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INTRODUCCION

El efecto de la suplementacion con arginina sobre la cicatrizacién de heridas ha sido
ampliamente estudiado en animales y ha demostrado efectos benéficos. Una carencia dietética
de arginina conduce alteraciones en la cicatrizacion de las heridas en roedores [1,2], mientras
que la suplemetacion con arginina conduce a un aumento de la sintesis de colageno en las
heridas, de su resistencia a la ruptura y a su reepitelizacion [3, 4, 5, 6, 7]. Mientras en
humanos los estudios son relativamente escasos y muestran resultados con fallas
metodolégicas, estos datos han llevado a la produccién de suplementos nutricionales orales ya
disponible actualmente en el mercado, enriquecidos con arginina, para aumentar la

cicatrizacion de las heridas.

Hasta hoy, sin embargo, el efecto de una suplementacién con arginina sobre la evolucion
clinica de la cicatrizacion de las heridas en los humanos queda por aclarar. En general, el
efecto de la nutricion en la cicatrizacion de las heridas, esta bien establecida [8] . Por el
contrario, el papel de la inmunonutricion y sus ingredientes especificos para mejorar la
cicatrizacion es menos investigada [9] . Estudios en humanos sobre el uso de arginina como la
inmunonutricion muestran resultados contradictorios. Mientras que algunos estudios no
reportan ningun efecto benéfico en la suplementacio con arginina sobre los parametros clinicos
0 bioquimicos en los pacientes quirurgicos [10, 11, 12], otros indican mejoria en la curacion de
las ulceras en pacientes diabéticos [13], otros muestran una mejoria de la funcién inmune de
los pacientes postquirirgicos, que resulta en una reduccién de infecciones, de complicaciones
en las heridas y de la estancia hospitalaria [14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22].

Los estudios experimentales para evaluar los parametros especificos de la cicatrizacién de las
heridas de pacientes con suplementacion con arginina, han involucrado la deposiciéon de
colageno y la epitelizacion, lo que seria lo mas cercano a nuestro objetivo de este estudio,
como indicadores de la curacion de la herida [23, 24]. Ademas, otros estudios se han centrado
en la mayoria de los pacientes en estado de estrés metabdlico, como son pacientes con
tumores malignos, diabetes mellitus, Ulceras por presion y traumatismos graves. Estos estudios
suelen ser de tamafo limitado o expresanla cicatrizacion de las heridas en términos
de infeccion. Por otra parte, estudios sobre el efecto de la suplementacion con arginina en la
cicatrizacion de heridasa menudo se utilizan combinaciones de arginina y otros
inmunonutrientes, lo que hace que la interpretacion del efecto unico de la suplementacion con
arginina sea imposible [25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32].



Los injertos cutaneos se utilizan con frecuencia en reconstruccién de heridas y en quemaduras.
El conocimiento de los posibles medios para mejorarla cicatrizacion de heridas es
particularmente relevante en el tratamiento del paciente quemado, como la toma de un nuevo
injerto de una zona donadora previa[33] . Ademas, una zona donadora es una herida muy

homogénea en su cicatrizacion siendo un adecuado modelo de herida para su estudio.

Por lo tanto, se realiza este estudio con la suplementacion con arginina por via oral en la
curacién de los sitios donadores de injertos cutaneos de espesor parcial en humanos sanos,
teniendo como parametros de la cicatrizacion la angiogénesis, reepitelizacion y la afluencia
leucocitaria y con el fin de descartar cualquier influencia en los resultados se homogenizo la

curacion de las heridas como parametro clave.



MARCO DE REFERENCIA

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza a partir de un nitrégeno guanidino de la L-arginina
por la accion de una de tres enzimas de la sintetasa del 6xido nitrico (NOS), cada una
con localizacion subcelular y celular, secuencia de aminoacidos y regulacion
diferentes. [35]. Todas requieren fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adedina
(NADPH), dinucleétido de flavina y adedina (FAD), mononucleétido de flavina (FMN) y
tetrahidrobiopterina (H4B) como factores.

Dos de estas enzimas, llamadas cNOS, se expresan de manera constitutiva [1]. La
sintetasa del 6xido nitrico neuronal (hnNOS, ncNOS, NOS1), primera en descubrirse, se
encuentra en neuronas, musculo esquelético, pancreas y rifion [36,37]. La otra enzima
constitutiva, la NOS endotelial (eNOS, ecNOS, NOS3) se encuentra fija sobre todo en
la membrana de las células endoteliales, pero puede identificarse también en otros
tipos de células (p. Ej., neuronas y miocitos cardiacos) [38]. La regulacion
postraduccional es extensa en ambas clases de enzimas; sin embargo, los
mecanismos dominantes de su activacion son movimientos intracelulares fugaces del
calcio, que tienen como resultado producciéon de NO de bajo nivel en plazo de unos
cuantos minutos [39,40].

En contraste, la NOS induce (iNOS, NOS2) no se expresa de manera tipica en las
células que se encuentran en estado basal [41]. Aislada por primera vez a partir de
macrofagos activados, esta enzima puede expresarse en casi todos los tejidos bajo las
condiciones apropiadas [36,42]. La iINOS se sintetiza de novo como reaccion a
citosinas, microorganismos, productos microbianos e hipoxia y da por resultado
produccién sostenida de NO [41,42]. Una vez formada, la iNOS se conserva en estado
activo mediante un enlace de calmodulina a la enzima independiente de los aumentos
del calcio [43]. Esto da lugar a una descarga mucho mas grande de NO, limitada sélo

por la concentracion de la enzima y la disponibilidad de sustrato y cofactor.

LA FUNCION DEL OXIDO NiTRICO EN LA REPARACION NORMAL DE LAS HERIDAS

Muchas células participantes en la reparacion de las heridas pueden producir NO
valiéndose de la sintesis del 6xido nitrico endotelial constitutiva (eNOS), o de la
isoforma inducible de la enzima (iNOS). Estas células son macréfagos (iNOS) [44],
queratinocitos (eNOS e iINOS) [45,46], células endoteliales (eNOS) [47,48] vy
fibroblastos (eNOS e iNOS) [14, 15]. En contraste con los fibroblastos derivados de la
piel normal, los de las heridas experimentales producen NO a partir de la i NOS

durante los dos primeros pasos [35,40]. La sintetasa de 6xido nitrico induce (iNOS)



aumenta dentro de las primeras 24 horas siguientes a la produccién de la herida
cutanea, con expresion maxima en plazo de uno a cinco dias [51]. En las Ulceras
gastricas se incrementan tanto INOS como eNOS, con concentraciones maximas entre
los dias tres y seis [52]- En el modelo de herida dérmica de la rata, se demostré iNOS
en los macréfagos infiltrativos en plazo de 6 a 24 horas después de producirse la
lesidn, con diminucion gradual de su contenido durante los 10 dias siguientes.
Confirma esta prueba de la produccion de NO tempranamente en la reparacién de las
heridas, | identificacion de concentraciones altas de nitritos y citrulina, productos
terminales del metabolismo de las NOS, en el liquido de a herida durante los tres
primeros dias del proceso de cicatrizacion [53], e incluso durante la segunda semana
[54]. No se ha podido definir con claridad el tiempo que dura la expresion de la NOS y
la produccién de la NO durante la cicatrizacién normal de las heridas del ser humano;
sin embargo, dentro de las primeras 24 horas que siguen a la lesion, estan
aumentadas las cifras plasmaticas de nitritos y nitratos los pacientes traumatizados y
guemados, en comparacion con los testigos [55]. Esto es semejante a lo observado en
los estudios en animales.

En 1978 se observo que la arginina que es el sustrato de la sintetasa del 6xido nitrico,
aceleraba la cicatrizacion de las heridas [56]. Al principio se postuld un mecanismo
inmunitario, pero desde ese entonces se ha demostrado que la complementacion
dietética con arginina mejora el depdsito de colagena y la resistencia de las heridas en
el ser humano [57,58] y en modelos animales [59]. Parte de este efecto puede deberse
al aumento de la produccién de ornitina, precursora de la prolina durante la sintesis de
colagena, por accidén de la arginasa, que probablemente compite de manera directa
con NOS por sustrato [60]. Sin embargo, la observacion de que la complementacion
con arginina no mejora el depdsito de colagena en ratos iINOS en la misma extension
que en los animales testigo de tipo salvaje implica al NO como factor en los efectos
positivos de la arginina [61].

La funcién que tiene el NO en la cicatrizacién normal de las heridas se pone mas de
relieve con la demostracién del trastorno del cierre de las heridas de reseccion en
ratos iINOS, que se corrige después de la restitucion adenoviral del gen deficiente [62].
Sin embargo, estos ratones no manifiestan déficit discernible en la resistencia de las
heridas a la rotura o en el depdsito de colagena después de la incisiones [63]. Los
ratones carentes del gen eNOS también presentan retaso del cierre de las heridas y
disminucion de la resistencia de éstas a la rotura, al igual que trastorno de la
proliferacion de capilares por el interior de los tejidos lesionados in vitro [64]. Por

afnadidura, el bloqueo de la NOS trastorna la cicatrizacién de las heridas cutaneas y



del tubo digestivo en modelos animales [54, 63, 65, 66], y la complementacion de NO

por medio de donadores acelera la cicatrizacion de las heridas [67].

Ox1Do NITRICO EN EL TRASTORNO DE LA CICATRIZACION
DE LAS HERIDAS

Se ha relacionado a la sintesis deficiente de NO con el trastorno de la cicatrizacion de
las heridas. La mala nutricion de proteinas y calorias no sélo afecta la reparacién de
las heridas al reducir el depdsito de colagena, sino que disminuye ademas las
concentraciones de nitritos y nitratos en el liquido de las lesiones [68]. Los
corticoesteroides son inhibidores potentes de la induccion de iINOS [51], y son notorios
por sus efectos adversos sobre la curacién de las heridas. Se ha demostrado que el
exceso de expresion de iNOS en las heridas murinas de reseccion, tratadas con
esteroides, incrementa la cicatrizacion [69]. Las ratas diabéticas tienen disminucion de
los nitritos y de los nitratos en el liquido de la herida, al igual que trastorno de la
resistencia de la herida a la rotura, y reduccion del contenido de colagena de las que
estan cicatrizando. Tiene interés que el tratamiento con insulina no sélo mejora la
resistencia de la herida a la rotura y del depdsito de la coldgena en estos animales,
sino que restaura, en parte, la producciéon de NO [70]. Los fibroblastos derivados de la
cicatrices hipertréficas expresan menos eNOS que los derivados de la piel normal [49],
y lo queloides contienen menos mRNA de iNOS y proteinas que las cicatrices
normales y las hipertroficas [71].

El exceso de NO durante la curacion de las heridas, al igual que su mayor produccion
en un momento equivocado, puede ser tan dafiino como su produccion deficiente. Las
placas psoriaticas expresan en exceso a la iNOS [72]. Las Ulceras venosas crénicas
humanas tienen cantidades incrementadas de proteinas INOS y eNOS en
comparacion con la piel normal. Se ha demostrado que e tratamiento tdpico con un
donador de NO nitroprusiato soédico) disminuye el contenido de colagena en las
heridas [73], lo que indica que puede no lograrse beneficio alguno con el exceso de
produccion abundante de iNOS, pero también disminucién de la sintesis de colagena
aumento de la presion en las anastomosis del colon, que las hace dehiscentar [74].
Sigue sin aclararse por completo la funcién precisa del NO en la cicatrizacion de las
heridas de personas diabéticas- En contra de los que se observa en modelos de
roedor, se han informado concentraciones incrementadas de iINOS y eNOS en las
Ulceras de seres humanos diabéticos (en comparacion con la de la piel sana de
individuos normales o diabéticos), y estos sujetos tienen aumentados los nitritos

plasmaticos. Ademas, en estas lesiones se encuentra disminuido el factor 1 de



transformacion de crecimiento (TGF-beta 1), que inhibe la expresion de iINOS durante
la cicatrizacion de las heridas [75]. Incluso los datos obtenidos de modelos roedores
son contradictorios, porque se ha demostrado que las ratas diabéticas reduce su
produccién de nitratos urinarios después de sufrir heridas [76], en tanto que los
macrofagos estimulados de ratos diabéticos producen mucho mas NO que los de los

ratones no diabéticos [77].

FUNCIONES ESPECIFICAS DEL OXIDO NiTRICO
EN LA CICATRIZACION DE LAS HERIDAS

FASE INFLAMATORIA

Al principio, la herida queda poblada por plaquetas y eritrocitos, a lo que sigue
infiltracién por leucocitos polimorfonucleares, macréfagos vy linfocitos. La descarga de
citosinas quimioatrayentes desde las plaquetas que se degranulan anuncia la
iniciacion de la fase inflamatoria de la cicatrizacion de las heridas. La expresion
temprana de la INOS puede haber llegado a su maximo en sélo 48 horas [53], lo que
indica que esta enzima es principalmente activa durante la inflamacion. Muchos de los
efectos primarios del NO, como vasodilatacién [78], actividad antimicrobiana [79-83],
actividad contra la agregacion plaquetaria [84], e induccion de la permeabilidad
vascular [85,86], son muy importantes para la fase inflamatoria de la cicatrizacion de
las heridas.

La disminucion de la citosina quimiotactica que atrae monocitos por el NO durante la
reparacién de las heridas, y en cultivo celular, puede servir para iniciar la transicién
desde la fase inflamatoria hacia la regenerativa del proceso reparador [87]. Al parecer
el NO disminuye también la expresidon de la proteina 1 quimioatrayente de los
monocitos y macréfagos (MCP-1) por los queratinocitos hiperproliferativos situados en
los bordes de la herida in vitro y, posiblemente, in vivo, lo que sugiere un segundo
mecanismo por medio del que las cantidades suficientes de NO expresadas durante la

inflamacién puede hacer avanzar al proceso de reparacion de las heridas [88].
PROLIFERACION CELULAR

El NO ejerce efectos variados sobre la proliferacién y la diferenciacion en distintos
tipos de células. Se ha observado que el L-NIL inhibidor de la iINOS disminuye la

proliferacion de los queratinocitos en el borde de la herida, y que el NO a dosis bajas

aumenta su produccién in vitro [89], en tanto que las dosis mas altas la inhiben [90].
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Las mismas citosinas inflamatorias como interferén gamma, lipopolisacarido y factor
alfa de necrosis tumoral, que estimulan la expresion de iINOS por los queratinocitos,
inhiben el crecimiento de estas células. El factor de crecimiento epidérmico puede
anunciar la iniciacion de la fase proliferativa de la cicatrizacion de las heridas al
estimular la produccion de queratinocitos a la vez que bloquea la de NO derivado de
éstos [90]. Los donadores de NO inducen diversificaciéon de los queratinocitos [90], y
éstos producen iNOS en cantidades cada vez mayores conforme se diferencian, lo
que probablemente disminuye la proliferacion al progresar la cicatrizacion de la herida
[46].

De hecho, el tratamiento de las heridas murinas con el inhibidor L-NIL de la iINOS da
lugar a retraso de la cicatrizacion con epitelio hiperproliferativo atrofiado en el borde de
la herida [89].

En general, la cantidad del NO para regular la proliferacion depende de su
concentracion y de la sensibilidad de la célula a sus acciones antiproliferativas. Las
concentraciones incluso bajas de NO inhiben la produccién de los fibroblastos y las
células de musculo liso. En contraste, a concentraciones bajas el NO estimula a las
células endoteliales y a los queratinocitos para que proliferen, pero la inhiben en
condiciones in vitro cuando sus cifras son altas [91,92]. Por afadidura, se ha
demostrado que el NO protege a las células endoteliales contra la apoptosis [93] y
media la proliferacién de las células endoteliales inducida por el factor del crecimiento

endotelial vascular (VAGF-, factor de permeabilidad vascular) [94,95].

ANGIOGENESIS

Cabe suponer que la formacidn de nuevos vasos sanguineos es uno de los
componentes mas importantes del proceso de reparacién normal de las heridas, y al
parecer el NO desempena una funcion central en este proceso. Se ha demostrado que
éste incrementa la angiogénesis en el tejido murino isquémico [96], y que los
inhibidores de la eNOS la transforman en el tejido de granulacién durante la
cicatrizacién de las Ulceras gastricas [52,97]. El factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) es el angiégeno mas potente activo durante la reparacién de las
heridas [98]. EI VEGF aumenta la produccion de NO por via de la regulacion de la
eNOS [13,14]. El efecto angiégeno de este factor parece depender del NO [99,100]. El
bloqueo del 6xido nitrico previene tanto la proliferacién de la célula endotelial inducida
por el VEGF, como la activaciéon de la cinasa de proteinas activadora de mitégeno
inducida también por el factor [101]. También dependen del NO la migracion de la

célula endotelial [95,102], la disminucion de la adherencia [103] y la organizacion [94],
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estimuladas por el VEGF. Estos efectos dependientes del NO pueden basarse en la
iINOS y también en la eNOS [104]. Los queratinocitos son la fuente principal de VEGF
por los queratinocitos estimulados por citosinas, que a su vez puede quedar loqueada
por los inhibidores de la iINOS in vitro lo mismo que in vivo [106].

La angiogénesis no dependiente del VEGF parece abarbar también al NO. La inducida
por monocitos depende de L-arginina y NO [107], Otros fendmenos mas, mediados
por el NO, son la angiogénesis in vivo mediada por sustancia P, y la proliferacion y la
migracion de las células endoteliales in vitro [108].

Después del crecimiento exitoso de los capilares hacia el interior de los tejidos de la
herida, parece entrar en actividad un mecanismo de retroalimentaciéon que disminuye
la concentracion de VEGF en la herida que cicatriza. El 6xido nitrico derivado del
endotelio reduce la expresiéon del VEGF inducida por cinasa C de proteinas (PKC) en

las células de musculo liso vasculares vecinas al interferir con la fijacion de AP-1 [109].

DEPOSITO Y REMODELACION DE LA MATRIZ

En estudios en animales e in vitro se a descrito con claridad la relacion entre el NO y
el depdsito de colagena. En la mayor parte de las investigaciones el tratamiento con
donadores de NO [110], arginina dietética [61], o exceso de expresién de INOS
mediante tratamiento génico [111], incremento el contenido de colagena de la NOS
disminuye la formacién de colagena y tejido de granulacién en las quemaduras
experimentales [66]. En un estudio se encontrd el efecto opuesto, con disminucion del
contenido de colagena de la herida después del tratamiento topico con un donador de
NO o arginina, asi como mejoria con la inhibicion de la NOS [73]. Es probable que el
momento y la magnitud de la produccién de NO en la herida que esta cicatrizando
deban equilibrarse cuidadosamente para garantizar un efecto benéfico.

In vitro, tanto los fibroblastos derivados de la herida como los de la piel normal
aumentan su produccion de ésta posterior a la inhibicion de la NOS [50]. Esto parece
deberse, principalmente, al incremento postraduccional de la sintesis de colagena, y
no a la transcripcion de novo de genes importantes de ésta [91].

La funcion del 6xido nitrico en la remodelacion y la contraccion de las heridas es
menos clara- Los ratones tanto iNOS [62] como eNOS [64] tienen retrasos notables
del cierre de las heridas. En la rata, esto mejoré con un NONOato en base de polimero
tépico [67], lo que parece sugerir la necesidad de oxido nitrico para el cierre de las
heridas, aunque estos estudios no permiten distinguir entre la contraccion y la

reepitelizacion. Sin embargo, las pruebas obtenidas in vitro se oponen a lo anterior
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porque se incrementa | contraccidon de la colagena producida por los fibroblastos

derivados de la herida después de la inhibicidon de la NOS [50].
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HIPOTESIS

Una suplementacién dietética con L-Arginina en pacientes con quemaduras de
segundo grado superficial favorecera la cicatrizacién de las heridas acortando su

estancia hospitalaria.

JUSTIFICACION

En México segun datos del I.N.E.G.I. existen en toda la republica mexicana mas de
112,336,538 habitantes, de los cuales en promedio el 62%, ha sufrido algun tipo de
Accidente; de cuya cifra son entre 69,648,653 de habitantes y de los cuales el 5.7% ha
sufrido y ha tenido que ser atendido por causa de Quemaduras, casi 3,969,973 de
estos. Con respecto al lugar de accidente; el hogar es el mas frecuente con un 67% en
promedio, seguido de la via publica e industria. En relacion con el sexo y edad,
encontramos que el hombre se quema con mayor frecuencia que la mujer, siendo en

la edad mas productiva de su vida, con un promedio del 68% al 32% respectivamente.

Por el gran numero de pacientes que sufren quemaduras y el costo que representa su
atencién médica con una estancia prolongada asi como la ausencia en sus actividades
laborales, es importante encontrar adyuvantes en el tratamiento del paciente quemado

que disminuya su estancia hospitalaria y su pronto regreso laboral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la efectividad de la suplementacién dietética con L-Arginina en pacientes
con quemaduras de segundo grado superficial para favorecer el proceso de

cicatrizacion.

OBJETIVOS ESPECIiFICOS

1. Valorar y caracterizar la fase inflamatoria y proliferativa de la cicatrizacion de
pacientes suplementados con L-Arginina y su comparacién con los no

suplementados.

2. Valorar y caracterizar la angiogénesis en la cicatrizacion de pacientes

suplementados con L-Arginina y su comparacion con los no suplementados.

3. Valorar y caracterizar la reepitelizacion en el proceso de cicatrizacion en
pacientes suplementados con L-Arginina y su comparacién con los no

suplementados.
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MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo del primero de abril del 2009 al 15 de noviembre
de 2009, en el servicio de Quemados del Hospital General “Dr. Rubén Lefero” de la
Secretaria de Salud del Gobierno del Distrito Federal con un total de 20 pacientes con
diagnéstico de quemadura de segundo grado superficial de no menor 40 % y no mayor

de 50% de superficie corporal total.
UNIVERSO DE ESTUDIO

Formado por pacientes que, durante el periodo de estudio, ingresaron al servicio de
Quemados del Hospital General “Dr. Rubén Lenero” con el diagnostico de
quemaduras de segundo grado superficial y profundo de no menor de 40% y no mayor

de 50% de superficie corporal quemada.
CRITERIOS DE INCLUSION

1.- Hombres y Mujeres

2.- Edad mayor o igual a 20 afios y menor o igual de 70 afios

3.- Ninguna otra morbilidad previa a la quemadura (Diabetes Mellitus, Hipertension,
Desnutricion, Toxicomanias)

4.- Quemadura de 2° grado superficial y profundo mayor del 40% y menor de 50% de
superficie corporal total.

5.- Paciente que su tratamiento incluird toma y aplicacién de injerto cutaneo de

espesor intermedio de 0.015 pulgadas.
CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Co-Morbilidad preexistente (Diabetes Mellitus, Hipertension arterial, Desnutricion,
Toxicomanias)

2.- Menores de 20 afios de edad y mayores de 70 afios

3.- Pacientes que no acepten el tratamiento especificado.

4.- Pacientes alérgicos a la L-Arginina

5.- Pacientes que no requeriran injerto cutaneo.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

1.- Pacientes que desarrollen otra Co-Morbilidad en su internamiento (Infeccion,
Sepsis, Diabetes Mellitus, Hipertensién Desnutricion).

2.- Pacientes que no se apeguen al tratamiento especificado.

3.- Pacientes que desarrollen alguna hipersensibilidad a la L-Arginina

4.- Paciente que se les realiza toma y aplicacién de injerto cutdneo que no sea de
0.015 pulgadas.

5.- Uso de otro tipo de curacion en la area donadora que no sea solamente cubierta de

organdi y rifamicina spray al 1%.

ESTUDIOS PRE-TRATAMIENTO

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realiz6 historia clinica completa, asi
mismo se les completd el protocolo de internamiento hospitalario que consiste en la
realizacién de paraclinicos,: Biometria Hematica, Quimica (Hemoglobina, Leucocitos,
Hematocrito, Plaquetas) Cinica (Glucosa, Urea, Creatinina, Proteinas Totales,
Albumina, Colesterol), Electrolitos Séricos (Sodio, Potasio, Cloro), Tiempos de
Coagulacion (Tiempo Protrombina, Tiempo de Tromboplastina activada) los cuales

deberian estar en parametros normales a las 72 horas de su internamiento.

ASPECTOS ETICOS

Se realiza el presente estudio con un suplemento de L-Arginina previamente
estandarizado y aprobado para uso clinico sin que existan riesgos adversos
reportados en su uso. Asi también se da el tratamiento correspondiente para todo
paciente quemado, lo que implica una investigacion sin riesgo, por lo que se siguen los
Principios de la Bioética de Investigacion en seres humanos, ajustandose a las
consideraciones establecidas en la declaracién de Helsinki, Finlandia de 1964, y en las
consideraciones realizadas durante su revision por la 292. Asamblea Médica Mundial,
Tokio Japdn, en 1975.
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METODO

PACIENTES:

FASE 1: FORMACION DE GRUPOS DE ESTUDIO

Se han estudiado un total de 20 pacientes, formando 2 grupos de estudio aleatorizado,

controlado con placebo.

GRUPO A - CONTROL: Este grupo de 10 pacientes en estudio comprendié sujetos que
NO se les administro una suplementacion alimenticia de L-Arginina, y se les administro
un placebo isovolumetrico de 5 gr. formado por tabletas de alanina, iniciando el dia

previo a la cirugia.

GRUPO B - ESTuUDIO: Este grupo de 10 pacientes en estudio comprendié sujetos que
Sl se les administro via oral una suplementacion alimenticia de 1 gr de L-Arginina por

10 dias, iniciando el dia previo a la cirugia.

Ambos grupos de pacientes llevaron una alimentacién hiperproteica e isocal6rica

preparada por el servicio de nutricion del hospital.

La L-Arginina que se utilizo en el estudio fue producida por el laboratorio Twinlab con

las siguientes especificaciones:

Supplement Facts

Serving Size 1 Capsule

Amount Per Serving

L-Arginine 500mg ¢
(as L-arginine hydrochloride, L-arginine)

tDaily Value not established.

Other Ingredients: Gelatin, cellulose, medium chain
triglycerides, magnesium stearate.

18



FASE 2: PREPARACION DE ZONA DONADORA

Todos los pacientes se sometieron a toma y aplicacion de injertos cutaneos en el
Hospital General “Dr. Rubén Lefero” en el servicio de Quemados, bajo anestesia

general y técnica esteéril.

2.1.- Los injertos se tomaron mediante dermatomo (Padget ®) de un espesor de 0.015

pulgadas.

2.2.- Se toma biopsia por punciéon con Trucut desechable de 2mm en la zona

donadora, considerando esta muestra como la basal “0”.
2.3.- En las heridas de la zona donadora se realizo hemostasia con soluciéon con

epinefrina (1000 ml de solucién de cloruro de sodio con 1ml de epinefrina) y

posteriormente se cubrié con organdi estéril, roseandole rifamicina spray al 1% .

FASE 3: TOMA DE MUESTRAS
3.1 - Ambos grupos en estudio se les realizo biopsia por puncién con Trucut
desechable de 2mm de diametro en los dias 0, 2, 5, 10 dias del tratamiento. Previa

aplicacion de lidocaina en spray al 9% con técnica estéril.

Estos puntos de tiempo fueron elegidos para reflejar la fase inflamatoria en el dia 2, la

fase proliferativa en el dia 5 y reepitelizacién en el dia 10.
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FASE 4: PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

4.1.- Las biopsias fueron fijadas en formol al 4%.

4.3.— Se procesaron por técnicas histolégicas convencionales; inclusion en parafina,

secciones con microtomo y tefiidas con hematoxilina-eosina.

4.4.- INFLAMACION Y PROLIFERACION: se cuantificaron los neutréfilos polimorfonucleares
con aumento de 40x en las diferentes muestras de los dias 2, 5 y 10 después de la

cirugia.

4.5.- ANGIOGENESIS: se cuantifico la densidad de capilares en las biopsias midiendo la

fijacion por medio de inmunohistomarcadores CD31, especificos para musculo liso.
4.6.- REEPITELIZACION: se realizo una medicion en centimetros cuadrados del area

donadora inicial y posteriormente su epitelizacion a los dias 5 y 10, reportandose como

porcentaje del total de la herida.
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RESULTADOS

Veinte pacientes se incluyeron en el estudio, los cuales cumplieron los criterios de

inclusion, se asignaron de forma aleatoria a dos grupos; Grupo A — Control formado por 10

sujetos que recibieron como placebo 5 gr diarios de alanina y el Grupo B — Estudio,

formado por 10 individuos que recibieron la dosis de 5 gr diarios de arginina; ambas via

oral cada 8 horas.

No existieron paciente que se eliminaran del estudio.

Se registraron los siguientes parametros: edad, indice de masa corporal, proteinas totales,

albumina, leucocitos enseguida reportados.

TABLA 1 : GRUPO A (ALANINA)

PACIENTE GENERO | EDAD | PEsoO CMm IMC A?E;’x;q A P.?:TT:II_";S %SCT
(F/M) | (ANOS) | (KG) (kc/cm2) (/oL) QUEMADA
1 M 26 67 | 172 22.65 4.2 6.4 45
2 M 33 76 | 167 27.25 3.6 7.2 42
3 M 43 73 | 174 24.11 3.3 7.6 46
4 M 29 66 | 168 22.38 4.8 6.7 40
5 M 22 78 | 169 27.31 5.1 6.5 49
6 M 20 69 | 175 22.53 4.7 6.8 40
7 M 45 77 | 174 25.43 3.9 7.4 40
8 F 42 75 | 163 28.23 3.4 6.2 45
9 M 65 65 | 169 22.76 4.9 7.1 48
10 M 27 74 | 176 23.89 4.5 6.5 45
MEDIA F+M:35 F+M:24.65 Tx‘ F+M:6.84 | F+M: 44
(DE) M:9 F:42 F:28.23 F-.3 4 F:6.2 F:45
F:1 M: 34 M:24.25 M.-4.3 M:6.9 M: 44
(13.83) (2.24) (0t6.5) (0.46) (3.33)

Tabla 1: Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los pacientes del Grupo A
(Control) M: Masculino, F: Femenino, (DE): Desviacion Estandar.
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TABLA 2 : GRUPO B (L-ARGININA)

PEso ALBUMINA | PROTEINAS
GENERO | EDAD IMC %SCT
PACIENTE (F/M) | (ANOS) (Ke) | Cw (kc/cm2) (c/oL) T?GT/';"I'_';S QUEMADA
1 M 27 65 | 172 21.97 4.5 6.7 40
2 F 35 76 | 157 30.83 4.1 6.9 45
3 F 42 72 | 155 29.97 4.8 6.6 42
4 M 38 78 | 173 26.06 3.9 7.2 45
5 M 45 69 |172 23.32 4.4 6.9 47
6 M 67 71 | 175 23.18 4.8 6.7 42
7 M 29 77 | 177 24.58 5.2 6.2 45
8 M 41 73 | 168 25.86 4.6 7.4 48
9 M 46 81 | 165 29.75 4.4 7.5 45
10 M 53 75 | 170 29.95 4.3 7.1 40
F+M:35 F+M:29.67 | F+tM:45 | F+M:6.9 | F+M: 44
MEDIA M: 8 F:43 F:30.4 F:45 F:6.75 F:44
(DE) F:2 M: 34 M: 29.45 M: 4.5 M:6.7 M: 44
(11.69) (3.31) (0.38) (0.39) (2.76)

Tabla 2: Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los pacientes del Grupo B
(Estudio) M: Masculino, F: Femenino, (DE): Desviacion Estandar.

Tabla 3: Resultados del Grupo A (Control) de

TABLA 3 : GRUPO A (ALANINA)
PMN/ No DE %
PACIENTE | POR CAMPO | VASOS/MICRAS | EPITELIZACION

2 5 (10| 2 5 1| 10 5 10

1 514 ] 3 6 4 8 30 60

2 6 7 |5 4 2 6 35 70

3 8 6 | 4 5 3 7 25 55

4 7 5| 2 6 5 6 35 32

5 3 3| 2 2 4 7 25 75

6 7 5| 4 5 3 6 30 80

7 6 6 | 5 8 4 9 35 70

8 6 | 4| 3 6 3 7 30 65

9 8 6 | 4 5 3 8 35 75

10 6 | 4| 3 7 3 6 25 70
MEDIA 62| 5 |35]54 |34 7 30.5 65.2
(DE) 15/12(10|16 08| 1.0 4.3 13.7

la cuenta de neutrofilos por campo

(Inflamacion y Proliferacion) en los dias 2, 5y 10, del numero de vasos (Angiogénesis) en
los dias 2, 5 y 10 y del porcentaje de reepitelizacion en los dias 5 y 10. PMN:
Polimorfonucleares, (DE): Desviacion Estandar.
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TABLA 4 : GRUPO B (L-ARGININA)
PMN/ No DE %
PACIENTE POR CAMPO VASOS/MICRAS | EPITELIZACION

2 5 10 2 5 10 5 10

1 3 5 2 5 5 8 25 80

2 5 6 4 7 6 6 35 45

3 9 6 4 7 6 8 20 55

4 6 5 3 6 5 6 45 80

5 5 5 4 5 4 7 20 75

6 6 6 3 5 5 7 25 65

7 7 6 3 6 5 5 35 70

8 6 7 6 6 4 9 30 75

9 5 6 4 4 5 7 25 80
10 6 6 3 5 6 8 30 65
MEDIA 58 | 58|36 |56 |51 71 29 69

(DE) 15|06 |10 |09 |07 | 11 7.7 11.7

Tabla 4: Resultados del Grupo B (Estudio) de Ila cuenta de neutrofilos por campo
(Inflamacion y Proliferacidon) en los dias 2, 5y 10, del numero de vasos (Angiogénesis) en
los dias 2, 5 y 10 y del porcentaje de reepitelizacion en los dias 5 y 10. PMN:
Polimorfonucleares, (DE): Desviacion Estandar.

Ambas formulas de suplementacion fueron bien toleradas y ambos grupos
cumplieron el tratamiento, en las Tablas 1 y 2 se muestran las caracteristicas del los dos
grupos de pacientes. La edad oscilé entre 20 y 67 anos (media + DE: 39 + 13). No se
observo diferencia estadistica entre los dos grupos de edad. Ambos grupos presentaron un
estado metabdlico comparable, el indice de masa corporal, todos los pacientes tuvieron >
18,5 (desnutricion) y oscilé entre 21.9 a 30.8 (media £+ DE: 25.6 + 2.9). Las proteinas
totales oscilaron entre 6.2 a 7.5 gr/dl (media + DE: 4.3 £ 0.5) y la albumina oscilé entre 3.3
a 5.2 gr/dl (media + DE: 6.88 + 0.4) . No se observaron efectos adversos como vomito o

diarrea.
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EVALUACION DE LA CICATRIZACION DE HERIDAS

No se encontraron diferencias estadisticas entre los dos grupos en la cuantificacidon de los
neutroéfilos, la angiogénesis y la reepitelizacion (Grafico 1, 2, 3,)

TABLA S5 : PRUEBA T

PMN/ No DE %
PACIENTE POR CAMPO VASOS/MICRAS | EPITELIZACION
2 5 10 2 5 10 5 10
PRL.JI.EBA 0.42 | 0.06 | 0.84 | 0.74 | 0.01 | 0.85| 0.43 0.56

Tabla 5: Prueba T Student entre los Grupos A y B en la cuantificacion de
Polimorfonucleares y Vasos en los dias 2, 5y 10 y el porcentaje de reepitelizacion en los
dias 5y 10.

La cuantificacion de neutrofilos en las biopsias de las heridas (Grafico 1) disminuyo
significativamente en ambos grupos entre los dias 2 y 10 dias (p = 0,008 para ambos
grupos) y el dia 5 y 10 dias (p = 0,049 para el Grupo A y p = 0,019 Grupo B). No existio
una diferencia estadistica significativa en la disminucion de neutrofilos en los dias

posteriores.

La angiogénesis (Grafico 2) se expreso como el numero de capilares por campo, tanto en
el grupo control y el de estudio entre los dias 2, 5 y 10 dias (respectivamente p = 0,007
y p <0,001). No se encontraron diferencias estadisticas significativas para el numero de
capilares en los dias posteriores entre ambos grupos.

La evaluacion de la reepitelizacion expresado como porcentaje del total dela

herida superficial (Grafico 3) fue similar para ambos grupos en el dia 5 y el dia 10 después

de la cirugia.
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GRAFICO 1 : INFLAMACION Y PROLIFERACION: cuantificacion de los neutrofilos

polimorfonucleares con aumento de 40x en los dias 2 (1), 5 (2) y 10 (3) después de la
cirugia.

ANGIOGENESIS
— CAPILARES /CAMPO
8 —
6 .
4
L-Arginina
2 .
Alanina
0 T T 1
1 2 3
Dias

GRAFICO 2 : ANGIOGENESIS: cuantificacion de capilares en las biopsias midiendo la fijacion
por medio de inmunohistomarcadores CD31, especificos para musculo liso en los dias 2
(1), 5(2) y 10 (3) posteriores a la cirugia.

25



Dias
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GRAFICO 3 : REEPITELIZACION: se realizo una medicidn en centimetros cuadrados del area
donadora inicial y posteriormente su epitelizacion a los dias 5 (1) y 10 (2), reportandose

como porcentaje del total de la herida.
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DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar el efecto de arginina en la cicatrizacion de
las heridas en pacientes relativamente sanos. No se encontraron diferencias entre los
dos grupos en la evaluacién de reepitelizacion, la angiogénesis y la proliferacion de

neutrofilos en la herida como parametros de la cicatrizacion de heridas .

La afluencia de los neutrofilos en la herida fue evaluada para evaluar la fase
inflamatoria esencial de la curacién de heridas. Varios estudios han indicado un
aumento de la respuesta inmune en la administracion de arginina . Otros encuentran
una disminucién de la tasa de infeccion en la suplementacion con arginina. Nuestros
resultados no mostraron diferencias de la afluencia de neutréfilos en la herida para
ambos grupos, lo que sugiere reaccion inflamatoria similar en ambos grupos. En

correlacion a este hallazgo no se presentaron infeccion de las heridas.

La angiogénesis se evalué como un segundo parametro clinico de la cicatrizacion de
heridas . EI proceso dela angiogénesis estd mediado por el Oxido Nitrico. Los
estudios in vitro muestran que los neutrdfilos producen Oxido Nitrico. Los estudios
experimentales han planteado la hipétesis de que el aumento de los niveles locales de
estimulan la produccién de Oxido Nitrico por los neutréfilos de la herida, lo que
aumentaria los procesos dependientes del Oxido Nitrico como es la angiogénesis. Sin

embargo, no encontramos cambios significativos estadisticamente.

En la reepitelizacién los resultados del presente estudio, no mostraron mayor
reepitelizacion en el grupo estudio suplementado con arginina en su dia 10 posterior a

la cirugia.

Nuestros resultados difieren de los hallazgos de otros autores. Diversas explicaciones
se pueden proponer para nuestros hallazgos. En primer lugar, la mayoria de los
estudios previos participaron grupos de pacientes heterogéneos con multiples
diagnésticos de base y con otras comorbilidades, nuestros dos grupos fueron por

pacientes relativamente sanos, sin otras enfermedades agregadas.
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CONCLUSION

Aunque el numero de sujetos del estudio no es suficiente para establecer conclusiones
firmes, los resultados sugieren que la administracion de L-Arginina como
suplementacion alimenticia no es benéfica para modular la respuesta inmune, la
angiogénesis o la reepitelizacion del sitio donador de injertos. Por lo tanto, la hipotesis
de que la suplementacién con L-Arginina solo podria afectar a la cicatrizacion de las
heridas cuando existe un agotamiento de arginina sistémica. Se necesitan mas
estudios para evaluar el efecto de la suplementacién de L-Arginina vy

otros aminoacidos en diferentes situaciones clinicas.
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