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RESUMO

OLEOS OMEGA 9, 6 E 3 EM PELE DE RATOS SUBMETIDOS
QUEIMADURA TERMICA.

ANA PAULA BOMFIM SOARES CAMPELO. P6s-Graduacao Stricto-Sensu
do Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceara (Grau de Mestre em Cirurgia). Junho, 2012. Orientador
Prof. Dr. PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS.

No presente estudo foram utilizadas misturas de 6leos em concentracdes
nutracéuticas com razdo de w6:w3 baixa que favorece uma acdo anti-
inflamatoria e a razdo de w9:w6 alta com agao antioxidante. O objetivo do
estudo foi estudar os efeitos das misturas de oOleos de w9, w6 e w3 na
queimadura térmica e avaliar se as fontes de w3 (ALA, EPA ou DHA)
interferem nos efeitos das misturas na queimadura. Foram utilizados 36 ratos
Wistar, distribuidos em 6 grupos: agua, queimado + agua [Q + &gua], queimado
+ isolipidico [Q + Iso], queimado + mistura de Oleos 1 [ALA], queimado +
mistura de 6leos 2 [ALA+EPA+DHA de peixe] e queimado + mistura de Oleos 3
[ALA+DHA de algas marinhas] com seis animais em cada grupo. Realizada
gueimadura por conducao direta causando lesdo de espessura total do dorso
dos animais, em seguida admininstrada por via orogastrica as misturas de
Oleos por sete dias. Avaliada a lesdo cutanea por macroscopia (planimetria
digital), microscopia, imunohistoquimica (anti-Ki-67, anti-NFkB, anti-HSP 27 e
anti-HNEJ) e painel de citocinas (IL-1, IL-6, IL-10, IL-18, TNF-alpha, INF-gama
e CSF-GM). Na macroscopia 0s ratos que receberam a mistura 3 apresentaram
menor area de lesdo, assim como as misturas 1, 2 e isolipidica quando
comparadas com a agua. Na microscopia apenas 0s animais que receberam a
mistura 3 (ALA+DHA de algas marinhas) apresentaram menor extensdo da
lesdo em relacdo a agua. Ao avaliar o Ki-67 a mistura 3 induziu aumento da
proliferacdo celular em relacdo aos demais grupos. Apenas a mistura 3 foi
capaz de inibir NFKB. Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a HSP
27, HNEJ e painel de interleucina. A mistura de 6leos w3, na qual a fonte é
ALA+DHA de algas marinhas, tem efeitos de: inibir o NFkB, aumentar a
proliferacéo celular, reduzir area de leséo e extenséo da queimadura.

Descritores: Queimadura; acidos graxos; ratos; algas marinhas.



ABSTRACT

Oils mixes Omega 9, 6 and 3 in rats subjected to thermal burn. ANA
PAULA BOMFIM SOARES CAMPELO. Stricto Sensu post-graduation.
Department of Surgery, Medicine Scholl, Federal University of Ceara (Degree of
Master of Surgery). June, 2012. Advisor: PAULO ROBERTO LEITTAO DE
VASCONCELOS.

In the present study were used oil mixes at nutraceutical concentrations
with low ratio of w6:w3 which promotes anti-inflammatory action and high
ratio of w9:w6 leading to antioxidant action. The goal of the study was to
examine the effects of the oil mixes, w9 and w6 and w3 in rats subjected to
thermal burn to assess whether the sources of w3 (ALA, EPA or DHA) would
interfere with the effect of such mixtures on the thermal injury. Thirty-six Wistar
rats were used, distributed into six groups: water, burned + water [Q+water],
burned + isolipid [Q+Iso], burned + oil mix 1 [ALA], burned + oil mix 2 [ALA +
EPA + DHA of fish] and burned + oil mix 3 [ALA + DHA of seaweed]. Each
group had six animals. The thermal injury was performed by direct conduction
causing burn involving total thickness of the animals' skin. After induction of
burns animals received the oil mixes oro-gastrictly for seven days.
Cutaneous lesions were evaluated by macroscopy changes (digital plan),
tissue  microscopy and immunohistochemistry  (anti-Ki-67,anti-NF-kB,
anti-HSP 27 and anti-HNE-J) and by plasma cytokines' concentrations (IL-1,
IL-6, IL-10, IL-18, TNF-alpha, INF-gamma and GM-CSF). At macroscopy the
rats that were administered with either isolipidic solution or mix 1 or mix 3,
showed a decrease in injury area as compared to the injury of rats that received
water. In animals receipients of mix 3 there was a decreased in thermal lesion
as compared to to those of rats that were supplemented with the isolipidic or
mix 1. At microscopy, only animals that received the mix 3 (ALA + DHA of
seaweed) showed a smaller extension of the termal injury as compared to those
that were supplemented with water. Expression of Ki-67 (cell proliferation
marker) in injured tissue of rats recipients of Mix 3 increased as compared to all
the other groups. Only animals supplemented with mix 3 were able to inhibit
NFkB in injured tissue. There was no difference among the groups in relation to
tissue expression of HSP 27 and HNEJ, as well as regard to the plasma
concentrations of interleukins. Rats receipient of the oil mix in which the source
of w3 was ALA+DHA of seaweed showed inhibition of injured tissue NFKkB,
increase in cell proliferation, reduction the area and extention of thermal lesion
as compared to injuries of rats receipients of other w3 sources.
Keywords: Burn; fatty acids; rat; seaweed.
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1 INTRODUCAO

Queimaduras sao lesdes dos tecidos organicos em decorréncia de trauma de
origem térmica resultante da exposi¢cdo a chamas, liquidos ou superficies quentes,
frias, substancias quimicas, radiacao, atrito ou friccdo (MOZINGO et al., 2005).

Estima-se que em torno de 1 milhdo de pessoas sejam acometidas por algum
tipo de queimadura no Brasil a cada ano, dos quais 200 mil sdo atendidos em
servicos de emergéncia e 40 mil demandam hospitalizacdo (LOPES; VIDAL;
SANCHES, 2005). Os acidentes por queimaduras estdo entre as principais causas
externas de morte registradas no pais, perdendo apenas para 0s acidentes
automobilisticos (PEREIMA, 2002; VALE, 2005).

As lesbes por causas externas constituem, portanto, a terceira causa de
morte no Brasil; entretanto, ainda ndo se dispbe de um sistema eficiente de
centralizacdo de dados relativo as queimaduras, embora as estatisticas que existam
revelem a gravidade dessas lesdes (VANA; AGGIARO; SCHIOZER, 2007). Os
gastos com hospitalizacdo 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
gueimaduras, aproximadamente 70% em criancas. Anualmente mais de dois
milhdes de pessoas sao vitimas de queimaduras nos EUA. Aproximadamente 25%
destes necessitam de tratamento em centros especializados de queimados
(FERGUSON et al., 1996). Em média 90% dos pacientes queimados tem, em maior
OU menor grau, seu revestimento cutéaneo atingido, alterando sua morfologia e
funcdo, sendo fundamental o conhecimento destas caracteristicas na abordagem
das queimaduras (BENSON; DICKSON; BOYCE, 2006).

Nos tecidos de revestimentos, as queimaduras podem determinar destruicao

parcial ou total da pele e seus anexos, podendo atingir camadas mais profundas
como o tecido celular subcutaneo, musculos, tenddes e 0ssos.
LesOes induzidas por queimaduras podem ser classificadas em inicial e retardada. A
leséo inicial divide-se por sua vez em dano fisico (direto e indireto) e lesdo mediada
pela inflamacéo. A lesédo retardada corresponde ao dano em resposta a rejeicao de
tecido necrotico (XU, 2004; DEMLING; DESANTI, 2005).

O dano fisico direto ocorre imediatamente apds a exposi¢cdo da pele a uma
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fonte térmica causando rapida desnaturacdo protéica e lesdo celular, provocando
necrose da interface cutanea. 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, 2004).

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

Com o trauma térmico, ha exposicdo do colageno no tecido afetado e
consequentemente ativacao e liberacdo da histamina pelos mastocitos. A histamina
provoca aumento da permeabilidade capilar, que, por sua vez, permite a passagem
de um filtrado plasméatico para o intersticio dos tecidos afetados, provocando
importante edema tecidual. Também € ativado o sistema calicreina produzindo
cininas que colaboram mais ainda para o aumento da permeabilidade capilar,
agravando o edema tecidual (PANNIE; WASSERMANN, 2002). As cininas e a
exposicdo do coldgeno ativam o sistema fosfolipase — acido aracdénico, liberando
prostaglandinas e, dentre estas, a prostaciclina (PGI2), aumentando ainda mais a
permeabilidade capilar e 0 edema.

Outra via ativada pelo acido aracdbnico é a do tromboxano que pode
aumentar a agregacdo plaquetaria, depdsitos nas paredes dos capilares,
ocasionando um aumento da pressdo 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 linoléico.

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

Os acidos graxos insaturados possuem uma ou mais duplas ligacdes
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podendo ser mono (w-9) ou poliinsaturados (w-6 e w-3) e geralmente na forma
liquida & temperatura ambiente (LENHINGER, 1986).

Dietas ricas em &acidos graxos 6mega 3 sdo substratos precarios para
conversdo a metabolitos ativos da ciclooxigenase, como também para a série da
lipooxigenase. Este tipo de dieta inibe a agregacdo plaquetédria e a trombose e
impede o aumento do processo inflamatério (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004).

Os acidos graxos considerados essenciais sdo: linoléico (w-6), a-linolénico
(ALA), eicosapentaendico (EPA) e o docosahexaendico (DHA) que séo os w-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 6leos vegetais (acido linoléico e
linolénico) e pelos 6leos de peixes (EPA e DHA) (CURI et al., 2002).

A organizacdo mundial da saude (WHO, 2003) preconiza uma dieta contendo
5 a 8 % das calorias totais provenientes do w-6, enquanto 1 a 2 % oriundas do w-3.

Varios estudos experimentais em ratos tem sido realizados utilizando acidos
graxos poliinsaturados (LU et al.,2003; ZHANG; FRITSCHE, 2004; XU et al., 2011),
evidenciando beneficios da suplementacdo dietética dos mesmos apos exposicao
aos raios ultravioleta (LU et al., 2003) e ap6s queimaduras por liquido aquecido
(ZHANG; FRITSCHE, 2004; XU et al., 2011).

Entretanto, a literatura é escassa de trabalhos que envolvam a administracédo
simultanea de w-9, w-6 e w-3 (mistura dos trés acidos graxos) com concentracoes,
proporcdes e fontes do w-3 (ALA, EPA e DHA) pré- estabelecidas em ratos

submetidos a queimadura por conducgéao térmica.

Fisiopatologia da gueimadura térmica

Em queimaduras cuténeas, a pele serve de barreira a transferéncia de
energia para tecidos mais profundos, no qual o local onde a maior parte da lesao
ficar4 delimitada. Mesmo uma rapida exposicdo a uma fonte de temperatura como:
agua, chamas ou objeto aquecido podera levar a coagulacdo imediata de vérias
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 coagulacao protéica é imediata (XU,
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2004).

A destruicao tecidual esta relacionada ao tipo de fonte de calor, temperatura,
tempo de exposicdo, espessura da pele atingida e/ou a pressdo exercida sobre a
pele pelo elemento de contato. Mesmo apoés 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 lesdo induzida pela inflamacéo pode ser local e/ou sistémica. A resposta
inflamatoria 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 reagcdo bioquimica ao calor e a reacao inflamatéria
local. Embora a inflamacdo seja necesséria a reparacdo tecidual, a producéo
excessiva de mediadores, proteases e oxidantes causam danos adicionais aos
epiteliécitos e endotélio capilar (DEMLING; DENSANTI, 2005).

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 apos a leséo inicial,
levando a uma série de lesdes inflamatérias que podem ativar a cascata de
coagulacdo e causar microtrombos que, por sua vez, podem levar a necrose
anodxica, edema e isquemias adicionais (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004; XU,
2004).

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

O acumulo de neutrofilos no exsudato causa danos aos tecidos viaveis
através de proteases e oxidantes dos neutréfilos e pelo aumento do consumo de
oxigénio pelos tecidos sdos. Tal reagdo, mista e extensa pode incluir protedlise de
histiocitos necroticos, regeneracao de histiocitos viaveis e infeccdo microbiana. A
atividade proteolitica causa lesdo do tecido de granulacéo incipiente inibindo fatores
de crescimento e dificultando o processo de reparacdo. Ao mesmo tempo, as células
vidveis restantes iniciam um processo de regeneracdo em um ambiente

desfavoravel, potencializando a inflamagéo.
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A combinacédo 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
queimaduras, ocorrendo liberacdo de citocinas e de outros mediadores inflamatérios
na circulacdo que podem levar a alteragBes a distancia em vérios aparelhos e
sistemas. Quando a queimadura acomete mais de 30% da area de superficie
corporal total a resposta sisttmica 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 inflamatodrias (RAVAGE et al., 1998).

Num corte perpendicular a pele queimada podem ser identificadas trés zonas
concéntricas e tridimensionais da lesdo descritas por Jackson em 1947:

a) Zona Central ou zona de necrose: consiste na area diretamente lesada

pelo contato maximo, ocorrendo perda tecidual irreversivel devido a
coagulacao dos constituintes protéicos 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
degeneracdo tecidual causada pela formacdo progressiva de
microtrombos.

Cc) Zona de hiperemia (camada mais externa): os tecidos apresentam a
reacdo inflamatéria causada pela lesdo térmica e quimica locais,
caracterizando-se por alteracfes potencialmente reversiveis como edema,
hiperemia, andxia e exsudacdo (KAO; GARNER, 2000; XU, 2004).

As alteracdes fisiopatologicas dentro destas trés zonas revelam a biodinamica

mais complicada de todas as feridas, envolvendo varios mediadores inflamatoérios e
estando intimamente relacionados a administracbes de diferentes medidas
terapéuticas (XU, 2004). Terapéutica que provoque mais lesdo local pode agravar a
les&o 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 coagulacdo ou que nao
hidratem a pele podem provocar a formagéo de crostas que, adicionalmente, podem

levar a uma lesdo letal aos tecidos da zona de estase e hiperemia, causando
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aumento da extenséao e profundidade da queimadura (GUEUGNIAUD et al., 2000).

Modelos experimentais de queimaduras

O direcionamento das pesquisas em queimaduras tem-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 métodos mais efetivos de controle de
danos. Na década de 80, estudos direcionavam-se ao controle da infec¢do, no qual
uma vez superada a fase de ressuscitacdo, a infeccdo é a principal causa de morte
em pacientes com grandes queimaduras (XU, 2004). Na década de 90 as
investigacbes eram voltadas para analise de mediadores da resposta
imunoinflamatéria local e sistémica, precoce e/ou tardia, subsequentes a leséo
térmica, procurando identificar estes mediadores e avaliar seu papel ha modificacdo
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
gueimaduras. Uma pesquisa eletronica na base de dados Medline-Pubmed da
National Library of Medicine do Instituto Nacional de Saude dos EUA em busca de
artigos publicados de 1947 a 10 de maio de 2012, utilizando as palavras-chave
gueimadura, pele e animal, revelaram apenas 505 artigos.

O rato Wistar tem sido largamente utilizado nas pesquisas experimentais.
Quando comparado com o Sprague-Dawley possui um corpo maior em relacao a
cauda, € mais resistente a infeccao, tornando-o um bom modelo para estudos em
gueimaduras, especialmente quando um maior tempo de sobrevida é 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 aguecida (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).
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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, derme, hipoderme) em pele de ratos, e quando as
queimaduras séo realizadas a 200 °C durante 9 segundos a lesdo € de espessura

total atingindo até a musculatura.

Os 6leos: dmega 3 (docosahexaendico , eicosapentaendico e

linolénico), 6mega 6 (linoleico) e 6mega 9 (oleico)

Esses 6leos sdo acidos graxos (AG) que sao inicialmente isolados de fontes
naturais, principalmente de lipidios, e séo acidos carboxilicos monocarboxilicos que
podem ser representados pela forma RCOOH (nha maioria das vezes o agrupamento
R é uma cadeia carbbnica) e sdo 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 4&tomos de carbono); presenca de
insaturacfes - ligacdes duplas entre atomos da cadeia R - (saturados — nao
possuem insaturacdes na cadeia hidrocarbbnica; insaturados - possuem
insaturacdes) e quantidade de insaturacdes (monoinsaturadas — apenas uma
ligacdo dupla; poliinsaturadas — duas ou mais ligacdes duplas) (DAHELE et al.,
2006). Sendo assim os 6leos 6mega em estudo estao classificados conforme quadro

abaixo:

Quadro 1. Classificacdo dos 6leos 6mega em estudo

Classe Nome sistematico Nome comum Carbonos* Duplas ligacoes**
Omega-3 Docosahexaentico DHA 22 6
Omega-3 Eicosapentaenodico EPA 20 5
Omega-3 Octadecatriendico Linolénico 18 3
Omega-6 Octadecadienoico Linoleico 18 2
Omega-9 Octadecenoico Oleico 18 1%

*NUmero de carbonos
*NUmero de duplas ligacdes

# Monoinsaturado
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7

Cada classe é 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 w-6) é sintetizado a
partir do acido parental da classe w-6, o acido linoleico (18:2 w-6). Contudo o AG de
uma determinada classe ndao pode ser biologicamente convertido em outra classe,
isto €, nenhum membro da familia w-9 (4cido oleico) pode ser convertido em w-6

(acido linoleico).

Desde a década de 1930 a essencialidade de alguns &cidos graxos séo
conhecidas por serem imprescindiveis ao organismo e por ndo poderem ser
sintetizados pelo mesmo. Burr, G.O. e Burr, M.M. (1929) reverteram a descamacao
anormal da pele e formacdo de caspa, inchaco da cauda e membros pélvico que
evoluem para necrose, perda de pélo, aparecimento de feridas em ratos quando

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

A essencialidade dos AG 0mega-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 comecaram 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 alteracdes 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 protecdo contra a peroxidacao lipidica
diferente dos &cidos graxos polinsaturados como linolénico, EPA, DHA que contém
4, 5 e 6 duplas ligacdes respectivamente sdo muito menos estaveis (CURI et al.,
2002). O uso de formulagdes ricas em lipidios na forma monoinsaturada,
comparado ao uso de polinsaturados evidenciou menor resposta inflamatéria e
menor producdo de radicais livres com formula rica em monoinsaturados (CURI et
al., 2002).

As membranas que sao ricas em acidos graxos monoinsaturados (AGMI) sao
menos susceptiveis a oxidacdo por radicais livres do que as membranas ricas em
acidos graxos saturados, possivelmente porque o maior numero de insaturacoes
aumentam a probabilidade das duplas ligagdes do que em espécies reativas do
oxigénio (BITTENCOURT et al., 2002).
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As dietas ancestrais eram ricas em vegetais, frutas, carnes e peixes e
continham proporcdes similares de AGPl w-6 e w-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 reducdo no
consumo de peixe (DAHELE; FEARON, 2006).

Atualmente, a adequacdo do balanco dietético de lipidios tem motivado
inUmeras investigacdes. Em pacientes com alteracdes das respostas metabdlicas, o
equilibrio entre os lipidios da dieta tem como propdsito controlar o estresse oxidativo
e a resposta inflamatoéria exacerbada, por meio da relacao entre os tipos de &cidos
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).

Os lipidios de 18 atomos de carbonos (acido linolénico [18:3 w-3], acido
linoleico [18:2 w-6] e &cido oleico [18:1 w-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 w-3), acido araquidbnico
(AA) (20:4 w-6) e acido eicosatriendico (ETA) (20:3 w-9). Em ordem de preferéncia,
0s substratos para essas enzimas sdo: w-3 > w-6 > w-9 (Figura 1). Entretanto,
existem duas classes de lipidios essenciais para as sinteses dos eicosandides: w-6
e w-3, por meio dos seus derivados &cidos eicosapentaendico e araquiddnico
(BISTRIAN, 2003).
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Familia w-6 Familia w-3
Acido linoléico Acido a linolénico
(18:2) Dessaturase (18:3)
CEEEEEEEEEE——
Acido y linolénico Acido octadecatetraendico
(18:3) Elongase (18:4)
| ° "
Acido Dihomo ¥ linolénico Acido eicosatetraenéico
. 20:4 . -
(20:3) Dessaturase (20:4) Anti- inflamatorios
l EEEEEEEEEE— Prostandides
Acido araquidonico Eicosapentaentico (TXA3, PGI3,
(20:4) (20:5) - EPA PGE3)
Leucotrienos
l (LTB5)
Pré-inflamatérios Acido Docosapentaenoico
Prostanéides (TXA2, PGI2, PGE2) (22:5)

Leucotrienos (LTB4)

Acido docalsahexaenéico
(22:6) - DHA

Figura 1 Biossintese dos acidos graxos poliinsaturados. Adaptado de CALDER (2003).

O alto consumo de acido linoleico (w-6) favorece o aumento do contetudo de
acido araquidénico (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),
respectivamente. A ingestdo de 6leo 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 formacao de PGE3, em vez de PGE2, e
LTB5, em vez de LTB4, que sdo mediadores inflamatorios menos ativos (Figura 2)
(JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000). Em geral, o acido linoleico € precursor da
sintese de eicosandides com caracteristicas pro-inflamatérias, como o tromboxano
A2 (TXA2), as PGI2 e PGE2 e os LTB4 (JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000;
KELLEY, 2001).
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Figura 2. Metabolismo dos eicosanoides durante a producdo de prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos por meio do acido araquidénico (AA) e do acido

eicopentaenoico (EPA). Setas preta = via de sintese; setas vermelhas = via inibitéria

As PGE2 e os LTB4 sédo os mediadores que possuem 0 maior potencial pro-
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 PGE2 inibe a producao do
TNF-a e IL-1, apresentando, nesse aspecto, caracteristica antiinflamatoria. Tem
potencial imunossupressor, pois inibe a proliferacdo de linfécitos, a atividade das
células natural killer (NK) e a producéo de IL-2 e Interferon (IFN). O LTB4 aumenta a
permeabilidade vascular, o fluxo sangliineo 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 é o principal

subproduto do AA, promovendo agregacdo plaquetaria, adeséo leucocitaria e
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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 antiinflamatorias. Esse
equilibrio proporciona menor formacao de mediadores proé-inflamatorios, reduzindo
alguns dos efeitos imunossupressores (Figura 1 e 2) (ROBERT, 2005; NAKAMURA,
2005).

Helton e Espart (2001) demonstraram que o EPA, ao competir com os AA na
membrana celular causa alteracbes na producdo de TNF-a. Esses efeitos estdo
associados a redugcdo no NFkB (nuclear factor kappa B) que € um fator de
transcricdo nuclear encontrado em todos os tipos celulares, estando envolvido em
repostas a estimulos, tais como, estresse, citocinas, radicais livres, radiacéo ultra-

violeta, antigenos virais ou bacterianos.

Niveis de ingestdo adequada (Al) de &cidos graxos essenciais foram
estabelecidos pelo Institute of Medicine, por meio das Dietary Reference Intakes
(DRIs), baseadas na ingestdo média da populacdo americana. Esses valores
preconizados de consumo sédo de 17g e 12g/dia de &cido linoleico (w-6) e 1,69 e
1,1g/dia de acido linolénico (w-3) para homens e mulheres, respectivamente. Por
falta de dados suficientes, o Institute of Medicine ndo estabeleceu Al ou RDA para
AA, EPA ou DHA (WELCH et al., 2010).

JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Modelos experimentais de gueimaduras em animais tem sido uma ferramenta
essencial para o estudo da fisiopatologia de lesbes cutédneas (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 Oleos em concentragdes
nutracéuticas com razdao de w6:w3 baixa que favorece uma acao anti-inflamatoria e
a razdo de w9:wb alta com acgado antioxidante conforme apresentado em outras
situacdes biologicas (ALLAYEE; ROTH; HODIS, 2009; SIMOPOULOS 2002, 2008),
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sendo este o primeiro trabalho em que as misturas de 6leos sdo administradas em
ratos queimados.

Considerando que essas familias de acidos graxos competem pelas mesmas
enzimas, o balango entre w-3, w-6 e w-9 na dieta é de grande importancia. O
presente estudo foi desenhado para analisar os efeitos das misturas de 6leos de w-
9, w-6 e w-3, avaliando a queimadura térmica e as fontes de w-3 (ALA, EPA e DHA)
no processo inflamatorio e na reepitelizacdo da pele de ratos queimados por

conducéao direta.
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2 Objetivo

Estudar os efeitos das misturas de 6leos (w-9, w-6 e w-3) sobre a inflamacéo,
estresse oxidativo e a reepitelizagéo da pele de ratos submetidos a queimadura
térmica por conducéo direta.

Avaliar se as fontes de w-3 (ALA, EPA e DHA) interferem nos efeitos das

misturas de 6leos.
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3 Método

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi de carater experimental, 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. Foi realizado em animais de laboratorio, do Biotério do Departamento
de Cirurgia, Seccdo de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina,
pertencente a Universidade Federal do Ceara.

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

O modelo de estudo, assim como a revisao cientifica, foi avaliado pelo comité
de ética em investigacdo animal competente, da Universidade Federal do Ceara,
tendo sido aprovado pelo protocolo numero 37/10 em 09 de Setembro de 2010 (em
anexo).

Os animais foram manipulados de acordo com o0s principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos o0s

esforcos foram realizados no sentido de reduzir o nimero de animais utilizados.

3.2 Animais

Foram utilizados 36 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC), e mantidos no laboratorio de Cirurgia Experimental —
LABCEX.

O peso médio dos animais foi de 267,91 +10,56 g.

Todos receberam racdo padrdo e agua ad libitum, e foram mantidos nas
mesmas condi¢cdes ambientais, em gaiolas individuais, com ciclos de dia (12horas) e

noite (12horas).
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 36 animais divididos em seis grupos (agua, queimado agua
[Q + agua], queimado + isolipidico [Q + Iso], queimado + mistura de dleos 1 [Q + M
1], queimado + mistura de 6leos 2 [Q + M 2] e queimado + mistura de 6leos 3[Q + M
3]) com seis animais em cada grupo, ver distribuicdo dos grupos na quadro 2 e

propor¢cdes de w-9, w-6 e w-3 na quadro 3.

Quadro 2. Divisdo dos grupos e composicdao das misturas com suas

respectivas fontes de w-3.

Grupos Composicao Fonte de w-3
Agua Agua -

Q + Agua Agua -

Q +lso Isolipidica

Q+M1 w-9 + w-6 + w-3 ALA

Q+M2 w-9 + w-6 + w-3 ALA + EPA + DHA
Q+M3 w-9 + W-6 + w-3 ALA + DHA

Abreviaturas: Q + Agua = grupo queimado administrado agua; Q + Iso = grupo
qgueimado administrado isolipidico; Q + M 1 = grupo queimado administrado mistura
1; Q + M 2 = grupo queimado administrado mistura 2; Q + M 3= grupo queimado
administrado mistura 3; ALA = acido a-linolénico; EPA = &cido eicosapentaendico;
DHA = 4cido docosahexaenoico.

Quadro 3. Composicao dos o6leos e proporgcoes de w-9, w-6 e w-3 em cada

mistura.
Misturas  Oleos Utilizados Proporcdes
w-6:w-3 w-9:w-6

Isolipidico Milho e soja 8:1 0,4:1
M1 Oliva, canola e linhaca 1,41 3,41
M2 Oliva, canola e peixe 1,4:1 3,4:1

M 3 Oliva, canola, linhaca e DHA 1411 3411

(algas marinhas)
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A dose que foi ministrada de cada solugcdo correspondem a 1,2g de
mistura/Kg-dia da mistura, obedecendo a proporgao de 3,4:1 (w-9: w-6) e 1,4:1 (w-6:
w-3).

3.3.1 Fluxograma experimental

Inicialmente os animais foram pesados, anestesiados, epilados, delimitada
area no dorso do animal com molde vazado confeccionado, utilizando caneta
dermogréfica para demarcacdo da &rea, realizada antissepsia da pele com
clorexidine 2%, em seguida submetidos a inducdo do procedimento cirargico
(inducédo a queimadura), uma hora apds o procedimento, iniciada a administracéao
orogastrica.

Foram administrados, durante sete dias (D1, D2, D3, D4, D5, D6 e D7)
consecutivos, sempre no mesmo horério no periodo da manha, por via orogastrica,
solucdes descritas no quadro 1 conforme seus respectivos grupos.

No sétimo dia (D7), 1 h apés administracdo da ultima dose (Agua ou mistura)
conforme protocolo, os animais foram anestesiados, realizada coleta de sangue do
plexo orbitario em tubo com EDTA, em seguida foram colhidas amostras de pele

para analise histopatologica e imunohistoquimica.

3.3.2 Técnica Anestésica e Analgesia

Os animais foram anestesiados por associacdo de cloridrato de
cetamina, a 5%, na dose de 90mg/kg, e cloridrato de xilasina a 2% (figura 3), na
dose de 10mg/kg, administrados simultaneamente, por via intramuscular, na parte
posterior do membro pélvico direito (figura 4). Os animais foram considerados
anestesiados quando ocorreu perda dos reflexos corneo-palpebrais, e retirada da
pata ao estimulo doloroso por preensao.

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
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experimento.

Analgesia foi administrada por via oral (Agua ad libitum) durante as primeiras
24h de poés-operatério. Utilizou-se 30mg de fosfato de codeina (Janssen Cilag
Farmacéutica Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil) na propor¢cao de um comprimido triturado

e dissolvido em 500 ml de agua.

Figura 3. Soluc@es anestésicas utilizadas.

Figura 4. Ato anestésico no membro pélvico direito/face mediana.

3.3.3 Procedimentos cirdargicos

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

ApOs a certificacdo de que os animais estavam anestesiados, 0s
mesmos tiveram o dorso epilado, incluindo flancos até a raiz da cauda, utilizando
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barbeador elétrico (figura 5). Foram colocados em decubito ventral sobre pranchetas
cirdrgicas, previamente higienizadas com alcool a 70%, secas e protegidas por
campo cirargico. Demarcou-se no dorso do animal quatro 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 dermogréfica (Sanford, Fine Point, Permanent Marker) e de
molde confeccionado com filme radiogréfico (figura 6).

Em seguida realizou-se a antissepsia da pele (figura 7) com clorexidine a 2%

(Riohed, Ind. Farmacéutica Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil) e

secagem por compressa de gaze.

Figura 6. Demarcacdo de area. Molde vazado confeccionado e caneta dermografica.
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Figura 7. Antissepsia da pele com clorexidine 2%.

3.3.3.1 Realizacéo das queimaduras

Para realizagcdo das queimaduras foi utilizado um ferro de soldar (Hikari 40 W)
especialmente preparado (figura 8). 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 termémetro digital com um termopar K (solamente
ET-110, Houston — Texas, USA inc.), para atestar a temperatura exata no momento
da realizacdo 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 (validacdo interna) pelo Departamento de Fisica da Universidade
Federal do Ceara, pelo Professor Dr. Alejandro Pedro Ayala (CAMPELO et. al,
2011).

O conjunto foi colocado em contato com a pele previamente demarcada,
verticalmente e sem presséao adicional por nove segundos cronometrados (figura 9),
sendo o0s cabos sustentados pelo pesquisador. Imediatamente apds cada
gueimadura a area foi resfriada por um minuto utilizando gaze umedecida em soro
fisiologico 0,9% (SF) estéril a temperatura ambiente (figura 10).

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. (2011).
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: » Aferido pelo temometro
Ponta/Placa

De Cobre

: . '¢mmm Aferido pelo Termostato

Termémetro Termostato

Digital

Figura 8. Equipamento completo utilizado para realizagdo da queimadura. Observar
termdmetro digital, termopar tipo K na ponta, estabilizador de corrente elétrica com

termostato interno.

Figura 9. Realizacdo da queimadura por 9 segundos.
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Figura 10. Resfriamento da pele com Soro fisiologico 0,9%

3.3.4 Sacrificio dos animais

No sétimo dia os animais foram anestesiados hovamente com ketamina mais
xilasina e realizada planimetria digital (ver descricdo do método abaixo) para
quantificar o dano fisico. Em seguida foram colhidas amostras de sangue conforme
descricdo anterior. Os animais foram sacrificados com infusdo de doses letais dos
anestésicos, sendo retirados dois fragmentos de pele (2 x 2 cm) incluindo a porcao

central de tecido contendo a ferida ou cicatriz circundada por tecido normal.

3.4 Planimetria digital

Imediatamente apdés as queimaduras no D1 e D7 os animais foram
posicionados em decubito ventral na mesa cirdrgica protegida por campo verde, a
seguir foram fotografados para andlise macroscopica. As fotografias (imagens) foram
obtidas com camera digital (Sony, Cyber-Shot, 14.1 Mega pixels, Brasil), montada no

tripé com distancia padronizada de 35 cm do dorso do animal.

3.4.1 Anélise Macroscopica (D1 e D7)

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 ja utilizado
em outros trabalhos (CAMPELO et. al, 2011), ver figura 11.

ImageTool
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Figura 11. Delimitacéo e célculo da area de leséo

3.4.2 Andlise Microscépica

Na ocasido do sacrificio dos animais no D7, foram retirados dois fragmentos
de pele (2 x 2cm ) incluindo a porcao central de tecido contendo a lesdo circundada
por tecido normal ( até musculatura ), com lamina de bisturi nimero 15. Apés a
remocao, as amostras foram fixadas em formaldeido tamponado a 10% e enviadas
para processamento histologico. Apés inclusdo em parafina, as pecas foram levadas
ao micro6tomo e submetidas a corte de 5 micrébmetros de espessura. Uma vez
montadas as laminas, os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina (HE)
conforme técnica habitual para avaliar a lesdo por planimetria digital medindo a
extensdo entre as duas bordas de reepitelizacdo, resultando na extensdo da

gueimadura.



40

3.5. Protocolo da Imunohistoquimica
3.5.1 Imunohistoquimica para Ki-67 e NF-kB p50 (NLS)

Imunohistoquimica para Ki-67 e NFkB p50 (NLS) foram realizadas utilizando
método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE, 1981). Os tecidos
removidos e fixados em formol 10% por 24 h para inclusdo em parafina e
posteriormente confeccdo de laminas apropriadas para imunohistoquimica. Os
cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e &lcool e imersos em tampé&o
citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em forno de microondas, por 10 minutos
para a recuperacdo antigénica. Apdés o resfriamento, obtido em temperatura
ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo tamponada de
fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase enddégena com solucao de
H.0, a 3% (10 minutos). Depois lavados com PBS (10 minutos). Os cortes (cinco de
cada grupo) foram incubados “overnight” (4°C) com anticorpo primario de coelho
anti-NFkB diluido 1:200 em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA) e outro
conjunto de cortes (cinco de cada grupo ) foram incubados “overnight” (4°C) com
anticorpo primério de coelho anti-Ki-67 diluido 1:200 em PBS com albumina sérica
bovina 5% (PBS-BSA). Apé6s a lavagem do dia seguinte, foi feita a incubacdo com o
anticorpo secundario (de deteccdo) biotinilado anti-IgG de coelho, diluido 1:400 em
PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram incubados com o
complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada (complexo ABC Vectastain®) por
30 minutos. Apo6s nova lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo com o cromogeno
3,3 diaminobenzidine-peroxido (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 e
anti-Ki-67) foi substituido por PBS-BSA 5%.

3.5.2 Imunohistoquimica para HNE-J e HSP 27
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Imunohistoquimica para HNE-J e HSP 27 foram realizadas utilizando método
de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE, 1981) com pequenas
modificacdes. Os tecidos removidos e fixados em formol 10% por 24 h para incluséo
em parafina e posteriormente confeccdo de laminas apropriadas para
imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e alcool e
imersos em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em forno de
microondas, por 18 minutos para a recuperacao antigénica. Apos o resfriamento,
obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com
solugcdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase
enddgena com solugcdo de H,0O, a 3% (20 minutos). Depois lavados com PBS (10
minutos). Em seguida Incubado com o leite desnatado 10% (Leite desnatado 10g
diluido em 100 ml de agua destilada. 30 minutos a 37° C) para bloqueio de ligacdes
inespecificas , depois de lavado em PBS. Os cortes (cinco de cada grupo) foram
incubados “overnight” (4° C) com anticorpo primario de camundongo anti-HSP 27
diluido 1:200 em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA) e outro conjunto
de cortes (cinco de cada grupo ) foram incubados “overnight” (4°C) com anticorpo
primario de cabra anti-HNE-J diluido 1:200 em PBS com albumina sérica bovina 5%
(PBS-BSA). Apos a lavagem do dia seguinte, foi feita a incubacdo com o anticorpo
secundario (de deteccao) biotinilado anti-lgG de camundongo ou cabra de acordo
com o anti-corpo primario, diluido 1:400 em PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de
lavado, os cortes foram incubados com o complexo estrepto-avidina peroxidase
conjugada (complexo ABC Vectastain®) por 30 minutos. ApGs nova lavagem com
PBS, seguiu-se coloragdo com o cromégeno 3,3 diaminobenzidine-peréxido (DAB),
seguida por contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer. 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
foi substituido por PBS-BSA 5%.

3.5.3 Aquisicao e processamento das imagens

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 varredura da peca, utilizando o
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pequeno aumento (40 vezes), com a finalidade de identificar as regides de maior
densidade das estruturas de interesse (borda inicial e final da zona queimada
contendo o tecido de reepitelizacdo). Em seguida, utilizando uma magnificacdo de
100 vezes, foram capturadas imagens digitais coloridas das bordas. 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 especificamente para tal finalidade
(FECHINE-JAMACARU, 2006). O sistema foi previamente calibrado para reconhecer
0 espectro de cores relativo as estruturas de interesse (bordas de tecido de
reepitelizacdo), 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),
tanto na imagem inteira do campo analisado como numa regido de interesse definida
pelo operador. Concluida a segmentacdo, o software realizou a quantificacdo da
estrutura de interesse no campo estudado. Para tanto, calculou 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 12

V' SAMM: Sistema de Analise Morfométrica - C:\Users\ANA PAULA\PICC-SNG-SNE\Pictures\canoa quebrada\Desktop\Q + ISO 2.bmp f=E =
Arquivo | Comprimento | Reaqido delnleresse| I Quantificagdo I I Sair
K| | 1120 K | K |
R G B
| _[+]i255 K1 _[+]i255 K1 ) 1125

-

Figura 12 Imagem representativa da tela do sistema de analise morfolégica (SAMM). A
Esquerda imagem obtida por microscopia de luz com aumento de 100x marcada para
anticorpo Ki-67. A direita mostrando a segmentacdo da imagem da esquerda que foi

quantificada.
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3.6 Imunoensaio simultaneo para IL-1B, IL-6, IL-10, IL-18, TNF-a, INF-Gama e
GSF-GM

No D7 os animais foram anestesiados e coletadas amostras de sangue do
plexo orbitario com capilar de vidro anti-coagulado com EDTA sendo adquirido um
total de 1,5 ml de sangue coletados no tubo de eppendorf com EDTA (3 gotas). Em
seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 xg. O plasma foi

removido e imediatamente estocado a -20°C.

3.6.1 Preparo dos reagentes para imunoensaio (MILLIPLEX MAP Kit)

3.6.1.2 Os anti-corpos imobilizado em Beads

Sonicar o frasco com os anti-corpos (anti-IL1, anti-IL-6, anti-1L-10, anti-IL-18,
anti-TNF alpha, anti-INF-gama e anti-CSF-GM) imobilizado no Beads por 30
segundos e agitar vigorosamente por 1 minuto antes do uso. Adicionar 60 pL da

solucéo contendo de Beads em 2.58 mL de diluente para Beads.

3.6.1.2 O Controle de qualidade

Reconstituir Controle de qualidade 1 e 2 em 250 pL de agua deionizada.

3.6.1.3 Liguido de lavagem (Wash Buffer)
Diluir 30 mL de Wash Buffer (solucdo estoque 10x) em 270 mL de agua

deionizada.

3.6.1.4 Citocinas/quimiocinas para rato ( disponivel no kit )

Reconstituir o frasco Standard com 250 pL agua deionizada para uma
concentracéao final de 20.000 pg/mL. Preparar 6 tubos de microcentrifugas com 120
ML de Assay Buffer e adicionar solugdo Standard reconstituinda conforme quadro 4

abaixo:



Quadro 4 Diluigdo da curva padréo

Solucédo Standard Vol. de Assay Buffer

Concentracao Standard

(Adicionar) (Adiciononar) (pg/mL)
40 yL do original 120 pL 1:4

40 yL de 1:4 120 pL 1:16
40 yL de 1:16 120 yL 1:64
40 yL de 1:64 120 yL 1:256
40 uL de 1:256 120 yL 1:1.024
40 yL de 1:4.096 120 pL 1:4.096

3.6.2 Procedimento paraimunoensaio

44

Descongeladas as amostras uma unica vez, foi centrifugada a 3000xg por 5

minutos antes de iniciar as reacdes. As amostras foram diluidas na propor¢ao de 1:4

de soro diluente (disponivel no kit).

Montada a placa de filtro com 200 yLde Assay Buffer em cada poco da placa.

Selada e misturado no agitador para placa por 10 minutos na temperatura ambiente.

Removido o Assay Buffer em camara com vacum, adicionado 25 pL de cada

amostra padréo (Standard disponivel no kit) ou controle de reacao (disponivel no kit)

em cada poco apropriado (ver figura 13) Po¢co sem standard ou controle contendo

Assay Buffer foi considerado como 0 pg/mL standard (Background).
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Figura 13 Imagem da tela do Bio-plex manager representativa da placa a ser
analisadas. As figuras geométricas representam: Losangulo atribuido ao liquido de
diluicdo; bolas representa posicado da solucdo padrao (curva de calibracdo), octagono
representa posi¢cédo do controle da reagdo e quadrado representa as amostras a serem

analisadas.

Foram adicionados 25 uL de Assay Buffer em todos os pog¢os das amostras,
colocado 25 uL da amostra diluida em cada pogo correspondente. Acrescentado 25
ML de solugdo com Beads em cada poco. Foi vedada a placa e colocada em agitador
para placas, deixando-a em incubacao overnight por 18 horas. Removido o contetdo
liguido com vacum e lavado a placa 2 vezes com 200 ulL/pogos de solugao de
lavagem apropriada, removido a solugéo de lavagem a vacum. Foram dicionados 25
pL/poco de detector de anticorpo. Foram vedados e incubados em agitacdo por 2
horas a temperatura ambiente. Acrescentado 25 pL/pogo de Streptavidin-
Phycoerythrin e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Foram removidos
todo excesso a vacum, lavada a placa 2 vezes com 200 pL/pogo com liquido de
lavagem, filtrado a vacum em cada lavagem. Foram adicionados 150 uL/pogo de

solugéao contendo no kit denominado Sheath Fluid, reconstituindo os beads na placa
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e agitando por 5 minutos.
A Leitura da placa foi realizada na plataforma Luminex 100™ v2.3 (Bio-Plex),
sendo analisada a mediana da intensidade de fluorescéncia de cada analito usando

0 método de curva de calibracdo (parametro logaritmico).

3.7 Anédlise Estatistica

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

Dados que obedeceram a curva de normalidade (macroscopia no D7,
microscopia D7; imunohistoquimica) foram submetidos a testes paramétricos
(Andlise de variancia — ANOVA e pos-teste de comparacdo multipla de Tukey) e os
resultados apresentados com média + desvio padrdo (média+DP) em graficos de
barra. Os dados que n&o obedeceram a curva de normalidade (macroscopia D1,
imunoensaio de citocinas) foram analisados por meio de teste ndo paramétricos
(Kruskal-Wallis e poés-teste de comparacdo mdultipla de Dunn) e os resultados
apresentados em mediana e intervalos interquatis. Sempre realizando comparacdes
entre todos 0s grupos.

O nivel de significancia foi estabelecida em 5% para todos os casos.
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4 Resultados

A seguir sdo apresentados os dados resultantes da analise macroscopica,
microscoépica, imunohistoquimica e painel de citocinas/quimiocinas (analistos —

Miliplex).

4.1 Andalise macroscopica

N&o houve diferenca estatisticamente significante da mediana entre 0os grupos
logo apos a queimadura (p>0.05), ver grafico 01, tabela 01 e figura 14.

Figura 14. Imagem representativa de um animal no primeiro dia (D1) sétimo dia (D7).
Abreviaturas: Q + dgua = grupo queimado e administrado agua; Q + Isolipidico =
grupo queimado e administrado solucdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e
administrado mistura 1 de 6leos; Q + M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2
de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3 de 6leos.
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Gréafico 01. Area queimada em cm? distribuida por grupo no dia zero. Resultado
apresentado como mediana. p>0.05 (comparacado entre todos 0s grupos) por meio de
teste estatistico Kruskal-Wallis e poOs-teste de comparagfes multiplas de Dunn.
Abreviaturas: Q + agua = grupo queimado e administrado agua; Q + Isolipidico =
grupo queimado e administrado solucgdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e
administrado mistura 1 de 6leos; Q + M 2 = grupo gueimado e administrado mistura 2
de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3 de 6leos.

Tabela 1. Valores minimo, maximo, percentil 25% e percentil 75% da area queimada
em (cm? de cada grupo. p>0.05 (teste estatistico Kruskal-Wallis e pés-teste de

comparagdes multiplas de Dunn).

Agua Isolipidico Mix1 Mix2 Mix 3

Minimo 0.65 0.76 0.7 0.65 0.69
Percentil 25 % 0.8475 0.81 0.83 0.795 0.8
Mediana 0.98 0.845 1.005 0.86 0.88
Percentil 75% 1.11  0.9075 1.123 0.965 1.085
Maximo 156 1.13 151 1.2 1.34

No sétimo dia ha maior lesdo no grupo agua em relacdo aos grupos
isolipidico, Mistura 1 e Mistura 3 com diferenca estatistica significante (p<0.05). A
mistura 3 apresenta menor area de lesdo em relacdo aos grupos agua, isolipidico,
mistura 1 e mistura 2 com diferencas estatisitcas significantes (p<0.05), ver grafico
02 e figura 14.
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Gréafico 02. Area queimada em cm? distribuida por grupo no sétimo dia. Resultado
apresentado como média e desvio padréo. *p<0.05. Abreviaturas: Q + agua = grupo
queimado e administrado agua; Q + Isolipidico = grupo queimado e administrado
solucdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e administrado mistura 1 de 6leos; Q +
M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2 de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e

administrado mistura 3 de 6leos.

4.2 Analise microscopica

No sétimo dia houve maior extensdo da lesdo no grupo agua em relacdo ao

grupo Mistura 3 com diferenca estatistica significante (p<0.05), ver gréafico 03.
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Grafico 03. Extensao da queimadura em cm distribuida por grupo no sétimo dia,
visualizado com microscopico 6ptico (magnificado 10x). Resultado apresentado como
média e desvio padrdo. *p<0.05 (agua vs. Mix 3). Abreviaturas: Q + agua = grupo
gueimado e administrado agua; Q + Isolipidico = grupo queimado e administrado
solucdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e administrado mistura 1 de 6leos; Q +
M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2 de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e

administrado mistura 3 de 6leos.

4.3 Andlise quantitativa de marcacao por imunohistoquimica

4.3.1 Quantificacao da proliferacao celular (anti-corpo Ki-67)

Houve maior marcacdo pelo anti-corpo Ki-67 no grupo mistura 3, com
diferenca estatistica significante (p<0.05) quando comparado com 0 grupo agua.
N&o houve diferencas estatisticas significantes quando comparados com os demais

grupos, ver grafico 04 e figura 15.
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Figura 15. Imagem representativa da marcacao por anti-Ki-67 de pele de um animal de

ey

cada grupo. Abreviaturas: Q + dgua = grupo queimado e administrado agua; Q +
Isolipidico = grupo queimado e administrado solucédo isolipidica; Q + M 1 = grupo
gueimado e administrado mistura 1 de Oleos; Q + M 2 = grupo queimado e
administrado mistura 2 de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3
de dleos.
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Grafico 04. Percentagem de éarea marcada pelo anti-corpo Ki-67. Resultados
apresentado como média + desvio padrdo. *p<0.05 (Q + Agua vs. Q + M 3);
Abreviaturas: Q + agua = grupo queimado e administrado agua; Q + Isolipidico =
grupo queimado e administrado solucgdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e
administrado mistura 1 de 6leos; Q + M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2

de éleos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3 de 6leos.

4.3.2 Quantificacdo da marcagao com anti-corpo NF-kB

Houve menor marcacdo pelo anti-corpo NF-kB no grupo Mistura 3, com

diferenca estatistica significante quando comparado com o grupo Agua (*p<0.05) e
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grupo Mix2 (*p<0.05). Nao houve diferencas estatisticas significantes quando

realizada comparacéo entre os demais grupos, ver grafico 05 e figura 16.

Q+lso Q+M1
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Figura 16. Imagem representativa da marcagao por anti-NF-kB de pele de um animal
de cada grupo. Abreviaturas: Q + agua = grupo queimado e administrado agua; Q +
Isolipidico = grupo queimado e administrado solucédo isolipidica; Q + M 1 = grupo
gueimado e administrado mistura 1 de O6leos; Q + M 2 = grupo queimado e
administrado mistura 2 de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3
de dleos.
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Grafico 05. Percentagem de area marcada pelo anti-corpo NF-kB. Resultados
apresentado como meédia + desvio padrdo. *p<0.05. Abreviaturas: Q + 4gua = grupo
gueimado e administrado agua; Q + Isolipidico = grupo queimado e administrado
solucdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e administrado mistura 1 de 6leos; Q +
M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2 de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e

administrado mistura 3 de 6leos.
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4.3.3 Quantificacdo da peroxidacéao lipidica (anti-HNE)
N&o houve diferencas estatisticas significantes entre os grupos (p>0.05). Ver

figura 06.
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Grafico 06. Percentagem de area marcada pelo anti-corpo HNE. Resultados
apresentado como média + desvio padrdo. p>0.05 (comparagdo inter-grupos).
Abreviaturas: Q + agua = grupo queimado e administrado agua; Q + Isolipidico =
grupo queimado e administrado solucgdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e
administrado mistura 1 de 6leos; Q + M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2

de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3 de Gleos.

4.3.4 Quantificagcdo da marcagado com anti-corpo HSP 27

Nao houve diferencgas estatisticas significantes entre os grupos (p>0.05). Ver

gréafico 07.
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Gréfico 07. Percentagem de area marcada pelo anti-corpo HSP 27. Resultados
apresentado como média + desvio padrdo. p>0.05 (comparagdo inter-grupos).
Abreviaturas: Q + agua = grupo queimado e administrado agua; Q + Isolipidico =
grupo queimado e administrado solucdo isolipidica; Q + M 1 = grupo queimado e
administrado mistura 1 de 6leos; Q + M 2 = grupo queimado e administrado mistura 2
de 6leos; Q + M3 = grupo queimado e administrado mistura 3 de 6leos.

4.4 Painel de citocinas/quimiocinas (analitos: IL 183, IL 6, IL 10, IL 18,
GM-CSF , IFN-Gama e TNF-a).

Os analitos IL 1B, IL 6, IL-18, GM-CSF e IFN-Gama gquanto comparado 0s
grupos entre si, ndo houve diferenga significante estatisticamente (p>0.05) (ver
tabela 2). Os valores dos analitos IL 10 e TNF-a apresentaram-se abaixo da curva

padrao ndo sendo possivel o calculo da quantidade do mesmo.



Tabela 2.

apresentado em mediana e intervalo interquartil percentil 25 e 75.
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Concentracdo de cada analito expressa em pg/mL. Resultados

Grupos

Agua Q + agua Q +lso Q+M1 Q+M2 Q+M3

Analito

IL-1B8 11.95 9.080 8.945 12.68 11.23 11.77
(10.35-13.88) (7.14-11.05) (7.443-10.46) (10.51-14.34)  (9.693-12.73)  (10.42-17.44)

IL-6 4400 2508 1362 2564 1206 5031
(852.9-10216) (1253-5143) (428.2-13440) (833.1-3508)  (198.2-43256)  (2214-12570)

IL-10 <OR <OR <OR <OR <OR <OR

IL-18 118.9 90.10 74.02 60.47 44.53 123.8
(66.48-385.1) (34.66-121.6)  (44.77-227.0) (53.11-432.0)  (28.25-208.9)  (65.91-154.6)

GM-CSF  8.945 5.72 1.810 7.01 7.015 9.590
(7.168-21.08) (5.07-7.01) (1.140-10.23) (3.113-10.07)  (5.230-11.35)  (7.005-14.07)

INF-y 251.30 160.4 137.9 68.51 31.56 373.0
(7.118-1036) (52.32-317.40)  (35.72-509.0) (21.07-145.5)  (4.89-3192) (68.51-665.5)

TNF-a <OR <OR <OR <OR <OR <OR

Nota: Nao houve diferencas estatisticas significantes (p>0.05), por meio do teste

estatistico Kruskal-Wallis e pos-teste de comparacdes multiplas de Dunn

(comparacédo intergrupos); <OR = valor encontrado na amostra esta abaixo do

detectavel pelo método.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenhado para analisar os efeitos das misturas de
Oleos de w-9, w-6 e w-3, avaliando a queimadura térmica e as fontes de w-3 (ALA,
EPA e DHA) no processo inflamatdrio e na reepitelizacdo da pele de ratos
gueimados por conducéo direta.

Modelos experimentais de queimaduras em animais tem 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
estudar a influéncia da administracdo de farmacos em resposta ao trauma (AULICK
et al., 1981).

As queimaduras foram induzidas por meio da transferéncia de energia usando
uma placa de cobre em contado direto com a pele, condugéo direta, em elevada
temperatura continua (200 °C) controlada eletronicamente, ocasionando lesdes
térmicas de espessura total (epiderme, derme, hipoderme e musculatura) com leséo
dos foliculos pilosos, com reepitelizacdo da periferia para o centro da lesdo e sem
reepitelizagcdo central em ratos, foi utilizado no presente estudo devido sua
reprodutibilidade e uniformidade das queimaduras (CAMPELO et. al., 2011).

O rato Wistar foi escolhido por ser um animal de pequeno porte, de facil
aquisicdo e padronizacdo no que diz respeito a idade, peso, sexo, alojamento,
alimentacdo, cuidados de limpeza e manipulacdo experimental. Além disso, estes
animais sdo mais utilizados como modelo de avaliacdo de varios tratamentos de
gueimaduras (LIVESEY et al., 1995; SRIVASTAVA et al., 1999; SRIVASTAVA et al.,
2001; BARBOSA et al., 2003; DAVIDSON, 1998). De modo geral, pode-se
considerar o rato um bom modelo para o presente experimento, uma vez que néo
foram constatadas mortes durante o experimento, nem infeccdes até o ultimo dia de
estudo.

O método anestésico demonstrou-se satisfatorio pela relativa facilidade da
inducao anestésica, manutencdo do plano anestésico, pequeno volume administrado
e rapida recuperacéo pos-anestésica. Foi realizada também analgesia com derivado
morfinico (codeina) obtendo bem estar dos animais que foram evidenciados pela
quietude dos animais e pela auséncia de complicacbes respiratorias ou morte

acidental.
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O local escolhido para a realizacado das queimaduras foi o dorso dos animais,
em conformidade com as observacdes de varios pesquisadores que consideram a
pele do dorso como o melhor sitio para as lesbes experimentais, possuindo uma
maior espessura e uniformidade em relacdo ao ventre e evitando irritagcdo por
contato com a saliva e autocanibalismo (KASHYAP; BEEZHOLD; WISEMAN, 1995;
HETTIARATCHY; DZIEWULSKI, 2004).

O presente estudo representa a primeira demonstracdo de que misturas de
Oleos contendo baixa relacdo de w-6 para w-3 e alta relagdo de w-9 para w-6,
avaliadas em modelo de queimadura por conducdo direta em ratos, em
concentragcbes com acao nutracéutica, resultaram em maior reepitelizacdo e
diminuicdo da marcacgado do NFk-B em uma das fontes de w-3.

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 nutrientes com
um foco especifico pode melhorar os resultados finais por modular a resposta imune
e/ou metabdlica (ALEXANDER, 1988; STABLES; GILROY, 2011; LI, et. al.; 2012) .
Nutrientes terapéuticos ou “nutracéuticos” sdo nutrientes isolados ou combinados
que, em doses farmacologicas, modificam a resposta biolégica do hospedeiro. Os
nutracéuticos mais comumente utilizados sdo anti-inflamatérios e antioxidantes,
acidos graxos w-3 (EPA e DHA), glutamina, arginina e nucleotideos (MARTINDALE;
ZHOU, 2006).

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

Os Oleos de peixes marinhos possuem um contetdo consideralvemente
maior de w-3, principalmente na forma EPA e DHA (ALEXANDER et al., 1998).
Trabalhos mostram que uma razado w-6 : w-3 elevada, tal como as mencionadas no
paragrafo acima, promovem varias doencas influenciando na producdo de fatores
inflamatorios (ALLAYEE; HOTH; HODIS, 2009). Por outro lado, o consumo de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gilroy%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20655950
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quantidades aumentadas de w-3 (ou seja, com uma razao w-6:w-3 diminuida), tem
efeitos opostos.

Hart et al (1997) demonstraram, in vitro, que o acido oleico (w-9) reduz o
estresse oxidativo dose-dependente (quanto maior a concentracdo maior efeito
antioxidante), sendo a raz&o w9:w6 maior que 1 unidade.

No experimento em questdo foram utilizadas misturas de Oleos em
concentracfes nutracéuticas com razdo de w6:w3 baixa que favorecesse uma agao
anti-inflamatéria e a razdo de w9:w6 alta com acido antioxidante conforme
apresentado em outras situacdes biolégicas (ALLAYEE et al., 2009; SIMOPOULOS,
2002, 2008), sendo este o primeiro trabalho em que essas razdes de Oleos sdo
administrados em ratos queimados.

Sabe-se que 0 acido graxo dmega 3 esta presente em diferentes fontes,
sendo assim, neste trabalho foram utilizadas trés misturas de 6leos com fontes de
Omega 3 diferentes, com potencial nutracéutico, denominadas Misturas 1 (ALA),
Mistura 2 (ALA+EPA+DHA de peixe), Mistura 3 (ALA+DHA de algas marinhas) e
uma mistura de Oleos isocaldrica, mas sem potencial nutracéutico, denominada
Isolipidica. Também foi constituido um grupo controle, que recebeu apenas agua.
Tanto a dgua quanto as misturas de 6leos foram administradas por via orogastrica,
por sete dias apos inducdo das queimaduras.

No sétimo dia de administracdo das misturas de 0Oleos os ratos queimados
gue receberam dmega-3 de algas marinhas — M 3 - (DHA) macroscopicamente
apresentaram menor area de lesdo em relacdo aos que receberam agua e as
demais misturas com fontes de 6mega-3 diferentes ( mistura 1 — ALA, mistura 2 —
ALA + EPA + DHA proveniente de Oleo de peixe) como também em relacdo a
composicdo isolipidica. Além disso, macroscopicamente o0 grupo que recebeu
composicao isolipidica e o grupo com mistura de 6leos contendo ALA (M 1) também
apresentaram menor area de lesdo quando comparadas com a agua.

Por outro lado, ao avaliar a extensédo da lesdo microscopicamente, somente
0S animais que receberam a mistura de 6leos M 3 (algas marinhas) apresentaram
menor extensao da lesdo em relacdo a agua.

Essa divergéncia entre a macroscopia e a microscopia ocorre pelo fato que
durante a aquisicdo das imagens, para calculo da &area de lesdo, ndo foram
removidas as crostas podendo conter tecido reepitelizado em baixo das crostas que

nao foram levados em consideracdo no calculo da area macroscopica, podendo
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distorcer os resultados. Entretanto, isto ndo ocorre na avaliagdo microscopica, pois
nesta é avaliado a extensao real da queimadura considerando de borda a borda de
reepitelizacdo sem interferéncia da crosta, ficando claro que apenas a mistura de
0leos com algas marinhas teve beneficios.

O fato de nao terem sido removidas as crostas foi proposital, pois as crostas,
quando em feridas ndo exsutativas, funcionam como curativo biolégico fornecendo
uma barreira provisoria contra corpos estranhos e mantendo as margens das feridas
proximas, facilitando a contracdo do leito, minimizando a perda de fluidos e
proteinas, além de proteger o tecido de granulacdo (LIONELLI; LAWRENCE, 2003).

Ao estudar a proliferacdo celular, que proporciona demonstrar qual das
misturas de o6leos e fonte de w-3 influenciaram na reepitelizacdo aumentando a
divisdo celular, foi verificada de forma quantitativa a marcagdo (com anticorpo
monoclonal) da proteina nuclear Ki-67.

Esta proteina esta estruturalmente associada a cromatina para desenvolver
funcdo na proliferacao celular e estd presente nas fases G1, S, G2 e M do ciclo
celular, e ausente nas células quiescientes ou na fase GO. O anticorpo monoclonal
contra a proteina Ki-67 foi obtido por Gerdes, Schwab e Lemke, (1983) no qual
observaram que tal anticorpo s6 reagia com um antigeno nuclear de células em
proliferagcdo, sendo um marcador bem conhecido (URRUTICOECHEA; SMITH,;
DOWSETT, 2005) e utilizado previamente em modelo experimental de queimadura
mostrando a correlacdo entre proliferacdo celular e cicatrizacdo em ratos queimados
(KIMURA et al., 2006).

No presente trabalho, apenas o grupo tratado com mistura de 6leos cuja fonte
de 6mega-3 € de algas marinhas apresentou aumento da proliferacdo celular
(marcacédo pelo anticorpo Ki-67) em relacdo aos demais grupos, 0 que € coerente
com os resultados encontrados na microscopia e confirma a menor leséo
apresentada na macroscopia no referido grupo.

Na ocasido da avaliagdo imunohistoquimica, no presente estudo, optou-se por
realizar de forma quantitativa utilizando um software desenvolvido especificamente
para estudo morfométrico ja utilizado em outros trabalhos semelhantes (MESQUITA
et al., 2010; CAMPELO et al., 2011), sendo o método totalmente automatizado sem
interferéncia do observador apds aquisicdo das imagens como recomendado por
FECHINE-JAMACARU (2006).

O uso das misturas com razao entre w6:w3 baixa apresenta efeitos anti-
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inflamato6rios em varios eventos biolégicos (SIMOPOULOS, 2002, 2008; ALLAYEE;
ROTH; HODIS, 2009), fato este observado no grupo cuja a fonte de w3 foi de algas
marinhas que apresentou menor marcacdo imunohistoquimica para NFKB em
relacdo aos demais grupos.

O NFkB é um fator de transcrigao nuclear encontrado em todos os tipos
celulares, estando envolvido em repostas a estimulos, tais como: estresse, citocinas,
radicais livres, radiacdo ultravioleta, queimaduras (AL-KAISE; SAHIB, 2005; CLARK
et al., 2007). O NFkB age basicamente como o interruptor “liga/desliga” para a célula
gerar mediadores inflamatorios. Ao ser estabilizado no citoplasma com seu
complexo inibidor (IKKB), fica limitada a quantidade de NFkB livre que € translocada
ao nucleo para iniciar a cascata inflamatéria. Os acidos graxos w-3 séo capazes de
estabilizar o sistema NFkB e influenciar a transducdo de sinais e expressado de
genes pelo nivel de EPA e DHA adquiridos pela dieta (CALDER, 2002; CORNELL et
al., 2005). O EPA e do DHA tem como beneficios a resolucdo de inflamacgdes e a
producdo de potentes moléculas anti-inflamatorias e resolvinas (SERHAN, 2005).
Entretanto, no presente trabalho apenas o DHA oriundo de algas marinhas foi capaz
de inibir o NFkB.

As familias de w-3 e w-6 utilizam o mesmo sistema enzimatico, ocorrendo
uma competicao por cada enzima (DYEBERG, 1986). Esta competicédo altera todo o
metabolismo de producdo dos eicosandides, como PG, TX e LT (FISCHER, 1989).
Como ja foi abordado na introducdo deste trabalho, os eicosandides oriundos do
metabolismo de AGPIs w-6 sdo mediadores inflamatérios, enquanto os oriundos do
metabolismo de w-3 sdo anti-inflamatérios. Alguns efeitos dos AGPIs sobre os
sistemas imune e inflamatério sdo independentes da geracdo de eicosandides e
podem ser devidos, em parte, a alteragcdes no metabolismo de glicose e glutamina
(CURI et al.,, 1999). Estudos enfatizam que os AGPIs da série w-3 afetam as
fungbes imunologicas. Estes &cidos apresentam efeito supressor, inibindo a
proliferacdo de linfocitos, a produgcdo de anticorpos, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e a expressao de moléculas de adesdo (CALDER, 1998; DE PABLO et
al., 2000).

Ao realizar a avaliagdo quantitativa da concentracéo plasmatica, no sétimo dia
pés-queimadura, de citocinas/quimiocinas (IL-183, IL-6, IL-10, IL-18, TNF-a, INF-
gama e CSF-GM) nao houve diferenca entre os grupos deste estudo, deixando claro

gue no sétimo dia ndo houve alteragdes nos niveis destas citocinas/quimiocinas.
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Orman, et al., (2011), utilizando o mesmo painel de citocinas em modelo de
gueimadura por escaldadura, mostraram que as citocinas/quimiocinas retornam aos
niveis normais em 24h apdés queimadura com excecdo da IL-18 que aumenta com
seu pico maximo com 2h retornando a nivel basal com 16h e em seguida
aumentando novamente até as 24h do experimento, porém ndo ha relatos da
evolucdo desta interleucina ap6s 24h se continuou aumentando ou se diminuiu. No
presente estudo a IL-18 também n&do apresentou diferenca entre 0s grupos em
estudo.

Uma limitacao deste trabalho foi o fato de ter sido coletado plasma apenas no
sétimo dia e ndo nas primeiras horas ou primeiros dias. Foram coletados apenas no
sétimo dia devido até a data da execucdo do experimento ndo haver na literatura
trabalhos com painel de citocinas em ratos queimados mostrando a evolugdo com o
tempo. No futuro, novos experimentos poderdo ser realizados com as misturas de
6leos em estudo coletando amostras plasmaticas nas horas iniciais pos-queimadura
(2h a 24) para verificar se essas misturas podem ou nao alterar a resposta
inflamatoria sistémica em ratos submetido a queimadura cutédnea por conducéo
direta, visto que, a mistura com algas marinhas é capaz de inibir o NFKB no sétimo
dia que esta correlacionada com a sintese de citocinas/quimiocinas.

O &cido linolénico, o &cido graxo poliinsaturado mais encontrado na dieta
ocidental, € metabolizado em &cido araquidénico por reacdes de dessaturacdo e
alongacéo, e na via cicloxigenase, em prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e
na via lipoxigenase, em leucotrienos da série 4 (CAPONE et al., 1997; NAKAMURA,
2005). O &cido araquidbnico (w-6) e o EPA (w-3) sdo ambos substratos da
cicloxigenase e da lipoxigenase. Um aumento na disponibilidade do EPA age
basicamente como inibidor competitivo, impedindo que o acido araquidbnico entre
na cascata e gere produtos finais proé-inflamatérios (PGE2, TXA2, LTB4). O
resultado final do metabolismo excessivo de acidos graxos w-6 € a producéo de
mediadores pro-inflamatorios, ocasionando imunossupressdo, vasoconstricgao,
edema aumentado, aceleracdo da quimiotaxia de leucocitos polimorfonucleares,
aumento da transdugcédo dos sinais nucleares de citocinas pro-inflamatorias e da
toxicidade tecidual local levando potencialmente a condigdes inflamatorias como a
sindrome de resposta inflamatéria sistémica e a sindrome de insuficiéncia de
multiplos 6rgédos. Alterando-se a propor¢ao de lipidios w-6 para os w-3 na dieta

pode-se aperfeicoar a provisdo desses produtos pro-inflamatérios para a resposta
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imune e de consolidacdo necessaria e atenuar-se ao mesmo tempo o estado
inflamatorio excessivo. Isso foi comprovado em estudos experimentais com animais
e em ensaios clinicos. Além de influenciar o estado inflamatoério pela regulacédo de
genes e a disponibilidade de substratos ao nivel da cicloxigenase, o produto final da
cascata de EPA inibe o precursor do AA liberado pelos fosfolipidios da membrana,
num mecanismo classico de inibicdo por feedback (BAS et al, 2007; SIJBEN et al,
2007).

Neste estudo, foi utilizada uma mistura de 6leos, denominada Mistura 1, cuja
formulagcédo € alta em w-3 (ALA) e baixa em w-6 (AL) esperando um efeito anti-
inflamatoério, entretanto no modelo experimental utilizando esta mistura néo
apresentou no sétimo dia um efeito biolégico detectavel pelo método. Da mesma
forma, ndo houve efeito anti-inflamatoério na Mistura 2, cuja formulagao é rica em w-3
(EPA + DHA proveniente de peixes). Por outro lado, a mistura 3, composta de w-3
(DHA proveniente de algas marinhas), reduziu a ativagao do fator de transcrigéo
nuclear (NFkB P50 NLS) que pode refletir uma acao anti-inflamatoria, visto que o
NFkB é translocado ao nucleo para iniciar a cascata inflamatéria. Porém, ha
necessidade de no futuro realizar dosagem de citocinas/quimiocinas com 12, 24, 48
horas pos-queimadura em ratos para verificar se havera alteragées nos niveis das
citocinas/quimiocinas com a administracdo das misturas de 6leos e correlacionar
com resultados encontrados no presente estudo pela imunohistoquimica para NFkB.

Para avaliar a acdo antioxidante das misturas de 6leos com alta relacédo de
Omega 9 e baixa de dmega 6 com razdo maior que 1 (M 1, M 2 , M 3) e mistura
isolipica utilizou-se a marcacdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-4-
hidroxinonenal (Anti-HNE-J). Este anticorpo marca compostos quimicos aldeidicos
produzidos pela peroxidacdo lipidica como a 4-hidroxinonenal que € um dos
mediadores da morte celular devido estresse oxidativo (LI et al, 2011; SMUDER et
al, 2012). Nao se encontrou no sétimo dia nenhuma diferenca entre as misturas, o
isolipidico e a &gua neste trabalho. Provavelmente, assim como ocorreu nas
citocinas, no sétimo dia ndo houve diferenca entre os grupos, sendo assim néo se
pode afirmar que as misturas ndo apresentaram efeito antioxidante na queimadura,
porque pode ser que este efeito tenha ocorrido nas primeiras horas ou dias e que no
futuro novos experimentos serdo realizados para esclarecer ou confirmar os

resultados do sétimo dia.
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Observacdes prévias mostraram que o pré-tratamento com o émega 3 induziu
as proteinas de choque térmico (MCGUINNESS et. al., 2006; LEE et al., 2010). O
aumento da expressdo destas proteinas em modelos experimentais em sepse,
choque, doenca critica, lesdes térmicas (queimaduras) reduz a injaria ao 6rgao,
atenua a resposta pro-inflamatoria e melhora a sobrevida (ZIEGLER et al., 2005;
MOLONEY et al., 2012).

Neste trabalho optou-se pela marcacdo Imunohistoquimica anti-HSP27, cuja
expressao é induzida em resposta a uma variedade de estresse ambiental e celular.
Esta proteina (HSP27) é capaz de evitar o acumulo de agregados protéicos durante
o estresse celular (LANNEAU et al., 2010). Entretanto, no sétimo dia pOs-
gueimadura ndo houve diferenca entre os grupos estudados. Atualmente sabe-se
gue as proteinas de choque (HSP27 e HSP 70) tem seu nivel mais alto apés 24h da
queimadura e retornam ao nivel basal com 120 h da queimadura (correspondente ao
quinto dia) como publicado em junho de 2012 por Moloney et. al. Assim, ha
necessidade, no futuro, estudar esta proteina de choque em outros tempos
experimentais.

Novos experimentos, no futuro, poderdo ser realizados em ratos submetidos a
queimaduras por conducdo direta para elucidar possiveis acdes e mecanismos das
misturas de 6leos em varios tempos distintos apds a queimadura e a administracéo
das misturas de 6leos (por exemplo 3 h, 6 h, 12 h, 24 e 3 dias). Por meio de técnicas
de biologia molecular podera analisar os tecidos coletados e as amostras de sangue
estudando a expressao de genes envolvidos nos processos inflamatérios, estresse

oxidativo e cicatrizacao.
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6 Conclusao

Em pele de ratos queimados, por conducao térmica direta, a mistura de 6leos
com baixa relagéo entre w6:w3 e alta relacédo entre w9:w6, sendo a fonte do dleo w3
DHA proveniente de algas, aumenta a proliferacdo celular, inibe a expressao do

fator nuclear NFkB e diminui a extensao da lesdo no sétimo dia.
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ANEXO

Aprovacdo do comité de ética

o Declaréhos que o protocolo para uso 0. ©
experimentagdo n°37/10, sobre o projeto intitulado: “EFEITO DO
OLEOOMEGA-3,6,9 EM RATOS SUBMETIDOS
QUEIMADURAS TERMICAS POR CONDUGAO DIRETA” de
responsabilidade de Ana Paula Bomfim Soares, esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados peio ‘Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela

unido realizada

]

Comissdo de Etica em Pesquisa Animal CEPA em re

em 09 de setembro de 2010.

Fortaleza, 29 de setembro de 2010.

unes de Alencar

Profa. Dra. Nylane M
i¥a em Pesquisa Animal - CEPA

Coordenadora da Comissao de



