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RESUMO

EFEITOS NUTRACEUTICOS DO LEITE ENRIQUECIDO COM OMEGA 9, 6 E 3 EM
RATOS SUBMETIDOS A QUEIMADURA TERMICA POR CONDUCAO DIRETA.
ANA PAULA BOMFIM SOARES CAMPELO. Pés-Graduagao Stricto-Sensu do
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do
Ceara (Grau de Doutor em Ciéncias Médico-Cirargicas). Julho, 2018.
Orientador Prof. Dr. PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS.

No presente estudo misturas de 6leos forma usadas em concentragdes nutricionais
com alta proporgéo de dmega-9 : 6mega-6, com propriedades antioxidantes e baixa
relacdo 6mega-6 : 6mega-3, com propriedades antiinflamatodrias. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do leite enriquecido com oleos de w9, w6 e w3 (leite
modificado) na queimadura térmica. Foram utilizados 48 ratos wistar, distribuidos em
quatro grupos, subdivididos em dois tempos (3 dias e 21 dias). Os grupos foram os
seguintes: Agua, queimado agua (Q + A), queimado + leite (Q + L), queimado + leite
modificado (Q+LM), com doze animais em cada grupo. Foram administrados agua,
leite, leite modificado, durante vinte e um dias consecutivos, ad libitum, aos
respectivos grupos apdés a indugdo da queimadura no dorso do animal que foi
realizada com bloco de metal de 1 x 1 cm aquecido eletronicamente em 200°C. Foi
avaliada a evolucdo da massa corpérea do animal, consumo de liquido, consumo de
racdo, involucdo da area queimada, espessura da pele reepidelizada, tipo de
colageno, expressdo de NFkB, estresse oxidativo (dosagem da concentracdo do
malonaldeido (MDA) e glutationa reduzida GSH; atividade das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e catalase. No terceiro e no vigésimo primeiro dia (D3 e D21),
conforme protocolo, os animais foram anestesiados, fotografadas as lesbes, em
seguida foram colhidas amostras para analise. O grupo Q+LM apresentou menor
lesdo da area de queimadura, menor espessura da epiderme e maior propor¢ao do
colageno tipo I/lll em relagdo aos demais queimados, concentracdo de MDA, GSH
foi semelhante ao grupo Agua e maior que os grupos QA+A e Q+L. A atividade das
enzimas GPx e catalase, em tempos diferentes, foram maiores que o grupo Q+A e
Q+L. A mistura de oleos émega 9, 6 e 3 diminuiu o tempo de cicatrizagdo com
melhor formagdo de colageno, inibie a expressdo do NFk-B e reduz o estresse
oxidativo.

Descritores: queimadura; pele; acido graxos; colageno; NFkB; estresse oxidativo.



ABSTRACT

NUTRACEUTICAL EFFECTS OF MILK ENRICHED WITH OMEGA 9 6 AND 3 IN
RATS SUBMITTED TO THERMAL BURNING BY DIRECT CONDUCT. ANA
PAULA BOMFIM SOARES CAMPELO. Stricto Sensu post-graduation.
Department of Surgery, Medicine School, Federal University of Ceara (Degree
of Doctor of science Medical-surgery). July 2018. Advisor: PAULO ROBERTO
LEITTAO DE VASCONCELOS.

In the present study mixtures of oils were used in nutraceutical concentrations with
low ratio omega-9 : omega-3 with antioxidant properties, and low ratio omega-6 :
omega-3 with anti-inflammatory properties. The aim of this study was to examine the
effects of milk enriched with w9, w6 and w3 (modified milk) oils in thermal burn.
Forty-eight wistar rats, divided into four groups and followed two times (3 days and
21 days). The groups were as follows: Water, burned water (B+W), burned + milk
(B+M), burned + modified milk (B+MM) with twelve animals in each group. Water,
milk, and modified milk were administered for twenty-one consecutive days, ad
libitum, to the respective groups after induction of burn on the animal's back which
was performed with a 1 x 1 cm metal block heated electronically at 392 °F. The
evolution of body mass, fluid intake, feed intake, burned area involution,
reepitheilalized epidermis thickness, collagen type, NFk-B expression, oxidative
stress (MDA), reduced glutathione (GSH), activity of the glutathione peroxidase
(GPx) and catalase were evaluated. On the third and the twenty-first day (D3 and
D21), the animals were anesthetized, photographs of the lesions, then skin samples
were collected for analysis. The B+MM group had a lower macroscopic lesion, a
lower epidermal thickness and a higher proportion of collagen type I/lll than the other
burned ones. The MDA, GSH concentration of the B+MM group were the same as
the Water group. The B+W and B+M groups had higher concentrations of MDA than
the Water group. The GSH concentration of the B+MM group was higher than the
B+A and B+M groups. The activity of the GPx and catalase enzymes, at different
times, were higher in the B+MM group of the B+W and B+M groups. The mixes of
omega-9, 6 and 3 oils decreases healing time with better collagen formation, inhibits
NFkB expression and reduces oxidative stress.

Keywords: burn; skin; fatty acid; collagen; NFkB; oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

Queimaduras s&o lesdes dos tecidos em decorréncia de trauma de origem
térmica resultante da exposicdo a chamas, liquidos ou superficies quentes, frias,
substancias quimicas, radiagéo, atrito ou fricczdo (MOZINGO et al., 2005; American
Burn Association, 2015).

Cerca de um milhdo de pessoas sofrem queimaduras no Brasil a cada ano,
de acordo com informacdes do Ministério da Saude, sendo que 100.000 pacientes
buscaram atendimento hospitalar e, destes, cerca de 2.500 pacientes foram a o6bito
direta ou indiretamente em fungdo de suas lesdes. As maiores vitimas, segundo o
Ministério, sdo criangas e pessoas de baixa renda (BRASIL, MS, 2017).

No caso das criangas, se a queimadura atingir 10% do corpo, ha risco de
morte. Ja em adultos, o risco existe se a area atingida for superior a 15% (BRASIL,
MS, 2017).

Os acidentes por queimaduras estao entre as principais causas externas de
morte registradas no pais, perdendo apenas para os acidentes automobilisticos.

Entre as lesbGes por causas externas, a queimadura constitui a terceira causa
de morte no Brasil; entretanto, ainda ndo se dispde de um sistema eficiente de
centralizagcdo de dados relativo as queimaduras, embora as estatisticas que existam
revelem a gravidade dessas lesdes.

Os gastos com hospitalizagdo das vitimas de queimaduras no Brasil sdo
exorbitantes e chegam a ser considerados incalculaveis por alguns autores
(GOMES; MACIEIRA; SERRA, 2001; MACIEL; SERRA, 2004).

Mundialmente, estima-se em quatro milhdes, as sequelas resultantes de
queimaduras, aproximadamente 70% em criancas. Anualmente mais de dois

milhées de pessoas sao vitimas de queimaduras nos EUA. Aproximadamente 25%
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destes necessitam de tratamento em centros especializados de queimados
(FERGUSON et al., 1996). Em média 90% dos pacientes queimados tém, em maior
ou menor grau, seu revestimento cutédneo atingido, alterando sua morfologia e
fungdo, sendo fundamental o conhecimento destas caracteristicas na abordagem
das queimaduras (BENSON; DICKSON; BOYCE, 2006).

Nos tecidos de revestimento, as queimaduras podem determinar destruicdo
parcial ou total da pele e seus anexos, podendo atingir camadas mais profundas

como o tecido celular subcutaneo, musculos, tenddes e ossos (ver figura 1 e 2).

—Epiderme [ -

ESPESSURA o
PARCIAL -

Derme

|__ ESPESSURA
TOTAL

Subcuta‘meo{
Muscular » i

Figura 1. Desenho esquematico da pele demostrando as camadas da pele envolvidas na queimadura
parcial e ou total da pele de rato. (Fonte: arquivo pessoal).

Figura 2. Imagem histologica corada com hematoxila-eosina representativa de queimadura em pele
de rato Wistar. (Fonte: Arquivo pessoal).
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As lesdes induzidas por queimaduras podem ser classificadas em inicial e
retardada. A lesao inicial divide-se por sua vez em dano fisico (direto e indireto) e
lesdo mediada pela inflamagao. A lesao retardada corresponde ao dano em resposta
a rejeicao de tecido necrotico (XU, 2004; DEMLING; DESANTI, 2005).

O dano fisico direto ocorre imediatamente apds a exposicdo da pele a uma
fonte térmica causando rapida desnaturagao proteica e lesdo celular, provocando
necrose da interface cutdnea. Mesmo depois de retirada a fonte, o calor ndo se
dissipa imediatamente e o calor residual acumula-se levando ao dano secundario
indireto, que persiste por 6 a 12 h apds o trauma térmico inicial (XU, et. al., 2004).

A lesado induzida pela inflamacédo pode ser local e/ou sistémica. A resposta
inflamatdria local desencadeada pela queimadura inicia-se por volta de 1h,
persistindo por dias apos o trauma térmico. Embora a inflamagéo seja necessaria a
reparacao tecidual, a producdo excessiva de mediadores, proteases e oxidantes
causam danos adicionais aos epiteliécitos e ao endotélio capilar (DEMLING,;
DESANTI, 2005).

Com o trauma térmico, ha exposigdo do colageno no tecido afetado e
consequentemente ativacao e liberacdo da histamina pelos mastdcitos. A histamina
provoca aumento da permeabilidade capilar, que, por sua vez, permite a passagem
de um filtrado plasmatico para o intersticio dos tecidos afetados, provocando
importante edema tecidual. Também ¢é ativado o sistema calicreina produzindo
cininas que colaboram mais ainda para o aumento da permeabilidade capilar,
agravando o edema tecidual (PANNIER; WASSERMANN, 2002). As cininas e a
exposi¢cao do colageno ativam o sistema fosfolipase — acido aracdénico, liberando
prostaglandinas e, dentre estas, a prostaciclina (PGI2), aumentando ainda mais a

permeabilidade capilar e o edema.
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Outra via ativada pelo acido aracdbénico é a do tromboxano que pode
aumentar a agregagdo plaquetaria, depdsitos nas paredes dos capilares,
ocasionando um aumento da pressao hidrostatica, contribuindo ainda mais para o
edema tecidual (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004). O acido araquidénico (AA) é um
acido graxo poliinsaturado que deriva diretamente de fontes dietéticas ou da
conversao a partir do acido graxo essencial, acido linoleico.

O acido araquidénico nao ocorre em forma livre nas células, mas
normalmente sdo esterificados nos fosfolipidios das membranas, sao liberados a
partir dos mesmos mediante a ativacdo das fosfolipases celulares por estimulos
mecanicos, quimicos e fisicos (térmico) e por outros mediadores da inflamagéo.
Seus metabolitos podem seguir duas vias principais (via da ciclooxigenase que
conduz a geragédo de prostaglandinas e a via da lipoxigenase) (KUMAR; ABBAS,;
FAUSTO, 2004).

Os acidos graxos insaturados possuem uma ou mais duplas ligagdes
podendo ser monoinsaturados (6mega-9) ou poliinsaturados (6mega-6 e dmega-3) e
geralmente na forma liquida a temperatura ambiente (LENHINGER, 1986).

Dietas ricas em acidos graxos Omega-3 sdo substratos precarios para
conversdo a metabolitos ativos da ciclooxigenase, como também para a série da
lipooxigenase. Este tipo de dieta inibe a agregacédo plaquetaria e a trombose e
impede o aumento do processo inflamatério (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004).

Os acidos graxos considerados essenciais s&o: linoleico (6mega-6), o-
linolénico (ALA), eicosapentaendico (EPA) e o docosahexaendico (DHA) que séo os
Omega-3 e sao requeridos pelo organismo em cerca de 6-10 % da gordura ingerida
(equivalente a 5-10 g/dia). Podem ser fornecidos na dieta pelos oOleos vegetais

(acido linoleico e linolénico) e pelos dleos de peixes (EPA e DHA) (CURI et al., 2002).
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A organizagdo mundial da saude (WHO, 2003) preconiza uma dieta contendo
5 a 8 % das calorias totais provenientes do 6mega-6, enquanto 1 a 2 % oriundas do
Omega-3.

Varios estudos experimentais em ratos tém sido realizados utilizando acidos
graxos poliinsaturados (ZHANG; ZHANG e FRITSCHE, 2004; XU et al., 2011),
evidenciando beneficios da suplementacdo dietética dos mesmos apds exposicao
aos raios ultravioleta (LU et al., 2003) e apds queimaduras por liquido aquecido
(ZHANG; FRITSCHE, 2004; XU et al., 2011).

Entretanto, ha poucos estudos na literatura que envolvam a administracéo
simultanea de 6mega-9, 6 e 3 (mistura dos trés acidos graxos) com concentragoes,
propor¢cdes pré-estabelecidas em bebidas lacteas em ratos submetidos a

gueimadura por condugao térmica.

1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo, representando 15% de seu peso. Trata-se
do manto de revestimento do organismo, que isola os componentes organicos do
ambiente externo. Sua complexa estrutura de tecidos, de varias naturezas, esta
adaptada a exercer diferentes fungdes, tais como protegcdo, termorregulacéo e

percepgao, entre outras (RIZZO, 2011).

Composta de trés camadas principais: epiderme (camada externa), derme
(camada intermediaria) e hipoderme, ou tecido celular subcutédneo (camada interna)

(Silva et al.,2007) (ver figura 3).
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Figura 3. Imagem de pele integra com aumento de 10x. Observar as camadas da pele e suas
estruturas da epiderme, derme, hipoderme e muscular. (Fonte: Arquivo pessoal).

Segundo RIZZO, 2011, a epiderme € um epitélio estratificado composto por
queratindcitos e formado por quatro camadas celulares distintas (ver figura 4):

a) Camada Germinativa ou Basal.

Trata-se da camada mais profunda da epiderme, formada por dois tipos de
células : as células basais e os melandcitos.

As células basais apresentam uma configuragcao cilindrica e encontram-se
unidas entre si por pontes intercelulares denominadas desmossomas, estruturas de
adesao que dao suporte ao epitélio. As células basais possuem intensa atividade
mitdtica, o que caracteriza a camada germinativa, que da origem as outras camadas
da epiderme.

Os melanécitos, por meio de uma relagao funcional com os queratindcitos,
constituem-se nas células produtoras da melanina, produto pigmentar responsavel
pela coloragdo do tegumento. Cabe ressaltar que a quantidade de melandcitos nao

varia em relagdo as etnias — as diferengas raciais de pigmentagao, portanto,
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dependem da sua capacidade funcional, isto é, da sua capacidade de produgcdo de
melanina. A melanina também protege a pele da radiagbes ultravioletas do sol, por
meio da absorg&o da energia solar.

b) Camada Espinhosa ou Malpighiana.

Essa camada é formada por células espinhosas, de configuragdo poliédrica,
que vao se achatando progressivamente em direcdo a superficie (SILVA et al.,,
2007). Os desmossomas também s&o as estruturas responsaveis pela adesao
celular nessa camada da epiderme.

c) Camada Granulosa

E constituida por células granulosas, que se caracterizam pela presenca de
uma grande quantidade de granulos de queratoialina, que expressam a
queratinizagao da epiderme.

d) Camada Cornea

E formada por células epidérmicas anucleadas, constituidas de queratina.
Essa camada é mais espessa nas regides palmo-plantares, onde mais uma camada
compde a epiderme, o estrato lucido, localizado entre a camada cérnea e granulosa.

Trata-se de uma camada composta por células anucleadas, planas e transparentes.
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Figura 4. Imagem representativa dos tipos celulares e camadas da epiderme (estratos).

Ainda na epiderme, ha as células de Langerhans, que constituem de 2 a 8%
da populacdo celular dessa camada, excedendo uma importante funcao
imunologica: elas atuam no processamento primario dos antigenos exdgenos que
atingem a pele, apresentando-os aos linfécitos T e dando inicio , assim, a sua
ativacdo . Segundo Sampaio e Rivitti (2001) 2, é possivel que, com tais
propriedades imunes, as células de Langerhans participem n&o somente das
reacdes de sensibilizagdo das dermatites de contato, mas também da rejeicdo de
enxertos e da protecéo contra infecgdes virais.

Com relagao ao pH cutaneo, é possivel observar que a epiderme € acida em
todas as suas camadas, porém apresenta algumas variagbes. A maior acidez é
detectada na camada cérnea, como pH entre 5,4 e 5,6.

A derme constitui-se de substancia fundamental, um gel viscoso rico em
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mucopolissacarideos que participa da resisténcia mecéanica da pele, e material
fibrilar de trés tipos: fibras colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares.

As fibras colagenas representam 95% do tecido conjuntivo da derme e
promovem sustentacdo as estruturas que compde a derme, além de participarem da
fixagcdo da epiderme a derme.

A familia de fibras do colageno é composta por mais de 20 tipos
geneticamente diferentes, sendo os mais frequentemente encontrados na derme os
tipos I, II, 1, IV VI, VIl. O colageno tipo | forma mas abundante, sendo fibras
espessas, mecanicamente estaveis e responsaveis pela resisténcia do tecido as
forcas de tensdo. O colageno tipo Ill € o segundo mais frequente, forma fibrilas,
geralmente presentes logo abaixo da membrana basal, e participa da fixagdo da
epiderme a derme. O colageno tipo | também esta presente em estruturas rigidas
como tenddes, ossos e cartilagens, enquanto o tipo Ill também esta em abundancia
em orgaos relacionados com elasticidade, como pulm&o e vasos sanguineos

(BARASCUK et. al,. 2011; COUDROY et. al., 2015).

A diferenciacdo entre os tipos de colageno configura-se como um exercicio
dificil, sendo uma das técnicas mais executaveis a coloragdo histoquimica de
Picrossirius Red, seguida da técnica de polarizagéo da luz, realizada neste estudo, a
qual confere diferenciagcado entre colagenos | e lll, sendo essa a justificativa para a

analise mais especifica desses dois tipos (MODAK et al., 2015))

As fibras elasticas estdo presentes em grande quantidade na pele humana.
Constituidas de elastina, elas conferem elasticidade a pele, contribuindo para a
protecdo mecanica, e também participam da ligagdo da entre derme e epiderme.

As fibras reticulares sdo formadas por colageno tipo lll, produzido por

fibroblastos e células reticulares. Elas formam o arcabougo dos orgaos
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hematopoiéticos (bago, linfonodos, medula vermelha etc.) e as redes em torno das
células musculares e dos 6rgéos epiteliais (figado, glandulas enddcrinas).

Na derme encontram-se ainda as estruturas anexas da pele: glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas e pelos. As unhas também s&o consideradas
anexos cutaneos e consistem em estruturas queratinizadas que recobrem ato
falange distal.

As glandulas sudoriparas dividem-se em écrinas e apocrinas. As primeiras
encontram-se por toda a pele, predominando nas regides palmo-plantares e nas
axilas, e fazem ligagcdo com a superficie epidérmica. A secre¢ao sudoral écrina &
inodora, incolor e compreende 99% de agua; desempenha um papel fundamental na
regulacdo da temperatura corporal podendo atingir, em condi¢des adversas de
temperatura, a producao de 10 a 20 litros de sudorese em 24 horas.

As glandulas sudoriparas apdcrinas, por sua vez, encontram-se nas regides
axilares, perimamilares, anoperineal e, de forma modificada, no conduto auditivo
externo, palpebras e mamas. Diferentemente das glandulas écrinas, as glandulas
sudoriparas apdcrinas desembocam nos foliculos pilossebaceos, ou nas suas
proximidades. A secreg¢ao sudoral apécrina ocorre em pequena quantidade, tem
aspecto leitoso e produz odor, decorrente da agao de bactérias proprias das regides
em que sao encontradas.

As glandulas sebaceas estdo presentes em toda a pele, exceto na regides
palmo-plantares, porém sdo encontradas em maior quantidade nas regides frontal,
mediotoracicas e atras das orelhas (regides denominadas seborreicas). Elas
desembocam sempre em um foliculo pilossebaceo, ou com ou sem pelo. O produto
da secrecao sebacea € o sebo, que constitui-se em importante protecdo contra a

proliferagdo de bactérias e fungos, e juntamente com o suor origina no estrato
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cérneo a pelicula ou manto hidrolipidico, que desempenha valioso papel na retencao
de agua na pele. O sebo, juntamente com os lipidios da queratinizagao, constituem a
emulsdo lipidica da superficie da pele, composta por acidos graxos e outras
gorduras, que juntamente com os eletrolitos do suor, atuam como agentes
emulsificantes.

Os pélos, situados em invaginagdes profundas da epiderme, sdo estruturas
filiformes constituidas por células queratinizadas produzidas pelos foliculos pilosos.
Anexa ao foliculo pilosos encontra-se uma glandula sebacea, constituindo o
complexo denominado aparelho ou foliculo pilossebaceo, que também é composto
pelo musculo eretor do pelo. Do ponto de vista funcional, os pelos servem como
protecdo mecanica nas areas orificiais e no couro cabeludo, como protecdo dos
raios ultravioleta. Por conta de sua abundante inervacéo, os pelos fazem parte do

aparelho sensorial cutaneo.

A hipoderme ou tecido celular subcutédneo € a camada mais profunda da pele,
de espessura variavel e constituida exclusivamente de tecido adiposo. Geralmente,
em sua porgado superior sdo encontradas as areas secretoras das glandulas
sudoriparas , além de vasos sanguineos, pelos e terminagdes nervosas. A
hipoderme presta uma grande contribuicdo ao isolamento térmico, na protegéo
mecéanica do organismo a pressao e traumas, além de constituir um depdsito
nutritivo de reserva e facilitar a mobilidade da pele em relagdo as estruturas

subjacentes (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

Com relacdo ao pH, a hipoderme, assim como a derme, apresenta pH

alcalino, também menor que o pH sanguineo.
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Ha ainda, na pele, uma rede vascular constituida de vasos sanguineos e
linfaticos, que distribuem-se a partir da porcao superficial da derme e estendem-se
em nivel dermo-hipodérmico. Os vasos da pele, além de exercerem funcéo
metabdlica e de nutricdo, participam também no controle da temperatura e da
regulagédo da presséo sanguinea.

A musculatura da pele é predominantemente lisa e compreende os musculos
eretores dos pelos, os dartos do escroto e a musculatura da aréola mamaria. A
musculatura estriada encontra-se na pele do pescog¢o e da face (musculatura da
mimica).

Conforme foi possivel observar, cada camada da pele possui capacidades
especificas, por conta de uma estruturacido diferenciada ,e em funcao disso, esse
tergumento constitui-se em um 6rgao capaz de desempenhar multiplas fungdes:

a)Protec&o: Conforme mencionado anteriormente, todas as camadas da pele
exercem fungdo protetora, por meio de diferentes mecanismos: mecanicos,
humorais (sebo), celulares (melanina) e imunologicos (células de Langerhans). A
camada cornea presta valiosa contribuicdo para a protecado da pele, pois impede a
perda de agua, eletrolitos e outras substancias exogenas, e sua superficie
relativamente seca dificulta a proliferagdo de microorganismos.

b) Termorregulagdo: O controle homeostatico da temperatura organica é
processado pela pele por meio de dois mecanismos: a sudorese, que resfria a
superficie cutadnea, que permite maior ou menor dissipag¢ao de calor.

c) Percepcdo: E exercida por uma complexa e especializada rede cutanea de
terminagdes nervosas que capta estimulos dolorosos, tateis e térmicos (frio e calor).

d) Secrecgédo: A secrecdo sebacea exerce fungao antibacteriana e antifungica;

além disso, atua na manutencg&o da integridade da pele, particularmente da camada
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cérnea, evitando a perda de agua. O sebo também contém substancias percussoras

da vitamina D.

1.2 Fisiopatologia da queimadura térmica

Em queimaduras cutaneas, a pele serve de barreira a transferéncia de
energia para tecidos mais profundos, no qual o local onde a maior parte da lesado
ficara delimitada. Mesmo uma rapida exposicdo a uma fonte de temperatura como:
agua, chamas ou objeto aquecido podera levar a coagulagdo imediata de varias
camadas da pele. Em temperaturas superiores a 44°C e abaixo dos 51°C as lesdes
celulares dobram a cada aumento de grau. Acima dos 51°C ocorrera destruicao
rapida da cutis e acima dos 60°C a necrose por coagulagéo proteica € imediata (XU,
2004).

A destruigao tecidual esta relacionada ao tipo de fonte de calor, temperatura
(CAMPELO et.al.,2011), tempo de exposigcao, espessura da pele atingida e/ou a
pressao exercida sobre a pele pelo elemento de contato. Mesmo apds a retirada da
fonte, o calor ndo se dissipa imediatamente e o calor residual acumula-se levando a
dano secundario indireto, que persiste por 6 a 12hs apds trauma térmico inicial (XU,
2004).

A lesado induzida pela inflamacédo pode ser local e/ou sistémica. A resposta
inflamatdria local desencadeada pela queimadura inicia-se por volta de 1h,
persistindo por varias horas (MEHMET et al., 2011) ap6s o trauma térmico. Tal
persisténcia ocorre devido a reagao bioquimica ao calor e a reacao inflamatoria
local. Embora a inflamagado seja necessaria a reparagdo tecidual, a produgéo
excessiva de mediadores, proteases e oxidantes causam danos adicionais aos

epitelidcitos e endotélio capilar (DEMLING; DENSANTI, 2005).
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Atuam nestes processos, provavelmente, histamina, serotonina, ions H+,
cininas e bradicininas, dentre outras substancias. Esta fase de reacdo termo-
bioquimica continua afetando os tecidos viaveis e lesados apds a les&o inicial,
levando a uma série de lesbes inflamatérias que podem ativar a cascata de
coagulagdo e causar microtrombos que, por sua vez, podem levar a necrose
anoxica, edema e isquemias adicionais (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004; XU,
2004).

Na fase de dano retardado, fatores exdgenos e enddgenos que incluem
inflamagéo persistente, colonizagdo bacteriana ou trauma mecanico, associados a
crosta que se forma na superficie queimada e/ou agentes topicos aplicados a ferida
sdo elementos comumente encontrados. Esta fase iniciada 72h apds a queimadura
consiste na resposta dos tecidos viaveis a desintegracdo de tecidos necroticos na
interface da zona de leséo (XU, 2004).

O acumulo de neutréfilos no exsudato causa danos aos tecidos viaveis
através de proteases e oxidantes dos neutrofilos e pelo aumento do consumo de
oxigénio pelos tecidos sédos. Tal reagdo, mista e extensa pode incluir protedlise de
histiocitos necroticos, regeneragao de histiocitos viaveis e infecgdo microbiana. A
atividade proteolitica causa lesdo do tecido de granulagdo incipiente inibindo fatores
de crescimento e dificultando o processo de reparagdo. Ao mesmo tempo, as células
viaveis restantes iniciam um processo de regeneracdo em um ambiente
desfavoravel, potencializando a inflamagéo.

A combinagéao destes fatores altera o equilibrio da flora residente agravando o
dano local, podendo levar a resposta inflamatéria sistémica (DEMLING; DESANTI,
2005).

A resposta sistémica, por sua vez, acontece em graus variados a quaisquer
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gueimaduras, ocorrendo liberagao de citocinas e de outros mediadores inflamatérios
na circulagdo que podem levar a alteragdes a distancia em varios aparelhos e
sistemas. Quando a queimadura acomete mais de 30% da area de superficie
corporal total a resposta sistémica aumenta exponencialmente (BARBOSA et
al.,2003).

Dentre os efeitos imunoldgicos destacam-se a diminuicdo inespecifica da
resposta imune, afetando tanto a via humoral quanto a imunidade regulada por
células mediadoras inflamatorias (RAVAGE et al., 1998).

Num corte perpendicular a pele queimada podem ser identificadas trés zonas
concéntricas e tridimensionais da lesao descritas por Jackson em 1947 (ver figura
5):

a) Zona Central ou zona de necrose: consiste na area diretamente
lesada pelo contato maximo, ocorrendo perda tecidual irreversivel devido a
coagulagao dos constituintes proteicos da pele.

b) Zona intermediaria ou zona de estase: devendo-se ao dano térmico
indireto e ao dano termo-bioquimico, resultante da estase circulatéria e da
degeneracao tecidual causada pela formagao progressiva de microtrombos.

c) Zona de hiperemia (camada mais externa): os tecidos apresentam a
reacao inflamatoria causada pela leséo térmica e quimica locais, caracterizando-se
por alteragdes potencialmente reversiveis como edema, hiperemia, andxia e

exsudagdo (KAO; GARNER, 2000; XU, 2004).
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Figura 5. Zonas da queimadura. Observar na imagem superior o primeiro dia da queimadura e o
tamanho das zonas (zona de coagulagdo (necrose), zona de estase e zona de hiperemia). Seguindo
a seta da direita o resultado quando se inicia o tratamento adequado com zona de coagulagdo menor,
zona de estase preservada. Seguindo a seta da direita o resultado quando n&o inicia o tratamento
adequando nas primeiras horas, observar aumento da zona de coagulagdo no local da zona de
estase (zona de estase evolui para zona de necrose) (Fonte: adaptado de HETTIARATCHY et. al.,
2004).

As alteragbes fisiopatoldgicas dentro destas trés zonas revelam a biodinamica
mais complicada de todas as feridas, envolvendo varios mediadores inflamatérios e
estando intimamente relacionados a administragbes de diferentes medidas
terapéuticas (XU, 2004). Terapéutica que provoque mais lesédo local pode agravar a
lesdo nas outras zonas. Medidas efetivas no tratamento dos tecidos abaixo da zona
de necrose podem prevenir ou reverter a lesdo na zona de estase e/ou de
hiperemia. Medidas terapéuticas que podem levar a coagulagdo ou que nao

hidratem a pele podem provocar a formacao de crostas que, adicionalmente, podem
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levar a uma lesdo letal aos tecidos da zona de estase e hiperemia, causando

aumento da extensao e profundidade da queimadura (GUEUGNIAUD et al., 2000).

1.3 Fisiologia da cicatrizagao de feridas

A cicatrizacdo em tese, consiste em uma complexa sequéncia de eventos
coordenados e desencadeados pelo organismo, que o objetivam reconstituir
estrutural e funcionalmente o tecido comprometido em sua maior plenitude.

De acordo com o comprometimento tecidual, pode-se classificar as feridas
em:

. Ferida de espessura parcial (ou feridas epidérmicas): nas quais a lesao
acomete a epiderme e a camada superficial da derme.

. Ferida de espessura total (ou feridas dérmicas): nas quais ocorre o
acometimento de toda a epiderme, derme e tecido subcutédneo, podendo estender a
ao tecido muscular e ésseo.

1.3.1 Cicatrizacao de feridas de espessura parcial

Inicialmente, as feridas s&o preenchidas por sangue, restos celulares
desvitalizados e particulas de tecidos, que formam uma crosta. As células epiteliais
separam-se da membrana basal, migram em diregdo a area lesionada, proliferam-se
por mitose e progressivamente incorporam-se a camada epitelial. No momento em
que a cicatrizacao for concluida, sob a crosta, esta se desprende. Inicia-se entdo o
processo de queratinizagdo das células proliferadas. O processo de regeneragéo é
chamado de reepitelizagdo. A cicatrizacao de ferida de espessura parcial resulta de

uma cicatriz frequentemente imperceptivel.
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1.3.2 Cicatrizacao de feridas de espessura total

A cicatrizagao desse tipo de lesdo € bem mais complexa e de longa duragéo,
se comparada a cicatrizacdo das feridas de espessura parcial. Ha a necessidade de
formagdo de um novo tecido, o tecido de granulagdo seguido de epitelizagdo e
contracdo da ferida, até que ocorra o seu reparo por completo.

O processo de cicatrizagado de feridas de espessura total compreende trés
fases : inflamatéria, fibroblastica e de remodelamento. Tais fases sdo complexas e
altamente coordenadas; sobrepdem-se uma a outra e aos eventos que finalizam

uma fase, estimulando o inicio de outra (ver figura 6).
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Figura 6. Fases classicas da cicatrizacdo de feridas. (A) Fase inflamatdria inicial com células
inflamatodrias, fibrina, plaquetas e fatores quimiotaticos. (B) Aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos (C) Neutrofilos, monécitos que se diferencia em linfocitos T, macréfagos. Essas células
produzem fatores que atraem a migragcdo de queratindcitos e fibroblastos. (D) Fase de proliferagéo,
reepitelizagdo, neovascularizagdo e formagéo de tecido de granulagéo. (E) maturagdo do colageno.
(Fonte: SHIH et. al., 2010).
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1.3.2 Fases da cicatrizagao
1.3.2.1 Fase inflamatéria

A fase inflamatodria prepara a ferida para a cicatrizagdo, removendo restos
celulares e tecidos desvitalizados. Alguns autores costumam chama-la também de
fase defensiva, fase final ou fase exsudativa. Imediatamente apds o surgimento da
ferida, inicia-se o processo de inflamacéo, que consiste em uma reag¢ao natural do
tecido vivo a qualquer agressao local. Para Gogia (2003) o processo inflamatorio
desencadeia a cicatrizagao; se nao houver inflamacgao, a cicatrizacdo da ferida sera
retardada.

O processo inflamatério consiste em resposta vascular e celular,
responsaveis pelo controle do sangramento e pela remog&o de microorganismos,
material inorganico e tecidos desvitalizados.

Inicialmente, o processo inflamatério caracteriza-se por reagdes vasculares.
Em principio ocorre uma vasoconstriccdo transitoria de vasos sanguineos e
linfaticos, visando inibir uma perda sanguinea significativa na area lesada.
Simultaneamente a essa resposta, ocorre o desencadeamento da cascata de
coagulagao, que, ao ser concluida, resulta na conversao do fibrinogénio em fibrina,
por meio da agao da trombina. Essas duas reag¢des iniciais visam inibir uma perda
sanguinea significativa por parte da area lesada.

O proximo evento fundamental da inflamacdo € a vasodilatagdo, que
aumenta o fluxo sanguineo local. A permeabilidade vascular € aumentada e, por
conta disso, ocorre extravasamento de liquido plasmatico para o meio extravascular.
Tampdes de fibrina provenientes do plasma extravasado bloqueiam o fluxo linfatico
e “fecham” a ferida, localizando a inflamacao e inibindo a disseminagao de infecgao.

A medida que essas reacdes ocorrem, é possivel observar os sinais clinicos
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locais de inflamagao aguda, tais como calor, rubor, edema e dor. Vale ressaltar que
a percepcado desses sinais varia de acordo com alguns sinais intrinsecos, que
podem apresentar-se em maior ou menor intensidade, de acordo com o individuo.

Ainda durante a vasodilatacdo, que € mais duradoura se comparada a
vasoconstricgdo, ocorre um evento chamado marginagéo leucocitaria, que consiste
na orientagao periférica dos leucécitos, inicialmente de leucdcitos polimorfonucleares
(neutrofilos), ao longo do endotélio vascular, que torna-se aderente. Em seguida,
estes migram, através da parede vascular, para o tecido intersticial, processo
denominado emigragao. Atraidos por agentes quimiotaticos, os neutrofilos iniciam o
processo de migracdo unidirecional para o leito da ferida, evento denominado
quimiotaxia. A partir dai, inicia-se o processo de fagocitose, mecanismo de digestao
enzimatica realizada pelos leucdcitos, visando eliminar da ferida bactérias, tecidos
desvitalizados, restos celulares e demais substancias.

Os neutrdfilos, entretanto, sdo células de vida curta e na maior parte das
respostas inflamatorias, predominam nas primeiras 6 a 24 horas, sendo substituidos
pelos monadcitos, que sobrevivem mais tempo nos tecidos. Cabe ressaltar que, a
medida que os neutréfilos morrem, ocorre a liberagdo de enzimas intracelulares que,
juntamente com outros produtos da degradagao celular, tornam-se parte do
exsudato da ferida.

Os mondcitos sao leucdcitos mononucleares que estdo envolvidos em todas
as fases da cicatrizagdo. Por meio dos mesmos mecanismos de marginagao,
adesao, emigragao e quimiotaxia, eles chegam ao local da les&do transformando-se
em macrofagos, a fim de realizar a fagocitose de substancias estranhas (GOGIA,
2003). Os macroéfagos sdo as células mais importantes no auxilio a fagocitose,

possuem um grande numero de enzimas hidroliticas, o que explica sua capacidade
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de degradar rapidamente varios tipos de materiais, inclusive particulas relativamente
grandes; eles irdo eliminar da ferida todo material que ndo foi solubilizado pelos
neutrofilos, inclusive neutrofilos mortos.

Quando essa fase vai finalizando, a atividade fagocitaria dos macréfagos
comega a reduzir, assim como o edema e os outros sinais clinicos de inflamagao.

Inicia-se entdo a segunda fase do processo de cicatrizagéo.

1.3.2.1.1 Estresse oxidativo

A pele é exposta a inumeros agentes quimicos, fisicos e microbioldgicos,
muitos dos quais induzem a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
nitrogénio (RNS). Estas espécies s&o fundamentais em diversos processos
fisiopatologicos e bioquimicos, mantendo a sobrevivéncia e a homeostase celular,
sendo que ha um equilibrio refinado entre sua formagao e remocgéo. Porém, quando
ha alteracbes acentuadas neste equilibrio, um estado pro-oxidante € gerado,

levando assim ao chamado estresse oxidativo (RASILAINEN et al., 2002) (Figura 7).

A oxidagao € parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo celular,
produzindo radicais livres de forma natural ou por uma disfungao bioldgica. Esses
radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio sdo denominados de EROS (espécies reativas de oxigénio) e
RNS (espécies reativas de nitrogénio). No organismo, estdo envolvidos na produgao
de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular,
imunidade e defesa celular e sintese de substéncias bioldgicas, entretanto, quando
em excesso apresentam efeitos prejudiciais, como a peroxidagdo dos lipidios de
membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,

carboidratos e DNA (CELI, 2010; OLIVEIRA & SCHOFFEN, 2010).
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A producdo de EROS estd elevada nas lesbes teciduais causadas por
traumas, infeccdes, parasitas, radiagcdes, hipoxia, toxinas e exercicios extremos,
devido a um conjunto de processos como 0 aumento de enzimas envolvidas na
formacgao de radicais, a ativagao da fagocitose, liberacdo de ferro e cobre ou uma

interrupcéo da cadeia transportadora de elétrons (ROCK et al., 1996).

Dessa forma, encontram-se relacionados com diversas patologias em
humanos, como artrite, choque hemorragico, doengas do coragdo, catarata,
disfungdes cognitivas, neoplasias e AIDS (OLIVEIRA & SCHOFFEN, 2010). Na
medicina veterinaria, o estresse oxidativo também tem sido relacionado com
numerosas afecgdes, como sepse, mastite, enterites, pneumonia, doencas

respiratérias e articulares (CELI, 2010).

Os mecanismos de geragédo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas
mitocéndrias, membranas celulares e no citoplasma e esses mecanismos podem ser
favorecidos pelos ions ferro e cobre. A mitocondria é a principal fonte geradora de
radicais livres, por meio da cadeia transportadora de elétrons, durante a producao de
energia a partir da glicose e do oxigénio. Outra importante fonte geradora de radicais
livres sdo as enzimas NADPH oxidases, que sao proteinas de membrana que tem a
fungdo de transferir elétrons através das membranas celulares (BARBOSA et al,,

2010).

O radical hidroxila (HO-) € o mais deletério ao organismo, ja que possui meia-
vida curta, o que dificulta o sequestro in vivo. E formado no organismo
principalmente por dois mecanismos: por exposicdo a radiacdo ionizante. Causa
danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo e

mitocondrial. Nos aminoacidos e proteinas, o radical pode reagir na cadeia lateral,
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onde ataca preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina,
gerando danos com consequente perda de atividade enzimatica, dificuldades no

transporte ativo através das membranas celulares, citdlise e morte celular.

A pele, por sua importancia, € um 6rgao cujas células possuem mecanismos
enzimaticos de resposta rapida, bem como moléculas antioxidantes de baixo peso
molecular para contrabalancgar o efeito deletério causado por um estresse oxidativo

(RASILAINEN et al., 2002), como apresentado na Figura 7.
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Figura 7 — (A) O estresse oxidativo existe quando ha um excesso de radicais livres sobre as defesas
antioxidantes. Como consequéncia, os radicais atacam e oxidam outros componentes celulares
principalmente os lipideos (particularmente os poliinsaturados), proteinas e acidos nucléicos. Isso
leva a uma leséao tecidual e, em alguns casos, o influxo de células inflamatérias para o local da lesédo
(KELLY, 2003) (B) Fontes de espécies reativas na pele e mecanismos de defesa. Fonte: GUARATINI;
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007.

Dentre as EROS formadas na pele, podemos destacar os radicais hidroxila
(HO.) e superoxido (02._), os radicais peroxila e alcoxila (R02. e RO.), 0 oxigénio

singlete (102) e os peroxidos de hidrogénio (H202) e organicos (ROOH). Além das
EROS, também estdo envolvidas em processos redox outras espécies
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intermediarias, as RNS, tais como .NO e espécies reativas de enxofre, com
importancia biologica significativa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998).

O equilibrio entre a formagao e a remogao das espécies citadas pode sofrer
acdo de agentes exogenos ou endogenos, induzindo um estado de estresse
oxidativo. Este, por sua vez, pode ser restabelecido pelos sistemas antioxidantes

presentes no tecido cutaneo.

O sistema antioxidante cutédneo é formado por substancias enzimaticas e néo
enzimaticas. Dentre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se a glutationa
peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD) (KOHEN;
FANBERSTEIN; TIROSH, 1997). A CAT e a GPx sdo as principais responsaveis
pela remocdo imediata de H202. A GPx, por sua vez, é fundamental no
metabolismo de H202 e de outros peréxidos, pois catalisa reacdes de doagao de
elétrons, no qual se utiliza da glutationa reduzida (GSH) como agente redutor,

formando a glutationa oxidada (GSSG) (ROVER-JR; KUBOTA; HOEHR, 2001).

Os antioxidantes nao enzimaticos, ou de baixo peso molecular também
contribuem para a manutencao do balanco redox celular. Nesta classe inclui-se um
vasto numero de compostos, sintetizados in vivo ou obtidos exogenamente, que
previnem danos oxidativos por interacdes diretas ou indiretas com as EROS/RNS

(BIALY et al., 2002).

Dentre as substancias endogenas podemos destacar alguns hormdnios, como
estradiol e estrogeno que apresentam atividade antioxidante semelhante a vitamina
E, devido, provavelmente, a sua porcado fendlica, comum a ambas as moléculas
(KVAM; DAHLE, 2003) e a melatonina, reguladora do relégio biolégico nos

mamiferos, que também apresenta atividade antioxidante, além de induzir a sintese
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de antioxidantes enzimaticos in vivo, como a glutationa peroxidase (REITER, 1997).
Destacam-se também o acido lipdico, um cofator essencial em varios complexos
enzimaticos que apresenta atividade antioxidante e que pode atuar como
regenerador de formas oxidadas de glutationa, ascorbato e a-tocoferol (PODDA et
al., 2001); bem como a melanina, um pigmento formado pela oxidacédo e

polimerizagcado da tirosina, com papel protetor contra a radiacdo UV, que também

possui papel antioxidante, protegendo a pele principalmente contra 02._ e RO2

(SERGEEV; UKHINA; SHIMANOVSKII, 1999).

Além de todo o sistema antioxidante enddgeno exemplificado, a pele conta
ainda com um eficiente mecanismo de reparo, caso os danos ja tenham ocorrido,
envolvendo enzimas e substancias de baixo peso molecular (ICHIHASHI et al.,
2003). Por exemplo: lesdes oxidativas em DNA podem ser identificadas por enzimas
especificas, removidas e reparadas, ou ainda, substancias que sofreram ataque de
radicais podem ser restauradas pela doagdo de hidrogénio de outras moléculas

(ICHIHASHI et al., 2003).

A aplicagao topica ou oral de antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos
representa uma estratégia interessante de protecdo cutanea contra o estresse
oxidativo ocasionado por diferentes agentes. Além da reposigéo utilizando moléculas
endogenas, buscam se novas substancias com agao antioxidante, bem como
substancias que irdo aumentar direta ou indiretamente os niveis endoégenos dos
antioxidantes. Alguns antioxidantes fundamentais sdo normalmente adquiridos pela
dieta, como por exemplo, as vitaminas C e E, os carotendides e substancias
fendlicas derivadas de plantas. A vitamina E, ou a-tocoferol, além de estabilizar as

bicamadas lipidicas no estrato corneo, € um dos mais importantes inibidores da
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peroxidacao lipidica em animais, por capturar R02. (BURTON et al, 1998).

Também para restabelecimento do equilibrio redox cutaneo, bem como para
prevengdo ou tratamento de patologias causadas por estresse oxidativo, séo
utilizadas muitas classes de substancias antioxidantes provenientes de produtos
naturais. Muitos extratos sao veiculados em formulagdes para uso topico, tendo sua
eficacia comprovada. Além disso, inumeras sao as formas orais de suplementacéo,
como a ingestdo de chas, capsulas, decotos, entre outros. Diversos estudos
descritos na literatura abordam o uso de antioxidantes oriundos de produtos
naturais. A eficacia de antioxidantes desta origem €& extensamente investigada

(ALEXIS et al., 1999; GOMES et al., 2001).

1.3.2.1.1.1 Biomarcadores de estresse oxidativo e antioxidantes

O malondialdeido (MDA) & um produto secundario da peroxidagéo lipidica,
considerado um candidato potencial para ser escolhido como um biomarcador geral
de dano oxidativo. E o principal indicador da peroxidacdo lipidica determinado por
titulagao contra o acido tiobarbiturico (TBA), que € indicador de dano celular. O MDA
reage com TBA e forma um cromoégeno de cor rosa fluorescente, cuja absorgéao
ocorre em comprimento de onda de 532 nm e fluorescéncia em 553 nm. Associado
com esse indicador, a mieloperoxidase é envolvida ndo somente na geragdo de
EROS, mas também na ativagdo da atividade inflamatéria (VASCONCELOQOS et al.,

2007).

O método de Ferrous Oxidation-Xylenol Orange (FOX) foi originalmente

desenvolvido para determinar o nivel hidroperéxido lipidico em sistemas bioldgicos.

+
O ion ferroso (Fe2 ) € oxidado pelo hidroperoxido (oxidante) para formar o ion
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+
férrico (Fe3 ). Este &, em seguida, tratado com o reagente xylenol-orange (XO)

formando o complexo Fe3+ — XO (cor azul violeta) que é detectado por
espectrofotobmetro a 550 nm. Esse método ¢é utilizado para determinar a formacgao ou
presenca de hidroperoxido na amostra biologica, atividade da lipoxigenase bem
como o estudo da peroxidacdo lipidica. E menos reativo ou ndo reage a

endoperoxidos (JIANG et al., 1992)

A oxidacgao de lipideos, processo conhecido como peroxidagao lipidica, pode
iniciar-se em membranas celulares, especialmente na membrana interna das
mitocdndrias. A peroxidacgao lipidica traz consequéncias homeostaticas graves para
as membranas atacadas, principalmente na perda de sua integridade devido a
alteracdo na sua permeabilidade a ions e pequenas moléculas e perda nas suas
caracteristicas de fluidez (HALLIWELL; GUTERIDGE, 1989). Esta agressdo acaba
por interferir em mecanismos celulares importantes, incluindo sistemas enzimaticos,

expressao génica, entre outros. (CREMONESE et al., 2001),

Todos os componentes celulares sao susceptiveis a agcdo das espécies
reativas do oxigénio, porém as membranas bioldgicas (reticulo endoplasmatico,
membranas mitocondriais ou plasmaticas) s&do as mais atingidas em decorréncia da
peroxidagdo lipidica, podendo acarretar alteragbes na organizagdo estrutural,
funcional, enzimatica e na permeabilidade das membranas celulares (CECHINI,

1990).

O uso da técnica de quimiluminescéncia permite a quantificagdo do estresse
oxidativo na pele. Em circunsténcias normais, os processos fisiologicos levam a

formagdo de radicais, resultando em emissdo de fétons (na ordem de 20 a 40
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contagens por segundo), contudo essas quantidades sdo muito baixas para serem
detectadas pelos métodos atualmente empregadas. No estresse oxidativo, os niveis
de radicais sao geralmente aumentados, permitindo assim sua detecgéo através da

emissao de fotons produzidos (GUARATINI et al., 2007).

Os sistemas de defesa antioxidante nas células incluem compostos como a
glutationa (GSH): tiol mais abundante envolvido no sistema de defesa antioxidante
ativado diretamente para remog¢ado de EROS. Ha também enzimas antioxidantes,
como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa S transferase (GST). A GSH e essas enzimas servem como
biomarcadores para a defesa antioxidante devido as suas habilidades de eliminar e

atenuar os efeitos das EROS.

Enfim, a fase inflamatéria da cicatrizagdo tem como objetivo o recrutamento
de células inflamatérias e producao de radicais livres que atuam no o desbridamento
tecidual e producao de fatores de crescimento essenciais para a fase de proliferagao

tecidual.

1.3.2.2 Fase fibroblastica

Essa fase estende-se até a epitelizacdo total da ferida e também pode ser
chamada de fase proliferativa ou fase reconstrutiva, de acordo com o autor
consultado.

Uma vez que a ferida “foi limpa” pelos leucdcitos, o reparo do tecido
danificado continua (GOGIA, 2003). Inicia-se o processo de migracdo de células
endoteliais da periferia para o centro da lesao; elas continuam a proliferar-se e dao
origem ao tecido de granulagao.

O tecido de granulagdo € um tipo especializado de tecido, com aspecto réseo
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e granular, em que ocorre intensa proliferagdo de novos vasos sanguineos e de
fibroblastos. E importante ressaltar que os macréfagos continuam presentes no
tecido de granulacdo, mas agora em menor intensidade, eliminando
compulsivamente os restos de material, fibrina e outros corpos estranhos do local
(Gogia, 2003).

Os novos vasos originam-se por meio de brotacdo a partir dos vasos
preexistentes, o que consiste em um importante processo biolégico denominado
angiogénese ou neovascularizagao.

Os fibroblastos sao sintetizados a partir de células mesenquimais
indiferenciadas que migram para o leito da ferida. Tratam-se das células
responsaveis pela producdo de colageno entre outros componentes da matriz
extracelular do tecido conjuntivo (fibras elasticas, proteoglicanos, fibronectina). A
integridade da ferida depende do colageno, proteina que proporciona resisténcia e
rigidez aquela; entretanto, ao final da cicatrizagdo, apenas 80% da resisténcia
tensional original a pele é recuperada.

A medida que a proliferacdo epitelial persiste, e que a ferida esta totalmente
preenchida pelo tecido de granulagdo, ocorre sua epitelizagdo gradual, que
proporciona uma fina cobertura sobre a pele.

Enquanto o processo de reepitelizagdo se completa, outro evento € iniciado: a
contracdo da ferida, processo que consiste na mobilizacdo dos tecidos
circunjacentes, promovendo um movimento centripeto da pele normal em toda a sua
espessura, pelas forgas exercidas pela retracdo do tecido de granulagdo que
promovem a contragdo da ferida. Os fibroblastos também estdo envolvidos nesse
processo; eles diferenciam-se em miofibroblastos, que sao células responsaveis

pela contracdo da ferida, pois tém a habilidade de distensédo e retragdo. Os
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miofibroblastos aderem as margens da ferida e puxam toda a epiderme para dentro.
A contracdo da ferida recompde toda a leséo, resultando na formagado do tecido
cicatricial.

Na medida em que a cicatriz vai se formando, o numero de fibroblastos na
ferida é reduzindo gradativamente, até o seu desaparecimento (que ocorre somente
apos o término da formagéo do tecido cicatricial), 0 que caracteriza o final da fase

fibroblastica.

1.3.3.3 Fase de remodelamento

Essa fase é denominada, por alguns autores, de fase de maturacéo, e
consiste basicamente na reorganizagéo das fibras de colageno e na substituicdo das
fibras tipo Ill pelas do tipo | .

A fase de remodelamento inicia-se a partir da formacao do tecido cicatricial e
caracteriza-se pelas mudancgas na forma, tamanho e resisténcia da cicatriz.

Durante a formacdo do tecido cicatricial, ocorrem coordenadamente a
producdo e a degradacao de colageno. A cicatriz torna-se uma estrutura densa e
repleta de fibras de colageno desorganizadas.

A reorganizagao das fibras de colageno é um processo que permite que o
tecido cicatricial aleatoriamente depositado seja arranjado tanto em orientagéo
linear, como lateral. E nesse momento que o organismo tenta corrigir eventuais
“‘defeitos” da cicatriz, como o queldide ou a cicatriz hipertrofica (alteracbes que
ocorrem em virtude da excessiva deposi¢cdo de colageno) (GOGIA, 2003). Vale
ressaltar que o queloide estende-se além dos limites da les&o original.

Na medida em que o remodelamento avancga, a coloragao rosa e brilhante de

uma cicatriz imatura vai sendo gradativamente substituida por um tom mais suave
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até atingir um tom esbranqui¢ado, caracteristico de uma lesdo madura. O processo
de remodelamento normalmente estende-se de 12 a 15 meses.

A natureza da cicatrizacdo € a mesma para todas as feridas, mas de acordo
com a perda tecidual, o processo de cicatrizacdo pode ocorrer de duas formas:
cicatrizagdo por primeira intengdo e cicatrizagdo por segunda intengdo (GOGIA,

2003) .

1.4 Modelos experimentais de queimaduras

O direcionamento das pesquisas em queimaduras tém-se modificado
consideravelmente nas ultimas décadas: nos anos 60 e 70 do século passado os
estudos eram baseados no tratamento do choque hipovolémico pds-queimadura,
resultando em abordagem mais precoce e meétodos mais efetivos de controle de
danos.

Na década de 80, estudos direcionavam-se ao controle da infecgédo, no qual
uma vez superada a fase de ressuscitacio, a infeccdo é a principal causa de morte
em pacientes com grandes queimaduras (XU, 2004).

Na década de 90 as investigagdes eram voltadas para analise de mediadores
da resposta imunoinflamatéria local e sistémica, precoce e/ou tardia, subsequentes a
lesdo térmica, procurando identificar estes mediadores e avaliar seu papel na
modificagdo destas respostas (DAVIDSON, 1998). Paralelamente, foram estudadas
inumeras abordagens no tratamento de queimaduras de espessura parcial ou total,
buscando prevenir sequelas e promover uma cura mais rapida.

Atualmente, permanece imprescindivel o uso de animais para o estudo em
queimaduras. Uma pesquisa eletrbnica na base de dados Medline-Pubmed da

National Library of Medicine do Instituto Nacional de Saude dos EUA em busca de
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artigos publicados de 1947 a 26 de junho de 2018, utilizando as palavras-chave
queimadura, pele e animal, revelaram apenas 4728 artigos.

O rato Wistar tem sido largamente utilizado nas pesquisas experimentais.
Quando comparado com o Sprague-Dawley possui um corpo maior em relagdo a
cauda, € mais resistente a infec¢do, tornando-o um bom modelo para estudos em
queimaduras, especialmente quando um maior tempo de sobrevida & necessario
(DAVIDSON, 1998; GOTTRUP; AGREN; KARLSMARK, 2000).

Para a investigacdo da fisiopatologia e das formas de tratamento de lesdes
por queimadura, varios modelos diferentes foram utilizados incluindo desde contato
com agua em ebulicdo (BARBOSA et al., 2003), placa de bronze aquecida (MEYER,;
SILVA, 1999), placa de aluminio aquecida (MEDEIROS et al., 1999), escaldadura
sobre 45 % da superficie corporea (OLIVEIRA et. al., 2010) e placa de cobre com
controle de temperatura na superficie de contato digital (CAMPELO et al., 2011).
Esses métodos apresentados podem variar a temperatura de 60 a 200 graus Celsius
e causar queimadura de espessura parcial ou total.

CAMPELO et. al. (2011) demonstraram que a queimadura térmica por
conducéo direta a 100 ou 150 °C durante 9 segundos é capaz de ocasionar lesdo de
espessura parcial (epiderme e derme) em pele de ratos, e quando as queimaduras
s&o realizadas a 200 °C durante 9 segundos a les&o é de espessura total atingindo

até a musculatura.

1.5 Oleos: Omega 9 (oleico)), Omega 6 (linoleico) e Omega 3

(docosahexaendico, eicosapentaendico e linolénico)

Esses dleos sao acidos graxos (AG) que sao inicialmente isolados de fontes

naturais, principalmente de lipidios, e s&o acidos carboxilicos monocarboxilicos que
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podem ser representados pela forma RCOOH (na maioria das vezes o agrupamento
R é uma cadeia carbénica) e s&o classificados de acordo com: o tamanho da cadeia
hidrocarbénica (curta — até quatro atomos de carbono; média — de seis a dez atomos
de carbono; e longa — mais de dez atomos de carbono); presenga de insaturagdes -
ligacdes duplas entre atomos da cadeia R - (saturados — ndo possuem insaturagdes
na cadeia hidrocarbénica; insaturados — possuem insaturagdes) e quantidade de
insaturagdes (monoinsaturadas — apenas uma ligagcéo dupla; poliinsaturadas — duas
ou mais ligagdes duplas) (DAHELE et al., 2006). Sendo assim os 6leos 6mega em

estudo est&o classificados conforme quadro abaixo:

Quadro 1. Classificagdo dos 6leos 6mega em estudo

Classe Nome sistematico Nome comum Carbonos*  Duplas ligagdes**
Omega-3 Docosahexaendico DHA 22 6

Omega-3 Eicosapentaendico EPA 20 5

Omega-3 Octadecatriendico Linolénico 18 3

Omega-6 Octadecadienoico Linoleico 18 2

Omega-9  Octadecensico Oleico 18 1%

*Numero de carbonos
**Numero de duplas ligagcbes

# Monoinsaturado

Cada classe € composta por uma familia de AG, sendo que todos os
membros desta familia podem ser sintetizados biologicamente a partir daqueles
oferecidos na dieta. Por exemplo, o acido araquidénico (20:4 6mega-6) é sintetizado
a partir do acido parental da classe 6mega-6, o acido linoleico (18:2). Contudo o AG
de uma determinada classe n&o pode ser biologicamente convertido em outra
classe, isto €, nenhum membro da familia 6mega-9 (acido oleico) pode ser

convertido em émega-6 (acido linoleico).
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Desde a década de 1930 a essencialidade de alguns acidos graxos sao
conhecidas por serem imprescindiveis ao organismo e por nao poderem ser
sintetizados pelo mesmo. BURR, G.O. e BURR, M.M. (1929) reverteram a
descamacao anormal da pele e formacédo de caspa, inchago da cauda e membros
pélvico que evoluem para necrose, perda de pelo, aparecimento de feridas em ratos

quando adicionado a dieta 6leo enriquecido com acido linoleico (dmega-6).

A essencialidade dos AG Omega-3 demorou a ser caracterizada pela
dificuldade em estudar seus efeitos nos modelos animais e pelo fato de somente ter
sido evidenciada em humanos quando comegaram administrar dietas parenterais
suplementadas com AG 6mega-6. Apenas na década de 90 com Innis (1991) foi
comprovada a essencialidade do 6mega-3, quando reverteu alteragdes neuroldgicas
e visuais em uma menina de 6 anos que mantinha uma dieta parenteral rica em

Omega 6 e pobre em 6mega-3.

O AG dmega-9 (acido oleico) confere protegcdo contra a peroxidagao lipidica
diferente dos acidos graxos polinsaturados como linolénico, EPA, DHA que contém
4, 5 e 6 duplas ligagdes respectivamente sdo muito menos estaveis (CURI et al,,
2002). O uso de formulagbes ricas em lipidios na forma monoinsaturada,
comparado ao uso de poliinsaturados evidenciou menor resposta inflamatéria e
menor produgdo de radicais livres com formula rica em monoinsaturados (CURI et

al., 2002).

Acidos graxos frequentemente incorporados em membranas fosfolipidicas sdo
o 6mega-3: eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), 6mega-6: acido
araquidénico (AA), e dmega-9: acido oleico (OA). EPA e DHA tém efeitos diretos

sobre a fluidez estrutural e funcional da membranas celulares. Por meio de
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incorporaragéo dos fosfolipidos nas membranas celulares, os acidos graxos poli-
insaturados influenciam nas respostas imunes e inflamatorias, atuando na fluidez
das membranas (facilitando ou dificultando a adesdo de receptores, moléculas de
superficie e de producdo de enzimas), a sintese de moduladores de inflamagao
(eicosanodide) e na transdugao de sinal, com maior ou menor produgéo de citocinas

inflamatodrias (CALDER, 2013).

As membranas que sao ricas em acidos graxos monoinsaturados (AGMI) s&o
menos susceptiveis a oxidagcao por radicais livres do que as membranas ricas em
acidos graxos saturados, possivelmente porque o maior numero de insaturagbes
aumentam a probabilidade das duplas ligagdes do que em espécies reativas do

oxigénio (BITTENCOURT et al., 2002).

As dietas ancestrais eram ricas em vegetais, frutas, carnes e peixes e
continham proporgdes similares de AGPlI 6mega-6 e 6mega-3. Ja as dietas
ocidentais atuais tem uma razdo mais proxima de 10 a 20 para 1, devido
principalmente a um aumento do consumo de Oleos vegetais e gordura saturada e

uma redugdo no consumo de peixe (DAHELE; FEARON, 2006).

Atualmente, a adequacdo do balanco dietético de lipidios tem motivado
inumeras investigagdes. Em pacientes com alteragdes das respostas metabdlicas, o
equilibrio entre os lipidios da dieta tem como propdsito controlar o estresse oxidativo
e a resposta inflamatoria exacerbada, por meio da relacédo entre os tipos de acidos
graxos poliinsaturados ingeridos (CALDER, 2003), que afetam a sintese de
eicosanoides que atuam como mensageiros intermediarios de fatores de
crescimento, controlando o crescimento e diferenciagdo de células epiteliais

(CAPONE; BAGGA; GLASPY, 1997).
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Os lipidios de 18 atomos de carbonos (acido linolénico [18:3 - dmega-3], acido
linoleico [18:2 - 6mega-6] e acido oleico [18:1 - 6mga-9]) usam as mesmas enzimas -
dessaturases (A6 e A5) e uma elongase - para sintetizar seus derivados com 20
atomos de carbonos: acido eicosapentaendico (EPA) (20:5 - d6mega-3), acido
araquidénico (AA) (20:4 - dmega-6) e acido eicosatriendico (ETA) (20:3 - 6mega-9).
Em ordem de preferéncia, os substratos para essas enzimas sao: émega-3 >
Omega-6 > Omega-9 (Figura 8). Entretanto, existem duas classes de lipidios
essenciais para as sinteses dos eicosanoides: dmega-6 e 6mega-3, por meio dos

seus derivados acidos eicosapentaenoico e araquidonico (BISTRIAN, 2003).

Familia w-6 Familia w-3
Acido linoléico Acido a linolénico
(18:2) i Dessaturase X (18:3)
Acido v linolénico Acido octadecatetraenéico
(18:3) Elongase (18:4)
Acido Dihomo v linolénico Acido eicosatetraenéico
. 20:4
(20:3) Dessaturase (20:4) Anti- inflamatorios
l l Prostanédides
Acido araquiddnico Eicosapentaenéico (TXA3, PGI3,
(20:4) (20:5)-EPA Bl PGE3)
Leucotrienos
(LTB5)
Pro-inflamatoérios Acido Docosapentaenéico
Prostanéides (TXA2, PGI2, PGE2) (22:5)
Leucotrienos (LTB4)
Acido docasahexaenéico
(22:6) - DHA

Figura 8. Biossintese dos acidos graxos poliinsaturados. Abreviatura: w-6 = 6mega-6; w-3 = 6mega-3
Adaptado de CALDER (2003).

O alto consumo de acido linoleico (bmega-6) favorece o aumento do conteudo
de acido araquiddnico (AA) nos fosfolipidios das membranas celulares, aumentando,
consequentemente, a producdo de prostaglandina (PG) E2 e leucotrieno (LT) B4,

por meio das vias enzimaticas da ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-LOX),
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respectivamente. A ingestdo de o6leo de peixe introduz EPA nos fosfolipidios das
membranas, inibindo o metabolismo do AA por competicdo pelas mesmas vias
enzimaticas (COX e 5-LOX), promovendo a formagédo de PGE3, em vez de PGE2, e
LTBS5, em vez de LTB4, que sdo mediadores inflamatorios menos ativos (Figura 9)
(JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000). Em geral, o acido linoleico é precursor da
sintese de eicosandides com caracteristicas pro-inflamatorias, como o tromboxano
A2 (TXA2), as PGI2 e PGE2 e os LTB4 (JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000;

KELLEY, 2001).

S-lipoxikyonase Cicloxigonasze /

TNF-«

— |1

DNA

Figura 9. Metabolismo dos eicosandides durante a produgdo de prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos por meio do acido araquidénico (AA) e do acido eicopentaenoico (EPA). Setas preta =
via de sintese; setas vermelhas = via inibitoria. Abreviaturas: Abreviatura: w-6 = édmega-6; w-3 =
Omega-3 .

As PGE2 e os LTB4 sdo os mediadores que possuem o maior potencial pré-
inflamatério. A PGE2 induz a febre, promove vasodilatacdo, aumenta a
permeabilidade vascular e potencializa a dor e o edema causados por outros

agentes, como bradicinina e histamina. Por outro lado, a PGEZ2 inibe a produ¢édo do
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TNF-a e IL-1, apresentando, nesse aspecto, caracteristica antiinflamatoria. Tem
potencial imunossupressor, pois inibe a proliferagdo de linfocitos, a atividade das
células natural killer (NK) e a produgéo de IL-2 e Interferon (IFN). O LTB4 aumenta a
permeabilidade vascular, o fluxo sanglineo e a quimiotaxia dos leucdcitos, induz a
liberacdo de enzimas lisossomais e aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio e de TNFa, IL-1 e IL-6. Em todos esses aspectos, o LTB4 é pro-inflamatorio
(GRIMBLE, 2002; CALDER, 2003). Como citado, os tromboxanos (TX) também
provém do metabolismo dos eicosandides. Entre eles, o TXA2 & o principal
subproduto do AA, promovendo agregacdo plaquetaria, ades&o leucocitaria e

contracao da musculatura lisa (CALDER, 2003).

Por outro lado o aumento da oferta de acidos graxos da familia émega-3,
como o acido linolénico ou de EPA e de DHA, favorece a sintese de eicosanoides
como a PGE3, TXA3 e LTB5, que possuem caracteristicas antiinflamatoérias. Esse
equilibrio proporciona menor formacdo de mediadores pro-inflamatorios, reduzindo
alguns dos efeitos imunossupressores (Figura 8 e 9) (ROBERT, 2005; NAKAMURA,

2005).

Helton e Espart (2001) demonstraram que o EPA, ao competir com os AA na
membrana celular causa alteragdes na producdo de TNF-a. Esses efeitos estao
associados a redugdo no NF-kB (nuclear factor kappa B) que é um fator de
transcricdo nuclear encontrado em todos os tipos celulares, estando envolvido em
repostas a estimulos, tais como, estresse oxidativo, citocinas, radicais livres,

radiacdo ultravioleta, antigenos virais ou bacterianos.

A producdo de fatores inflamatério, radicais livres oxigenados e estresse

oxidativo também pode ser diminuidos com o uso de acidos graxo monoinsturado
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oleico (6mega-9) (GALLAND et. al., 2010; QUILES et. al., 2006; GILINGHAM et. al.,

2011; BERGOUIGNAM et. al., 2009; LATREILLE et. al., 2011).

A producgao de radicais livres pela peroxidacdo das membranas podem levar
ao aumento de dano no DNA. Varios trabalhos demonstram que o éleo de oliva, rico
em Omega-9, reduz a peroxidacdo lipidica e dano ao DNA ( SYED et. al., 2010;

QING et. al., 2007; AMEL et. al., 2010; THANAA et. al., 2014; LOPEZ et al., 2004).

Niveis de ingestdo adequada (Al) de acidos graxos essenciais foram
estabelecidos pelo Institute of Medicine, por meio das Dietary Reference Intakes
(DRIs), baseadas na ingestdo meédia da populagdo americana. Esses valores
preconizados de consumo sdo de 17g e 12g/dia de acido linoleico (bmega-6) e 1,69
e 1,1g/dia de acido linolénico (bmega -3) para homens e mulheres, respectivamente

(WELCH et al., 2010).

1.6 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Modelos experimentais de queimaduras em animais tém sido uma ferramenta
essencial para o estudo da fisiopatologia de lesdes cutaneas (queimaduras) em
humanos, investigar novos métodos de tratamento (KAUFMAN et al., 1990), e
avaliar a influéncia da administracdo de farmacos em resposta ao trauma (AULICK
et al., 1981).

No presente estudo foram utilizadas misturas de 6leos em concentragdes
nutracéuticas com razao de 6mega-6 : dmega-3 baixa que favorece uma agéo anti-
inflamatoria e a razdo de Omega-9 : dmega-6 alta com agao antioxidante conforme
apresentado em outras situagdes biologicas (ALLAYEE; ROTH; HODIS, 2009;

SIMOPOULOS 2002, 2008; CAMPELO et. al., 2011), sendo este o primeiro trabalho
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em que as misturas de Oleos inseridas dentro de uma bebida lactea sao
administradas em ratos queimados ad libitum.

Considerando que essas familias de acidos graxos competem pelas mesmas
enzimas, o balango entre 6mega-9, 6 e 3 na dieta € de grande importancia. O
presente estudo foi desenhado para analisar os efeitos das misturas de éleos de
Omega-9, 6 e 3, avaliando a queimadura térmica, estresse oxidativo e cicatrizagao

da queimadura da pele de ratos.
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2 OBJETIVO
2.1 Geral
Estudar os efeitos nutracéuticos do leite enriquecido com misturas de Oleos

Omega 9, 6 e 3 em ratos submetidos a queimadura térmica por condugao direta.

2.1 Objetivos especificos

* Estudar os efeitos da mistura de oleos émega 9, 6 e 3 na avaliagéo
macroscopica das lesdes por queimadura de espessura total;

* Avaliar o efeito das mistura de 6leos dmega 9, 6 e 3 na espessura da
epiderme;

* Estudar o efeito das mistura de 6leos édmega 9, 6 e 3 na propor¢gdo do
colageno tipo | e tipo llI;

* Avaliar a imunomarcagao do fator de transcrigdo nuclear (NF-kB) nos animais
tratados com a mistura de 6leos 6mega 9, 6 e 3;

* Avaliar o efeito das mistura de 6leos 6mega 9, 6 e 3 nos biomarcadores
(malondialdeido, glutationa reduzida, glutationa peroxidase e catalase) de

estresse oxidativo em amostras de pele de ratos queimados.
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3 METODO

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi de carater experimental, interinstitucional, com o uso de animais
vivos e controle intra-individuo, realizado de acordo com as Normas Internacionais
para a Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal n°.
6.638, de 08 de Maio de 1979, sendo no Laboratério de Cirurgia Experimental
(LABCEX) da Faculdade de Medicina do Centro Universitario Christus (Unichristus)
e no laboratério de Nutrigenémica da Universidade Federal do Ceara, analisado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Ceara (UFC) sob numero 69/2016 de 28 de julho de 2016

As condigbes do alojamento até o bem estar geral dos animais, foram
controladas pela diregdo do biotério e os procedimentos foram baseados nos
principios dos 3Rs (Replacement, Reduction, Refinement).

Os animais foram manipulados de acordo com o0s principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Todos os
esforgos foram realizados no sentido de reduzir o numero de animais utilizados.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central do Centro
Universitario Christus (Unichristus) e mantidos no laboratério de cirurgia
experimental da Unichristus, com massa corporal média de 253,2 + 2.58 g .

Todos receberam ragao padrao e liquido ad libitum, e foram mantidos nas
mesmas condigdes ambientais, em gaiolas individuais, com ciclos de dia (12horas) e

noite (12horas).
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 48 animais divididos em quatro grupos, de dois tempos (trés
dias e vinte e um dias). Os grupos foram: agua, queimado+agua (Q + agua),
queimado + leite (Q + L), queimado + leite modificado (Q + LM), com doze animais
em cada grupo, sendo 6 animais sacrificados com trés dias e 6 com vinte e um dias
pos-queimadura), ver distribuicdo dos grupos no quadro 2 e propor¢des de 6leos

6mega-9, 6 e 3 no quadro 3.

Quadro 2. Divisdo dos grupos e composi¢ao das misturas de 6leos 6mega.

Grupos Composicao omega 3,6e9

Agua Agua _

Q + Agua Agua _

Q+L Leite Desnatado sem _
lactose

Q+ LM Leite Desnatado sem Sim
Lactose adicionado mistura
de dleos

Abreviaturas: Q + Agua = grupo queimado administrado agua; Q + L = grupo queimado administrado

leite; Q + LM = grupo queimado administrado leite modificado.
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Quadro 3. Composicao do leite desnatado sem lactose e com adigao da mistura de 6leos 6mega (w-
9, w-6 e w-3). Fonte: NVTRO.

Composicao do leite desnatado sem

lactose + mistura de 6leos

Leite desnatado

Oleo de girassol (fonte de w-9, w-6 e w-3)
Oleo de canola (fonte de w-9, w-6 e w-3)
Oleo de peixe (fonte de w-3)

Azeite de oliva (fonte de w-9)

Aroma Grasse GA 127790

Sucralose

Aroma de baunilha

Aroma de leite

Agua

A dose que foi ministrada de cada solugao corresponde a 150 ml/dia de agua
ou leite ou leite modificado, obedecendo a proporg¢ao de 3,4:1 (bmega-9 : 6mega-6)

e 1,4:1 (bmega-6 : 6mega-3).

3.4 Fluxograma experimental

Inicialmente os animais foram pesados, anestesiados, depilados, delimitada
area no dorso do animal com molde vazado confeccionado com pelicula de écran,
demarcado a area a ser queimada utilizando caneta dermografica, realizada
antissepsia da pele com clorexidine a 2%, em seguida submetidos a indugdo do
procedimento cirurgico (indugdo da queimadura), foram ofertados aos animais em
livre demanda racgédo e liquido em garrafas individualizadas contendo a agua ou leite
ou leite modificado, sendo colocada cada garrafa em seu respectivo grupo e trocada

a cada 24 h. Antes e ap0s a troca da ragdo e das garrafas foram mensuradas suas
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respectivas quantidades para determinar quanto o animal consumiu de ragao e de
agua durante o experimento.

Foram administrados, durante vinte e um dias (D1, D2, D3, D4, D5, D6,
D7...D21) consecutivos, sempre no mesmo horario, ad libitum, das solucdes
descritas no quadro 2 conforme seus respectivos grupos.

No terceiro e no vigésimo primeiro dia (D3 e D21) pds-queimadura, conforme
protocolo, os animais foram anestesiados, realizadas as fotografias das lesdes, em
seguida foram colhidas amostras de pele para analise da sua espessura (D21), tipo
de colageno (D21) , imunohistoquimica (D3 e D21) e estresse oxidativo (D3 e D21).
No sétimo dia (D7) os animais foram anestesiados, removidas as crostas
delicadamente com gases umedecidas com solugdo fisiologica 0,9%, realizada as

fotografias das lesdes e retornado para as gaiolas até 21° dia (ver figura 10).

‘ Administragao agua, leite desnatado ou leite+ misturas de o6leos ‘

A
!
ro)

|

1°D |

3D |

Queimadura e
Planimetria
Sacrificio (n=24)

Pele

Retirada das crostas
Planimetria

Retirada das crostas
Planimetria

Sacrificio (n=24)

Pele

Figura 10. Fluxograma experimental. Abreviaturas: 1°D = primeiro dia experimental; 3°D = terceiro dia

experimental ; 7°D = sétimo dfia experimental e 21°D = vigésimo primeiro dia experimental.
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3.5 Técnica Anestésica e Analgesia

Os animais foram anestesiados com a associagao de cloridrato de cetamina a
5% na dose de 90mg/kg e cloridrato de xilazina a 2%, na dose de 10mg/kg,
administrados simultaneamente, por via intramuscular, na parte posterior do membro
pélvico direito (figura 11). Os animais foram considerados anestesiados quando
ocorreu perda dos reflexos corneo-palpebrais, e retirada da pata ao estimulo

doloroso por preensao.

Figura 11. Ato anestésico no membro pélvico direito/face medial. (Fonte: arquivo pessoal).

Foi realizado controle rigoroso dos tempos e da temperatura dos animais (por
meio de termOmetro retal) dos animais, mantendo-os entre 36° e 37° graus Celsius
utilizando meios fisicos (uso de lampada incandescente para aquecer, quando
necessario) durante todo o procedimento cirdrgico. Também foi verificado se os
animais apresentavam cianose de extremidade ou mucosas durante todo o

experimento.
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A analgesia foi administrada por via oral (ad libitum) durante as primeiras 24h
de pods-operatorio, utilizando 30mg de fosfato de codeina (Janssen Cilag
Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) na propor¢édo de um comprimido triturado

e dissolvido em 500 ml de agua (THURMON et. al., 1996; GRIMM et. al, 2015).

3.6 Procedimentos cirurgicos

Os animais foram acomodados em bancada cirdrgica durante todo o
procedimento.

ApOs a certificagdo de que os animais estavam anestesiados, os mesmos
tiveram o dorso depilado, incluindo flancos até a raiz da cauda, utilizando barbeador
elétrico (figura 12). Foram colocados em decubito ventral sobre pranchetas
cirargicas, previamente higienizadas com alcool a 70%, secas e protegidas por
campo cirurgico. Demarcou-se no dorso do animal em seis areas simétricas de 1 x 1
cm, laterais a linha média dorsal, guardando a distancia entre si de 1 cm, mediante a
utilizacdo de caneta dermografica (Sanford, Fine Point, Permanent Marker) e de
molde confeccionado com pelicula de écran (figura 13).

Em seguida realizou-se a antissepsia da pele (figura 14) com clorexidine a
2% (Riohed, Ind. Farmacéutica Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil)

e secagem por compressa de gaze.
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Figura 12. Preparo do local a ser realizada a queimadura (dorso sendo depilado). (Fonte: arquivo

pessoal).

Figura 13. Demarcacdo de area. Molde vazado confeccionado e caneta dermografica. (Fonte:

arquivo pessoal).
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Figura 14. Antissepsia da pele com clorexidine 2%. (Fonte: arquivo pessoal).

3.6.1 Realizagao das queimaduras

Para realizagcao das queimaduras foi utilizado um ferro de soldar (Hikari 40 W)
especialmente preparado (figura 15). A ponta originalmente redonda foi retirada e na
haste foi acoplada uma placa fina quadrada de cobre medindo 01 cm de lado
(superficie de contato de 1cm?). O sensor de um termostato, preparado para manter
uma temperatura constante de 200° C, foi implantado 2 cm acima da area de
contato. Foi acoplado também um termdémetro digital com um termopar K (ET-110,
Houston — Texas, USA inc.), para atestar a temperatura exata no momento da
realizagdo da queimadura. O peso total do aparelho era de 90g, incluindo o ferro de
soldar, o cabo elétrico de 80 cm de comprimento e o cabo do sensor. O aparelho foi
validado e calibrado (validagdo interna) pelo Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Cearda, pelo Professor Dr. Alejandro Pedro Ayala
(CAMPELDO et. al, 2011).

O conjunto foi colocado em contato com a pele previamente demarcada,
verticalmente e sem pressao adicional por nove segundos cronometrados (figura

16), sendo os cabos sustentados pelo pesquisador.
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Todas as queimaduras foram realizadas a 200 °C durante 9 segundos
produzindo lesdes de espessura total na pele dos animais (ratos) conforme ja

publicado por CAMPELO et al. (2015).

P Aferido pelo temémetro

Ponta/Placa i

3 . '¢mmm Aferido pelo Termostato

Termémetro TR

Digital

Figura 15. Equipamento completo utilizado para realizagdo da queimadura. Observar termémetro
digital, termopar tipo K na ponta, estabilizador de corrente elétrica com termostato interno. (Fonte:

arquivo pessoal).

Figura 16. Realizacdo da queimadura por 9 segundos. (Fonte: arquivo pessoal)
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3.7 Sacrificio dos animais

No terceiro e vigésimo primeiro dia os animais foram anestesiados novamente
com ketamina mais xilazina e realizada planimetria digital (ver descrigdo do método
abaixo) para quantificar o dano fisico (area queimada da pele). Os animais foram
sacrificados com infusdo de doses letais dos anestésicos, sendo retirados quatro
fragmentos de pele (2 x 2 cm) incluindo a porg¢ao central de tecido contendo a ferida
ou cicatriz circundada por tecido normal, sendo dois fragmentos imersos em
parafolmaldeido a 4% e dois fragmentos imersos em nitrogénio liquido e

armazenados a -80°C.

3.8 Planimetria digital
A planimetria digital foi realizada logo apds a indugdo das queimaduras no
D1 e nos dias D7 e D21, sendo os animais posicionados em decubito ventral na
mesa cirurgica, em seguida foram fotografados para quantificagcdo da area de
queimadura.
As fotografias (imagens) foram obtidas com camera digital (Sony, Cyber-Shot,
14.1 Mega pixels, Brasil), montada em tripé com disténcia padronizada de 35 cm do
dorso do animal. Uma réqua de 15 cm foi colocada ao lado do animal para
calibragdo usando software para analise das imagens, conforme descrito no topico

abaixo.

3.8.1 Quantificagado da area de lesao (D1, D7 e D21).
As imagens adquiridas conforme descrito no tépico 3.4 (formato tiff, 512 x384
pixels) foram calibradas e a area de superficie da ferida (em cm?) foi calculada pela

planimetria computarizada usando o programa de computador Image Tool 3.0
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(University of Texas Health Center at San Antonio, Texas, USA) conforme descrito
em outros trabalhos (MESQUITA et. al., 2010; CAMPELO et. al, 2011; CAMPELO et.
al, 2015; CHOI et. al., 2018; INOUE et al., 2018) (ver figura 17).

@ Image) File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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x=5.67 (323), y=6.77 (386), value=177,159,121 (#b19f79)
[Area | | ® © ® Captura de Tela 2018-07-03 35 9.13.24 A...
1 2368 10.49x9.82 cm (598x560); RGB; 1.3MB
2 2226 2y
3 2.075
4 1360 \l
5 1.646 -
6 1.928 R

Figura 17. Delimitagéo e calculo da area de lesdo. (Fonte: arquivo pessoal).

A taxa de cicatrizagao da lesao foi calculada utilizando a férmula ja publicada

por BEN et al. (2016) e MENON et. al. (2017), conforme abaixo:

Taxa de cicatrizacao (%) = [1- (A1°D/A21°D)] x 100

Nota-se que A1°D corresponde a area de lesdo no primeiro dia experimental
e A21°D corresponde a area de lesao no vigésimo primeiro dia pos-queimadura. O

resultado foi multiplicado por 100 para ser expresso em porcentagem de area

cicatrizada.
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3.8.2 Analise da espessura da pele cicatrizada

Na ocasido do sacrificio dos animais no D21, foram retirados dois fragmentos
de pele (2 x 2cm ) incluindo a porgao central de tecido contendo a lesao circundada
por tecido normal ( até musculatura ), com lamina de bisturi nimero 15. Apds a
remogao, as amostras foram fixadas em formaldeido tamponado a 4% e enviadas
para processamento histologico. Apos inclusdo em parafina, as pegas foram levadas
ao micrétomo e submetidas a corte de 5 micrébmetros de espessura. Uma vez
montadas as laminas, os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina
(HE) conforme publicado anteriormente (CAMPELO et al., 2011. CAMPELO et al.,
2015; WANG et. al., 2015). Para avaliar a espessura da pele cicatrizada, foi feita por
planimetria digital medindo a espessura da epiderme cicatrizada em cinco pontos

distintos por animal conforme WANG et. al. (ver figura 18).
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Figura 18. Imagem do software Image J, utilizado o para quantificar a espessura da epiderme sempre

em angulo de 90 entre as bordas da epiderme. Software foi calibrado inicialmente com a barra

calibradora da prépria imagem. (Fonte: arquivo pessoal).
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3.9 Histoquimica com coloragao Picrosirius Red

A técnica com coloragao picrosirius red permite a obtencdo de informagdes
acerca da densidade e do tipo de colageno formado pela identificagdo da sua
birrefrigéncia, que é a capacidade de brilhar sobre fundo escuro. No exame sob
microscopio de luz polarizada, o colageno tipo | (COL-1), apresenta fibras mais
espessas, aglomeradas e fortemente birrefingentes com coloragdo avermelhada. Ja
o colageno tipo Il (COL-3), apresenta fibras mais finas, e dispersas no parénquima,
fracamente birrefringentes com wuma coloracdo esverdeada (JUNQUEIRA,
BIGNOLAS, BRENTANI, 1979; RITTLE, 2017).

Para realizacdo da coloragao foi necessario realizar cortes de 5 microbmetros
do tecido previamente emblocado em parafina, em seguida desparafinado em xilol
(xileno), hidratado em solug&o de etanol com concentragbes decrescentes até agua.
Corado durante 1 hora em solugdo de Sirius Red a 0,1 % (contendo 4,0 g de acido
picrico mais 0,1 g de Sirus Red F3B (Cl1.35782) e completado até 100 ml com agua
destilada). Em seguida as laminas foram lavadas durante 2 minutos em solugao de
acido cloridrio 0,01 N, em seguida os tecidos foram contracorado com hematoxilina
de Harris por 6 minutos, desidratados até etanol absoluto e clarificados com xileno.
Finalmente, montados em lamina com resina e laminula.

As imagens dos cortes histolégicos foram fotografadas sob luz polarizada,
utilizando-se uma camera digital CCD Sony DSC W55 de 7.1 Mega Pixels (Sony Inc,
Toquio, Japao) acoplada a microscopio Coleman N-200/T, Sado Paulo, Brasil,
empregando objetiva de 40X, em modo manual, ISO 100, velocidade do obturador
1/2000, abertura F 4,8 em zoom maximo, e armazenadas em arquivos JPEG, escala
de 2,083 pixel por micrébmetro.

As fotografias foram realizadas em um unico dia por uma sé pessoa, de forma
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a minimizar variagdes de iluminagao.

Com auxilio de programa analisador de imagens (Sistema de Analise
Morfométrica, SAMM), um programa de computador desenvolvido especificamente
para finalidade (FECHINE JAMACARU, 2006), foram realizadas medidas em pixels
dos feixes que apresentavam birrefringéncia em cada lamina.

As imagens foram analisadas pelo SAMM da seguinte maneira: para a
quantificacdo do colageno, o sistema foi previamente calibrado para reconhecer o
espectro de cores relativo as estrutura de interesse (fibras colagenas do tipo | e Ill),
de acordo com a técnica histoquimica empregada (picrosirus). Tal procedimento
habilitava o software a identificar e segmentar automaticamente (separar os objetos
de interesse dos demais componentes da cena) as estruturas de interesse.
Concluida a segmentacédo, o software realizava a quantificagdo da estrutura de
interesse em toda a imagem. Para tanto, determinava a densidade de area, que é
definida pelo quociente entre a area ocupada pela estrutura de interesse e a area
total do campo estudado, sendo expressa em termos percentuais (Figuras 19 a 22)

conforme publicado (MESQUITA et. al., 2010; MESQUITA et. al., 2015).

+]" SAMM: Sistema de Analise Morfométri ments and Settings\AdministradorDesktop'tese.bmp

Arquivo Comprimento = Col | Vermelho | ‘ Sair

Figura 19. Imagem do Programa SAMM. A) Primeiro passo selecionar toda imagem para analise e
em seguida pressionar o icone Col | Vermelho para selecionar automaticamente tudo que for
vermelho. (Fonte: arquivo pessoal).



73

»[" SAMM: Sistema de Analise Morfométrica - C:\Documents and Settings'AdministradorDesktop'tese.bmp

Arquivo Comprimento | ﬂegiéodelnleresse[ Col | &marelo | Sair

Colageno tipo | (vermelho)

Area Selecionada = 120000.0000 mm? (120000.0000 pixels?) | Area Segmentada = 15794.0000 mm? (15794.0000 pixels?) | Densidade de Area = 0.131617 (13,

Cap s AN T

:,x .
N ""'" "_\ﬁp v o ;:x}«
A o,
L e
‘i“ \ > ‘.!F&: G
Tan e "‘g Tl e

Figura 20 . Resultado do primeiro passo, com densidade de area vermelha. Em seguida selecionar o
icone Col | Amarelo (segundo passo). (Fonte: arquivo pessoal).

»” SAMM: Sistema de Analise Morfométrica - C:\Documents and Settings'Administrador'Desktop'tese.bmp

Arquivo LComprimento Regido de Interesse | Col lll Verde { | Sajr

12 F h 101
C tipo | [ + )

Area Selecionada = 120000.0000 mm? (120000.0000 pixels?) | Area Segmentada = 17485.0000 mn? (17485.0000 pixels?) | Densidade de Area = 0.145708 (14.!

AR \.q\\\ )
6 #” ‘-"\ \ Q‘m

- ‘7*: \55 L ]
'\{"t \)L‘} \%ﬁ, K “ st

Figura 21. Imagem representativa do resultado do segundo passo que calcula a desidade da cor
amarela e soma com a da cor vermelha para determinar a densidade por area do colageno tipo |I.

(Fonte: arquivo pessoal).
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Figura 22. Imagem do programa SAMM ao pressionar o icone Col Ill verde automaticamente é
calculado a densidade de area da cor verde (colageno tipo lll). (Fonte: arquivo pessoal).
3.10 Protocolo da Imunohistoquimica (NF-kB p50 NLS)

Imunohistoquimica para NF-kB p50 (NLS) foram realizadas utilizando o
método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE, 1981). Os tecidos
foram removidos e fixados em formol 4% por 24 h para inclusdo em parafina e
posteriormente confecgdo de laminas para imunohistoquimica. Os cortes foram
desparafinizados, hidratados em xilol e alcool e imersos em tampé&o citrato 0,1 M (pH
6,0), sob aquecimento em forno de microondas, por 10 minutos para a recuperagao
antigénica. Apos o resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20
minutos, foram feitas lavagens com solu¢do tamponada de fosfato (PBS),
intercaladas com o bloqueio da peroxidase endégena com solugéo de H,O2a 3% (10
minutos). Depois lavados com PBS (10 minutos). Os cortes foram incubados
“overnight” (4°C) com anticorpo primario de coelho anti-NF-kB diluido a 1:200 em
PBS com albumina sérica bovina a 5% (PBS-BSA). Apos a lavagem do dia seguinte,
foi feita a incubagdo com o anticorpo secundario (de detecc¢do) biotinilado anti-IgG

de coelho, diluido a 1:400 em PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de lavados, os
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cortes foram incubados com o complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada
(complexo ABC Vectastain®) por 30 minutos. Apds nova lavagem com PBS, seguiu-
se coloragdo com o cromogeno 3,3 diaminobenzidine-peréxido (DAB). Por fim,
realizou-se a desidratacdo das amostras e montagem das laminas. Controles
negativos foram processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o

anticorpo primario (anti-NF-kB) foi substituido por PBS-BSA a 5%.

3.10.1 Aquisigcao e processamento das imagens de imunohistoquimica

Imagens digitais dos preparados histologicos foram capturadas de forma
padronizada, utilizando-se, para tanto, um microscopio de luz (Olympus, X100). O
procedimento compreendeu, inicialmente, uma avaliagdo panoramica da peca,
utilizando o aumento (40 vezes), com a finalidade de identificar as regiées de maior
densidade das estruturas de interesse (borda inicial e final da zona queimada
contendo o tecido de reepitelizagdo). Em seguida, utilizando uma ampliagdo de 200
vezes, foram capturadas imagens digitais coloridas das bordas e area cicatrizada.
As imagens foram armazenadas no formato Windows® Bitmap (BMP), com as
dimensdes de 640 x 480 pixels, cada pixel correspondendo a 24 bits, de acordo com
o modelo de cores RGB (Red, Green, Blue).

As imagens foram analisadas pelo Sistema de Analise Morfométrica (SAMM),
um programa de computador desenvolvido para tal finalidade (FECHINE-
JAMACARU, 2006). O sistema foi previamente calibrado para reconhecer o espectro
de cores relativo as estruturas de interesse (bordas de lesdo e tecido de
reepitelizagcdo), de acordo com a técnica imunohistoquimica empregada. Este
procedimento habilitava o software a identificar e segmentar automaticamente as

estruturas de interesse (separando-as dos demais componentes do preparado) na
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imagem inteira do campo analisado como numa regido de interesse definida pelo
operador. Concluida a segmentacgéo, o software realizou a quantificagdo da estrutura
de interesse no campo estudado. Para tanto, calculou-se a densidade de area, que
era definida pelo quociente entre a area ocupada pela estrutura de interesse e a
area total do campo analisado (Figuras 23) conforme ja publicado (CAMPELO et. al.,

2015).
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Figura 23. Imagem representativa da tela do sistema de analise morfolégica (SAMM). A Esquerda
imagem obtida por microscopia de luz com aumento de 200x marcada para anticorpo anti-NF-kB
(NLS). A direita mostrando a segmentagdo da imagem da esquerda que foi quantificada. (Fonte:
arquivo pessoal).

3.11 Estudo do estresse oxidativo

3.11.1 Avaliacao da peroxidacao lipidica da membrana (malondialdeido - MDA)

A técnica teve por objetivo quantificar o malondialdeido (MDA), formado na
peroxidacao lipidica. Procedeu-se com a extracdo desse composto, usando um
solvente organico (N-butanol), determinando-se a concentragdo de MDA que reflete
a expressdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

O presente estudo foi quantificado pelo método conforme publicado por
SVOBODOVA et. al., (2011), frequentemente utilizado para estimar a peroxidagao
lipidica. A amostra do tecido, a ser analisada, foi congelada em nitrogénio liquido e
estocada a -70°C, imediatamente ap0ds a coleta.

Apos a pesagem, a amostra de tecido foi homogeneizada em KCI gelado,

1,15%, resultando em uma solugdo acida com concentragcdo a 10%. Retirou-se uma
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aliquota de 0,5ml de cada amostra e acrescentou-se 1,0ml de solugdo aquosa de
TBA a 0,6% e 3,0ml da solugédo de acido fosférico (H3PO4 a 1%). Em seguida a
mistura foi colocada em banho em ebuligdo por 45 minutos, logo apos resfriada em
banho de gelo, seguido de adi¢cdo de 4,0 ml de N- butanol. Em seguida, agitada por
2 minutos, e centrifugada por 10 minutos a 3.000 r.p.m. Em seguida foi quantificada
a absorbancia da camada organica sobrenadante (fase butandlica) com o
espectrofotometro Beckman DU-640 (Fullerton — Califérnia) a 520nm e 535nm.

A diferengca entre os valores obtidos em duas leituras foi utilizada para
calcular a concentragdo de MDA, usando regressao linear a partir de uma curva

padrao. Os valores foram expressos em uMol/mg de tecido.

3.11.2 Dosagem dos agentes antioxidantes

3.11.2.1 Dosagem da glutationa reduzida (GSH)

A dosagem do GSH foi realizada conforme SVOBODOVA et. al., (2011),
baseada na reagdo do 5,5 -ditiobis (2-acido nitrozenzoico) (DTNB — reagente de
Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-
tiobenzoico.

Para isso, as amostras de pele foram pesadas e homogeneizadas em solugao
de 5ml de EDTA 0,02M gelada, com bastdo de vidro e filtrada em 1a de vidro. Foram
retirados 4,0ml do homogenato e misturou-se com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml
de acido tricloroacético a 50%. O tubo foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15
minutos. Foram retirados 2,0ml do sobrenadante e acrescentou-se 4,0ml de TRIS
0,4M (pH 8,9) e 1,0ml de DTNB 0,01M; agitou-se a mistura para homogeneizagéao.

Em seguida foram lidas as absorbancias em espectrofotdmetro a 412nm, 5
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minutos apos a adicdo do DTNB. A concentracédo final de GSH foi obtida
comparando-se o valor da absorbéncia com uma tabela padrdo de GSH,

previamente determinada pelo kit conforme SVOBODOVA et. al. (2011).

3.11.2.2 Dosagem da atividade da enzima glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase (GPX) foi determinada de acordo com
um procedimento modificado conforme publicado por NECHIFOR e DINU (2017), no
qual a molécula oxidada de glutationa (GSSG), produzida na reagao primaria com a
GPX, é reduzida por intermédio de uma segunda enzima, a glutationa redutase, com
o auxilio do cofator NADPH.

Esta analise foi realizada com base no decaimento da absorbancia no
comprimento de onda de 340 nm, devido a oxidagdo do NADPH provocada pela
presencga da enzima glutationa peroxidase.

Para a determinacdo da atividade enzimatica da enzima glutationa
peroxidase, o0 meio de reacdo foi composto por 350 uL de tampéao fosfato de
potassio 171 mM + azida sddica 4,28 mM + EDTA 2,14 mM, 250 pL de glutationa
reduzida 6 mM, 250 yL de NADPH 0,9 mM, 250 pL de glutationa redutase 2 U/mL e
150 uL de extrato enzimatico.

A azida sodica foi adicionada ao meio com o objetivo de inibir a atividade da
enzima antioxidante catalase, que converte o peréxido de hidrogénio em agua.

Os reativos foram pipetados em tubo de ensaio, em sequuéncia, a
temperatura de 22°C (x1). Apos rapida homogeneizagdo, foram adicionados 250 uL
de peroxido de hidrogénio, efetuando-se a transferéncia do meio de reagéo para a

cubeta de quartzo e determinando no espectrofotometro a variagcdo de absorbancia
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a 340 nm durante 300 segundos, com leituras registradas a cada 15 segundos e
zerando o aparelho com agua Milli-Q.

Devido ao fato de possuirem baixa estabilidade, as solugdes de glutationa
redutase e peroxido de hidrogénio foram preparadas minutos antes de cada analise,
ndo sendo estocadas.

Foram testadas trés concentragdes de perdxido de hidrogénio, 0.72, 7.2 e 72
mM, e em substituicdo a esse substrato, terc-butil hidroperoxido na concentracéo de
15 mM.

Paralelamente, foi feita a leitura dos controles, que consistiam no mesmo
meio de reagao exceto o extrato enzimatico, que foi substituido por agua Milli-Q na
mesma proporgao.

A medida de absorbancia do controle € necessaria para descontar a oxidacao

nao enzimatica que ocorre com o NADPH.

3.11.2.3 Dosagem da Catalase
A catalase foi uma das primeiras enzimas estudadas, em 1923, Warburg
sugeriu que a catalase continha ferro, através de um estudo de observagado de um

complexo enzima — substrato.

Apos a calibragdo do equipamento, foi colocado em uma cubeta de quartzo
1mL de tampéo fosfato a 25°C, logo em seguida o aparelho foi zerado, e o tampé&o
descartado. Em seguida, 955yl de tampéao fosfato foram adicionados na cubeta com
10ul da amostra, na concentracéo de 0,8ug/pl, apds 10seg o aparelho foi zerado e o
valor dado foi utilizado como basal. Os experimentos foram feitos em duplicata. As

dosagens de CAT total foram baseadas no consumo de H;O,, essa reagéo foi
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detectada por espectrofotometro em 240nm com tempo total de 56 segundos e

intervalo de tempo de 7 segundos conforme descrito por MARTINEZ et. al. (2018).

3.12 Analise Estatistica

Os dados do estudo foram digitados no Excel for Windows, versao 2007 da
Microsoft e analisados pelo Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows. Analisados
quanto a normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov.

Dados que obedeceram a curva de normalidade foram submetidos a testes
paramétricos (Analise de variancia — ANOVA e pos-teste de comparagéo multipla de
Tukey) e os resultados apresentados com média + desvio padrdo (média+DP).
Sempre realizando comparagdes entre todos os grupos.

O nivel de significancia foi estabelecida em 5% para todas as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 Evolucao do peso dos animais

Nao houve diferenga estatistica significante (p>0,05) na média da massa
corpérea entre os grupos Agua, Q+A, Q+L e Q+LM no primeiro dia de experimento
(ver tabela 1 e figura 24).

No sétimo dia, os grupos Q+A e Q+LM n&o apresentam diferenca estatistica
significante da média da massa corpérea (p>0,05) quando comparados com o grupo
agua. Nesse tempo a média da massa corpérea do grupo Q+L foi menor que a
média do grupo Agua com diferenca estatistica significante (p<0,05) (ver Tabela 1 e
figura 24).

No décimo quarto dia (D14) a média da massa corpérea do grupo Q+L foi
menor do que o do grupo Agua com diferenca estatistica significante (p<0,05).
Neste tempo, n&o houve diferenga estatistica entre os grupos agua, Q+A e Q+LM
(p>0,05) (ver tabela 1 e figura 24).

No D21 houve menor média da massa corpérea dos animais no grupo Q+A,
Q+L e Q+LM com diferenga estatistica significante (p<0,05) quando comparados
com o grupo Agua (ver tabela 1 e figura 24). Nao houve diferenga entre as médias
da massa corpérea entre os grupos Q+A, Q+L e Q+LM (p>0,05) (ver tabela 1 e
figura 25).

O grupo Agua foi o Unico que apresentou no D21 média da massa corpérea
maior que o D1 e o D7 com diferenga estatistica significante (p<0,05) (ver tabela 1 e

figura 24).
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Tabela 1. Evolugado da massa corpérea dos animais, apos queimadura nos grupos tratados com leite,

leite modificado e controles.

Agua Q+A Q+L Q+LM

Média DP Média DP Média DP Média DP

D1 252.5 4.55 256.7 3.933 250.5 13.5 2531 4.663
D7 264.2 10.36 2557 10.29 2347 22.02 250.5 7.148
D14  287.3 11.89 261.3 15.44 2423 21.45 264.3 5.888

D21 313.7 1498 2722 18.44 2447 19.95 272 12.46

Nota: Dados apresentado em média (g) + desvio padrao (DP). Abreviaturas: Q+A = grupo queimado
que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu
leite modificado; D1 = primeiro dia experimental; D7 = sétimo dia experimental; D14 = décimo quarto

dia experimental; D21 = vigésimo primeiro dia experimental.
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Figura 24. Média massa corpdrea dos animais no primeiro dia (D1), sétimo dia (D7), décimo quarto
dia (D14) e vigésimo primeiro dia (D21). Resultado expresso em grama (g), representado em média
e desvio padrao . Ap<0,05 (comparacédo A vs. Q+L no D7 e D14; no D21 as comparagdes A vs. Q+A,
A vs. Q+L, A vs. Q+LM); °p<0,05 (comparagao intergrupo do grupo agua, sendo D21 vs. D1 e D21 vs.
D7), realizado teste ANOVA dois fatores e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A =
grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo

queimado que recebeu leite modificado.
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4.2 Avaliacao da quantidade de liquido ingerido pelos animais

Na primeira semana pos-queimadura a média do consumo de liquido no
grupo Q+A foi menor que o grupo Agua, Q+L e Q+LM com diferenca estatistica
significante (p<0,05). Por outro lado, a média do consumo de liquido, na primeira
semana, dos grupos Q+L e Q+LM foram superiores quando comparados com 0s
grupos Agua e Q+A com diferenca estatistica significante. Nao houve diferenca
estatistica no consumo de liquido entre os grupos Q+L e Q+LM (ver tabela 2 e figura
25).

Tabela 2. Média do consumo de liquido em mililitros (ml) dos animais.

Agua Q+A Q+L Q+LM

Média DP Média DP Média DP Média DP
1°%sem 307.8 15.09 2127 1493 5252 5.256 544.5 62.04
2°em 322.7 12.6 321.8 17.97 508.2 19.14 754.7 57.3
3°sem 322.8 1423 315 24.89 326.3 6.917 664.5 81.7

Nota: Dados apresentado em média (ml) + desvio padrao (DP). Abreviaturas: Q+A = grupo queimado
que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu
leite modificado; 1° sem = primeiro semana; 2° sem = segunda semana; 3° = terceira semana.

Consumo de liquido na primeira semana

*

800+
600+
@
c
£ |
o 400~ |—I
g b
£
200+
0 T
00
‘VQ

Figura 25. Consumo de liquido na primeira semana do experimento. Resultado expresso em
ml/semana, representado em média e desvio padrdo . Realizado teste ANOVA e multiplas
comparacgdes de Tukey. “p<0,05 (Q+A vs. Agua), ®p<0,05 (Q+L vs. Agua, Q+L vs Q+A), *p<0,05
(Q+LM vs. Agua; Q+LM vs. Q+A).Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L =
grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.



84

Na segunda semana pds-queimadura a média do consumo de liquido do
grupo Q+A quando comparado com grupo agua nao apresentou diferencga estatistica
(p>0,05), por outro lado, a média do Q+A foi inferior a dos grupos Q+L e Q+LM com
diferenga estatistica significante (p<0,05). Nesse mesmo periodo o grupo Q+LM
apresentou maior consumo de liquido que o grupo Q+L com diferenga estatistica

(p<0,05) (ver tabela 2 e figura 26).

Consumo de liquido segunda semana
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Figura 26. Consumo de liquido na segunda semana do experimento. Resultado expresso em
ml/semana, representado em média e desvio padrao . Realizado teste ANOVA um fator e multiplas
comparagdes de Tukey. ®p<0,05 (Q+L vs. Agua, Q+L vs Q+A), *p<0,05 (Q+LM vs. Agua; Q+LM vs.
Q+A; Q+LM vs. Q+L).Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo

queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

Na terceira semana a média do consumo de liquido dos grupos Agua, Q+A e
Q+L nao apresentou diferenga estatistica quando comparada entre eles (p>0,05). A
média do consumo de liquido do grupo Q+LM foi maior que a dos grupos Agua, Q+A

e Q+L, com diferenga estatistica significante (p<0,05) (ver tabela 2 e figura 27).



85

Consumo de liquido terceira semana
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Figura 27. Consumo de liquido na terceira semana do experimento. Resultado expresso em
ml/semana, representado em média e desvio padrdo. Realizado teste ANOVA e mudltiplas
comparagdes de Tukey. *p<0,05 (Q+LM vs. Agua; Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs. Q+L).Abreviaturas: Q+A
= grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo
queimado que recebeu leite modificado.

Na comparagao intragrupos foi observado o seguinte (ver tabela 2 e figura
28):

a) A média do consumo de liquido do grupo agua nao apresentou
diferencga estatistica quando comparada as trés semanas experimental
entre si.

b) A média do consumo de liquido do grupo Q+A na primeira semana
experimentais foi menor do que as da segunda e terceira semana
experimental com diferenga estatistica significante (P<0,05).

C) Comparando a média do consumo de liquido do grupo Q+L entre a

primeira e segunda semana experimental houve diferenga estatistica

significante (P>0,05). Ao comparar a segunda semana com a terceira
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semana experimental houve uma diminuigdo significativa do consumo
de liquido (P<0,05).

d) Comparando a média do consumo de liquido do grupo Q+LM entre a
primeira semana e a segunda semana, houve um aumento do
consumo de liquido na segunda semana com diferenca estatistica
significante (p<0,05). Ndo foi observada diferenca estatistica entre a

segunda e terceira semana (p>0,05).

Evolucao do consumo de liquido (intragrupos)
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Figura 28. Média do consumo de liquido dos animais na primeira semana (1 sem), segunda semana
(2 sem), terceira semana (3 sem). Resultado expresso em grama (g), representado em média e
desvio padréo . Realizado teste ANOVA um fator e multiplas comparagdes de Tukey. “p<0,05 (Q+A
(1° sem) vs. Q+A (2° sem)), Ap<0,05 (Q+L (3° sem) vs. Q+L (2° sem)), “p<0,05 (Q+LM (2 sem) vs. Q+
LM (1° sem)).Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que

recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

4.3 Avaliagcao da quantidade de ragcao consumida pelos animais

Na primeira semana pos-queimadura a média do consumo de ragédo do grupo
Q+A nao houve diferenga estatistica quando comparado com o grupo Agua. Por
outro lado, a média do consumo de ragao dos grupos Q+L e Q+LM foram menores
que dos grupos Agua e Q+A com diferenca estatistica significante (p<0,05). Nao

houve diferenca estatistica quando comparado o grupo Q+LM com o grupo Q+L
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(P>0,05) (ver tabela 3 e figura 29).

Tabela 3. Média do consumo de rag&o animais (em grama) por semana
Agua Q+A Q+L Q+LM
Média DP Média DP Média DP Média DP

1° sem 307.8 15.09 2127 1493 525.2 5.256 544.5 62.04
2°sem 322.7 12.6 321.8 17.97 508.2 19.14 754.7 57.3
3°sem 322.8 1423 315 2489 326.3 6.917 664.5 81.7

Nota: Dados apresentado em média (ml) + desvio padrao (DP). Abreviaturas: Q+A = grupo queimado

que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu

leite modificado; 1° sem = primeiro semana; 2° sem = segunda semana; 3° = terceira semana.

Cosumo de ragao na primeira semana

*

Figura 29. Consumo de ragao na primeira semana (1° semana) do experimento. Resultado expresso
em grama (g), representado em média e desvio padréo . Realizado teste ANOVA um fator e multiplas
comparacgdes de Tukey. q’p<0,05 (Q+L vs. Agua, Q+L vs Q+A), *p<0,05 (Q+LM vs. Agua; Q+LM vs.
Q+A).Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu

leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

Na segunda semana pos-queimadura a média do consumo ragdo do grupo
Q+A foi maior do que a dos grupos Q+L e Q+LM, com diferenga estatistica

significante (p<0,05). Ndo houve diferenca estatistica quando comparado o grupo
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Q+A e o grupo Agua. Por outro lado, a média do consumo de ragdo dos grupos
Q+LM e Q+L foi menor do que o grupo agua com diferenga estatistica significante
(p<0,05). Nessa mesma semana, a média do consumo de ragédo grupo Q+LM foi
menor que a do grupo Q+L com diferenga estatistica significante (ver tabela 3 e

figura 30).

Consumo de ragao na segunda semana
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Figura 30. Consumo de ragédo na segunda semana do experimento. Resultado expresso em grama
(9), representado em meédia e desvio padrdo . Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de
Tukey. ®p<0,05 (Q+L vs. Agua, Q+L vs Q+A), *p<0,05 (Q+LM vs. Agua; Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs.
Q+L).Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu
leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

Na terceira semana pds-queimadura a média do consumo ragdo do grupo
Q+A foi maior do que a dos grupos Q+L e Q+LM, com diferenga estatistica
significante (p<0,05). Nado houve diferenca estatistica quando comparado o grupo
Q+A e o grupo Agua. Por outro lado, a média do consumo de ragdo dos grupos
Q+LM e Q+L foi menor do que o grupo agua com diferenga estatistica significante

(p<0,05). Nessa mesma semana, a média do consumo de ragédo grupo Q+LM foi
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menor que a do grupo Q+L com diferenga estatistica significante (p<0,05) (ver tabela

3 e figura 31).

Consumo de ragao na terceira semana

*

Figura 31. Consumo de ragéo na terceira semana do experimento. Resultado expresso em grama (g),
representado em média e desvio padrdao . Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de
Tukey. ®p<0,05 (Q+L vs. Agua, Q+L vs Q+A), *p<0,05 (Q+LM vs. Agua; Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs.
Q+L).Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu

leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

Na comparacédo intragrupos foi observado o seguinte (ver tabela 3 e figura
32):

a) Nao houve diferencga estatistica na média do consumo de ragao do
grupo agua quando comparadas as trés semanas experimentais
entre si.

b) Nao houve diferencga estatistica na média do consumo de ragao do
grupo Q+A quando comparadas as trés semanas experimentais

entre si.
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c) Comparando a média do consumo de ragao do grupo Q+L entre a
primeira e segunda semana experimental houve um aumento do
consumo na terceira semana com diferencga estatistica significante
(P>0,05).

d) Comparando a média do consumo de ragao do grupo Q+LM entre a
primeira semana e a terceira semana, houve uma diminui¢do do
consumo de ragdo na terceira semana com diferenga estatistica
significante (p<0,05). N&o foi observado diferenga estatistica entre a
primeira e a segunda semana e nem entre a segunda e terceira

semana (p>0,05).
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Figura 32. Média do consumo de ragéo dos animais na primeira semana (1° sem), segunda semana
(2° sem), terceira semana (3° sem). Resultado expresso em grama (g), representado em média e
desvio padrdo . Realizado teste ANOVA e muiltiplas comparagdes de Tukey. *p<0,05 (Q+L (3° sem)
vs. Q+L (1° sem e 2° sem), “p<0,05 (Q+LM (3 sem) vs. Q+ LM (1° sem)).Abreviaturas: Q+A = grupo
queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que
recebeu leite modificado.
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4.4 Avaliacao da area de lesao
N&o houve diferenga estatistica significante (p>0,05) entre os grupos Q+A,

Q+L e Q+LM no primeiro dia experimental (ver tabela 4 e figura 33).

Tabela 4. Area de queimadura no primeiro dia (D1), sétimo (D7) e vigésimo primeiro (D21).

Q+A Q+L Q+LM

Média DP Média DP Média DP
D1 8.255 1.967 8.355 1.125 8.31 1.205
D7 15.32 4.062 13.52 1.75 6.908 1.751
D21 4.987 1.745 4.91 0.1094 1.967 0.2203

Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;
Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D1 = primeiro dia experimental; D7 = sétimo

dia experimental; D21= vigésimo primeiro dia experimental.
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Figura 33. Area lesdo da queimadura no primeiro dia do experimento. Resultado expresso em cm?,
representado em média e desvio padrdao . Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de
Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu

leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D1 = primeiro dia experimental.

No Sétimo dia pos-queimadura, os grupos Q+A e Q+L apresentaram area de

queimadura maior que o grupo Q+LM com diferenga estatisticamente significante
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(p<0,05). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos Q+A e

Q+L (ver tabela 4 e figura 34).
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Figura 34. Area de lesdo da queimadura no sétimo dia do experimento. Resultado expresso em cm?,
representado em média e desvio padrao . *p<0,05 (Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs. Q+L). Realizado teste
ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua;
Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado;
D7= sétimo dia experimental.

No vigésimo primeiro dia poés-queimadura, os grupos Q+A e Q+L
apresentaram area de queimadura maior que o grupo Q+LM com diferencga
estatisticamente significante (p<0,05). Nao houve diferengca estatisticamente

significante entre os grupos Q+A e Q+L (ver tabela 4 e figura 35).
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Figura 35. Area de lesdo da queimadura no vigésimo primeiro dia do experimento. Resultado
expresso em cm?, representado em média e desvio padrdo . *p<0.05 (Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs.
Q+L). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagbes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo
queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que

recebeu leite modificado; D21= vigésimo primeiro dia experimental.

Na comparagao intragrupos foi observado o seguinte (ver tabela 4 e figura 36

a) Maior area de lesdo do grupo Q+A no sétimo dia em comparagao com
o primeiro dia com diferenga estatistica significante (p<0,05), e menor area de lesao
do grupo Q+A no vigésimo primeiro dia em comparagdo com o sétimo dia com
diferencga estatistica significante (p<0,05).

b) Maior area de lesdo do grupo Q+L no sétimo dia em comparagao com
o primeiro dia com diferenga estatistica significante (p<0,05), e menor area de lesao
do grupo Q+L no vigésimo primeiro dia em comparagdo com o sétimo dia com

diferenca estatistica significante (p<0,05).
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c) N&do houve diferenca estatistica na area de lesdo no grupo Q+LM
gquando comparado o primeiro e o sétimo dia experimental.
d) Houve menor area de lesdo no grupo Q+LM no vigésimo primeiro dia

gquando comparado com o primeiro e o sétimo dia experimental.
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Figura 36. Comparagao intragrupo da area de queimadura no primeiro dia (D1), sétimo (D7) e
vigésimo primeiro (D21). Resultado expresso em cm?, representado em média e desvio padrio .
“p<0,05 (Q+LM (D21) vs. Q+LM (D7); Q+LM (D7) vs. Q+LM (D1)), *p<0.01 (Q+L (D7) vs Q+L (D1);
Q+L (D7) vs Q+L (D21)),°p<0.01 (Q+L (D7) vs Q+L (D1); Q+L (D7) vs Q+L (D21)). Realizado teste
ANOVA um fator e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que
recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite
modificado; D1 = primeiro dia experimental; D7 = sétimo dia experimental; D21= vigésimo primeiro dia

experimental.

4.5 Taxa de cicatrizagao da lesao
Houve maior cicatrizagdo no grupo Q+LM em comparagao aos grupos Q+A
ou Q+L com diferengca estatistica significante (p<0,01). N&o houve diferencga

estatistica significante entre os grupos Q+A e Q+L (ver tabela 5, figura 37 e 38).
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Tabela 5. Taxa de cicatrizagio entre o primeiro e o vigésimo primeiro dia do experimento.

Q+A Q+L Q+LM
Média 39.5881 41.2327 76.32
DP 2.59 0.99 1.05

Nota: Resultado expresso em porcentagem de cicatrizagao. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que
recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite

modificado.
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Figura 37. Taxa de cicatrizagdo entre o primeiro € o vigésimo primeiro dia do experimento. Resultado
expresso em porcentagem de cicatrizagao, representados em média e desvio padrao . *p<0,05
(Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs. Q+L), realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey.
Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;

Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.
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D1

D7

D21

Figura 38. Imagem representativa dos animais com seu respectivo tratamento e tempo de evolugéo.
Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo
queimado que recebeu leite modificado; D1 = primeiro dia experimental; D7 = sétimo dia

experimental; D21= vigésimo primeiro dia experimental.

4.6 Espessura da pele cicatrizada

A média da espessura da pele cicatrizada do grupo Q+A e Q+L foram
maiores que a dos grupos Agua e Q+LM com diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) (ver figura 3) (ver tabela 6 e figura 39). Nao ha diferenga estatisticamente
entre os grupos Q+A e Q+L.

A média da espessura da pele do grupo Q+LM foi maior que a do grupo

Agua com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (ver tabela 6 e figura 39).

Tabela 6. Espessura da epiderme no vigésimo primeiro dia

Agua Q+A Q+L Q+LM
Média 0.03023 0.1441 0.1726 0.0763
DP 0.007947 0.04968 0.01752 0.01149

Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;

Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.
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Espessura da epiderme (21° dia)
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Figura 39. Espessura da epiderme no vigésimo primeiro dia. Resultado expresso em pum,
representados em média e desvio padrdo. *p<0,05 (Q+LM vs. Agua, Q+LM vs. Q+A, Q+LM vs. Q+L),
%p<0,05 (Q+A vs. Agua; Q+L vs. Agua). Realizado teste ANOVA e multiplas comparacdes de Tukey.
Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;

Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

4.7 Quantificagao do colageno tipo |, lll e razao I/l
4.7.1 Colageno tipo |

Houve maior porcentagem de colageno tipo | nos grupos Agua e Q+LM
quando comparados com o grupo Q+A, com diferenga estatistica significante
(p<0,05) (ver tabela 7 e figura 40 e 41).

N&o houve diferenga estatica significante entre o grupo Q+L e os grupos do

estudo (p>0,05) (ver tabela 7 e figura 40 e 41).

Tabela 7. Porcentagem do colageno tipo | no vigésimo primeiro dia.

Agua Q+A Q+L Q+LM
Média 29.83 14.42 25.00 34.09
DP 3.88 8.594 9.27 12.30

Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu aqua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;
Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.
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Figura 40. Quantificagdo do colageno tipo | no vigésimo primeiro dia. Resultado expresso em
porcentagem de colageno, representados em média e desvio padréo. 4p<0,05 (Q+A vs. Agua);
*p<0,05 (Q+LM vs. Q+A). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas:
Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo

queimado que recebeu leite modificado.

Agua Q+A Q+L Q+LM

Figura 41. Imagem representativa de pele corada com picrossirus red e visualizada em microscopia
6tica com polarizador de luz. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo

queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.

4.7.2 Colageno tipo lll
Houve maior porcentagem de colageno tipo Ill nos grupos Q+A e Q+L
quando comparados com o grupo Agua e Q+LM, com diferenga estatistica

significante (p<0,05) (ver tabela 8 e figura 42).
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N&o houve diferenca estatica significante entre o grupo Agua e o grupo Q+LM

(p>0,05) (ver tabela 8 e figura 42).

Tabela 8. Porcentagem do colageno tipo Il no vigésimo primeiro dia.

Agua Q+A Q+L Q+LM
Média 5.988 15.00 13.420 6.847
DP 1.389 8.00 3.057 2.875

Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;

Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; DP = desvio padrao.

Colageno tipo lll (21° dia)
A

Fﬁ|*
:

N
(3}
]

N
(=]
[

-
(3]
[

% Colageno tipo lli
)

1
5
0 T
4 ¢ »
‘V'Q ox v O‘x oxV

Figura 42. Quantificagdo do colageno tipo lll no vigésimo primeiro dia. Resultado expresso em
porcentagem de colageno, representados em média e desvio padrao. 2p<0,05 (Q+A vs. Agua; Q+L vs
Agua); *p<0,05 (Q+LM vs. Q+A e Q+LM vs. Q+L). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagées
de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que

recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.
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4.7.3 Razao colageno tipole lll

A razdo entre os colagenos tipo | e Il foi maior nos grupos Agua e Q+LM do
que nos grupos Q+A e Q+L com diferenga estatistica significante (p<0,05) (ver
tabela 9 e figura 43).

Houve maior razdo no grupo Q+L quando comparado com o grupo Q+A com

diferenca estatistica significante (p<0,05) (ver tabela 9 e figura 43).

Tabela 9. Raz&o do colageno tipo | / tipo Il no vigésimo primeiro dia.

Agua Q+A Q+L Q+LM
Média 5.0700 0.9714 2.0380 4.868
DP 0.5254 0.1988 0.4808 1.038

Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;
Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.
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Figura 43. Razado entre a porcentagem de colageno tipo | e o tipo Ill no vigésimo primeiro dia.
Resultado expresso em média e desvio padrdo. “p<0,05 (Q+A vs. Agua; Q+L vs Agua); *p<0.05
(Q+LM vs. Q+A e Q+LM vs. Q+L); ®p<0,05 (Q+L vs. Q+A) . Realizado teste ANOVA um fator e
multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L =

grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado.
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4.8 Marcagao imunohistoquimica para NF-kB

No terceiro dia houve um aumento da imunomarcargao, na pele queimada,
do NF-kB nos grupos Q+A e Q+L, quando comparados com os grupos Q+LM e
agua, com diferenca estatistica (P<0,001). (ver tabela 10 e figura 44).

N&o houve diferencga estatistica no terceiro dia quando comparado os grupos
Q+A vs. Q+L (p>0,5) (ver tabela 10 e figura 44).

Tabela 10. Porcentagem de area marcada anti-NFkB no terceiro dia e vigésimo primeiro.

Agua Q+A Q+L Q+LM

Média DP Média DP Média DP Média DP
D3 14.88 2.942 35.68 2.983 28.71 6.52 10.31 3.019
D21 15.53 2.481 23.75 2.5 21.35 5.379 9.67 1.609

Nota: Dosagem de MDA expresso em pM/mg de tecido (pele), representado em média e desvio
padrao. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu

leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite Modificado; D3= terceiro dia experimental; D21=
vigésimo primeiro dia experimental.
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Figura 44. Porcentagem de area marcada anti-NF-kB no terceiro dia. Resultado expresso em
porcentagem de area marcada, representado em média e desvio padréo . Ap<0,05 (Q+A vs. Agua;
Q+L vs Agua); *p<0,05 (Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs. Q+L). Realizado teste ANOVA e pds-teste
multiplas comparag¢des de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L =

grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D3 =
terceiro dia experimental.
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No vigésimo primeiro dia houve menor expressdo do NF-kB no grupo Q+LM
quando comparado com os grupos agua, Q+A e Q+L com diferenga estatistica
(p<0,05) (ver tabela 10 e figura 45).

No vigésimo primeiro dia houve maior imunomarcagédo do NF-kB nos grupos

Q+A e Q+L quando comparado com o grupo Agua com diferenga estatistica

(p<0,05) (ver tabela10 e figura 45).
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Figura 45. Porcentagem de area marcada anti-NF-kB no vigésimo primeiro dia. Resultado expresso
em porcentagem de area marcada, representado em média e desvio padrao . Ap<0,05 (Q+A vs.
Agua; Q+L vs Agua); *p<0,05 (Q+LM vs. Q+A; Q+LM vs. Q+L). Realizado teste ANOVA e pds-teste
multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L =

grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D21 =

vigésimo primeiro dia experimental.

Ao realizar a comparacéao intragrupos do terceiro com o vigésimo primeiro
dia ocorreu maior expressao do NFkB nos grupos Q+A e Q+L no terceiro dia em

relagdo ao vigésimo primeiro dia com diferenga estatistica (P<0,05) (ver tabela 10 e

figura 46).
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Figura 46. Porcentagem de area marcada anti-NF-kB no terceiro dia e vigésimo primeiro. Resultado
expresso em porcentagem de area marcada, representado em média e desvio padrdo. Na
comparagao intragrupos temos: “p<0,05 (Q+A: D3 vs. D21), "p<0,05 (Q+L: D3 vs. D21), realizado
teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu
agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite

modificado; D3 = terceiro dia experimental; D21= vigésimo primeiro dia experimental.

4.9 Avaliacao do estresse oxidativo

4.9.1 Avaliagio da peroxidagao lipidica de membrana (malondialdeido — MDA)
A média da dosagem do MDA foi maior nos grupos Q+A e Q+L em relagéo
aos grupos Q+LM e agua, no terceiro dia com diferenga estatisticamente
significante (p<0,05) (ver tabela 11 e figura 47).
Nao houve diferenga estatistica significante entre as médias da dosagem de

MDA entre os grupos agua e Q+LM no terceiro dia (ver tabela11 e figura 47).
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Tabela 11. Dosagem de MDA no terceiro e vigésimo dia experimental.

Agua Q+A Q+L Q+LM
Média DP Média DP Média DP Média DP
D3 0.0104 0.005 0.03748 0.003 0.03524 0.004 0.01283 0.003

D21 0.01097 0.004 0.02461 0.007 0.01931 0.001 0.009538 0.002

Nota: Dosagem de MDA expresso em pM/mg de tecido (pele), representado em média e desvio

padrao. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu aqua; Q+L = grupo queimado que recebeu
leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite Modificado; D3= terceiro dia experimental; D21=

vigésimo primeiro dia experimental.
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Figura 47. Dosagem de MDA no terceiro dia. Resultado expresso em pM/mg de tecido (pele),
representado em média e desvio padrdo. “p<0,05 (Q+A vs. Agua; Q+L vs Agua); *p<0,05 (Q+LM vs.
Q+A e Q+LM vs. Q+L). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas:
Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo

queimado que recebeu leite modificado; D3 = terceiro dia experimental.

A média da dosagem do MDA foi maior nos grupos Q+A e Q+L em relagéo

aos grupos Q+LM e Agua, no vigésimo primeiro dia com diferenca estatisticamente

significante (p<0,05) (ver tabela 11 e figura 48).
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Nao houve diferenga estatistica significantiva entre as médias da dosagem
de MDA entre os grupos Agua e Q+LM no vigésimo primeiro dia (ver tabela 11 e

figura 48).
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Figura 48. Dosagem de MDA no vigésimo primeiro dia. Resultado expresso em pM/mg de tecido
(pele), representado em média e desvio padrao. #p<0,05 (Q+A vs. Agua; Q+L vs. Agua); *p<0,05
(Q+LM vs. Q+A e Q+LM vs. Q+L). Foram realizados teste ANOVA e mulltiplas comparagdes de
Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu
leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite Modificado; D21= vigésimo primeiro dia

experimental.

Na comparagao intragrupos foi observado o seguinte (ver figura 49 e tabela

11):
a) Maior concentragdo de MDA no grupo Q+A no terceiro dia do que no
vigésimo primeiro dia experimental com diferenga estatistica significante

(p<0,05).
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b) Maior concentragdo de MDA no grupo Q+L no terceiro dia do que no
vigésimo primeiro dia experimental com diferenga estatistica significante
(p<0,05).

c) Nao houve diferenca estatistica na concentracdo de MDA no grupo

Q+LM quando comparado o terceiro com o vigésimo dia experimental

(p>0,05).
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Figura 49. Dosagem de MDA no terceiro e vigésimo primeiro dia experimental. Resultado expresso
em uM/mg de tecido (pele), representado em meédia e desvio padrdo. %p<0,05 (Q+A: D3 vs. D21);
Ap<0,05 (Q+L: D3 vs. D21). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas:
Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo
queimado que recebeu leite Modificado; D3= terceiro dia experimental; D21= vigésimo primeiro dia

experimental.

4.9.2 Avaliacao do efeito antioxidante
4.9.2.1 Concentracao da Glutationa reduzida (GSH)

A média da concentragcédo da glutationa reduzida no terceiro dia experimental
nao houve diferencga estatistica significante entre os grupos em estudo (p>0,05) (ver

tabela 12 e figura 50).
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Tabela 12. Dosagem de GSH no terceiro dia e no vigésimo primeiro dia experimental.
Agua Q+A Q+L Q+ LM
média DP média DP Media DP média DP
D3 0.05403 0.03215 0.02746 0.0168 0.03178 0.01956  0.04148 0.00904
D21 0.05155 0.00348 0.02253 0.006185 0.02176 0.003301 0.06205 0.003539

Abreviaturas: Q+A = Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu;

Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D21= vigésimo primeiro dia de experimento.
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Figura 50. Dosagem de GSH no terceiro dia experimental. Resultado expresso em pg/mg de tecido
(pele), representado em média e desvio padrdo. Realizado teste ANOVA e multiplas comparacoes de
Tukey, sendo p>0,05 em todas as comparagdes. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu
agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite

modificado.

Houve maior concentragao de glutationa reduzida no grupo Q+LM e no grupo
agua em comparagdo com os grupos Q+L e Q+A com diferenca estatistica
significante (p<0,05) no vigésimo primeiro dia experimental (ver tabela 12 e figura
51).

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos Q+A e Q+L (p>0,05) no

vigésimo primeiro dia experimental (ver tabela 12 e figura 51).
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Concentragao da GSH reduzida (D21)
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Figura 51. Dosagem de GSH no vigésimo primeiro dia experimental. Resultado expresso em pg/mg
de tecido (pele), representado em média e desvio padréo. 4p<0,05 (Q+A vs. Agua; Q+L vs. Agua);
*p<0,05 (Q + LM vs. Q+ A; Q+ LM vs. Q + L; Q+LM vs. Agua. Realizado teste ANOVA e mdltiplas
comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo

queimado que recebeu; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D21= vigésimo

primeiro dia de experimento.

Na comparagao intragrupos foi observado o seguinte (ver tabela 12 e figura
52):

a) Maior concentragdo de GSH no grupo Q+LM no vigésimo primeiro dia do
que no terceiro dia experimental com diferenga estatistica significante
(p<0,05)

b) Menor concentragdo de GSH no grupo Q+L no vigésimo primeiro dia do
que no terceiro dia experimental com diferenga estatistica significante
(p<0,05)

c) N&o houve diferenga estatistica na concentragdo de GSH entre o terceiro

e vigésimo primeiro dia experimental no grupo Q+A (p>0,05).
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d) N&o houve diferenga estatistica na concentragdo de GSH entre o terceiro

e vigésimo primeiro dia experimental no grupo Agua (p>0,05).
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Figura 52. Dosagem de GSH no terceiro e vigésimo primeiro dia experimental. Resultado expresso
em pM/mg de tecido (pele), representado em média e desvio padrdo. “p<0,05 (Q+LM: D21 vs. D3);
Ap<0,05 (Q+L: D21 vs. D3). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas:
Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo
queimado que recebeu leite Modificado; D3= terceiro dia experimental; D21= vigésimo primeiro dia

experimental.

4.9.2.2 Concentracao da GPx (glutationa peroxidase)
A meédia da concentragdo da enzima glutationa peroxidase no terceiro dia
experimental ndo houve diferenga estatistica significante entre os grupos em estudo

(p>0,05) (ver tabela 13 e figura 53).

Tabela 13. Dosagem de GPx no terceiro dia e no vigésimo primeiro dia experimental.

Agua Q+A Q+L Q+LM

média DP média DP média DP média DP

D3 2.281402 0.75577 1.195076 0.921025 1.671058 1.06554 1.640023 0.736792
D21 2937037 0.72176 1.207258 0.691158 0.592358 0.140673 2.673476 0.600273

Abreviaturas: Q+A = Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu;

Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D21= vigésimo primeiro dia de experimento.
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Figura 53. Dosagem de GPx no terceiro dia experimental. Resultado expresso em nmol/min/mg,
representado em média e desvio padrao. p>0,05, realizado teste ANOVA e multiplas comparagoes
de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que
recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite Modificado.

Houve maior concentragcdo de enzima glutationa peroxidase no grupo Q+LM e
no grupo agua em comparagao com os grupos Q+L e Q+A com diferenga estatistica
significante (p<0,05) no vigésimo primeiro dia experimental (ver tabela 13 e figura
54).

Houve menor atividade enzimatica da glutationa peroxidase no grupo Q+A e
Q+L em comparagdo com o grupo agua com diferenga estatistica significante
(p<0,05) no vigésimo primeiro dia experimental (ver tabela 13 e figura 54).

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos Q+A e Q+L (p>0,05) no

vigésimo primeiro dia experimental (ver tabela 13 e figura 54).
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Figura 54. Dosagem da glutationa peroxidase no vigésimo primeiro dia experimental. Resultado
expresso em nmol/min/mg de tecido, representado em média e desvio padréo. Ap<0,05 (Q+A vs.
Agua; Q+L vs. Agua); *p<0,05 (Q+LM vs. Q+L; Q+LM vs. Q+A). Realizado teste ANOVA e mdltiplas
comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo
queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado; D21 = vigésimo

primeiro dia experimental.

Na comparagao intragrupos foi observado o seguinte (ver tabela 13 e figura
55):

a) Houve maior atividade da glutationa peroxidase no grupo Q+LM no
vigésimo primeiro dia do que no terceiro dia experimental com diferenca estatistica
significante (p<0,05)

b) Houve menor atividade da glutationa peroxidase no grupo Q+L no
vigésimo primeiro dia do que no terceiro dia experimental com diferenca estatistica
significante (p<0,05)

c) N&o houve diferenga estatistica na atividade da glutationa peroxidase

no grupo Q+A quando comparado o terceiro com o vigésimo primeiro dia (p>0,05),



112

d) N&o houve diferenga estatistica na atividade da glutationa peroxidase

no grupo agua quando comparado o terceiro com o vigésimo primeiro dia (p>0,05)
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Figura 55. Atividade da glutationa peroxidase no terceiro e vigésimo primeiro dia experimental.
Resultado expresso em nmol/min/mg de tecido (pele), representado em média e desvio padrao.
"p<0,05 (Q+LM (D21) vs. Q+LM (D3)); ®p<0,05 (Q+L (D21) vs. Q+L (D3)). Realizado teste ANOVA um
fator e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua;
Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu leite Modificado;

D3= terceiro dia experimental; D21= vigésimo primeiro dia experimental.

4.9.2.3 Concentracao da catalase
Houve maior atividade da enzima catalase no grupo Q+LM e no grupo agua
em comparagao com os grupos Q+L e Q+A com diferenga estatistica significante

(p<0,05) no terceiro dia experimental (ver figura 56 e tabela 14).

Tabela 14. Dosagem da atividade da enzima catalase no terceiro dia e no vigésimo primeiro dia
experimental.
Agua Q+A Q+SL Q+M
média DP média DP Media DP Media DP
D3 0.6595 0.136 0.317 0.03732  0.3442 0.05272 0.7638 0.05734
D21 0.6625 0.1299 0.5513  0.1369 0.6789  0.1655 0.8761 0.106

Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;
Q+LM = grupo queimado que recebeu leite modificado. D3 = terceiro dia experimento; D21= vigésimo

primeiro dia de experimento.
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Figura 56. Atividade da enzima catalase no terceiro dia experimental. Resultado expresso em
mM/min, representado em média e desvio padrdo. “p (Q+A vs. Agua; Q+L vs Agua); *p<0,05 (Q+LM
vs. Q+A; Q+LM vs. Q+L). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas:
Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo

queimado que recebeu leite modificado; D3= terceiro dia experimental.

Houve maior atividade da enzima catalase no grupo Q+LM em comparagao
com os grupos agua e Q+A com diferenca estatistica significante (p<0,05) no

vigésimo primeiro dia experimental (ver figura 57 e tabela 14).

Atividade da enzima catalase (D21)
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Figura 57. Atividade da enzima catalase no vigésimo primeiro dia experimental. Resultado expresso
em mM/min, representado em média e desvio padrdo. *p<0,05 (Q+LM vs. Q+A), realizado teste
ANOVA um fator e multiplas comparagdes de Tukey. Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que

recebeu agua; Q+LSL = grupo queimado que recebeu leite; Q+LM = grupo queimado que recebeu

leite modificado.
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Houve diferenca estatistica da atividade da enzima catalase dos grupos Q+A
e Q+L (p>0,05) do terceiro em relagao ao vigésimo primeiro dia experimental (ver

figura 58 e tabela 14)

Evoluagao da atividade da catalase
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Figura 58. Atividade da catalase no terceiro e vigésimo primeiro dia experimental. Resultado expresso
em mM/min de tecido (pele), representado em média e desvio padrdo.®p<0,05 (Q+L (D21) vs. Q+L
(D3)); 5<0,05 (Q+L (D21) vs. Q+L (D3)). Realizado teste ANOVA e multiplas comparagdes de Tukey.
Abreviaturas: Q+A = grupo queimado que recebeu agua; Q+L = grupo queimado que recebeu leite;
Q+LM = grupo queimado que recebeu leite Modificado; D3= terceiro dia experimental; D21= vigésimo

primeiro dia experimental.
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5 DISCUSSAO

A terapia nutricional € um dos pilares mais importantes no manejo dos
pacientes com queimaduras. A nutricdo adequada pode reduzir a mortalidade e as
complicagdes, otimizar a cicatrizagao de feridas e minimizar os efeitos deletérios da
resposta hipermetabdlica exagerada (PRELACK et. al. 2007).

O presente estudo foi desenhado para analisar os efeitos das misturas de
Oleos de 6mega 9, 6 e 3 inseridos em bebida lactea administrada em animais com
queimadura térmica em alta temperatura, e se a mistura de Oleos acelera a
cicatrizacdo, apresentando acgao protetora durante o processo inflamatério e no
estresse oxidativo na pele de ratos queimados por conducéao direta.

Os modelos in vitro, para estudos de queimaduras, sdo limitados em sua
capacidade de capturar todos os aspectos da fisiopatologia da queimadura e as
complexas caracteristicas clinicas da queimadura humana. Por estas razbes, foi
utilizado nesta tese um modelo animal de queimadura para testar uma nova
abordagem terapéutica e possivel mecanismo protetor pés-queimadura (SAYEDD
et al, 2005; MARSHALL et. al., 2013; WILLIAMS et al., 2009).

Modelos experimentais de queimaduras em animais tém sido uma
ferramenta essencial para o estudo da fisiopatologia de lesbes cutaneas
(queimaduras) em humanos, e para investigar novos métodos de tratamento
(KAUFMAN et al., 1990; ZHANG et al., 2018) e estudar a influéncia da administracéo
de farmacos em resposta ao trauma (AULICK et al., 1981; LIU et al., 2018).

Ratos e humanos compartilham caracteristicas fisiolégicas e patologicas em
muitos sistemas de 6rgdos que ja foram bem estabelecidos na literatura.
Semelhante aos seres humanos, a pele do rato também é composta das principais

camadas (epiderme, derme) da pele humana. No entanto, ndo imita perfeitamente a
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arquitetura da pele humana (DORSETT-MARTIN, 2004). Apesar disso, o rato Wistar
foi escolhido por ser um animal de pequeno porte, de facil aquisi¢ao e padronizagao
no que diz respeito a idade, peso, sexo, alojamento, alimentagdo, cuidados de
limpeza e manipulagdo experimental. Além disso, estes animais s&o muitos
utilizados como modelo de avaliagcdo de varios tratamentos de queimaduras
(LIVESEY et al, 1995; SRIVASTAVA et al, 1990; SRIVASTAVA et al., 2001;
BARBOSA et al., 2003; DAVIDSON, 1998; SAPORITO et al., 2017; BAPTISTA et al.,
2018 ). De modo geral, pode-se considerar o rato um bom modelo para o presente
experimento, uma vez que nao foram constatadas infec¢gdes até o ultimo dia de
estudo.

O método anestésico demonstrou-se satisfatorio pela relativa facilidade da
inducéo anestésica, manuteng¢ao do plano anestésico, pequeno volume administrado
e rapida recuperagao pos-anestésica. Foi realizada também analgesia com derivado
morfinico (codeina) melhorando o bem estar dos animais, que foi evidenciado pela
quietude dos animais e pela auséncia de complicacdes respiratérias ou morte
acidental.

O local escolhido para a realizagcdo das queimaduras foi o dorso dos
animais, em conformidade com as observagbes de varios pesquisadores que
consideram a pele do dorso como o melhor sitio para avaliar lesdes curtdneas
experimentais, possuindo uma maior espessura e uniformidade em relacdo ao
ventre e evitando irritacdo por contato com a saliva e autocanibalismo (KASHYAP;
BEEZHOLD; WISEMAN, 1995; HETTIARATCHY; DZIEWULSKI, 2004; MESQUITA
et al., 2010; CAMPELO et al.,2011. CAMPELO et al., 2015; SAPORITO et al., 2017;
HAYATI et al., 2018; BRASSOLATTI et al., 2018).

As queimaduras foram induzidas por meio da transferéncia de energia
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usando uma placa de cobre em contado direto com a pele, condugcao direta, em
elevada temperatura de forma continua (200 °C) e controlada eletronicamente,
ocasionando lesbes térmicas de espessura total (epiderme, derme, hipoderme e
musculatura) com lesdo dos foliculos pilosos, com reepitelizagdo da periferia para o
centro da lesdo e sem reepitelizacdo central em ratos, esse método foi utilizado no
presente estudo devido sua reprodutibilidade e uniformidade das queimaduras
(MESQUITA et. al., 2010; CAMPELO et. al., 2011; LIMA et al., 2016), além disso a
queimadura realizada (200°C) produz lesdo de espessura total o que simula um
grande queimado conforme ja publicado (CAMPELO et. al, 2011).

O presente estudo representa a primeira demonstragcdo de que misturas de
oleos contendo baixa relagdo de 6mega-6 para 6mega-3 e alta relacdo de dmega-9
para 6mega-6 inseridos em bebida lactea (leite modificado), administrado ad /libitum,
em modelo experimental de queimadura por condugdo direta em ratos, em
concentracbes com acao nutracéutica, resultam em reducdo do tempo de
cicatrizagdo, melhor raz&o do colageno I/lll, diminuigdo da imunomarcagédo do NF-kB
e diminui¢cao do estresse oxidativo.

Os nutrientes tém sido tradicionalmente vistos como fontes de calorias
basicas para a homeostase celular e os aminoacidos para a sintese de proteinas.
Atualmente, evidéncias sélidas apoiam o conceito de que o aporte de nutracéutico
pode melhorar os resultados finais por modular a resposta imune e/ou metabdlica

(ALEXANDER, 1988; STABLES; GILROY, 2011; LI, et. al.; 2012;YONA et al., 2016;

JAUDSZUS et al., 2016).
Nutrientes terapéuticos ou “nutracéuticos” s&o nutrientes isolados ou
combinados que, em doses farmacologicas, modificam a resposta biolégica do

hospedeiro. Os nutracéuticos mais comumente utilizados s&do anti-inflamatérios e
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antioxidantes, acidos graxos 6mega-3 (EPA e DHA), glutamina, arginina e
nucleotideos (MARTINDALE; ZHOU, 2006; SEELY et al., 2012).

As sociedades ocidentais tém uma dieta com uma razdo émega-6:6mega-3
entre 15:1 e 16,7:1 (SIMOPOULOQOS, 2002), entretanto DAHELE et al., (2006) relatam
uma razéo de 10 a 20:1, devido principalmente a um aumento do consumo de 6leos
vegetais e gordura saturada e uma redugdo no consumo de peixe. Em geral, numa
dieta norte-americana, consome-se acidos graxos da seguinte forma: 89% sao acido
linoléico (AL), enquanto apenas 9% s&o ALA. Entretanto a razdo 6mega-6:6mega-3
ideal varia entre 1:1 e 4:1 (SIMOPOULOS, 2002, 2008; HAYAKAWA et al., 2012).

Os Oleos de peixes marinhos possuem um conteido consideravelmente
maior de dbmega-3, principalmente na forma EPA e DHA (ALEXANDER et al., 1998).
Trabalhos mostram que uma razdo 6mega-6:6mega-3 elevada na dieta, tal como as
mencionadas no paragrafo acima (15:1 e 20:1), promovem varias doencgas
influenciando na produgdo de fatores inflamatérios (ALLAYEE; HOTH; HODIS,
2009). Por outro lado, o consumo de quantidades aumentadas de 6mega-3 (ou seja,
com uma razao 6mega-6:6mega-3 diminuida), tem efeitos opostos.

Hart et al (1997) demonstraram, in vitro, que o acido oleico (dmega-9) reduz
o estresse oxidativo de forma dose-dependente (quanto maior a concentracdo maior
o efeito antioxidante), sendo a raz&do 6mega-9:6mega-6 maior que 1 unidade.

No experimento em questdo foram utilizadas misturas de Oleos em
concentragbes nutracéuticas com razdo de Omega-6:0mega-3 baixa que
favorecesse uma acgéo anti-inflamatéria e a razdo de 6mega-9:6mega-6 alta com
acao antioxidante conforme apresentado em outras situagdes bioldgicas (ALLAYEE
et al., 2009; SIMOPOULOS, 2002, 2008; CAMPELO et. al., 2015; TAO et. al., 2016;;

MELO et al., 2017; GALAN-ARRIERO et. al., 2017), sendo este o primeiro trabalho
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em que essas razdoes de Oleos, em propor¢gdes supracitada, € administrado em
bebida lactea em ratos queimados.

O modelo experimental em estudo apresentou reprodutibilidade das lesdo (6
em cada animal) ndo havendo diferenga entre a area de queimadura entre os grupos
no primeiro dia experimental (lesdo inicial). Esse método de indugdo da queimadura
ja havia sido validado em publicagbes anteriores (MESQUITA et. al., 2008;
CAMPELDO et. al., 2011; CAMPELO et. al., 2015; CHOI et. al., 2018).

A temperatura de 200°C, aplicada ao dorso dos animais, induz uma
queimadura de espessura total na pele de ratos conforme ja comprovado por
CAMPELO et. al. (2011) e que ao aplicar 6 lesbes no dorso do animal o presente
trabalho reproduz experimentalmente um queimado de terceiro grau de grande
extensdo, e que queimaduras de terceiro grau de grande extensdo podem levar a
alteracdes metabolicas severas (HERNDON et. al., 2001; Xl et. al., 2014).

Extensas queimaduras geram um aumento na demanda metabdlica, como
resultado da perda das propriedades de isolamento da pele e o aumento das
demandas de cicatrizagao de feridas.

O hipermetabolismo é evidente apos a lesao e tem um pico de 14 dias apds
a lesdo, quando aumenta o fornecimento de oxigénio e nutrientes ao tecido,
permitindo um aumento adicional na atividade metabolica (DEMLING et. al., 2000) .
O desequilibrio causado pela queimadura na sintese e degradagédo da proteina &
evidente logo apds o inicio da les&o.

No modelo experimental utilizado, no vigésimo primeiro dia, todos os
animais perderam massa corporea quando comparado com 0s animais que nao
foram queimados, sendo que os que receberam agua (Q+A) ou leite modificado

(Q+LM) mantiveram a massa corporea durante o experimento e sé apresentaram
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diferenga estatistica em relagdo ao grupo ndo queimado no vigésimo primeiro dia,
situacdo essa em que os animais nao queimados apresentaram aumento de peso
em relagdo ao inicio do experimento com diferenca estatistica. Por outro lado, o
grupo que recebeu leite (Q+L) deste o sétimo dia apresentou perda de massa
corporea significativa em relagdo aos animais ndo queimados.

Alguns trabalhos mostram que ratos com queimaduras de espessura total
=230% da area de superficie corporal total (TBSA) tém uma resposta hipermetabdlica
aguda semelhante a relatada em humanos (HERNDON et. al., 1978; IZAMIS et. al.,
2009; BARROW et.al., 2001), persistindo por mais de 14 dias apds a leséo (IZAMIS
et. al., 2009; CALDWELL et. al.,, 1959). O aumento no metabolismo pode ser
associado com uma redugédo no conteudo de proteina e gordura corporal refletindo
na perda de massa corpérea.

WADE et. al. (2013) demonstraram que ratos queimados a 100°C néo
apresentam perda de massa corporea nos primeiros dias, sendo que apenas no 14°
dia esses animais apresentaram perda de massa corporea. No presente estudo os
animais que receberam leite (Q+L) apresentaram desde o sétimo dia uma perda de
massa corporea e que no vigésimo primeiro dia todos os grupos queimados
apresentaram massa corporea inferior ao grupo controle que recebeu agua, ficando
evidente o estado de catabolismo dos animais.

Por outro lado, os animais queimados que receberam agua ou leite
modificado, como unica fonte de liquido, mantiveram o peso constante, ficando
evidente que a dieta com leite modificado n&o causou a perda de peso, fato este que
ocorreu com 0s animais que receberam leite como unica fonte de liquido.

Ao avaliar o consumo de liquidos, os animais que foram queimados e

receberam leite ou leite modificado consumiram um volume superior aos que
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receberam agua tanto na primeira como segunda semana, sendo que 0s animais
queimados que receberam leite na terceira semana apresentaram consumo
semelhante ao dos grupos agua. Observou-se também que na terceira semana
somente o grupo Q+LM manteve o consumo de liquido (leite modificado) superior ao
demais grupos.

Por outro lado, o grupo Q+LM e Q+L consumiram menos ragao que 0s
grupos agua e Q+A em todo os tempos experimentais. Entretanto, na terceira
semana o grupo Q+LM também consumiu menos ragao que o grupo leite. Segundo
WADE at. Al (2013), em experimento com ratos queimados a 100°C, apenas nos
primeiros dias os animais queimados diminuem a ingesta de ragéo.

Vale ressaltar que os animais que consumiram menos racao (Q+L e Q+LM)
foram os animais que consumiram mais liquidos (leite e leite modificado), ficando
evidente a preferéncia organoléptica dos animais pela dieta lactea em detrimento da
racao. Associado a isso, observou-se também que os animais do grupo Q+LM na
terceira semana experimental continuaram preferindo o leite modificado do que a
racdo, enquanto os animais do grupo Q+L reduziram o consumo de leite e
aumentaram o da ragdo. Sendo assim, fica evidente que os animais preferiram o
leite enriquecido por 6leos 6mega 9, 6 e 3, provavelmente por ficarem mais saciados
e sentirem-se melhor, visto que esse grupo demonstrou uma melhor cicatrizacdo das
lesdes.

Ao quantificar a area das lesbes (queimadura) observa-se a
reprodutibilidade do método, visto que no primeiro dia ndo ha diferenca na area de
lesdo entre todos os grupos.

No sétimo dia pds queimadura os animais queimados que receberam leite

modificado apresentaram menor area de lesdo em relagdo aos que receberam agua
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ou leite. Além disso, o grupo queimado que recebeu agua e o grupo queimado que
recebeu leite apresentaram maior area de lesdo quando comparadas com a lesao
inicial (D1).

O tecido que circunda o centro da area de queimadura incial pode evoluir
com necrose (necrose secundaria), aumentando o tamanho e a profundidade das
feridas queimadas, sendo a evolugdo em 24-48h subsequentes e determinadas por
trés partes da area queimada: area de necrose do centro da ferida, area de estase e
area de hiperemia nas bordas. O que pode levar a contraturas deformantes,
cicatrizes hipertréficas e fungdo sub-6tima da pele. O que torna a preservacao da
zona de estase/hiperemia importante para limitar o aumento da area de lesao
(HETTIARATCHY et. al., 20004).

O que difere o grupo leite modificado dos demais grupos € o fato do mesmo
conter a mistura de 6leos 6mega 9, 6 e 3 com relagdes entre ele antioxidante e anti-
inflamatdrio o que pode contribuiu para que ndo aumentasse a lesao.

A cicatrizacdo normal de uma lesdo € um processo altamente dependente
da homeostase celular e regulagao da fase inflamatéria como suporte para as fases
seguintes da cicatrizagdo. Acidos graxos do tipo 6mega-3 (EPA e DHA) sdo
enzimaticamente convertidos em resolvinas (JI et. al.,, 2011; HELLMANN et. al,,
2012).

Resolvinas sao lipidios mediadores da inflamacdo que servem para inibir a
migragdo de neutrofilos, aumentar a fagocitose de macrofagos, promovendo a
resolucdo do processo inflamatério e facilitando o inicio da fase proliferativa da
cicatrizagdo das feridas (SERHAN et. al., 2014; DALLI et. al., 2012).

INOUE et. al.(2018) demonstraram que a infiltracdo no local da queimadura

de resolvina D2 diminuiu a necrose secundaria, iniciou a regeneragao e diminuiu a
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inflamacdo em ratos queimados na primeira semana diminuindo a leséo.
Administragdo sistémica de resolvina D2, em camundongos com queimadura de
espessura parcial, diminuiu o tecido necrético, preservou a rede microvascular, e
também diminuiu os niveis de marcadores inflamatérios (TANG et. al., 2013; BOHR
et. al., 2013), outros trabalhos também mostram beneficios das resolvinas na
cicatrizagédo de lesao precocemente (MENON et. al., 2017; INOUE et al., 2018).

No presente estudo nos animais do grupo Q+LM, contendo dmega 9, 6 e 3
ndo houve aumento da lesdo no sétimo dia semelhante ao encontrado nos estudos
citados acima, o que corrobora que a administracdo da mistura de 6leos possa ter
prevenido a necrose secundaria devido o conversado enzimatica do DHA (6mega-3)
em resolvina.

Ao avaliar a area da lesdo no vigésimo primeiro dia os animais queimados
que receberam leite modificado apresentaram menor area de lesdo do que os
animais que receberam agua e ou leite, sendo que, neste tempo experimental a area
cicatrizada total do grupo leite modificado foi superior a dos demais grupos, com
algumas areas de tecido sem ulceragéo.

MECKLING-GILL et. al. (1999) demonstraram maior proliferagcdo e
regeneracao celular em cultura de tecido epitelial intestinal como efeito direto de
acidos graxos. O efeito cicatrizante de feridas tem sido observado em varios
estudos in vitro e in vivo. Sabe-se que a suplementacdo com 6mega-3 (EPA e ALA)
e acido araquidonico aumenta a migragédo de células epiteliais capaz de reconstituir
a lesdo tecidual. Sabe-se também que o uso de oleo de linhagca (6mega-3) em
baixas doses, em uso topico demonstrou ser capaz de diminuir o tempo de
cicatrizagdo de lesdes cutaneas (FRANCO et. al., 2012).

Estudo recente (ISHAK et. al., 2018) com uso de mistura tépica de 6mega 9,
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6 e 3 (6leo de linhaga, dleo extraido a erva-do-burro cientificamente Oenothera
biennis e olive) em biopsia de pele de ratas Wistar fémeas demonstrou diminui¢gao
do tempo de cicatrizagdo, deposicdo precoce de colageno, aumento de fatores
neovasogenes e aumento de fatores inflamatorios na fase inicial (3 dias) com
diminuicdo na fase tardia (14 dias), corroborando com nosso estudo da
administracao de leite modificado em ratos queimados.

Ao estudar a espessura da pele, um fator importante na qualidade de uma
cicatrizacdo, observa-se que os animais tratados com leite modificado apresentaram
espessura mais proxima dos animais controles (grupo agua), diferente dos demais
grupos (queimado agua e grupo queimado leite) que apresentaram a epiderme
espessada.

Estudos demonstram que a cicatrizagcao de epiderme e derme é essencial
para qualidade do processo cicatricial, e que a espessura da epiderme e a
inflamagdo da derme reticular quanto mais acentuda maior a chance de
desenvolvimento de cicatrizes deficientes (ANDRADE et. al., 2012; OGAWA et. al,;
2017).

Além de uma espessura menor da epiderme no grupo tratado com leite
modificado, 0 mesmo apresentou uma proporgao de colageno tipo | em relagdo ao
tipo Ill sem diferenca estatistica com o grupo Agua, por outro lado, os grupo tratado
com agua e o grupo tratado com leite apresentaram epiderme mais epessa e a
relagdo do colageno tipo I/lll menor, o que demonstra uma cicatrizagdo de melhor
qualidade no grupo com leite modificado do que nos demais grupos queimados.

Histologicamente, a deposi¢gao de colageno pode aumentar a inflamagéo e
contragdo da ferida cirurgica, havendo concomitante histolégica evidéncias de

aumento em linfocitos, macréfagos e outras células inflamatdrias. Sendo que a
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relagdo maior do colageno tipo I/lll € capaz de aumentar a resisténcia da pele e
diminuir a inflamacao (JONES et. al., 2008; BERRY et al., 2010).

MENON et. al.(2017) demonstraram que ratos queimados tratados com
resolvina E1 exibem maior organizagcdo do colageno maduro e de reepitelizagao.
Como mencionado anteriormente os acidos graxos (EPA e DHA) s&o convertido em
resolvinas, sendo as da série E proveniente do EPA. O que pode se justificar o fato
dos animais que receberam leite modificado apresentarem maior quantidade de

colageno maduro (tipo I) e com reepitelizacdo mais rapida.

HANKENSON et. al.(2000) e JIA et. al. (2004) demonstraram que dietas
enriquecidas com omega-3 aumentam a formac&o de colageno associado a
producao de interleucia-6. Sabe-se que a raz&do entre os acidos polienoicos alteram
a producédo de colageno via resposta de subtipos dos receptores para PGE2 e

ativacéo dos fibroblastos.

O consumo da dieta com émega-6 e omega-3 € capaz de aumentar a razédo
entre o colageno tipo | e Ill em fibras miocardicas (BEAM et. al., 2015). Até o
presente momento, ndo ha publicagdes cientificas indexadas que utilizem a mistura
de 6leos 6mega na proporgéo utilizada nesta tese e que verifique a razédo entre o
colageno tipo | e lll, sendo que neste trabalho observou-se que os animais que
ingeriram o leite modificado apresentaram um aumento dessa relagéo (colageno tipo
I/lIl) ficando similar a da pele integra de ratos, provavalmente pela agdo dos odleos

conforme explicado nos paragrafos acima.

A distingao entre esses tipos de colageno (I e lll) pode ser realizada pela
coloragdo histoquimica com picrossirus red, seguida da técnica de polarizagdo da

luz, realizada neste estudo, a qual confere diferenciagado entre os colagenos tipo | e
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lIl (DAPSON et. al., 2011; MODAK et. al., 2015).

A avaliagao imunohistoquimica para NF-kB (fator de transcricdo nuclear
envolvido no processo inflamatdrio), no presente estudo, foi realizada de forma
quantitativa utilizando um software desenvolvido especificamente para estudo
morfométrico , conforme descrito anteriormente (MESQUITA et al., 2010; CAMPELO
et al., 2015), sendo o método automatizado sem interferéncia do observador apos
aquisi¢cao das imagens como recomendado por FECHINE-JAMACARU (2006).

O NF-kB é um fator de transcricdo nuclear encontrado em todos os tipos
celulares, estando envolvido em repostas a estimulos, tais como: estresse, citocinas,
radicais livres, radiagdo ultravioleta, queimaduras (AL-KAISY; SAHIB, 2005; CLARK
et al., 2007). O NF-kB age basicamente como o interruptor “liga/desliga” para a
célula gerar mediadores inflamatérios. Ao ser estabilizado no citoplasma com seu
complexo inibidor (IKB), fica limitada a quantidade de NF-kB livre que é translocada
ao nucleo para iniciar a cascata inflamatéria. Os acidos graxos 6mega-3 sao
capazes de estabilizar o sistema NF-kB e influenciar a transducdo de sinais e
expressdo de genes pelo nivel de EPA e DHA adquiridos pela dieta (CALDER,
2002).

O EPA e do DHA tém como beneficios a resolucdo de inflamagdes e a
producdo de potentes moléculas anti-inflamatorias e resolvinas (SERHAN, 2005). No
presente trabalho a mistura de 6leos dmega-9, 6 e 3 foi capaz de inibir o NF-kB, o
que pode ter influenciado na ativagdo do gene promotor da fibronectina diminuindo a
mesma (ALONSO et. al., 1996; MIAO et al., 1993; ISHISE et. al., 2015) e com isso
inibindo um dos mecénismos da fibrogenese que em excesso pode ocorre um
depdsito anormal de proteinas e colagenos na matriz extracelular podendo evoluir

para fibrose e ou contragdo da ferida anormal (ISHISE et. al., 2015; MOREIRA et.
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al., 2009). Além disso a inibigado do NF-kB pelo leite modificado pode influenciar no
metabolismo de producado de diversos fatores inflamatorios. Assim como também os
Oleos 6mega-3 e O6mega-6, que utilizam o mesmo sistema enzimatico, ocorrendo
uma competicdo por cada enzima (DYEBERG, 1986), pode altera todo o
metabolismo de producéo dos eicosanoides, como PG, TX e LT.

Os eicosanoides oriundos do metabolismo de AGPIs O6mega-6 sé&o
mediadores inflamatorios, enquanto os oriundos do metabolismo de 6mega-3 séo
anti-inflamatorios. Alguns efeitos dos AGPIs sobre os sistemas imune e inflamatorio
sdo independentes da geragao de eicosanoides e podem ser devido, em parte, a
alteragdes no metabolismo de glicose e glutamina (CURI et al., 1999). Estudos
enfatizam que os AGPIs da série 6mega-3 afetam as fungdes imunologicas. Estes
acidos apresentam efeito supressor, inibindo a proliferagao de linfocitos, a producao
de anticorpos, a produgao de citocinas pré-inflamatorias e a expressdo de moléculas
de adeséo.

Evidéncias de dmega-3, (EPA) e (DHA), na sua capacidade de modular a
inflamagdo vem de um estudo in vitro (VERLENGIA; GORJAO; KANUNFRE, 2004;
ENDRES; GHORBANI; KELLEY ,1989), modelos animais (Y AQOOB, CALDER,
1995; AL- KHALIFA; GIVENS; RYMER 2012; MELO et al., 2017; MELO et al., 2014)

e estudo clinico (ITARIU et al., 2012).

Estudo recente de osteoartrite induzida por zimozan em ratos evidenciou
uma protecédo anti-inflamatoéria pela mistura de 6leos omega-9, 6 e 3 (administrada
em propor¢des anti-inflamatorias e antioxidantes) quando utilizado como pré-

condicionante a osteortrite inibindo a expresdo do NF-kB (CAVALCANTE, 2014).

A inibicdo do NF-kB, pela mistura de 6leos utilizada, também foi observada

em modelo experimental de exodontia de rato (MELO et al. 2018), assim como
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também em modelo experimental de queimadura de ratos no sétimo dia da
queimadura (CAMPELO et. al. 2011), sendo que em todos esses trabalhos a mistura

de oleos foi administrada por gavagem orogastrica.

O presente estudo administrou a mistura de oleos inserida em bebida lactea
e colocado ad libitum na gaiola dos animais, sendo observada menor
imunomarcagdo do NF-kB no grupo (Q+LM) em relagdo aos demais grupos em
estudo, indicando o efeito anti-inflamatoério da mistura de 6leos, corroborando por
estudos citado acima (CAMPELO et al., 2015; CAVALCANTE et al., 2014; MELO et

al., 2018).

Porém, ha necessidade de no futuro realizar dosagem de
citocinas/quimiocinas em diversos tempos pds-queimadura em ratos para verificar
alteragbes teciduais e nos niveis séricos de citocinas/quimiocinas com a
administragdo das misturas de 6leos e correlacionar com resultados encontrados no
presente estudo pela imunomarcagdo para NF-kB, avaliando dessa forma se a

mistura de 6leos reduz a inflamacgao sistémica pos-queimadura.

Outro fator importante na fase inflamatéria da cicatrizagcado é a avaliacdo do
estado oxidativo tecidual. Sabe-se que em situacao de estresse oxidativo elevado ha
piora da cicatrizacdao das ferida e com retardo da fase proliferativa e de
remodelamento (SHIH et al., 2010; RAJAGOPALAN et al., 2018; GILOTRA et al.,

2018).

Alguns estudos em animais tém mostrado diversos efeitos do acido oléico
(6bmega-9) na cicatrizacdo de feridas (CARDOSO et. al.,2011; RODRIGUES et. al.,
2012).

A bebida lactea com mistura de 6leos 6mega-3, 6 e 9 usada neste estudo
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apresenta uma relacdo entre w9:w6 alta com acédo antioxidante, o que levantou a
hipétese de que o uso desta substdncia no modelo experimental proposto de

gueimadura, neste trabalho, poderia diminuir o estresse oxidativo.

Sabe-se que os acidos graxos 6mega-9 (acido oleico) conferem protecéo
contra a peroxidagdo lipidica diferente dos acidos graxos poliinsaturados como
linolénico, EPA, DHA que contém 4, 5 e 6 duplas ligagdes, respectivamente, sendo

muito menos estaveis (CURI et. al., 2002; GRIMBLE et. al., 2002; OH et. al., 2009).

O uso de formulagbes ricas em lipidios na forma monoinsaturada,
comparado ao uso de poliinsaturados, culminou com menor resposta inflamataria e
menor produgdo de radicais livres com formula rica em monoinsaturados (CURI et

al., 2002).

O azeite de oliva é rico em acidos graxos Omega-9, vitamina E e
fitoesterdides conhecidos por suas propriedades antioxidantes. O fato da estrutura
molecular do azeite de oliva ter somente uma dupla ligagdo, juntamente com a
presenca de vitamina E, confere uma maior protecdo contra a peroxidacao lipidica

(GRIMBLE, 2002) reduzindo o acumulo de EROS (OH et al., 2009).

No presente trabalho, o grupo que recebeu leite modificado apresentou
menor peroxidagao lipidica, quantificada pela dosagem de MDA, tanto no terceiro dia
pos queimadura como no vigésimo dia pos-queimadura quando comparado com o
grupo que recebeu agua e o grupo que recebeu apenas leite, ficando evidente o
efeito anti-peroxidagao lipidica da mistura de dleos 6mega-9, 6 e 3 que modificou o

leite (leite modificado).
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O organismo possui um complexo sistema de protegado antioxidante, como
mecanismo de defesa contra os radicais livres, que levam a peroxidacao lipidica,
que sao formados constantemente no metabolismo celular normal e em varios
eventos patoldgicos e, quando em excesso, podem ocasionar a oxidagdo de
moléculas bioldgicas. O desequilibrio entre o desafio oxidativo e a capacidade de
defesa antioxidante do organismo € denominado de estresse oxidativo (MACHADO

et al., 2009).

Entre os agentes antioxidantes temos a glutationa reduzida, glutationa
peroxidase e a catalase que estdo envolvidos em modelo experimental de estresse
oxidativo (NICOLAU A., 2013; LIU et al., 2018; ZASTROW et al., 2018; RODGERS

etal., 2018).

No presente estudo os animais queimados apresentaram diminuigdo da
concentragédo da glutationa reduzida e da atividade da glutationa peroxidase no 21°
dia da queimadura, momento este que os animais apresentaram peroxidacao lipidica
maior que o grupo Agua. Por outro lado no terceiro dia ndo houve diferenca
estatistica do GSH e a glutationa em relagdo ao grupo controle. Esses achados sao
semelhates aos encontrados em outros trabalhos de queimadura com temperaturas

inferiores a 200 °C.

Os animais queimados e que tomaram leite modificado, diferente dos
animais que tomaram agua ou que tomaram leite, apresentaram maior concentragao
da GSH e atividade da glutationa peroxidase com diferenga estatistica com grupo
Agua no vigésimo primeiro dia, ficando evidente que a mistura de éleos aumentou
esses agentes antioxidates no vigésimo primeiro dia. O que pode ser correlacionado

com uma menor peroxidagdo lipidica no vigésimo primeiro dia nesses animais
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(grupo bebida lactea com mistura de Oleos). Por outro lado, no terceiro dia
experimental a mistura de dleos nao influenciou a concentracdo do GSH e nem a

glutationa peroxidase.

Entretanto, um outro agente antioxidante, a catalase, houve um aumento da
sua atividade no grupo leite modificado em relagdo aos demais grupos tanto no

terceiro como no vigésimo primeiro dia pos-queimadura.

Assim como os acidos graxos 6mega-3 e 6 participam da biossintese de
varios mediadores inflamatorios, eles também podem atuar como componentes
estruturais, juntamente com o monoinsaturado (6mega-9), para a sintese de
fosfolipides de membrana, contribuindo para a fisiologia da membrana celular em
mecanismos como transducdo de sinalizagdo, proliferagdo celular (ZIBOH et. al.,
2000) e em especial o 6mega-9 inibe espécies reativas de oxigénio (OH et. al;

2009)

Isto posto, em relacéo ao estresse oxidativo, observa-se que os animais que
receberam leite modificado tiveram menor peroxidacao lipidica provalvelmente por
manter a producgao tecidual do GSH e GPx no vigésimo primeiro dia em relagdo ao
demais grupos queimados, e que a catalase influenciou por aumentar a sua

atividade no primeiro e vigésimo dia apenas no grupo que recebeu leite modificado.

Apos uma lesao cutdnea, € importante uma diminuicdo da inflamacéao
tecidual, diminuicdo do estresse oxidativo que torne viavel uma cicatrizacdo dos

tecidos mais préximo possivel do fisiologico.

Neste contexto a mistura de 6leos, testada neste trabalho, evidéncia que é

capaz de diminuir o estresse oxidativo, diminuir também a expressado do fator de
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transcricdo nuclear inflamatério NF-kB, assim como também uma deposicdo de

colageno com razao entre o I/lll mais compativel com a pele normal.

Futuramente, novos experimentos, poderdo ser realizados em ratos
submetidos a queimaduras por conducdo direta para elucidar possiveis agdes e
mecanismos das misturas de oleos em bebida lactea ad libitum em outros tempos
distintos, em membrana bioldgica (curativos) por exemplo, apos a queimadura e a
associagdo da mistura de Oleos. Além de poderem ser estudos com técnicas de
biologia molecular com os tecidos coletados e as amostras de sangue, estudando a
expressdo de genes envolvidos nos processos inflamatorios, estresse oxidativo e

cicatrizagao.
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6 Conclusao

O leite modificado com a mistura de 6leos Omega 9, 6 e 3:

Inibe 0 aumento da area de queimadura.
Acelera a cicatrizagao de pele queimada.
Cicatriza a pele com propor¢ao de colageno tipo I/lll de melhor qualidade.
Inibe o fator de transcricdo nuclear NFkB.

o M 0N =

Diminui o estresse oxidativo em ratos com pele queimada.
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Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-270 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “EFEITOS DAS MISTURAS DE
OLEOS DE OMEGA 3, 6 E 9 EM RATOS SUBMETIDOS A QUEIMADURA TERMICA
POR CONDUCAO DIRETA”, protocolo n°69/2016, sob responsabilidade do Pro. Dr.

Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou
utilizagdo pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°11.794,
| de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de ju.lho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA)
e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade
Federal do Ceard, em reunido em 19 de julho de 2016.

Vigéncia do projeto 15/07/2016 a 15/07/2017
Espécie/Linhagem Rato heterogénico/Wistar
N° de Animais 48 ' ‘
Peso/Idade 200g a 230g

Sexo Machos

Origem Biotério Central

Fortaleza, 28 de julho de 2016

Prof. Dr. rigo Siqueira
Coordenador do CEUA - UFC
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