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RESUMO: O trauma grave, em particular térmico, promove a imunodepressio. Horménios timicos podem
modificar a resposta imune nesta condigdo. O objetivo desta pesquisa loi investigar o efeito imunomodulador
do horménio timico timoestimulina sobre a imunidade cclular em trauma térmico, traduzida pela resposta dos
testes cutineos de hipersensibilidade tardia. Na primeira etapa do experimento, ratos Wistar foram scnsibilizados
com KHL e posteriormente submetidos ao teste cutineo de hipersensibilidade tardia (TCHT). Dez animais com
resposta positiva foram submetidos a queimadura cutinca padronizada. Testes cutdncos segienciais revelaram
significativa anergia cutidnea no 21¢ e 30= dias pés-queimadura e interrupgdo do ganho de peso. Na etapa seguinte,
ratos previamente sensibilisados e com resposta positiva ao TCHT, foram divididos nos grupos TAQ (seis ratos)
tratados com timoestimulina, por via intramuscular, na dose de 0,25 mg, antes ¢ ap6s a queimadura, grupo
TDQ (seis ratos) tratados com a mesma dose de timoestimulina apenas apds a queimadura e grupo CSQ (cinco
ratos) tratados com solug@o salina, im, apds a queimadura. Ocorreu aumento significativo do peso corpéreo e
da resposta do TCHT a partir de duas semanas pds queimadura nos grupos TAQ e TDQ. Nas condigdes da
presente pesquisa, timoestimulina ministrada antes e ap6s a queimadura experimental associa-s¢ a melhora da

resposta ao teste cutineo de hipersensibilidade tardia e ganho de peso corporeo.

DESCRITORES: Queimaduras. Adjuvantes imunolégicos. Horménios do timo. Ratos.

INTRODUCAO

Complicagtes infecciosas locais e sistémicas que
ocorrem apds intervengdes cirdrgicas ou trauma, con-
tinuam sendo fregiicntemente responsdveis por alla
morbidade ¢ mortalidade. Mecanismos de defesa
corpdrea deficientes propiciam a invasdo e favorecem
o desenvolvimento de microrganismos patologicos
permitindo, a partir dai, o inicio da infecgdo'’. Torna-
se de interesse conhecer as defesas do organismo contra
agentes infecciosos, em particular as de natureza
imunolégica, e tentar determinar qual o melhor pro-
cedimento para evitar o comprometimento do organis-
mo apés cirurgia ou trauma. Mediante isto, serd
possivel manipular alteragdes nas defesas imunolégicas
e eventualmente, reduzir a porcentagem e variabilidade
das complicagGes infecciosas pOs-traumaticas.

De modo particular, vale a pena ressaltar os
casos de trauma por queimadura extensa, aos quais

tem se dado muita atengio devido ao alto indices de
mortalidade'. Obito pés queimadura pode ocorrer
precocemente, devido a alteragbes hemodinimicas e
hidroeletroliticas, ou mais tardiamente, em virtude do
desenvolvimento de complicagdes infecciosas, quando
o paciente falece, quasc sempre, na vigéncia de um
quadro de choque séptico.”

Pacientes queimados sdo mais susceptiveis a
infecgbes do que pacientes atingidos por outros fatores
traumiticos?’. Tem sido também demonstrado,
experimentalmente, em animais submetidos a condigtes
de extensa queimadura, aumento da susceptibilidade
a infecgoes por bactérias™******_ Esta perturbagio pode
ser ligada, em parte, ao prejuizo dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, eventualmente em fungio da
imunossupressio pés-traumdtica” ',

Deste modo, coloca-se a proposta de enfrentar
a deficiéncia imunoldgica pos-traumdlica para
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conseguir reduzir as consegiiéneias da contaminagio
e infecgiio bacteriana em queimadura. Para enfrentar
este estado de comprometimento imunolégico, fora
as medidas de cardter sistémico ¢ local, sabidamente
conhecidas'™ ¥, pode-se langar mio de substincias
supostamente capazes de efeitos imunomoduladores.
Estas atuariam scbre o sistema imune, aumentando
a proliferagio de determinadas células deste sistema,
ou alargando a cficiéneia das substidncias por elas
produzidas'!*37,

Hormonios timicos apresentam efeito imune
restaurador em pacientes com imunodeficiéncia
primdria ¢ secunddria ®,

Resultados preliminares obtidos clinicamente,
mostram que pacientes queimados em determinadas
situa¢des de imunodepressio, podem se beneficiar
com a aplicacio de horménios timicos®.

A presente investigagio tem como objetivo
estudar, em ratos, submelidos a (rauma térmico
extenso, o efeito imunomodulador de hormonios
timicos, representados pela timoestimulina, sobre a
imunidade celular refletida por meio da resposta ao
testc cutineo de hipersensibilidade tardia. Busca
também averiguar se a ministragio de timoestimulina
anteriormente ao trauma térmico cuténeo € eficaz em
modificar a resposta imune celular.

METODO

Amostra

Foram utilizados vinte ¢ scle ratos Wistar,
maches, adultes, jovens, provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, com peso corpéreo aproximado de 180
gramas,

Procedimentos

Etapa 1 - Efcitos do Trauma Térmico Experi-
mental

Nesta fase, foram utilizados dez animais,
submetidos aos seguintes procedimentos:

Os animais foram sensibilizados, por mcio de
inje¢io subcutdnea na pata traseira de 0,1 ml de
solugiio, contendo o antigeno KHL (KEYHOLE
HEMOCYANIN LIMPET - Hoescht do Brasil), obtida
da seguinte forma: inicialmente preparou-se uma
solugio de adjuvante completo de Freund (Instituto
Butantd - Brasil) e soro fisioldgico na proporgio de
9:1 ml. A seguir preparou-s¢ uma scgunda solugio
diluindo-se o antigeno KHL na primeira solugio, em
uma concentragio de 10 mg/ml.

ApOs a scnsibilizagio os animais foram mantidos
cm gaiolas coletivas durante 16 dias, submetidos a
ciclos diuturnos de luz, recebendo ad libitum 4gua

¢ dicta padrio de laboratério (NUVILAB CRI -
Nuvital). Durante ¢ste periodo foi observado o estado
geral dos animais, sendo registrada a evolugio de seu
peso corporeo.

No 14 dia, realizou-se o primeiro teste de
hipersensibilidade cutinea tardia (TCHT1). por meio
de injegdo intradérmica de 0,1 ml de solugdo de KHL,
diluido em soro fisiolégico, a uma concentragiio de
3 mg/ml, na regido do flanco esquerdo, previamente
submetida a depilagio e assepsia. Com paquimetro
apropriado, mediu-se o maior didmetro das enduragdes
cutineas obtidos 48 horas apds o TCHTI. Nessas
condi¢des, o teste cutineo toi definido como posilivo
quando a leitura do didmetro da enduragdes cutinca
foi igual ou maior que 5 mm. Tais procedimentos
foram realizados conforme descrito por WAITZBERG
¢ col? ¢ visaram a climinacio dos animais nio
reativos ao KLH.

No 6% dia, apds a leitura de 48 horas, foi
realizada, sob anestesia geral (THIONEMBUTAL -
Abbott), a queimadura cutdnea padronizada, pela
imersdo em dgua a 75°C, durante um minuto, da
regiio dorsal do animal, depilada, delimitada por
parimetros anatdmicos [ixos, representando 30% a
34% da superficic corporea total, conforme descrito
por LIMA-GONCALVES ¢ col?.

Ap6s a queimadura, os animais foram acondi-
cionados em gaiolas metabdlicas individuais, durante
21 dias, nos quais receberam ad libitum dgua e dieta
sintélica normoproteica padronizada pelo laboratdrio
(Quadro 1). Nesta lase, foram registrados diariamente
os valores correspondentes a ingestdo de dieta e peso
corpdreo. Neste mesmo periodo, foi também realizada
diariamente limpeza da regiio queimada, utilizando-
se dgua oxigenada 10 volumes, mercirio-cromo ¢
PVP-IODO DEGERMANTE (Drogasil).

No 23¢ dia (7 dias pds-queimadura), foi feito o
primeiro (este cutdneo péds-traurna (TCHT2) e no 30¢
dia (14 dias pés-quecimadura), realizou-se o TCHTS3,
ambos com leitura de 48 horas conforme realizado
no TCHTI. No 32¢ dia, os animais foram sacrificados
por inalagdo de éter anestésico.

Todos os dados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica adequada, representada pelo teste
T de Student, ndo parcado, sendo estatisticamente
significantes as diferengas quando p < 0,05%.
QUADRO 1 - Composi¢io da dieta sintética normoproteica
utilizada.

INGREDIENTE gramas/Kg DE DIETA
Caseina (80,4%)* 311.00
ML Metionina 7.00
Cloridrato de Colina 4.00
Amido de milho 181.65
Glicose 147.65
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Sacarose 148.65
Mistura de saig** 40,00
Mistura de vitaminas*%* 10.00
Oleo de milho 150.00

* Valores corrigidos em lungiio do conteddo de proteina
na cascina (dosagem realizada segundo o método de
KIEDAHL).

®t ROGERS & HARPER - J. NUTR., 87:267-73, 1975.
*##% MILLER ¢ col. - J. NUTR., 77:397-420, 1962.

Etapa 2 - Efeitos da Timoestimulina sobre o
Trawma Térmico Experimentul

A segunda etapa do projeto, contemplou a
proposta de estudar a ag@o imunomoduladora da
timoestimulina (TP SERONO - Scrono Produtos
Farmac@uticos Ltda.) em trauma térmico.

Todos os dezessete animais foram submetidos
a periodo de adaptacio de dois dias em gaiolas
metabdlicas, recebendo dicta sintética normoproteica.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
trés grupos:

GRUPO TAQ (Timoestimulina Antes da
Queimadura) - composlo por seis animais que, no
terceiro dia do experimento, toram sensibilizados
com o antigeno KLH. A partir do sétimo dia,
receberam  diariamente Umoestimulina, por via
intramuscular, na dose de 0,25 mg. No 15 dia,
realizou-se¢ 0 primeiro teste de  hipersensibilidade
tardia (TCHT1). Em todos os animais, apés 48 horas,
foi comprovada a rcagfio positiva ao Leste cutineo de
hipersensibilidade tardia. A seguir os ratos foram
submetidos a queimadura térmica ¢ acompanhados
durante 23 dias. Apds a queimadura, os animais
receberam injegdo intramuscular didria de timoes-
timulina, na dose de 0,25 mg, em dias alternados at¢
o sacrificio.

GRUPO TDQ (Timoestimulina Depois da
Queimadura) — Composto por secis animais
submetidos aos mesmos procedimentos que os ratos
do grupo TAQ. A diferenga consistiu no inicio da
administragdo de timoestimulina, que se deu a partir
do dia da queimadura, por seis dias consecutivos e,
em seguida, a cada dois dias, até o sacrificio, sempre
por via intramuscular, em dose de 0,25 mg.

GRUPO CSQ (Controle-Salina + Queimadura)
- Composto por cinco animais submetidos aos mesmos
procedimentos experimentais dos ratos do grupo
TDQ. A diferenga consistiu na inje¢io de soro
fisiolégico intramuscular ao invés de timoestimulina,
nos mesmos dias ¢ dose referidas para o grupo TDQ.

Todos os animais desta etapa, foram mantidos
durante todo o experimento em gaiolas metabdlicas
individuais, determinando-s¢ diariamente o peso
corpérea ¢ a ingestio de dieta.

A regifo traumatizada dos ratos foi tratada,
usando-se PVP - IODO DEGERMANTE (Drogasil).

No 232 30¢ ¢ 37¢ dias do experimento
(respectivamente 7, 14 ¢ 21 dias pés-queimadura)
rcalizaram-se respectivamente os  testes TCHT2,
TCHT3 e TCHT4, praticando-se 48 horas depois as
respectivas leituras. Apds a leitura do TCHT4 (39¢
dia do experimento), os animais foram sacrificados
por inalagio de dter anestésico.

Todos o$ resultados obtidos, foram submetidos
aos testes de andlise de Variincia ¢ Schelfe, consi-
derando-se diferengas significativas quando p < 0.05.%

RESULTADOS

Etapa 1

Os resultados obtidos na primeira etapa [iguram
nas tabelas [ ¢ Il e nas fliguras | ¢ 2.

A labela T e a figura | apresentam a resposta
aos lestes cutiincos de hipersensibilidade tardia,
realizados nos diferentes perfodos do experimento. A
andlise matemitica identificou redugio estatisticamente
significativa nos testes realizados 7 ¢ 14 dias pos-
queimadura (TCHT2 ¢ TCHT3). quando comparado
com o leste pré-queimadura (TCHTI).

A tabela II ¢ a figura 2 apresentam dados
referentes a evolugio do peso corpéreo, onde siio
representados os  dias da queimadura, dos testes
cutineos. ¢ respectivas leituras e alguns dias
intermedidrios. Vernficou-se ganho significativo do
peso do 1% ao 16" dias. A partir da realizagio da
queimadura (16* dia); a partir daf, até o final do
experimento (32¢ dia), nio houve ganho de peso.

Tabela I - Respostas ao Teste Cutiineo de Hipersensibilidade
Tardia dos animais antes da queimadura (TCHTI), 7 e
14 dias pés-queimadura (TCHT2 e TCHT3). * = p<0,05

TESTES CUTANEOS REALIZADOS
TCHT | TCHT 2 TCHT 3
1624 = 344 6.23 + 2.44% 5.63 = 2.07*

TCHT = Teste Cutiineo de Hipersensibilidade Tardia

ST QUEIMADURA

DIAMENTRO DOS NODULDS CUTANEDS

TCHT2
TESTES CUTANEOS

TCHT3

Figura 1 - Respostas ao Teste Cutineo de Hipersensibilidade
Tardia (TCHT) em ratos submetidos & queimadura experimen-
tal (Etapa 1). * = p < 0,05
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Tabela I1 - Evolugao do peso corpéreo (g) em ratos submetidos a queimadura experimental. (Etapa 1).

Q)
DIAS I 14 16 19 23 25 28 30 32
PESO 186.5 239.1 243.4 247.7 2432 2424 238.7 238.7 2408
Emg =+ 164 =166 = 160 + 200 = 192 £ 269 =+ 30.7 + 295 £ 26.8

Q = Qucimadura

Dlas

Figura 2 - Evolugio do peso corpdreo em ratos submetidos
a queimadura experimental (Etapa 1),

Etapa 2

A tabela TIT ¢ a figura 3 apresentam os resultados
referentes as mensuracoes das enduracoes dos testes
cutincos de hipersensibilidade 1ardia. A andlise
matemdtica identificou diferengas  estatisticamente
significativas no teste TCHT4 (21 dias pos-
queimadura), no qual os grupos TAQ ¢ TDQ
mostraram melhor resposta cutidnea quando
comparados com o grupo CSQ.

A labela IV e a figura 4 apresentam dados
relativos ao peso corpdreo, onde se identificou que
os grupos TAQ ¢ TDQ, apresentaram peso
significativamente maior que o grupo CSQ a partir
do 32t dia (16* dia apdés queimadura).

Tabela IIl- Respostas ao Teste Cutaneo de Hipersen-
sibilidade Tardia nos diferentes grupos experimentais, pré-
queimadura (TCHTI) e 7, 14 ¢ 21 dias pos-queimadura
(TCHT2, TCHT3 e TCHTY). * = p<0.,05 (Etapa 2).

TAQ TDQ CSQ
GRUPOS
TCHT
TCHTI 1367 = 1.64 1246 = 1.69 1125 = 110
TCHT2 8.5 = 2.14 9.8 = 2,14 7.50 = 2.14
TCHT3 754 = 194 B96 x 298  6.50 = 3.45
TCHT4 1025 = 0.65 11.00 = 1.02 7.05 = 193 *

TCHT = Teste Cutineo de Hipersensibilidade Tardia
TAQ = Timoestimulina Antes da Queimadura

TDQ = Timoestimulina Depois da Queimadura

CSQ = Controle Salina + Queimadura

147 2 QUEIMADURA

12
2 10
w
z
=
5 B4 R
o oTAQ |
9 & ITDQ|
a ocsa)
.g a

i
2f |
|
TCHT1 TCHT2 TCHT3 TCHT4

TESTES CUTANEOS

Figura 3 - Respostas ao Teste Cutiineo de Hipersensibilidade
Tardia (TCHT), nos diferentes grupos experimentais, pré-
qucimadura (TCHT1) e 7. 14 e 21 dias pods-queimadura
(TCHT2, TCHT3 e TCHT4). * = p<0.05 (Etapa 2).

Tabela 1V- Evolugio do peso corporeo (g) nos diferentes
grupos experimentais. (Etapa 2). * = p < 0,05

GRUPOS TAQ TDQ CSQ
DIAS

1 175.7 + 8.1 1923 = 339 180.1 = 9.4
3 190.5 = 7.3 2059 = 33.6 1928 = 11.0
6 198.8 = 8.6 1995 = 10.3 198.3 = 98
9 2121 £ 94 2119 = 126 2086 = 11.5
12 219.2 £ 93 2199 %= 13.7 216.1 = 133
14 2285 = 110 2272 x 183 2233 = 196

(Q) 16 2331 = 124 2362 + 179 2303 = 163
18 2325 £ 116 2310 = 198 2272 + 149
20 2304 = 121 2297 = 19.2 2231 = 14.2
22 2352 = 136 2289 £ 21.0 2250 = 15.7
25 2472 = 154 2455 = 219 2364 = 15.1
28 251.1 = 169 2455 + 219 238.0 = 14.6
30 257.8 £ 189 2547 = 24.2 2443 % 155
32 2685 % 21.3*% 2672 % 269% 2547 + 145
35 2714 + 21.6% 2718 £ 27.7% 2579 % 157
37 2739 % 21.4% 2755 % 29.7* 2614 + 14.7
39 2830 = 21.7*% 2836 % 27.6* 2668 = 199

TAQ = Timocstimulina Antes da Queimadura, TDQ =
Timoestimulina Depois da Queimadura. CSQ = Controle
Salina + Queimadura. Q = Queimadura
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Figura 4 - Evolugao do peso corpdreo (g) nos diferentes grupos
experimentais. (Etapa 2). * = p < 0,05

DISCUSSAO

A sépse € a maior causa de morbidade ¢
mortalidade em pacientes com trauma térmico. Estima-
se que 75% dos pacientes queimados podem apresentar
infecgoes bacterianas. ™2,

Os mecanismos de depressio e alteragoes
imunoldégicas em trauma térmico podem ocorrer por
modificagdes nos sistemas inflamatérios ndo especifico
e o imune-especifico, entre as quais, modificagdes nas
fungdes ¢ no ndmero de mondcitos ¢ células T.
participantes nas reagoes de hipersensibilidade tardia.

No presente trabalho em concordancia com as
observagbes de Hansbrough e col.', notou-se que
apés o trauma térmico houve uma significativa
redu¢io na resposta ao teste cutineo de hiper-
sensibilidade tardia, expressando a ocorréncia de
anergia. que se prolongou por mais duas semanas.

O teste cutineo de hipersensibilidade tardia
consiste em uma avaliagdo, ainda que grosseira, da
fungdo de imunidade celular, em particular dos
linfocitos T ¢, quando aplicado conforme metodologia
apropriada, ¢ reprodutivel e sensivel as condigdes que
alteram a fungio do sistema imune celular.’.

A timoestimulina corresponde a um complexo
de polipeptidios termoestiveis, isolada do timo bovino
 Seu uso tem sido preconizado nos cstados de
imunodeficiéncia primdria*''3 ¢ satisfatéria, na
imunodeficiéncia secunddria. Induz a restauragio das
defesas imunitdrias primdrias’, favorecendo 0 aumento
da imunocompeténcia dos linfécitos T¥,

No presente trabalho a aplicagdo de timocs-
timulina antes e depois do trauma térmico, em dosc
apropriada para o peso dos ratos, foi capaz de restituir
a resposta cutinea ao leste de hipersensibilidade

tardia, apds a queimadura. E possivel que este efeito
favordvel sobre a restauragdo de imunidade celular
tenha sido mediada pela proliferagio e diferenciagio
linfocitdria, ocasionada pela a¢io da timoestimulina.>**
Em condigdes clinicas, existern relatos de efeitos
benéficos de TPl em pdés-operatério'™™* ¢ no con-
trole de infecgdes cirdrgicas.™ Particularmente em
queimadura, observou-se nos pacientes uma resistén-
cia a infecgoes, obtendo-se uma redugio significativa
da mortalidade.”

Em cobaias submetidas a trauma térmico ¢
administra¢iio de TPS, principio ativo de timopoielina,
quando associada a indometacina (bloqueadora da
sintese de prostaglandina) houve uma melhora na
resposta imune™. De outro lado, o estimulo do
sistema imune anteriormente a ocorréncia do trauma
térmico nio trouxe vantagens, ji que ndo houveram
diferencas entre grupos com ¢ sem estimulagio pré-
trauma.

Chamam a aten¢do, no presente trabalho. as
favordveis modificagoes de peso corporeo perante o
trauma térmico e o uso de timoestimulina. Como nio
houveram diferengas significativas quanto a ingestio
de dieta (dados ndo apresentados), pode-sc admitir
um efeito da timoestimulina a nivel de consumo de
substrato orgdnico. Novos cxperimentos deverdo ser
delincados para abordar com detalhes estes aspectos.

No presente estudo verificou-se uma resposta
benéfica lardia. E possivel que com o uso de
dosagens mais clevadas de timoestimulina obtenha-
se cfcitos mais precoces.

E bem verdade que. nio se sabe no presente
trabalho, qual a repercussio clinica do estimulo da
timoestimulina sobre a taxa de contaminagio infecto-
bacteriana e mortalidade dos animais. Novos estudos
deverio ser desenvolvidos para contemplar e responder
estas importantes questoes.

CONCLUSOES

Nas condigoes do presente experimento,
concluimos que: a administragio de horménios timicos
a ratos submetidos a trauma térmico experimental,
auxiliou a recuperagao da resposta cutinea de
hipersensibilidade tardia e o ganho de peso corpéreo.
Na houve diferengas, porém, nos resultados obtidos
com a administragio dos hormonios timicos antes ¢
apos o trauma térmico ou somente apds O (rauma.

BEVILACQUA, L.R.; WAITZBERG, D.L.; SOARES, A.D.C.; BEVILACQUA, G.A. - Immunomodulatory effect
by thimic hormones in experimental bum. Acta Cir. Bras.,12(2):104-10,1997.

SUMMARY: Severe trauma, mainly bum, may promote immunodepression. Thimic hormones may
modify the immune response to this condition. The aim of this experimental rescarch was to investigate, after
burn, the immunomodulatory effect of timoestimulin, a thimic hormone, on celular immunity studied by the
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delayed hypersensitivity skin test (TCHT). On the first phase of the experiment, Wistar rats were sensitized
with KHL and submitted to TCHT. Ten animals with positive tests were submitted to a standardized skin burn.
Scequential skin tests showed significant skin anergy at 21 and 30 days after burn and interruption of weight
gain. In the next phase. positively sensitized rats were divided randomly in group TAQ (six) and treated with
timoestimulin, 0.25mg, im, before and after burn; group TDQ (six rats) treated with the same dosage of
tmocstimulin just after burn and group CSQ (five rats) treated with saline, im, after burn. There was a significant
increase of body weight and skin test response at two weeks after burn in TAQ and TDQ groups. At the conditions
of the present rescarch, timoestimulin given before and after experimental bumm was associated o improvement
of delayed cellular hypersensitivity skin test and body weight gain.

SUBJECT HEADINGS: Bumns. Imunologics adjuvants, Thymus hormones. Rats.
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