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Zmény v kvalité hojeni ran po podani
nenasycenych mastnych kyselin u potkana

Wound healing effects after application of polyunsaturated

fatty acids in rat

Souhrn

Uvod: A¢koli mechanizmus vlivu nenasycenych mastnych kyselin na hojeni ran nebyl doposud
zcela objasnén, je jisté, ze nutri¢ni stav pacienta hojeni kozni rany zdsadné ovliviuje. Cil: Cilem
bylo zjistit, jaky vliv na rychlost a kvalitu hojeni kozni rany bude mit kratkodobé podénf
omega-3 a omega-6 nenasycenych mastnych kyselin. Materidl a metodika: Mladym potkandm
kmene Wistar bylo orogastrickou sondou podavano bud pfesné definované mnozstvi 20%
tukovych emulzi (experimentdlni skupiny E a F s rdznym pomérem omega-3 : omega-6 :
omega-9 nenasycenych mastnych kyselin) nebo vody (skupina C, kontrolnf). Po tydnu aplikace
byla zvifatim na hibetu vytvorena kozni rdna a tyden bylo pokracovano s dietou. Pfi ukonceni
pokusu byla odebrana krev a vzorky rany. Sledovany byly zmény v plazmatickych hladinach
mastnych kyselin, 4-hydroxy-2-nonenalu a mira oxidacniho stresu jak v plazmé, tak v rané.
Rychlost a kvalita hojeni byly posouzeny pomoci digitalnf planimetrie a histologicky. Vysledky byly
statisticky zpracovany neparametrickymi testy. Vysledky: Byly zjistény signifikantni zmény u zvirat
v experimentalnich skupindch v hladindch mastnych kyselin v plazmé a dale vyssi schopnost
tkdné a plazmy vyrovnat se s oxidacnim stresem. Zdvér: Kratkodobé podani urc¢itého poméru
nenasycenych mastnych kyselin mé pozitivni vliv na hojenf ran.

Abstract

Introduction: Although mechanisms of polyunsaturated fatty acids influence on skin wound heal-
ing have not been fully elucidated yet, it is undisputable that nutritional state affects it profoundly.
Aim: The study was focused on speed and quality of wound healing influenced by short-last-
ing oral administration of omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids. Materials and
methods: Young Wistar rats received by orogastric tube either 20% fat emulsion (experimental
groups E and F differed by ratio between omega-3 : omega-6 : omega-9 polyunsaturated fatty
acids) or water (control group C). After 7 days, skin wound on back was performed and emulsion
or water application continued for another week. Blood and tissue samples were obtained during
experiment termination. Plasmatic levels of fatty acids, 4-hydroxy-2-nonenal and oxidative stress
both in plasma and in wound tissue were examined. Speed and quality of wound healing were
assessed by digital planimetry and histological examination. Results were statistically evaluated by
non-parametric tests. Results: Significant changes of fatty acids plasmatic levels were observed in
animals in experimental groups as well as better ability of their plasma and tissues to cope with
oxidative stress. Conclusion: Short-lasting administration of certain ratio of polyunsaturated fatty
acids positively affects skin wound healing.
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Uvod

Prestoze se s problematikou hojenf ran se-
tkdvame v chirurgické praxi denné, inci-
dence a prevalence ran a hojivych procest
neni dobre standardizovdna a monitorovéna
a existuje jen malo celostatnich dat tykaji-
cich se péce o rany. Hojeni ran jak akutnich,
tak chronickych (dekubity, syndrom diabe-
tické nohy, ulcus cruris, atd)), rdny po pléno-
vanych operacich i specidlni typy ran, jako
jsou popaéleniny, predstavuji velkou ekono-
mickou z&téz zdravotniho systému, a to ze-
jmeéna u hospitalizovanych pacient [1].

Rychlost a kvalita hojeni kozni rany z&-
visi nejen na velikosti, hloubce a typu rany,
ale také na komorbiditdch pacienta, véku
a jeho compliance. Nutri¢ni stav by mél byt
jednim ze sledovanych parametrd pfi eva-
luaci pacienta s jakymkoli typem rany. Jed-
notlivé slozky vyzivy - bilkoviny [2,3], vita-
miny [4], stopové prvky a mastné kyseliny
(MK) [5,6] jiz byly predmétem fady studif za-
mérenych na hojeni ran, nicméné ovlivnéni
rychlosti a kvality hojeni kozni rény po po-
déanf nenasycenych MK nebylo prozatim
zcela objasnéno.

Cilem prezentované experimentélni stu-
die bylo zjistit, zda se kratkodobé podani
omega-3 a omega-6 nenasycenych MK
v rizném poméru odrazf v kvalité hojeni
kozni radny u laboratornfho potkana.

Material a metodika

Experiment byl provadén v souladu s dopo-
ru¢enim European Community Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, projekt
pokusl byl schvéalen Komisi pro ochranu zvi-
fat Masarykovy Univerzity a komisi Minister-
stva zemédelstvi CR.

Do experimentu bylo zafazeno 30 pot-
kand kmene Wistar (stafi 3 tydny, hmotnost
160,4 + 12,64 g). Zvifata byla ndhodné rozdé-
lena do 3 skupin (n = 10), kontrolni skupina C,
experimentalni skupiny E a F. Po tydennf pfi-
prave (ndvyk na ichop rukou a aplikace son-
dou) byla zvifatim dalsi tyden (preoperacni
faze) 1x denné pomoci orogastrické sondy
aplikovana bud' 20% tukova emulze v davce
0,2g/kg (v poméru omega-3 : omega-6 :
omega-9 MK 1:1:1,5 ve skupiné E a v po-
méru 3 : 1 :5 ve skupiné F) nebo aqua pro
injectione za stejnych podminek o stejném
objemu skupiné kontrolnf. Poté byla zvifa-
tdm v i.p. anestezii ketaminem (100 mg/kg)
a xylazinem (10 mg/kg) provedena kruhovitd
excize klze o prdméru 2cm v plné tloustce
na hibetu a ponechdna k hojeni per secun-
dam intentionem. V prlibéhu dalsiho tydne

(pooperacni faze) bylo pokracovano v apli-
kaci specidIni diety. Experiment byl ukoncen
21. den, kdy byla zvifatim v celkové i.p. ane-
stezii odebrana krev pomoci intrakardialni
punkce a vzorky tkdné z oblasti rany.

Z krve byl stanoven krevni obraz, hladiny
MK v plazmé ve fosfolipidové i triacylglyce-
rolové frakci, hladina 4-hydroxy-2-nonenalu
(4-HNE), parametry oxida¢niho stresu a an-
tioxidac¢ni kapacity plazmy. Vzorky tkané
byly hodnoceny pomoci elektronové a flu-
orescencni mikroskopie. Makroskopicky byla
rychlost hojenf a kontrakce rdny hodnocena
digitaIni planimetrii. Viysledky byly statisticky
zpracovany neparametrickou statistickou
analyzou (C vs. E vs. F, Kruskal-Wallis@v test,
nésledovany vicecetnym srovnanim — Mann-
Whitneyho post hoc test). Vysledky jsou pre-
zentovany jako median (dolnf a horni kvartil)
na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky

V zékladnim panelu hematologické ana-
lyzy nebyly zjistény zadné rozdily mezi sku-
pinami. Dvoutydenni aplikace tukovych
emulzf vedla ke zméndm hladin MK ve fos-
folipidové i triacylglycerolové frakci: celkové
mnozstvi omega-3 ani omega-6 MK sice ne-
bylo signifikantné zménéno, ale ve skupiné
omega-3 sledovanych MK se bliZilo signifi-
kanci (Kruskal-Wallis; p = 0,061). Detailni ana-
lyza pak odhalila signifikantni zmény uvnitf
skupin omega-3 (jedna kyselina ze Ctyf sle-
dovanych omega-3) a omega-6 (dvé ze Sesti
sledovanych omega-6) MK v obou frakcich
(fosfolipidové i tracylglycerolové) plazmy.
V plazmatickych hladindch 4-HNE nebyly
zjistény signifikantnf rozdily mezi skupinami.
Analyza dalsich parametr( oxida¢niho stresu
odhalila signifikantni sniZzeni hydrogen pe-
roxidu a poméru nitratl/nitritd ve skupiné E
ve skupiné F. Produkce reaktivnich forem
nitrogend a nitratl (reactive nitric species;
RNS) se signifikantné zvysila ve skupiné E
a F s nejvyssi naméfenou hodnotou opét
ve skupiné F. Podavani tukovych emulzf na-
opak neovlivnilo produkci reaktivnich forem
kysliku (reactive oxygen species; ROS), RNS
a celkovou antioxida¢nf kapacitu.

Parametry oxida¢niho stresu stanovené
fluorescen¢ni mikroskopif korelovaly s vy-
sledky z plazmy. Distribuce ROS v experimen-
talnich skupinach E a F byla difuzni, na rozdil
od dobfe ohranicené lokalizace u skupiny C.
Dobfe zabarvend jadra jsou dlkazem min.
interference a pfitomnosti artefaktd. Barveni
na RNS ukdazalo jejich zvysené mnozstvi ve

skupinach E a F s difuznim charakterem dis-
tribuce. Tyto vysledky jsou podporeny vizua-
lizaci produktl lipidové peroxidace. V nale-
zech elektronové mikroskopie dominovaly
zmeény v zastoupeni bunécnych elementd
v experimentélnich skupindch E a F ve srov-
nani se skupinou kontrolni, a to v pomérném
nizsim zastoupeni fibroblastd, vyssi produkci
makrofagl a vyssim poctu kolagennich via-
ken organizovanych do vétsich shlukd. Mak-
roskopicka analyza hojenf ran digitaIni pla-
nimetrii odhalila vétsi stupenr kontrakce rany
ve skupiné C (57,9 %) nez v experimentalnich
skupinach F (46,3 %) a E (32 %).

Diskuze

Hojenf kozni rdny prochézi tremi zakladnimi
fazemi, které se vzajemné prolinaji: 1. zanét;
2. proliferace; 3. maturace. Ovlivnéni pra-
béhu hojeni rdny nenasycenymi MK mize
probihat na mnoha urovnich a nebylo do-
posud zcela objasnéno. Protektivni Ucinky
omega-3 nenasycenych MK na kardiovasku-
larni systém [7], obezitu, aterosklerézu, dia-
betes mellitus a jiné civiliza¢ni nemoci jsou
zndmy jiz fadu let a jsou i naddle predmé-
tem mnoha studii. Omega-3 a omega-6 MK
maji vzdjemné do jisté miry antagonistické
plsobeni: omega-3 jsou povazovany za
livé. Proto je dulezitd jejich vzajemna rov-
novaha v lidském organizmu, a tedy i jejich
optimalni pomér v potravé. Toho byva do-
sazeno u tzv. sttedomofského typu stravy
(Mediterrian diet), kdy je pomér omega-3 :
omega-6 okolo 1 : 1-4, naproti tomu u za-
padniho typu diety, ,fast food” (Western
diet) je vy3si pomér omega-6 a mnohdy do-
sahuje hodnoty az 1: 20, coz pfispiva i k vyssi
incidenci civilizacnich nemoci v téchto ze-
mich [8]. Proto byly v naSem experimentu
pouzity tukové emulze s rlznym pomeér-
nym zastoupenim uvedenych tfid nenasyce-
nych MK. Z nasich vysledkd plyne, Ze i krat-
kodobé podavani nenasycenych MK vede
ke zménam v celkovych plazmatickych hla-
dindch omega-3 ve fosfolipidové a triacyl-
glycerolové frakci na hranici signifikance, se
signifikantnimi zménami u nékterych nena-
sycenych MK v obou frakcich. Tyto vysledky
jsou v korelaci s pfedchozimi studiemi [2,9].
Elektronova mikroskopie odhalila intenziv-
néjsi produkci kolagenu v experimentalnich
skupinach, coz nas vede k domnénce, Ze se
rany ve skupiné E a F v dobé ukoncenf expe-
rimentu (tyden od vytvoreni defektu) nacha-
zely jiz v maturacni fazi hojeni, zatimco u sku-
piny C byly jesté v proliferacni fazi, event. na
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pomezi prolifera¢ni a matura¢ni faze ho-
jeni. Tento ndlez je v souladu s vysledky stu-
die [10] prokazujici, Ze omega-3 nenasycené
MK stimuluji fibroblasty k vyssi produkci ko-
lagenu. Sledované parametry oxidac¢niho
stresu — 4-HNE, jakozto konecny produkt lipi-
dové peroxidace [11], ROS a RNS, potvrdily, ze
zvifata suplementovana nenasycenymi MK
jsou schopna se vyrovnat s oxida¢nim stre-
sem lépe nez zvifata ze skupiny kontrolni.

Nalezeni optimélniho poméru podéva-
nych nenasycenych MK pro hojeni ran k ovliv-
néni zejména zanétlivé faze hojeni rany je
problematické. Faze zdnétu pro hojeni rany
je nepostradatelna z dlivodu odstranéni cizo-
rodych a avitalnich (nekrotickych) tkani, nic-
méné jeji prodlouzenivede k prodlouzeni ho-
jeni a vzniku rany chronické. Pfresné objasnéni
mechanizmu plsobeni nenasycenych MK ve
fyziologickych a patofyziologickych proce-
sech na celuldrni a molekuldrni trovni by bylo
mozné vyuzivat do budoucna k ovlivnéni
lé¢by ran dlouhodobé se hojicich, tzv. chro-
nickych ran (non-healing wounds).

Zavér
Kratkodobé podéani MK v experimentu
u potkant pred operacf a v pribéhu hojent

vedlo k signifikantnim zménam v hladinach
nékterych MK tfidy omega-3 a omega-6 ve
fosfolipidové a triacylglycerolové frakci, pfi-
¢emz i suma omega-3 nenasycenych MK
dosahovala Urovné hrani¢ni signifikance.
Vysledky vypovidaji, ze zvitata v experi-
mentélnich skupindch méla vyssi schop-
nost vyrovnat se s oxidativnim stresem
v pooperac¢nim obdobi, coz koreluje i s vy-
sledky elektronové mikroskopie. Zavérem
Ize tici, ze i krdtkodobé podani zvyseného
mnozstvi omega-3 nenasycenych MK, ob-
zvlast pred planovanym chirurgickym za-
krokem, mdze pozitivné ovlivnit hojeni koznf
rany.
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