O VPA tem sido usado, ha décadas, para o
tratamento dos transtornos bipolares e pilepsia?®. Artigos
recentes relatam sua capacidade de diminuir alguns tipos
de tumores e o seu potencial invasor. E considerada uma
droga epigenética por ser capaz de levar a modificacbes
na transcricdo, na traducao e na replicacdo dos genes,
agindo na metilacdo das histonas e das proteinas nao
histonas com remodelacdo da cromatina e da expressao
génica dos RNAs nao codificantes (ncRNA)?.

Em cancer da mama o VPA alterou a
proliferacdo, a sobrevivéncia, a migracao celular e a
expressao de receptores hormonais das células tumorais
em configuragbes pré-clinicas e clinicas?’ e em linhagens
de células tumorais de bexiga, diminuiu a proliferacao
celular. Com o DNA hipermetilado ocorre o bloqueio da
fase G13031,

Verificou-se que o VPA possui
antiangiogénicos tanto
provavelmente pela regulagdo negativa de genes pro-
angiogénicos como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e/ou da sintase do o&xido nitrico
endotelial (eNOS). Ainda, a inibicdo das HDACs levam
a hiperacetilacdo do fator indutor de hipdxia 1-alfa
(HIF-1a), fator de transcricao pré-angiogénica, que é
degradado’.

A neoformacdo de vasos é essencial para a
cicatrizacao33 sendo necessarios o fator de crescimento
beta (TGF-B), o fator de crescimento fibroblastico basico
(bFGF) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
para que ocorra a reconstituicdo dos tecidos lesados*%.
Logo, se por um lado a deficiéncia da angiogénese

efeitos

in vitro como in vivo?*?

poderia interferir beneficamente no crescimento tumoral,
por outro lado poderia levar a cicatrizacao inadequada®.

Alteracbes na cicatrizacdo poderiam advir
nao s6 da inibicio de HDAC com diminuicdo da
proliferacdo e da migracdo celular?’3"3” mas também
da trombocitopenia®®4°, da diminuicdo dos niveis de
fibrinogénio e do VEGF*'.

Como o VPA influenciaria na cicatrizacao?
Alguns autores relataram prejuizos a cicatrizacdo**+
enquanto outros concluiram por efeitos benéficos*3-4.

Em estudo recente, de nossa linha de pesquisa,
estudando a cicatrizacdo cutanea, percebeu-se que
administracdo de VPA promoveu reacdo inflamatdria
mais intensa, diminuiu a angiogénese e a deposicao de
colageno, especialmente do coldgeno do tipo I. Entretanto
estas alteracdes ndo levaram a prejuizos macroscopicos?.
Em outro trabalho de nosso grupo, estudando a
cicatrizacdo da bexiga urinaria, percebeu-se que o VPA
determinou alteracdes no processo cicatricial, mas nao se
identificaram fistulas ou deiscéncias®.

Ndo se encontrou, na revisada,
estudos da acdo do VPA na cicatrizacao aponeurotica.
Se considerarmos que este plano é formado por tecido
conjuntivo, denso ordenado, rico em coldgeno, mas pobre
em vascularizacdo, a utilizacdo de VPA em pacientes,
especialmente, os portadores de cancer, geraria alguma
preocupacdo, quando necessitassem ser submetidos
a intervencbes cirlrgicas, especialmente os acessos a

literatura

cavidade abdominal feitos através da linha média.

Assim, o objetivo deste estudo foi reconhecer,
em modelo murino, os efeitos do VPA sobre o processo de
cicatrizacao da aponeurose abdominal por meio da analise
da reacdo inflamatdria, da angiogénese e da sintese do
colageno.

METODOS

Este estudo foi avaliado e aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Biologicas (CEUA-Bioldgicas) da Universidade
Federal do Parana (UFPR), sob o nimero 1313, processo
23075.058610/2019-42. Aprovado em 18 de junho
de 2019. Obedeceu a Lei Federal n.° 11.794 de 08 de
outubro de 2008 e seguiu as orientacoes da Sociedade
Brasileira da Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/
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COBEA). Para determinar o tamanho da amostra, foram
utilizados dados de experimentos anteriores nesta linha
de pesquisa para um erro alfa de até 0,05 (5%), poder
amostral de 1- erro beta. Este calculo teve por objetivo o
respeito aos “3 Rs”.

Foram utilizados 60 Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia, da linhagem Wistar, machos, com
120 dias de idade, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Parana. Pesaram, em média
462,33 + 33,72g. Foram sorteados para 0S grupos
controle (C) e experimento (E) e novamente separados
em trés subgrupos de dez animais, conforme o tempo de
afericdo, denominados C 3, C 7, C14,E3,E7 eE 14.

Os animais foram mantidos no Laboratério da
Disciplina de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental da
Universidade Federal do Parand com umidade relativa do
ar prépria do ambiente e temperatura controlada (20 +
2° C), em ciclo de claro-escuro de 12 horas. Receberam
racdo comercial prépria para a espécie e agua ad libitum.

Aos ratos do grupo experimento administrou-
se, por gavagem, 100mg/kg/dia de VPA*. A medicacdo
foi iniciada trés dias antes da intervencdo e mantida até
o dia da eutanasia. Os ratos do grupo controle receberam
volume equivalente de solucédo de cloreto de sédio 0,9%.

Para a intervencéo
utilizando-se injecdo intramuscular de 0,1ml/100g de
peso de uma solucdo constituida por 1,0ml de quetamina
(50mg/ml) e 1,0ml de xilazina (20mg/ml). Além disso fez-
se injecao intra-peritoneal de 20mg/kg de tionembutal.
Para a manutencdo anestésica usou-se isofluoraeno 1 a
1,5% associado a oxigénio 100% sob mascara inalatoria.

Tiveram a parede abdominal ventral depilada,
seguindo-se a fixacdo a prancheta cirtrgica e a antissepsia
com solucao alcodlica de clorexidina 2%.

Realizou-se  laparotomia mediana  de,
aproximadamente, centimetros  seguida de
laparorrafia com dois planos de sintese: o plano musculo-
aponeurético com chuleio continuo com fio 5.0,
multifilamentar trancado de poliglactina 910 e o da pele
com chuleio continuo de fio monofilamentar de nailon
4.0. Todos os procedimentos foram realizados por um
Unico cirurgiao.

Recuperados da anestesia e feita a analgesia
(cloridrato de tramadol, 5mg/kg, por via intra-muscular),
os animais foram devolvidos as suas gaiolas e medicados

foram  anestesiados

cinco

diariamente até o dia programado para a afericdo. A
ap6s 3, 7 e 14 dias, realizada
por médico veterinario, sob orientacdo das diretrizes
da pratica de eutandsia do CONCEA. Resolucdo n.°
37 do Ministério de Ciéncias, Tecnologia, Inovacdo e
Comunicacao (Brasilia/DF) de 22 de fevereiro de 2018

eutanasia aconteceu

gue consiste na overdose do anestésico por injecdo intra-
peritoneal.

Inspecionou-se a ferida para a identificacdo
de deiscéncias e de secrecdes. De todos os animais,
um segmento da parede de seis centimetros de lado,
contendo a ferida cirdrgica, foi ressecado e fixado em
formalina a 10% para estudo histopatolégico.

Fizeram-se cortes com quatro micrémetros de
espessura, que foram corados pela hematoxilina-eosina.
Avaliou-se a ordenacdo da cicatriz e a intensidade e
a qualidade da reacdo inflamatéria utilizando-se a
metodologia de Vizzotto Junior et al.>°. Os parametros
foram classificados em acentuado, moderado, discreto
e ausente e transformados em varidveis quantitativas.
Aos indices que caracterizavam o processo inflamatério
agudo foi atribuido sinal negativo, e aos do processo
inflamatorio crénico o sinal positivo, variando de -3 a
+3. A somatoria forneceu um escore final que permitiu
a classificacdo do processo inflamatério em agudo, sub-
agudo e crénico®.

Cortes corados pela técnica do picrosirius—red
F3BA permitiram o reconhecimento do coldgeno®'*2.
As imagens foram capturadas com uma camera Sony,
CCD101® e analisadas pelo aplicativo Image-Plus® 4.5
para Windows da MediaCybernetics. Foram analisados
dez campos com ampliacdo de 400 vezes, cada campo
com area de 142.901 pm?. Em cada campo determinou-
se o percentual ocupado ocupado pelo colageno e
| pelo colageno Ill. Uma vez que os demias tipos de
colageno presentes representam fragdes muito pequenas,
considerou-se a somatéria dos colagenos | e Il como
sendo o colageno total da cicatriz. Obteve-se a média dos
dez campos lidos que foi considerada para cada animal.
submetidos a cinco
pela  técnica da

conforme

Novos cortes foram
diferentes  imunomarcadores
estreptavidina-biotina-peroxidase,
por Hsu, Raine e Fanger®. Para a identificacdo e
guantificacdo dos leucocitos foi empregado o anticorpo
monoclonal antileucocitdrio comum (anti-LCA), para a

descrita
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identificacdo das células endoteliais e dos vasos o anti-
CD3, para reconhecer os colagenos os anticorpos anti-
coladgeno | e anti-coldgeno Il e para a identificacdo dos
miofibroblastos o anti-alpha-musculo liso (anti-AMS). As
imagens foram digitalizadas com o scanner digital Axio
Scan.Z1 Digital Slide Scanner® (Zeiss, Germany) e valiadas
pelo software Zeiss ZenLite® (Zeiss, Germany). Para estas
avaliacoes foram lidos 10 campos de 131.307,264 ym?.

Procedeu-se a andlise estatistica. Os resultados
de varidveis quantitativas foram descritos por média,
desvio padrdo, mediana, minimo, maximo e amplitude
interquartilica (AIQ). Varidveis categdricas foram descritas
por frequéncia e percentual. Para a comparacdo dos
grupos Controle e Experimento, em relacdo a variaveis
guantitativas, foi usado o teste t de Student para
amostras independentes ou o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. A comparacao dos dias de eutanasia
(3, 7 e 14 dias) foi feita usando-se o modelo de anélise
da variancia (ANOVA) com um fator e o teste post-hoc
de Bonferroni ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis e o teste post-hoc de Dunn. Para a andlise de
varidveis categoricas foi usado o teste exato de Fisher.
Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Para
comparacbes multiplas dos dias de sacrificio os valores
de p foram corrigidos por Bonferroni. Os dados foram
analisados com o programa computacional IBM SPSS
Statistics v.28.0. Armonk, NY: IBM Corp.

RESULTADOS

Ndo se encontrou secrecdo nas feridas em
nenhum dos tempos observados. A pele monstrava

Tabela 1 - Qualidade da reacéo inflamataria.

sinais de epitelizacdo semelhantes, nos trés tempos
avaliados. Entretanto o plano aponeurético apresentou-se
deiscente em 11 dos 30 animais do grupo experimento
representando 35,67% da amostra (p=0,0001), um no
3.° dia (10%), quatro no 7.° dia (40%) e seis no 14.°
dia (60%). Pode-se perceber que a medida que o tempo
passava, maior era 0 numero de animais com deiscéncia
deste plano (Figura 1).

Figura 1. Aspectos observados nas paredes abdominais dos animais do
grupo experimento que apresentaram deiscéncias da camada musculo-
aponeurdtica.

A reacdo inflamatéria, no terceiro dia era
aguda ou sub-aguda nos dois grupos. Com sete dias a
reacao inflamatoria era aguda ou sub-aguda em todos
os cortes histoldgicos do grupo experimento enquanto
gue no controle, em quatro dos dez se encontrava reacao
do tipo cronica (p=0,087). Aos quatorze dias, nos cortes
histologicos das feridas do grupo controle, predominava
a condicdo cronica enquanto no grupo experimento
predominava a sub-aguda (p=0,179). (Tabela 1, Figura 2).

Reacdo inflamatéria 3 dias , / dias , 14 dias ,
Controle Experimento  Controle  Experimento Controle  Experimento
11 10 6 10 3 7
Aguda/subaguda 100% 100% 60% 100% 30% 70%
Croénico 0 0 4 0 / 3
0% 0% 40% 0% 70% 30%
Total 11 10 10 10 10 10
p* (Contr. vs. Exper.) 1 0,087 0,179

*Teste exato de Fisher p<0,05

O numero de leucdcitos marcados pelo anti-
LCA foi maior no grupo controle, no terceiro dia, mas a
diferenca nao foi significante (p=0,197). No sétimo e no

décimo-quarto dia a contagem destas células foi maior
no grupo experimento, mas sem diferenca significante
(sete dias p=0,165 e quatorze dias p=0,315) (Tabela 2).
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A média do numero de foi,
significantemente, menor no grupo experimento aos
de trés dias (p<0,001) e aos sete dias (p=0,001). Na
analise de quatorze dias, embora o grupo experimento
mostrasse menor nimero de vasos, a diferenca nao foi

significante (p=0,139) (Tabela 3, Figura 4).

Vasos

o
3

Figura 2. Fotomicrografias dos cortes histoldgicos da camada muscu-
loaponeurdtica mostrando aspectos da reacdo inflamatdria (HE-200x).

Miofibroblastos eram raros nos dois grupos,
no terceiro dia (p=0,361). Existam em quantidade

Tabela 2 - Média de leucdcitos em 10 campos (marcados por anti-LCA).

moderada no sétimo dia (p=1) e no décimo-quarto dia
(p=0,087).

A analise do colageno pela imunohistoquimica
mostrou, nos trés tempos, maior quantidade de colageno
| no grupo controle e maior quantidade de coldgeno
lll, nos trés tempos, no grupo experimento (trés dias
p=0,003, sete dias p=0,013 e quatorze dias p=0,001).

A andlise do colageno por meio do picrosirius-
red F3BA, avaliadas as d4reas e obtidas as médias,
mostrou menor quantidade de colageno total no grupo
experimento, nos trés tempos avaliados (p<0,001).
Entretanto houve ganho nos dois grupos, com o
progredir do processo (Figura 3). Na Figura 5 pode-se ver
os aspectos do colageno.

Analisadas as concentracoes das fracbes de
colageno, verificou-se mais colageno tipo | e tipo lll no
grupo controle, nos trés tempos (p<0,001).

DISCUSSAO

A cicatrizacdo de feridas em todos os tecidos
tem comportamento semelhante. As diferencas se
evidenciam no tempo de evolucdo que esta relacionado
a capacidade replicativa das células e as condicbes do
meio. E um processo complexo que envolve inumeras e
diferentes células, sendo dividido, didaticamente em fases
inflamatoria, proliferativa e de remodelacao°4°°,

. . Desvio , . . p*
Dia  Grupo n Média - Mediana  Minimo Maximo 1IQ Contr.vs.
padrdo
Exper.
3 Contr. 11 47,27 23,70 40 25 100 30
Exper. 10 38,40 19,24 30 24 80 20 0,197
7 Contr. 10 19,00 9,94 15 10 35 20
Exper. 10 33,50 20,28 30 5 65 30 0,165
14 Contr. 10 7,90 2,18 8 5 10 5
Exper. 10 10,60 5,32 10 5 20 2 0,315
D3xD7xD14 D3 xD7 D3xD14 D7xD14
p** Contr. ; : : :
p=<0,001 p=0,050 p<0,001 p=0,058
D3xD7xD14 D3 xD7 D3xD14 D7xD14
Exper. : : : :
p<0,001 p=1 p=0,001 p=0,008

*Teste ndo paramétrico de Mann Whitney (LCA) ou teste de Student para amostras independentes (p<0,05). **Teste ndo paramétrico de Kruskal-

-Wallis (LAC) (p<0,05). lIQ: intervalo interquartil.
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Tabela 3 - Numero médio de vasos sanguineos em 10 campos (anti-CD34).

Dia  Grupo n Média Desvio padrao Mediana Minimo Maximo 11Q g;ntr. vs. EXper.
3 Contr. 11 17 1,9 18 14 20 3
Exper. 10 11,6 2,12 12 8 14 2 <0,001
7 Contr. 10 18,1 2,6 18 15 22 5
Exper. 10 13,1 3,18 14 6 17 3 0,001
14 Contr. 10 10 2,67 9,5 7 15 3
Exper. 10 8,2 2,53 8 5 12 4 0,139
D3xD7xD14 D3 x D7 D3xD14 D7xD14
p** Contr. : : : :
p<0,001 p=0,908 p<0,001 p<0,001
D3xD7xD14 D3 x D7 D3xD14 D7xD14
Exper. : : : :
p=0,001 p=0,647 p=0,023 p<0,001

*Teste t de Student para amostras independentes: p<0,05. **Teste ANOVA de um fator (CD34): p<0,05. lIQ: intervalo interquartil.

, ¢

- * p<0,001

* p<0,001

APONEVROSE - Area lotal

*Teste t de Rudent Dira amoRras independentes. p<0.05
"TANOVA com umn fator e teste post-hoc de Bonferroni,. p<Q5

Figura 3. Area ocupada pelo colédgeno, avaliada pelo Picrosirius-red
F3BA.

1.3, MU ( \\ y

e

E14.7

Figura 4. Fotomicrografias demonstrando a presenca de vasos sangui-
neos no 14° dia (anti-CD34, 200x).

Figura 5. Fotomicrografias dos cortes histoldgicos no 14° dia, corados
pelo Picrosirius-red F3BA (400x) (verde: colageno tipo lll; amarelo a ver-
melho: colageno tipo |).

Temos muitas informacbes da evolucao
histolégica do processo cicatricial, mas de sua base
molecular ainda resta muito para desvendar. A regulagao
epigenética, incluindo a modificagdes de histonas e
a metilacadto do DNA, provavelmente participa deste
processo®.

Embora de
modificacdo das histonas a acetilacdo e a metilacdo séo
os mais entendidos. Enquanto a metilacdo participa
da ativacdo e da repressdo de genes a acetilacdo esta
associada a ativacdo de genes*.

Os macroéfagos sdo células essenciais ao
processo de cicatrizacdo participando de todas as fases,
com fendtipos que transitam do pré-inflamatério para o
anti-inflamatoério. Ao que tudo indica esta modificacao é

regulada pelas histonas metiltransferases™.

existam varios mecanismos
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O tecido de granulacdo, inicialmente, possui
mais colageno Ill. A molécula de colageno |, por
ser mais complexa vai sendo acrescentada a matriz
extracelular mais lentamente. Os fibroblastos sdo os
responsaveis pela sintese do coldgeno, mas também
pela sintese da fibronectina, da elastina, das lamininas,
dos proteoglicanos,
glicoproteinas®.

Embora se tenha descrito que os inibidores de
HDAC causam acumulo de histonas acetiladas, inibindo
o crescimento de queratindcitos, ao que parece nao
inibem os fibroblastos®.

Dependendo de qual histona estd sendo
desacetilada, efeitos diferentes sdo observados. As
desacetilases removem grupos acetil das histonas levando
a condensacdo da cromatina, impedindo a transcricao e
desta forma blogueando a replicacdo celular?’. A HDAC2
gue pertence a classe | das histonas, ao remover o radical
acetil inibe a expressao de fatores de crescimento. Entre
estes fatores o fator de crescimento insulinico | (IGF-I),
o fator de crescimento de fibroblastos 10 (FGF-10) e o
fator de crescimento epidérmico (EGF)®'.

Foi demonstrado experimentalmente, que a
aplicacdo topica de VPA em feridas, reduziu a érea e
promoveu maior migracdo dos queratinécitos. Os autores
ainda relataram terem verificado supressao da apoptose
e maior concentracdo de coladgeno. Desta forma, em
nivel cutaneo haveria melhora da cicatrizacao®. Em outro
experimento utilizando a administracao intra-peritoneal,
os resultados foram semelhantes*. Entretanto em estudo
de nossa linha de pesquisa, estudando a cicatrizacao
cutanea, percebeu-se que administracao de VPA
promoveu a diminuicdo da angiogénese e da deposicdo
de colageno, especialmente do coldgeno do tipo 1¥.

Experimento em porcos demonstrou que o VPA
aumenta a fibrinolise*. Niveis de a-SMA, que identificam
proteinas contrateis e portanto miobifroblastos, assim
como 0s marcadores para coldgeno | e colageno i
estavam, em outro estudo, aumentados nas feridas
tratadas pelo VPA%,

No estudo aqui descrito a reacdo inflamatoéria,
qualitativamente, mostrou evolucdo muito semelhante
nos dois grupos. A andlise da celularidade inflamatéria
avaliada pelo marcador anti-LCA, nos permitiu verificar
a intensidade do infiltrado desta células. Encontrou-

do é&cido hialurénico e das

se mais leucécitos nos cortes histolégicos do grupo
controle no terceiro dia e em maior nimero nos outros
dois tempos no grupo tratado com VPA. Entretanto, em
nenhum dos tempos esta diferenca foi significante. Isto
nos leva a pensar que possa ter acontecido um atraso
no desenvolvimento da fase inflamatoéria, mas que nao
ocorreu influéncia significante no processo inflamatério.

Os experimentos relatados nos artigos
consultados mostram aumento dos colageno | e llI
quando usaram VPA, mas tratava-se de feridas cutaneas.
Neste experimento, ora relatado, quando se utilizou
a marcacao pela imunoistoquimica, observou-se que
ageno | nos cortes obtidos das pecas dos
animais tratados e mais colageno do tipo lll. Este achado
permite pensar que o processo cicatricial dos animais
tratados pelo VPA estivesse menos evoluido do que
nos controles. A confirmacao se fez pela andlise sob luz
polarizada dos cortes tratados pelo picrosirius-red F3BA.
Pode-se constatar que havia mais coldgeno nas cicatrizes
das aponevrose dos controles, com maior percentual
tanto do coladgeno do tipo | como do tipo lll. Houve
discordancia dos resultados relacionados ao colageno llI
com os diferentes métodos de identificacao. Vale ressaltar
gue a quantificacdo pelo método do picrosirius-red F3BA
permite melhor andlise das areas. Mesmo assim, a maior
concentracdo de colageno total e da fracdo colageno |
no grupo controle nos permite supor que o processo de
fibroplasia pode estar comprometido no grupo tratado
com VPA.

A angiogénese é essencial para a manutencao
e homeostase dos tecidos. Na biologia do cancer, a rede
de vasos é crucial para o fornecimento de nutrientes e
oxigénio para o tumor, e novos circuitos sanguineos sao
essenciais para a manutencao das células tumorais®?. Os
mecanismos regulatérios na angiogénese fisiolégica séo
coordenados, bem equilibrados e estritamente regulados
por fatores pré e antiangiogénicos. Em contraste, a
angiogénese tumoral é caracterizada pelo excesso de
fatores pré-angiogénicos que levam a proliferacdo de
células endoteliais (CE) descoordenadas e a migracao
de células de suporte®. Vale lembrar que efeitos
antiangiogénicos foram atribuidos ao VPA. In vitro, inibiu
a proliferacdo de células endoteliais, reduziu a secrecao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
inibiu a formacado de tubos, no ensaio de angiogénese

havia menos co
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Credita-se esta acdo a regulacdo negativa de genes pro-
angiogénicos e aos inibidores das histonas desacetilases
(HDAC) que levariam a hiperacetilacao do HIF-1a, que é
um fator de transcricao pré-angiogénica’.

O VPA, portanto, apresenta potencial anti-
angiogénico e seria Util no tratamento do cancer. Verificou-
se, ainda, que estd envolvido na reducao da expressao
da oxido nitricosintetase endotelial (eNOS) precedida pela
inibicao de HDAC* tendo-se constatado diminuicdo dos
niveis de NO, que participa da proliferacdo endotelial, da
migracdo e organizacao da angiogénese?*36466,

Neste estudo, observou-se que o grupo tratado
com VPA desenvolveu menor nimero de vasos. Ao que
tudo indica o VPA diminui o guanilato-mono-fosfato
ciclico e o eNOS e por isso o VEGF se manteria baixo.
Como resultado ter-se-ia menor taxa de replicacdo de
células endoteliais e menor migracdo e organizacao de
Vasos7,27,32,42,66

Entretanto a neoformacao de vasos ¢ essencial
para a cicatrizacdo??. Assim, se por um lado a deficiéncia
da angiogénese pode ser benéfica, diminuindo o
crescimento tumoral, por outro lado poderia
cicatrizacao inadequadaZ®.

O menor numero de vasos, encontrados neste
estudo, pode explicar, em parte, a menor deposicdo de
colageno, visto que esta sintese é oxigénio dependente.

Apesar de ter-se encontrado alteracées na
intensidade da reacdo inflamatéria, que constitui a fase
inicial, menor densidade de coldgeno e menor ndmero

levar a

ABSTRACT

de neovasos, nao houve enterferéncia no numero de
miofibroblastos.

A menor quantidade de vasos e a menor
quantidade de coldgeno podem ser a justificativa para
ter-se encontrado deiscéncias do plano aponevrético
em mais de um terco da amostra (p=0,0001). Ha de se
observar gque esta condicdo foi gradativamente maior com
0 passar do tempo, chegando a 60% dos animais no 14°
dia. Verificou-se que na cicatrizacdo cutanea e na bexiga
urinaria, em estudos realizados por este grupo, que estas
redugdes estavam presentes, mas nao chegavam a causar
dano macroscopico. Em nivel aponevrético, entretanto,
houve prejuizo importante, talvez pelo fato da circulacdo
ser mais pobre e existir a necessidade de maior quantidade
de colageno para desempenhar resisténcia, sendo esta
operacao oxigénio dependente.

E importante reconhecer estas alteracées para
gue ao se intervir em paciente com cancer e que tenha
recebido ou esteja recebendo tratamento associado a
epigenéticos, nesta situacao especial o VPA, se tenha
cuidados redobrados, pois além do prejuizo a cicatrizacao
decorrentes dos quimioterapicos ou mesmo daradioterapia
soma-se 0s causados pelos blogueios epigenéticos.

CONCLUSAO

A administracao de VPA levou a diminuiu da
angiogénese e da deposicao de colageno, especialmente o
coladgeno do tipo | com deiscéncia do plano aponevrotico.

Introduction: valproic acid (VPA), an epigenetic drug, has potential for the treatment of neoplasms. Its effects on the healing of the

peritoneal-musculo-aponeurotic plane (PMA) of the abdominal wall are studied. Method: sixty Wistar rats were allocated into two

groups: experimental (VPA) and control (0.9% sodium chloride), treated daily, starting three days before the intervention and until

euthanasia. Under anesthesia, a median laparotomy was performed and repaired with two synthetic layers. Assessments took place 3, 7

and 14 days after surgery. The integrity of the wounds, the quality of the inflammatory reaction, the intensity of the leukocyte infiltrate,

collagen synthesis, the intensity of angiogenesis and the presence of myofibroblasts were studied. Results: there was dehiscence

of the PMA plane in 11 of the 30 animals (p=0.001) in the experimental group. There was no difference in the quality and intensity

of the inflammatory reaction. Immunohistochemistry revealed, in the experimental group, less collagen | (p3=0.003, p7=0.013 and
p14=0.001) and more collagen Il (p3=0.003, p7=0.013 and p14= 0.001). Collagen evaluated by Sirus Supra Red F3BA showed, in the
experimental group, less collagen at all three times (p<0.001) with less collagen | and collagen Il (p<0.001). A lower number of vessels
was found on the 3rd day (p<0.001) and on the 7th day (p=0.001) and did not affect the number of myofibroblasts. Conclusion: VPA
showed dehiscence of the PMA plane, with less deposition of total collagen and collagen I, less angiogenic activity, without interfering

with the number of myofibroblasts.

Keywords: Valproic Acid. Epigenesis, Genetic. Wound healing. Abdominal Wall.
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