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RESUMO: As espécies reativas ao oxigénio (EROS) sao produzidas como mecanismo de defesa celular, participando dos
processos de cicatrizacdo celular. Entretanto, altos niveis de EROS podem causar danos como a peroxidacdo lipidica (PL).
O presente estudo teve como objetivo, verificar os niveis de PL por meio da determinacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no plasma de ratos com lesdo tecidual induzida. Foram utilizados 32 ratos machos, Rattus norve-
gicus albinus da linhagem Wistar, os quais foram pesados e da média + 10% do peso foram distribuidos em quatro grupos:
A — controle negativo; B - Vetaglos®; C — hidrogel de poliamido de mandiocat Vetaglos®; D — Hidrogel de poliamido de
mandioca. Apos 21 dias, todos os animais foram anestesiados com isoflurano e foi feita a coleta de sangue por puncéo cardi-
aca, e os plasmas foram obtidos ap6s centrifuga¢do, na sequéncia por superdosagem do anestésico foi realizada a eutanasia.
Os niveis de PL nos plasmas dos ratos foram determinados pelo método do TBARS. Nao houve diferenga significativa entre
os grupos em relac¢do a PL, indicando um equilibrio entre as defesas antioxidantes celulares e os niveis de EROS produzidos
durante o processo de cicatrizagao celular. Essa auséncia nos diferentes grupos experimentais, em relagdo a PL, deixa claro
a importancia de se contemplar estudos de parametros de bioindicadores de estresse oxidativo em protocolos experimentais.
PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Cicatrizacdo. EROS. Malondialdeido.

LIPID PEROXIDATION IN PLASMA OF RATS SUBMITTED TO TISSUE INJURY AND TREATED WITH
CASSAVA POLYAMIDE HYDROGEL

ABSTRACT: Reactive oxygen species (ROS) are produced as a cellular defense mechanism, participating in the processes
of cellular healing. However, high levels of ROS can cause damages such as lipid peroxidation (LPO). This study aimed to
verify the levels of LPO through the determination of reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS) in rat plasma with
induced tissue injury. A total of 32 Rattus norvegicus albinus Wistar were used, with a mean weight &+ 10%. They were divided
into four groups: A — negative control; B - Vetaglos®; C - Polyamide cassava; D - Polyamide cassava + Vetaglos®. After 21
days, all animals were anesthetized with isoflurane and blood was collected by cardiac puncture. Plasma was obtained after
centrifugation. Euthanasia was performed with administration of an overdose of inhalational anesthetic previously used. The
LPO levels in rat plasma were determined using the TBARS method. There was no significant difference between the groups
in relation to LPO, indicating a balance between antioxidant defenses and cellular levels of ROS produced during the cellular
healing process. This absence in the different experimental groups in relation to LPO emphasizes the importance of further
studies related to the bio-indicator parameters for oxidative stress in experimental protocols.

KEYWORDS: Antioxidants. Healing. Malondialdehyde. ROS.

EVALUACION DE LA PEROXIDACION DE LIPIDOS EN PLASMA DE RATAS SOMETIDAS A LESION
TISULAR Y TRATADAS CON HIDROGEL DE POLIAMIDA DE YUCA

RESUMEN: Las especies reactivas al oxigeno (EROS) se producen como mecanismo de defensa celular, que participan
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en los procesos de curacion celulares. Sin embargo, los altos niveles de EROS pueden causar dafios como la peroxidacion
lipidica (PL). Este estudio tuvo como objetivo verificar los niveles de peroxidacion lipidica por sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) en el plasma de ratas con lesion tisular inducida. Se han utilizado 32 ratas machos, Rattus norvegicus
albinus de linaje Wistar, que se pesaron y la media + 10% en peso, y se dividieron en cuatro grupos: A — control negativo;
B - Vetaglos®; C — hidrogel de poliamida de yuca + Vetaglés®™ D — Hidrogel de poliamida de yuca. Después de 21 dias, todos
los animales fueron anestesiados con isoflurano y se hizo la extraccion de sangre por puncion cardiaca, y se obtuvieron los
plasmas después de la centrifugacion, enseguida con sobredosis de anestésico se realizo la eutanasia. Los niveles de PL en los
plasmas de las ratas se determinaron por el método de TBARS. No hubo diferencia significativa entre los grupos en relacion
a la peroxidacion lipidica, lo que indica un equilibrio entre las defensas antioxidantes celulares y los niveles de EROS produ-
cidos durante el proceso de curacion celular. Esa ausencia en los diferentes grupos experimentales, en relacion a la PL, pone
de manifiesto la importancia de contemplarse estudios de parametros de bioindicadores de estrés oxidativo en los protocolos

experimentales.

PALABRAS CLAVE: Antioxidantes. Curacion. EROS. Malondialdehido.

Introducao

A pele retine uma complexidade propria no que diz
respeito a sua constitui¢do, representando o maior 6rgao do
corpo tendo como fun¢do atuar como barreira anatomica e
fisiologica entre o organismo ¢ o meio ambiente (MILLER
etal., 2013).

A pele serve como uma barreira seletiva contra o
ambiente externo e quando ocorrem feridas, que sdo lesdes
fisiologicas, resultam em danos que comprometem a fun¢ao
da pele. O objetivo apds as lesdes ¢ restaurar a estrutura e
funcdo do tecido lesionado, envolvendo os mecanismos de
inflamacao, proliferagdo celular e remodelamento do tecido
e consequentemente a integridade celular (AGARWAL et al.,
2009).

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve even-
tos bioldgicos como a proliferagdo celular e a inflamagao. Os
radicais livres ou as espécies reativas ao oxigénio (EROS)
sdo produzidos como mecanismo de defesa celular, partici-
pando dos processos de sinalizagdo e cicatrizagdo celular.
As defesas celulares mantém o equilibrio entre os niveis de
EROS e os antioxidantes, porém a produ¢ao de altos niveis
de EROS podem causar danos celulares. Esse desequilibrio
celular édenominado de estresse oxidativo (BONDY; LE-
BEL, 1993; ILANGO; CHITRA, 2010).

Os danos celulares incluem oxidag¢des de macro-
moléculas, tais como proteinas, carboidratos e lipideos. Os
lipideos das membranas celulares, principalmente os fosfo-
lipideos e acidos graxos poli-insaturados sdo 0s mais susce-
tiveis aoxidacao dos radicais livres ocorrendo a peroxidagao
lipidica (PL) (CATALA, 2009; SCOLARO et al., 2012).

Ainda para os mesmos autores, PL pode alterar a
fluidez e a permeabilidade da membrana e consequentemente
a inibi¢@o de processos metabdlicos essenciais a sobrevivén-
cia do organismo.

Segundo Devasagayam et al. (2003), quando as
EROS degradam os lipideos poli-insaturados das membranas
celulares, ocorre um aumento do composto malondialdeido
(MDA), um produto secundario da PL. A produgao deste al-
deido, geralmente quantificada como substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) ¢ frequentemente usado como
um biomarcador para medir a PL e o nivel de estresse oxida-
tivo num organismo.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo,
verificar os niveis de peroxidacao lipidica por meio da deter-
mina¢do das substancias reativas ao acido tiobarbitirico no
plasma de ratos com lesao tecidual induzida.

Material e Métodos

Foram utilizados 32 ratos machos, Rattus norve-
gicus albinus da linhagem Wistar, com 80 dias de idade os
quais foram pesados e da média = 10% do peso, foram dis-
tribuidos em quatro tratamentos, com oito animais cada, sen-
do que todos os animais foram submetidos ao procedimento
cirurgico para indugdo de ferida cutdnea de um cm? entre as
escapulas, e sendo as feridas tratadas de acordo com o gru-
po a que pertenciam, a saber: tratamento A — grupo controle
negativo com administracdo de veiculo isento de qualquer
farmaco; tratamento B — grupo controle positivo tratado com
Vetaglos®'; tratamento C — grupo teste tratado com o hidro-
gel do biopolimero de poliamido de mandioca+Vetaglos® —;
tratamento D grupo teste, tratado com o hidrogel do biopoli-
mero de poliamido de mandioca.

Apds 21 dias de tratamento, todos os animais fo-
ram anestesiados com isoflurano e ap6s o aprofundamento
anestésico, foi feita a coleta de trés mililitros de sangue por
puncdo cardiaca, em seguida, o sangue foi transferido para
tubos heparinizados que foram centrifugados a 3000 rpm por
15 minutos. Apos a coleta, a eutanasia foi realizada com ad-
ministracao de uma superdosagem do anestésico inalatério ja
utilizado, levando-os a uma parada respiratéria seguida por
parada cardiaca.

Os niveis de PL nos plasmas dos ratos foram de-
terminados pelo método do TBARS conforme descrito por
(BHATTACHARYA et al, 2003), com algumas modificagdes.
Esta técnica quantifica moléculas de baixa massa molecular,
predominantemente o MDA, que reagem com o acido tiobar-
bitarico em meio 4cido. O Kit Comercial TBARS ASSAY
Kit*?*foi utilizado para analises e os valores foram expressos
em pmols de MDA por mL de plasma. O composto MDA foi
utilizado como curva padrio.

Os procedimentos descritos foram aprovados pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universi-
dade Paranaense sob protocolo n. 1003/2016.

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os
dados foram primeiramente analisados quanto a sua norma-
lidade e homogeneidade de variancia. Apds confirmagdo da
normalidade dos dados e homogeneidade de variancia, os re-
sultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
sendo considerado o nivel de significancia de 5% e os dados
foram expressos como média + erro padrdo. O programa es-
tatistico utilizado foi o BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).

"Vetaglos - Vetnil — Louveira SP
’TBARS ASSAY Kit - Cayman Chemical Company — Ann Arbor - USA
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Resultados e Discussio

No presente trabalho, a lesdo tecidual ¢ a a¢do do
tratamento com um hidrogel de biopolimero de poliamido
extraido da mandioca nos ratos foi examinado em termos de
indicadores classicos, tais como os niveis de PL.

A Tabela 1 lista os resultados do marcador de es-
tresse oxidativo no plasma dos ratos nos seguintes grupos:
grupo A (controle negativo com administragao de veiculo
isento de qualquer farmaco); grupo B (controle positivo que
foi tratado com Vetaglés®); grupo C (recebeu o hidrogel do
biopolimero de poliamido de mandioca+Vetaglos®); grupo D
(com hidrogel do biopolimero de poliamido de mandioca)
ndo teve influéncia sobre os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS).

Tabela 1: Média + erro padrdo das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) (umol/mL) do plasma de ratos
que tiveram suas feridas tratadas com Vetaglos® e/ou hidro-
gel de biopolimero de mandioca.

Grupos — Ratos TBARS (umol/mL plasma)
Grupo A 0,016+0,001
Grupo B 0,016+0,001
Grupo C 0,017+0,004
Grupo D 0,017+0,002

Grupo A. controle negativo; Grupo B. Vetaglos®; Grupo C. Hidro-
gel de poliamido de mandioca +Vetaglos; Grupo D. Hidrogel de
poliamido de mandioca.

Verificou-se que nao houve diferenca nos niveis de
estresse oxidativo — peroxidagao lipidica no plasma de ratos
que tiveram suas feridas tratadas com Vetaglos® ou hidrogel
de biopolimero de mandioca (Tabela 1).

Os danos oxidativos na membana celular - PL ¢ de-
monstrado pelos altos niveis de TBARS encontrados em teci-
dos lesionados (SOARES et al., 2013; GONCALVES et al.,
2015). Essse niveis elevados de TBARS podem ser norma-
lizados com produtos bioativos com potencial antioxidante,
antioxidantes fenolicos, que agem como sequestradores de
radicais, e, por vezes, agem como quelantes metalicos, atu-
ando tanto na etapa de iniciagdo e propagacdo da oxidagao,
prevenindo a peroxidagao lipidica (SOARES et al., 2013).

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve me-
canismos biologicos (fases) como inflamagao, proliferagdo e
remodelacdo celular. Essas fasesse sobrepdem de forma con-
tinua e temporal visando a restauragdo do tecido lesionado
(MENDONCA; COUTINHO-NETO, 2009; ISAAC et al.,
2010).

Na fase inflamatoria sdo recrutadas para o local da
lesdo na pele, varias células especificas, tais como os macro-
fagos e neutrofilos. Componentes do tecido lesionado, par-
ticulas estranhas e bactérias sdo eliminadas principalmente
pela acdo dos macrofagos e neutrofilos, os quais permitem
a formag¢ao de EROS como mecanismo de defesa celular
(ISAAC et al., 2010). Entretanto, a produgao de altos niveis
de EROS podem causar danos celulares como a peroxidagio
lipidica, quando ndo ocorre o equilibrio entre os niveis de
EROS e o sistema de defesa antioxidante (BONDY; LEBEL,
1993; ILANGO; CHITRA, 2010).

No presente trabalho, a les@o tecidual nos ratos nao

SOARESetal. 177

foi suficiente para um aumento nos niveis de peroxidacao li-
pidica no plasma. Isso pode ser devido ao mecanismo de de-
fesa antioxidante endogeno, onde as defesas celulares man-
tém o equilibrio entre os niveis de EROS ¢ os antioxidantes
(LLANGO; CHITRA, 2010). E dificil inferir os mecanismos
bioquimicos envolvidos nesse processo, porém os resultados
obtidos sdo importantes para a interpretacdo de estresse oxi-
dativo e PL e suas consequéncias celulares.

Conclusao

A auséncia de diferencas significativas nos diferen-
tes grupos experimentais, em relag@o a peroxidacao lipidica,
deixa claro a importancia de se contemplar estudos de para-
metros de bioindicadores de estresse oxidativo em protoco-
los experimentais, tornando claro que a presenga dos radicais
livres nos processos, devem ser mantidos dentro de pardme-
tros fisiologicos e bioquimicos, no tocante a integridade das
membranas celulares, permitindo que ndo ocorra interferén-
cia nos resultados dos experimentos realizados.
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