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RESUMO

PIRES, Luciane da Costa. Consumo de 6leo de peixe na resposta inflamatoria em ratos
submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada com autoimplante esplénico e a
inducé&o de sepse abdominal. 2012. 70f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

Em oOrgédos potencialmente importantes na resposta imune, como o baco, alternativas
como o autoimplante de segmentos esplénicos, quando a esplenectomia total torna-se
necessaria, e a utilizagdo de nutrientes com funcionalidade imunomoduladora vém sendo
estudadas, objetivando minimizar o efeito pré-inflamatério persistente da sepse abdominal. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do consumo de dleo de peixe na modulagdo da
resposta inflamatdria em animais submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada com
autoimplante esplénico e a inducdo de sepse abdominal, verificando a possivel otimizacdo na
resposta pro-inflamatdria e a regeneracdo funcional do autoimplante. Utilizamos 64 ratos
machos da linhagem Wistar, com peso variando entre 140-200 g, aleatoriamente distribuidos
em oito grupos: quatro grupos-controle (100% 6leo de soja) e quatro grupos-intervencgéo
(35% de Oleo de peixe), cada um com oito animais. Os dos grupos-controle (animais
alimentados com rac¢do purificada, segundo AIN-93, com contetdo lipidico constituido por
100% oleo de soja) foram: | — sem intervencdo cirurgica e, 16 semanas ap6s, submetidos a
inducdo de sepse abdominal; 11 — esplenectomia total isolada e, 16 semanas ap0s, submetidos
a inducdo de sepse abdominal; Il — esplenectomia total combinada com autoimplante
esplénico e, 16 semanas ap0s, submetidos a inducdo de sepse abdominal; e IV —
esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico e, oito semanas apds, submetidos
a inducdo de sepse abdominal. Os dos grupos-intervencdo (V a VIII) foram submetidos a
procedimentos similares aos executados nos grupos | a 1V, respectivamente, sendo a Unica
modificacdo fundamentada na substituicdo de 35% do conteddo lipidico da alimentacdo dos
animais por 6leo de peixe. Todos os animais foram submetidos a sepse induzida por ligadura
e perfuracdo cecal (CLP). Coletamos amostras sanguineas de todos os animais antes da
inducdo da sepse (periodo 1) e 2 e 4 horas (periodos 2 e 3) ap6s a inducdo da sepse
abdominal. Verificou-se, a cada trés dias, massa corporal (MC) e ingestdo alimentar (1A).
Analisamos as citocinas INF-y, IL-6 e IL-10 por meio da tecnologia Luminex. Utilizamos o
teste T de Student para analise estatistica, considerando significativo com p<0,05. Os dos
grupos V, VI e VIII apresentaram maior consumo alimentar que seus controles. Os do grupo
V apresentaram menores concentragdes de IFN-y em todos os periodos e maior IL-10 nos
periodos 2 e 3. Os do grupo VI apresentaram menores concentraces de todas as citocinas:
IFN-y nos periodos 2 e 3; IL-6 nos periodos 1 e 2; e maior IL-10 nos periodos 1 e 2. Os do
grupo VIII apresentaram menor IFN-y no periodo 3, IL-6 no periodo 2, e maior IL-10 no
periodo 1. Ndo observou-se diferengas nos do grupo VII em nenhuma das citocinas estudadas.
Este estudo demonstrou que a utilizacdo do Oleo de peixe em pequena dose, consumido
cronicamente, como parte do teor lipidico total da dieta e ndo de forma suplementar, é capaz
de manter a massa corporal adequada e reduzir a resposta inflamatoria a sepse abdominal
induzida por CLP, aumentando a IL-10 plasmatica em ratos que ndo sofreram intervencédo
cirurgica, e parece favorecer a regeneracao funcional precoce do autoimplante esplénico.

Palavras-chave: Sepse. Oleo de peixe. Bago. Esplenectomia. Omega -3. Autoimplante
esplénico. Acidos graxos essenciais.



ABSTRACT

In organs potentially important in the immune response, like the spleen, alternatives
such as autotransplantation of splenic segments, when the total splenectomy becomes
necessary, and the use of nutrients with immunomodulatory function have been studied,
trying to minimize the effect of pro-inflammatory persistent abdominal sepsis. The aim of this
study was to evaluate the effect of consumption of fish oil in modulating the inflammatory
response in animals submitted to total splenectomy alone or combined with spleen
autotransplantation and the induction of sepsis, verifying the possible optimization in the
proinflammatory response and the functional regeneration of the autotransplant. We used 64
male Wistar rats, weighing between 140-200 g, were randomly distributed into eight groups:
four control-groups (100% soybean oil) and four intervention-groups (35% fish oil), each one
with ten animals. The rats in control groups (animals fed with purified according to the AIN-
93 with lipid content consisting of 100% soybean oil) : | — without surgical intervention, and
16 weeks after, submitted to the induction of abdominal sepsis Il — total spleenectomy alone,
and 16 weeks after, submitted to the induction of abdominal sepsis; Il — total splenectomy
combined with spleen autotransplantation, and 16 weeks after, submitted to the induction of
abdominal sepsis; and IV — total splenectomy combined with spleen autotransplantation, and
8 weeks after, submitted to the induction of abdominal sepsis. The rats in intervention groups
(V to VIII) were subjected to similar procedures performed in groups I to 1V, respectively,
being the only modification based on the substitution of 35% of the lipid content of animal
feed for fish oil. All animals were subjected to sepsis induced by cecal ligation and puncture
(CLP). We collected blood samples from all animals before the induction of sepsis (period 1)
and 2 and 4 hours (periods 2 and 3) after the induction of abdominal sepsis. We checked
every 3 days corporal mass (MC) and alimentary ingestion (Al). We analyzed the cytokines
IFN-y, IL-6 and IL-10 by Luminex technology. We used the T-test of Student for statistical
analysis, considering significant with a p < 0.05. The animals in groups V, VI, and VIII
showed higher food intake than their controls. The animals in group V showed lower IFN-y in
all, IL-6 in periods 1 and 2; and higher IL-10 in periods 2 e 3. The animals in group VI
showed lower concentration of all cytokines: IFN-y in periods 2 and 3; IL-6 in periods 1 and
2 and higher IL-10 in periods 1 e 2. The animals in group V11l showed lower IFN-y in period
3, IL-6 in period 2, and higher IL-10 in period 1. No differences were observed with the
concentration of cytokines in those of group VII. This study demonstrated that the use of fish
oil in small doses, chronically consumed as part of total dietary fat and not as a supplement, is
able to maintain the adequate corporal mass and to reduce the inflammatory response to
abdominal sepsis induced by CLP, increasing IL-10 concentration in health rats and seems to
promote early functional regeneration of the spleen autotransplants.

Keywords: Sepsis. Fish oil. Esplenectomy. Omega-3. Spleen autotransplantation. Essential
fatty acids.
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INTRODUCAO

O interesse em pesquisar as interacdes do Oleo derivado de peixe e a sepse deve-se a
presenca nesse alimento de derivados lipidicos, como o &cido graxo 6mega 3, com funcéo
imunomoduladora comprovada [1]. Entretanto, é necessario aprofundar-se o conhecimento
acerca da estrutura dos lipidios e de suas interacdes biomoleculares para que possamos utiliza-
los na pratica clinica, tanto profilatica quanto terapeuticamente.

A estrutura fundamental dos lipidios é composta por acidos graxos (AGs) ou estruturas
diretamente a eles relacionadas, como os alcodis, aldeidos ou aminas [2]. Os AGs compdem
as unidades fundamentais para a sintese de lipidios e sdo constituidos por cadeias de atomos
de carbono, ligados a atomos de hidrogénio [3]. O tamanho da cadeia carb6nica determina a
classificacdo dos AGs, em curta (dois a quatro atomos de carbono), média (seis a dez atomos
de carbono) e longa (acima de 12 e/ou 18 4tomos de carbono) [4].

A presenca de duplas ligacOes entre as cadeias de d&tomos de carbono, denominadas
insaturacdes, classificam esses AGs em saturado (nenhuma dupla ligacdo) monoinsaturado
(uma dupla ligacdo) e poliinsaturados (mais de uma dupla ligacdo), essas conformacdes
estruturais determinam a consisténcia, flexibilidade e consequentes interagdes moleculares
dos lipidios [4].

Os AGs podem ser sintetizados a partir de precursores endégenos estruturalmente mais
simples, mas alguns deles somente podem ser obtidos por meio da dieta, sendo por isso
denominados acidos graxos essenciais [5]. Dentre eles, encontram-se os da familia AGn-6 e
AGn-3, destacando-se os &cidos linoléico (AGn-6) (C18:2), linolénico (AGn-3) (C18:3) e
seus derivados, eicosapentaenoico (EPA) (C20:5) e docosahexaendico (DHA) (C22:6) [6]. Os
AGn-3 parecem alterar a expressao de moléculas de superficie importantes no processo de
adesdo celular e a producdo de mediadores envolvidos na comunicacao de células do sistema
imune, como os eicosanoides [7-9].

O conhecimento do mecanismo da acdo dos eicosanoides na resposta inflamatdria e
imune ratifica a hip6tese de que essa resposta possa ser regulada por acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa n-3, encontrados em 6leos de peixe [7,10]. No grupo dos
eicosandides, incluem-se as prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), leucotrienos (LTs),
lipoxinas (LXs) e &cidos hidroperoxieicosatetraendico (HPETES) e hidroxieicosatetraendico
(HETES) [11], que regulam a atividade celular, principalmente pela alteracdo dos niveis de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) [12]. A sua liberacdo é estimulada por diversas

substancias, como citocinas, complexos antigeno-anticorpo, fatores de crescimento, radicais
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livres, colageno e bradicinina [13]. A disponibilidade de AGs essenciais consiste no regulador
mais importante da formac&o de eicosanoides, que irdo competir pelas vias da cicloxigenase e
lipoxigenase [14].

A magnitude da resposta inflamatdria esta relacionada a distribuicdo entre AGn-3 e
AGn-6, e a dimensdo da cadeia de triglicerideos [15]. A competicdo entre AGn-3 e AGn-6 na
via 5-lipoxigenase € capaz de suprimir a formacdo de mediadores pro-inflamatorios, como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), leucotrienos-4 (LT4) e
tromboxanos-2 (TX2), favorecendo a producdo de mediadores antiinflamatérios, como a
interleucina-10 (I1L-10) [7,15-17].

O EPA é o precursor dos eicosanoéides, sendo responsavel pela regulacdo da producéo
de citocinas antiinflamatorias. Essas substancias sao proteinas semelhantes a hormonios que
permitem a comunicacao entre a célula e o ambiente externo, podendo determinar a evolucao
e 0 desfecho do processo inflamatério [10].

A liberacdo de citocinas na circulacdo sanguinea desempenha um importante papel
efetor e também modulador da resposta inflamatdria sistémica. Essas citocinas podem ser, em
geral, agrupadas em funcdo de seu efeito preponderante, como pro- ou antiinflamatdrias. As
citocinas tipicamente pro-inflamatdrias, que estimulam a liberacdo de diversos tipos celulares
e de outras citocinas, sdo: TNF-a, IL-1, IL-2, I1L-12, IL-8 e interferon-gama (INF-y); as
citocinas com efeitos antiinflamatorios, que inibem o processo inflamatério, em parte pela
reducdo da producdo de diversas citocinas que regulam positivamente a resposta,
minimizando o comprometimento organico resultante, sao: IL-4, IL-10, IL-13 e IL-6 [18].

Em estudo realizado em ratos com colite induzida que receberam emulsdes lipidicas
(triglicerideos de cadeia média — TCM; triglicerideos de cadeia longa — TCL; e 6leo de peixe)
com diferentes razBes n-3/n-6, por meio de cateter venoso central, verificou-se que a
associacdo TCM/TCL e Oleo de peixe com alta razdo entre n-3/n-6 determina impacto
benéfico, atenuando as consequéncias morfoldgicas e inflamatdrias e diminuindo as
concentrages teciduais de eicosanoides pro-inflamatorios [17,19-20].

Embora muitos dos efeitos dos AGn-3 estejam relacionados aos eicosandides, outros
mecanismos de acdo que envolvem esse AGs devem-se a regulacdo da expressdo de genes,
que sdo determinantes na funcionalidade celular imune e na produgdo de mediadores
derivados de células. Essas alteracdes, que independem dos subprodutos do EPA E DHA,
modificam a diferenciacdo e desenvolvimento de adipdcitos, a oxidacdo de AGs e de
lipoproteinas, e a proliferacdo peroxissomal hepética, por meio dos receptores ativados por

proliferador de peroxissomos (PPAR) [21].
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Apesar do conhecimento da influéncia comprovada dos AGn-3 no metabolismo celular,
desenvolvimento neuronal, protecdo cardiovascular e capacidade imunoprotetora, ainda ndo
existe uma convergéncia de recomendacdo para 0 seu consumo dietético. Alguns obstaculos
dificultam o estabelecimento da ingestdo diaria recomendada (IDR), como o conhecimento
exato da conversao de acido linolénico a EPA (+5%) e DHA (+0,5%), e se estes produtos sao
suficientes para alcangar niveis teciduais 6timos de AGn-3 [22].

Embora os efeitos benéficos do 0Omega-3 na dieta estejam comprovados, a
suplementacdo excessiva de EPA, DHA e/ou de AGn-3 pode favorecer o maior estresse
oxidativo de membranas, aumento da lipoproteina de baixa densidade (Low Density
Lipoprotein — LDL) e do colesterol, reducdo da agregacdo plaquetaria, proliferacdo
linfocitaria e potencializacdo de imunossupressao [9,23]. Entretanto, a maioria dos estudos
comprovam, a eficacia do AGn-3, EPA e DHA na atenuacdo de processos inflamatorios e do
estresse oxidativo [24-26].

O estresse oxidativo oriundo da perda do equilibrio entre 0s processos quimicos que
envolvem transferéncia e/ou troca de elétrons de uma molécula, a&tomo ou ion para outro
reagente (equilibrio redox), favorece a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em
organismo sem perfeito equilibrio redox, as EROs podem deflagrar o inicio de um processo
inflamatorio e a incapacidade de controle ou blogueio da resposta inflamatéria pelo
organismo pode deflagrar um quadro de sepse [27-29].

A resposta sistémica ao trauma ou infec¢do é uma tentativa do organismo em neutralizar
a agressdo e manter ou recuperar a homeostasia. IntervencBes cirargicas, assim como
processos inflamatorios, promovem a liberacdo de radicais livres, que, de acordo com a
capacidade antioxidante (enddgena e/ou exdgena) do individuo afetado, podem favorecer a
ocorréncia do estresse oxidativo [30]. Os radicais livres sdo capazes de estimular citocinas,
provavelmente por meio de macréfagos, determinando, assim, a formacdo de moléculas de
adesdo celular, potencializando a ocorréncia de disfuncdo organica multipla e de choque
séptico [31,32].

Apesar de todos os avangos no diagndstico e tratamento da sepse abdominal, o indice de
mortalidade continua semelhante ao observado ha quatro décadas. Como a diversidade das
doengas, microrganismos causadores e outras variaveis nos pacientes septicos dificultam a
realizacdo de estudos clinicos controlados, pesquisas com modelos experimentais em animais
que mimetizam situagdes clinicas tém sido cada vez mais utilizadas [33].

Diversos modelos animais de sepse abdominal vém sendo desenvolvidos e, ha maioria

deles, um foco de infeccdo intra-abdominal € gerado para iniciar a inflamacéo sistémica. No
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método por inoculacdo de lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina é inoculada por via
intravenosa ou diretamente na cavidade abdominal. Esse método difere muito no perfil de
liberacdo de citocinas, quando comparado a sepse humana, em que a endotoxina detectada no
sangue destes pacientes encontra-se em nivel baixo [33].

Outro método para inducéo de sepse abdominal experimental é a colon ascendens stent
peritonitis (CASP), em que um stent com didmetro varidvel é cirurgicamente inserido no
colon ascendente, estando a sobrevida apds este procedimento diretamente correlacionada ao
calibre do stent [34].

O modelo experimental de inducdo a sepse denominado cecal ligation and puncture
(CLP) leva a formacéo de abscesso intra-abdominal, com sinais inflamatorios sistémicos bem
sustentados [34]. Neste método, descrito inicialmente por Wichtermann et al., em 1980, a
contaminacdo abdominal se da com as bactérias da luz intestinal do proprio animal,
assemelhando-se & ocorréncia de uma peritonite secundaria em humanos [33,35], justificando
nossa escolha desse método para a utilizagdo no presente estudo.

Diamond, em 1969, descreveu uma entidade clinica distinta de outras sepses ou
bacteremias presentes em individuos com baco preservado, a que denominou Infeccdo
Fulminante Pds-esplenectomia (IFPE) [36]. A auséncia do filtro fagocitario bacteriano e a
perda da producdo especifica de anticorpos, ambos desempenhados pelo baco, podem ser 0s
fatores diferenciais da IFPE [37].

O baco € o maior 6rgdo linféide do corpo humano. Nele, as células do sistema imune
estdo presentes em grande numero, 25% de todos os linfocitos T e 10-15% de todos o0s
linfocitos B, exercendo fungdes primordiais no processo inflamatério, como participacdo no
inicio da resposta imune, fagocitose celular e producdo de anticorpos [38].

Estruturalmente, o baco divide-se em dois compartimentos: a polpa vermelha e a polpa
branca [38,39]. A polpa vermelha constitui a sua maior parte e nela residem macrofagos,
plaquetas, hemécias, células dendriticas, linfocitos esparsos (especialmente linfocitos T),
plasmacitos e uma rede de fibras reticulares que se dispde na forma de sinusoides [40]. A
polpa branca corresponde a 25% do volume total do baco e é dividida em trés
subcompartimentos: a bainha linféide periarteriolar (BLPA) (rica em linfocitos T), os
foliculos linfoides (ricos em linfocitos B) e a zona marginal do bago (ZMB) [39,41].

A importéncia do bagco em um estado séptico € reconhecida desde 1891, quando
Bardach demonstrou aumento do indice de infeccdo em cdes esplenectomizados. Em 19109,
Morris & Bullock, em estudo experimental com ratos demonstrou que a esplenectomia

poderia levar ao aumento da suscetibilidade a infeccdes [42].
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Algumas alternativas, como o autoimplante de tecido esplénico, apos a realizacdo de
esplenectomia total, e a utilizacdo de nutrientes com potencial imunomodulador vém sendo
estudadas, objetivando minimizar o efeito pré-inflamatorio persistente da sepse [43-46].

O sistema imune compreende todos 0s mecanismos pelos quais um organismo
multicelular se defende de invasores externos, como bacteérias, virus e outros. Esse mecanismo
de defesa é dividido em inato ou adaptativo, ambos dependem da ativacdo de leucécitos e
possuem atuacdo conjunta [47,48].

Células fagocitarias (neutrofilos, mondcitos e macrofagos), células que liberam
mediadores inflamatérios (baséfilos e eosinofilos) e células Natural Killer (NK), sdo as
responsaveis pela imunidade inata. As células NK também atuam na imunidade adaptativa,
produzindo citocinas [47].

A resposta imune mediada por linfécitos T e B é denominada adaptativa. Esses
linfocitos sdo capazes de reconhecer antigenos e produzir anticorpos especificos contra
agentes infecciosos, sendo esse sistema de reconhecimento denominado complexo de
histocompatibilidade principal (Main Histocompatibily Complex — MHC) [49].

Os linfocitos T podem ser divididos em T helper (Th) e T citotdxicos (T¢). As células
T., como os linfécitos T- CD8", reconhecem antigenos ligados a MHC-classe I; ja as células
Th ou linfdcitos T- CD4", interagem com antigenos MHC-classe 11 [49,50].

Os linfécitos T- CD4" podem ser subdivididos em dois grupos: células T helper tipo 1
(Th1), que secretam citocinas, como IL-2, IFN-y e IFN-B, e células T helper tipo 2 (T2), que
secretam citocinas, como IL- 4, IL-5, IL-6 e IL-10 [50]. As citocinas produzidas pelos
linfocitos Ty inibem a producdo das citocinas Th, e vice-versa, por um mecanismo
denominado contra-regulagédo [51].

A intermediacdo entre os dois tipos de resposta do sistema imune, possui crucial
participacdo do baco, ja que, durante o processo inflamatério, a ZMB atua como um filtro
seletivo para muitos patdgenos sanguineos. Os macrofagos da ZMB possuem receptores para
0 reconhecimento de antigenos e propiciam a sua completa eliminacao da circulacéo, ou o seu
acumulo local. Em caso de acumulo, ocorre ativagdo das células B de ZMB ou o
processamento do patdégeno por células dendriticas e subsequente apresentacdo na polpa
branca. Esta cooperacdo entre os trés mais importantes tipos celulares da ZMB demonstra a
intermediacao entre os sistemas inato e adaptativo da resposta imune [52].

Diante destas comprovacdes, quando estdo indicadas intervencgdes cirargicas sobre o
baco, tem-se preconizado a realizacdo de condutas alternativas a sua excisdo total, como

esplenorrafias e esplenectomias parciais e subtotais [44,45,53]. Contudo, quando a
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esplenectomia total é inevitavel, a realizacdo do implante esplénico autégeno parece constituir
a Unica alternativa para a preservacgao de tecido esplénico [54,55].

Inimeros estudos comprovam a ocorréncia de sua regeneracdo morfologica, que se
inicia a partir dos primeiros dias pés-implante [56-58], e funcional, um pouco mais
tardiamente, iniciando-se a partir da oitava semana, acreditando-se ser completada em torno
da 16.2 semana pds-implante [59-63].

E plausivel supor que o autoimplante esplénico pode restabelecer a capacidade do baco
de sintetizar anticorpos contra a resposta bacteriana, e que, conjugado a suplementagédo
dietética com AGn-3, EPA e DHA, o perfil da resposta inflamatoria seria favoravelmente
modulado, levando a maior resisténcia e sobrevida.

Desta forma, este estudo se propde avaliar o efeito do consumo de 6leo de peixe na
modulacdo da resposta inflamatoria, quantificando a concentragdo de citocinas pro- e
antiinflamatérias no plasma de animais submetidos a esplenectomia total isolada ou

combinada com autoimplante esplénico e a indugédo de sepse abdominal.
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo geral

Determinar as diferengas na resposta inflamatoria a sepse abdominal induzida em ratos
submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada com autoimplante esplénico e
alimentados com racdo purificada, com ou sem substituicdo lipidica parcial com oleo de

peixe.

1.2 Objetivos especificos

e Analisar as concentragfes das citocinas plasmaticas INF-y, IL-6 e IL-10, em ratos
alimentados com racdo acrescida de 6leo de peixe, submetidos a esplenectomia total isolada
ou combinada com autoimplante esplénico e sepse abdominal, em diferentes periodos.

e Verificar a funcionalidade do autoimplante esplénico apds oito e 16 semanas, em
resposta a sepse abdominal por CLP, por meio da dosagem das concentracfes plasmaticas de
IFN-y, IL-6 e IL-10, em diferentes periodos.

e Auvaliar a ingestdo alimentar e o ganho de massa corporal de ratos alimentados com

racao purificada, com ou sem 35% do conteudo total de lipidios substituido por 6leo de peixe.



23

2 METODO

2.1 Aspectos éticos no cuidado com os animais

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
recebendo o numero de protocolo n°® CEA/041/2009 (Anexo 1). Todos os procedimentos

seguiram, rigorosamente, a regulamentacéo existente sobre experimentagédo com animais [61].

2.2 Parcerias e recursos

A experimentacgdo foi realizada no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade
de Ciéncias Médicas, com a colaboracdo de docentes do Departamento de Anatomia Humana
do IBRAG e das Disciplinas de Patologia Geral e de Anatomia Patoldgica, Laboratorio de
Lipides (LabLip) da Faculdade de Ciéncias Médicas, e do Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos do Instituto de Nutricdo — Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) —e do
Laboratério de Imunofarmacologia da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Os recursos financeiros para o desenvolvimento desta pesquisa foram fornecidos pela

Fundacao Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro — FAPERJ.

2.3 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos adultos jovens, com peso inicial entre 140 e
200 g, alimentados com ragéo purificada, de acordo com o American Institute of Nutrition
(AIN-93M) (Reeves et al., 1993), submetidos a0 mesmo ambiente e manejo [64].

Os animais foram pesados trés vezes por semana, momento em que era realizado o
controle de ingestdo alimentar por meio da pesagem da racédo (resto/ingesta).

Os ratos foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos-controle (n=32) e quatro
grupos-intervencdo (n=32), com oito animais por grupo. Os grupos-controle (I a IV) foram
alimentados com ragdo fundamentada na AIN-93M, com o contetdo total de lipidios
constituido por oOleo de soja; os grupos-intervencdo (V a VIII) também receberam racdo
fundamentada na AIN-93M, com 35% do conteldo total de lipidios substituido por leo de

peixe. Segue-se a distribuicdo desses grupos:
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| — sem intervencdo cirargica — animais alimentados com racdo purificada; 16
semanas apos, submetidos a inducao de sepse abdominal;

Il — esplenectomia total isolada (ET) — animais alimentados com racédo
purificada; 16 semanas ap0s, submetidos a inducdo de sepse abdominal,

I11 — esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico (AIE) — animais
alimentados com racdo purificada; 16 semanas apds, submetidos a indugdo de sepse
abdominal,

IV — esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico (AIE) —
animais alimentados com racdo purificada; oito semanas ap6s, submetidos a inducédo de
sepse abdominal;

V a VIII — procedimentos similares aos executados nos grupos | a 1V,
respectivamente, sendo a Unica modificacdo fundamentada na substituicdo de 35% do

conteudo lipidico da alimentacdo dos animais por 6leo de peixe.

Todos os animais foram provenientes do Biotério do Laboratério de Cirurgia

Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro

e receberam racdo apropriada para ratos e &gua ad libitum durante todo o periodo do

experimento. Os ratos foram alocados em caixas apropriadas, maximo de quatro animais por

caixa.
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2.4 Procedimentos anestésicos e cirdrgicos

Antes dos procedimentos cirurgicos, os ratos foram submetidos a jejum de 12 horas.

Os animais foram submetidos a anestesia geral com uma associacdo anestésica de
cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg), por via intramuscular
[65]. Depois de anestesiados, foram realizados tricotomia da parede abdominal, antissepsia
com iodopovidine a 2% e aposic¢ao de campos operatorios estéreis.

O instrumental cirargico foi autoclavado em Kits-padrdo individuais, compostos por
porta-agulhas de Hegar, cabo de bisturi nimero 3, pinca anatdmica de disseccdo, pinca
anatomica ‘dente de rato’, tesoura de Metzenbaum, pincas hemostaticas curvas tipo

Hartmann-Halstead e compressas cirurgicas.

2.4.1 Esplenectomia total isolada

Nos animais dos grupos Il e VI, ap6s a abertura da parede abdominal, o bago foi
deslocado para fora da incisdo cirdrgica a fim de se proceder a ligadura dos vasos esplénicos e
gastroesplénicos com fio absorvivel de categute simples 3-0 (Categute simples®, Brasmédica
S/A — Séo Paulo, SP, Brasil).

2.4.2 Esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico

Nos animais dos grupos IlI, IV, VII e VIII, ap6s a excisdo esplénica, o bago foi
seccionado em cinco segmentos transversais similares. Estas fatias foram implantadas no
omento maior, com fio absorvivel de poliglactina 910 4-0 (Vicryl® — J&J, Ethicon),
intercaladamente com tecido omental, de modo a que houvesse a presenca desse tecido entre

as seccoes esplénicas.

2.4.3 Controle pbés-operatdrio

Os animais foram observados no periodo pos-operatdrio imediato, até a recuperacao de
sua movimentacdo habitual, quando foram recolocados nas caixas, passando a ser oferecida

racdo e agua ad libitum.
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2.5 Composicgdo da ragéo, segundo AIN-93

A dieta de ambos 0s grupos, controle e 6leo de peixe, foi preparada manualmente no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos do Instituto de Nutricdo da UERJ, seguindo as
recomendagdes do Committee on Laboratory Animal Diets (1979), modificadas segundo as
recomendacdes do AIN-93 (Reeves et al., 1993), respeitando-se as quantidades de macro e
micronutrientes para manutencao de ratos adultos. A racdo que contém 6leo de peixe continha
35% do conteldo total de 6leo de soja substituido por 6leo de peixe (Fish oil Menhaden® —
Sigma) [64, 66].

Os ingredientes foram pesados em balanca de precisdo (AS5000®, Marte) e
homogeneizados manualmente. A massa obtida foi transformada em pellets e seca em estufa

ventilada a 50° C por 24h e, ap0s a identificacdo, armazenada sob refrigeracéo até seu uso.

2.6 Inducéo de sepse abdominal

Apds a recuperacdo dos procedimentos cirurgicos, 0s animais foram alimentados com
a racdo segundo a AIN-93, por oito ou 16 semanas, na dependéncia do grupo, quando,
entdo, foram submetidos a inducéo de sepse abdominal, com a utilizacdo do modelo CLP
[33,67,68].

Apds oito e 16 semanas do inicio do experimento, conforme o grupo de estudo, 0s
ratos foram novamente submetidos a anestesia geral, com a associa¢do de cloridrato de
cetamina e cloridrato de xilazina, por via intramuscular, tricotomia e antissepsia
abdominal. Em cada um dos periodos correspondentes, os animais foram submetidos a
laparotomia mediana de cerca de 3 cm de extensdo, exteriorizacdo do ceco, seguido por
ligadura de sua base, logo abaixo da véalvula ileocecal, com fio absorvivel de &cido
poliglicolico 3-0. Em seguida, o ceco foi perfurado, em suas faces anterior e posterior, com
agulha 19G, e, em continuacdo, exerceu-se leve pressao digital para extravasamento de
fezes na cavidade abdominal. O ceco foi, entdo, recolocado na cavidade abdominal, sendo
realizado fechamento da parede em dois planos (peritdnio-aponeur6tico e pele), com sutura

continua com fio ndo absorvivel de polipropileno 2-0 (Propilene® — Cirumédica) [69].
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Tabela 1. Distribuicdo de macronutrientes da racdo elaborada segundo as recomendacdes de

dieta purificada da AIN-93 para manutencéo de ratos adultos

*Racéo
INGREDIENTES
controle (%)

*Racéo o0leo

de peixe (%)

Amido 61 61
Acucar 10 10
Caseina (=85% protein) 14 14
Celulose 5 5
B-Colina (41,1% colina) 0,25 0,25
L-Cistina 0,18 0,18
BHT 0,0008 0,0008
Mineral (AIN-93M MX) 3,5 3,5
Vitamina (AIN-93M VX) 1 1
Oleo de soja 4 2,6
Oleo de peixe 0 1,4

*Racéo controle, segundo a AIN -93 (Reeves et al., 1993);
** Racdo experimental, segundo a AIN-93, substituindo-se 35% do 6leo de soja por éleo de

peixe.

2.7 Coleta sanguinea para exames laboratoriais

Apbs oito e 16 semanas do inicio do experimento, conforme o grupo de estudo, sob
anestesia com a associagdo de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina, por via
intramuscular, imediatamente antes de serem submetidos a nova laparotomia para a indugéo
de sepse abdominal, os animais foram submetidos a canulacdo da artéria carétida esquerda.

Realizou-se a inser¢do de tubo de polietileno (d.i. 0,58 mm, d.e. 0,96 mm; Intramedic®)
na artéria carotida; o tubo foi tuneilizado no tecido subcutaneo e fixado no dorso do animal
com fio de algoddo (Linatrix 3.0° — Laboratérios Bruneau S.A.), por onde foram conectadas

seringas para a retirada de aliquotas de sangue nos momentos estabelecidos.
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Tabela 2. Distribuicdo de micronutrientes da racdo elaborada segundo as recomendacOes de

dieta purificada da AIN-93 para manutencéo de ratos adultos

Mix vitaminas g/kg mix Mix minerais g/kg mix
(AIN-93-VX) (AIN-93-MX)

Acido nicotinico 3,0 Carbonato de célcio 357
Célcio 1,6 Fosfato de potéassio 250
Piridoxina 0,7 Sodio 74
Tiamina 0,6 Sulfato de potéssio 46,6
Riboflavina 0,6 Citrato de potassio 28
Acido félico 0,2 Magnésio 24
Biotina 0,02 Ferro 6,06
Vitamina B12 2,5 Zinco 1,65
Vitamina E 15 Carbonato cuprico 0,3
Vitamina A 0,8 lodo 0,01
Vitamina D3 0,25 Elementos-traco -
Vitamina K 0,075

Fonte: Reeves et al., 1993

Mix vitaminas e minerais (Pragsolucdes).

Foi reservado 1 ml de sangue colido em tubo com EDTA, posteriormente centrifugado,
para a obtencdo do plasma, no qual foi realizado a dosagem de citocinas (INF-y, IL-6 e IL-
10).

Nos animais de todos os grupos, o procedimento de coleta sangliinea ocorreu antes e

duas e quatro horas ap0s a inducéo da sepse abdominal.
2.8 Analise de citocinas plasmaticas

Para a dosagem de citocinas, utilizou-se o método Miliplex® (Millipore), que é

fundamentado na tecnologia Luminex xMap®.
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O método fundamenta-se nos principios da citometria de fluxo, utilizando microesferas
de poliestireno com codigos de cor internos produzidos pela combinagdo de corantes
fluorescentes. Por meio de concentracBGes precisas destes corantes, um conjunto de beads

podem ser criadas e revestidas por um anticorpo especifico.

Figura 1. Seqiiéncia de imagens do procedimento de puncdo e ligadura cecal (CLP) em ratos.
1- incis@o abdominal mediana; 2- exposi¢do do ceco; 3- delimitacdo do ponto para ligadura
cecal; 4- ligadura do ceco a meia-distancia entre o seu polo distal e a sua base; 5- transposicao
do ceco com agulha 18G, e leve pressdao digital, de forma a propiciar extravasamento de

conteddo intestinal em meio abdominal; 6- fechamento da parede abdominal.
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Ap0s a colocacdo dos padrdes para a confeccdo da curva na placa de Elisa especifica
para este método, foram acrescentados nos demais pogos as amostras e as beads marcadas
com citocinas a serem avaliadas; posteriormente aos periodos de incubacdo exigidos pelo
método, foram acrescentados o anticorpo de deteccdo e a streptavidin-PE, substrato que
completa a reacdo na superficie da microesferaApds o periodo de reagdo, as microesferas
passam rapidamente por um primeiro feixe de Laser, que excita 0s corantes internos e marca
as microesferas, e posteriormente por um segundo feixe de Laser, que excita a streptavidin-
PE, o que identificara a proteina analisada. Finalmente, um processador de sinal digital de alta
velocidade identifica cada microesfera individualmente e quantifica o resultado do ensaio,
com base em sinais fluorescentes. Esses sinais sdo interpolados a curva, pelo proprio

equipamento, convertendo-0s em concentracdes de ng/ml.

2.9 Anélise de liquido peritoneal

Apbs a ultima coleta de sangue, foi coletada amostra de liquido peritoneal, de acordo
com as normas de coleta no controle microbiol6gico do Comité de Etica no Uso de Animais
de Experimentagéo/Fiocruz [70].

As amostras foram coletadas assepticamente e acondicionadas em tubos Eppendorf
estéreis, sendo posteriormente transportadas em caixas isotérmicas ao Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Microbiologia (UERJ), sendo imediatamente resfriadas a
temperatura de 4° C, e analisadas em intervalo de uma hora.

Aliquotas de 20 ul das amostras foram transferidas para tubos contendo caldo de infuséo
cérebro-coracdo (BHI), preparado segundo o fabricante, e incubado a uma temperatura de 36°
C durante 24 horas. Dos tubos onde ocorreu crescimento bacteriano, foram retirados aliquotas
de 0,01 ml, pela utilizacdo de alca bacteriol6gica calibrada, e transferidas para novo tubo
contendo caldo BHI e incubadas sob as mesmas condigfes. As amostras crescidas foram
semeadas por esgotamento em placas contendo o meio Agar-sangue e incubadas por 24 horas
a 36° C. A partir do crescimento bacteriano evidenciado nas placas, as colonias foram
identificadas quanto ao seu padrdo fenotipico ou ndo de hemolisinas, e submetidas a
coloracédo de Gram para diferencia-las quanto as suas caracteristicas morfotintoriais.

Para as amostras Gram-positivas, foram aplicados os testes da catalase e da coagulase.
As amostras Gram-negativas foram submetidas a triagem bioquimica, empregando-se 0s

meios Duplo Acgucar Uréia (DAU), segundo Suassuna & Suassuna (1978), prova de
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fermentagdo oxidagdo, segundo Hung & Leifson (1953), fermentacdo de carboidratos e
correlatos, e provas da descarboxilagdo do citrato e do aminodcido arginina [71,72].

2.10 Andlise estatistica

Utilizou-se o teste T de Student ndo pareado (teste paramétrico) para a comparacao das
diferentes variaveis entre 0s grupos de animais.

Comparou-se a influéncia do consumo de racdo com 6leo de peixe ou 6leo de soja em
animais que sofreram a mesma intervencao cirargica e foram submetidos a inducéo de sepse
abdominal. Posteriormente, comparou-se a influéncia de diferentes intervenc@es cirdrgicas
nas concentrac@es de citocinas de animais submetidos a inducédo de sepse abdominal e foram
alimentados com o mesmo tipo de racéo.

A anélise estatistica foi realizada com a utilizagdo do programa GraphPad Prism 5.
Em todas as andlises, um valor de p<0,05 foi estabelecido para a rejeigdo da hipotese nula de

similaridade entre 0s grupos.
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3 RESULTADOS

3.1 Consumo alimentar e massa corporal

O consumo alimentar médio dos ratos alimentados com racgéo contendo 6leo de peixe
foi significativamente maior que o dos grupos que receberam racdo com 6leo de soja, exceto
para 0 dos grupos submetidos a esplenectomia total isolada (grupos Il e VI), em que nédo

existiu diferencas. (Tabela 3)

Tabela 3. Consumo alimentar de animais submetidos a diferentes intervengdes cirdrgicas e a
sepse abdominal, alimentados com dieta controle (100% de 6leo de soja) e dieta experimental

contendo 35% de 6leo de peixe, segundo as recomendagdes da AIN-93M.

Controle Tratado
(g / dia/ animal) (g / dia/animal)
Grupos | 13,0+ 0,7 Grupos V 39,6 +4,0*
Grupos Il 133+14 Grupos VI 121+1,0
Grupos Il 142 +13 Grupos VII 199+ 1,7*
Grupos IV 133+1/4 Grupos VIII 12,2 +1,0*

Consumo médio de racao por 100 g de massa corporal.

Dados expressos como média £ EPM, * p<0,05, n=8 animais/grupo.

Grupos: | — sem intervencdo cirurgica — animais alimentados com racdo purificada; 16
semanas apdés, submetidos a inducdo de sepse abdominal; 1l — esplenectomia total isolada
(ET) — animais alimentados com racdo purificada; 16 semanas apds, submetidos a indugéo de
sepse abdominal; 111 — esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico (AIE) —
animais alimentados com racdo purificada; 16 semanas ap0s, submetidos a inducéo de sepse
abdominal; IV — esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico (AIE) — animais
alimentados com racdo purificada; oito semanas ap6s, submetidos a inducdo de sepse
abdominal; V a VIII — procedimentos similares aos executados nos grupos | a 1V,
respectivamente, sendo a Unica modificacdo fundamentada na substituicdo de 35% do

conteddo lipidico da alimentacdo dos animais por 6leo de peixe.

Os animais que receberam ragdo experimental (35% de Oleo de peixe) e foram

submetidos a esplenectomia total combinada com AIE acompanhados por oito semanas
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apresentaram maior consumo alimentar, quando comparados aos do grupo que sofreu a
mesma intervencdo cirdrgica e que recebeu racdo controle (100% de 6leo de soja) pelo
mesmo periodo. O mesmo foi observado nos ratos dos grupos que foram submetidos a
esplenectomia total (ET) combinada com AIE alimentados por 16 semanas e aos dos grupos
que ndo sofreram qualquer intervencdo cirtrgica e somente foram alimentados por 16

Semanas.

Tabela 4. Massa corporal de animais submetidos a diferentes intervencdes cirdrgicas e a sepse
abdominal, alimentados com dieta controle (100% de 6leo de soja) e dieta experimental

contendo 35% de 6leo de peixe, segundo as recomendac¢des da AIN-93M

Controle Tratado
(g / dia/animal) (g / dia/animal)
Grupos | 358,311 Grupos V 344,4 +8,1*
Grupos Il 314,5+ 10 Grupos VI 308,7 + 27
Grupos Il 265,8 + 12 Grupos VII 289,4 + 11
Grupos IV 369,2 + 11 Grupos VIII 335,3+11*
Dados expressos como média + EPM, * p<0,05, n=8 animais/grupo.
Grupos: | — sem intervencdo cirirgica — animais alimentados com racdo purificada; 16
semanas apdés, submetidos a inducdo de sepse abdominal; Il — esplenectomia total isolada

(ET) — animais alimentados com racdo purificada; 16 semanas apds, submetidos a inducédo de
sepse abdominal; Il — esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico (AIE) —
animais alimentados com ra¢édo purificada; 16 semanas ap0s, submetidos a inducéo de sepse
abdominal; IV — esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico (AIE) — animais
alimentados com racdo purificada; oito semanas apds, submetidos a inducdo de sepse
abdominal; V a VIII — procedimentos similares aos executados nos grupos | a IV,
respectivamente, sendo a Unica modificacdo fundamentada na substituicdo de 35% do

conteddo lipidico da alimentacdo dos animais por 6leo de peixe.

N&o foram observadas diferencas entre a massa corporal dos animais dos grupos que
receberam racdo experimental quando comparados aos dos grupos de mesma intervencao
cirrgica que receberam racdo controle. Entretanto, foram observadas diferencas entre os

grupos de animais que receberam ragdo controle e ndo sofreram quaisquer intervencoes
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cirargicas e aos dos grupos submetido a esplenectomia total combinada com autoimplante
esplénico alimentado por 8 semanas (Grupo VIII). (Tabela 4)

3.2 Citocinas plasmaticas

Nos animais sem intervencao cirurgica e submetidos a inducdo de sepse abdominal
ap6s 16 semanas de utilizacdo da dieta, o tratamento com ¢éleo de peixe (grupo V)
proporcionou menor valor de IFN- y em todos os periodos estudados quando comparados aos
ratos que receberam racdo com 100% oleo de soja (grupo 1) (Tabela 5).

Nesses animais do grupo V, verificou-se também menores concentracdes de IL-6 nos
periodos 1 e 2 e maiores concentragdes de I1L-10 nos periodos 2 e 3. (Figura 2)

Houve menor concentragdo plasmatica de INF-y, IL-6 e IL-10 nos animais do grupo
que receberam racdo com 6leo de peixe e foram submetidos a ET (Grupo VI) em diferentes
periodos (Tabela 6). O IFN-y foi menor nos periodos 2 e 3 e as citocinas IL-6 e 1L-10 nos
periodos 1 e 2. (Figura 3)

Nos animais submetidos a ET combinada com AIE alimentados por 16 semanas e
submetidos a inducdo de sepse abdominal (Grupos 11l e VII) ndo foram verificadas diferencas
nas concentracfes de IFN-y, IL-6 ou IL-10 em nenhum dos periodos avaliados (Figura 4); ja
nos animais do grupo submetido a mesma intervencdo cirlrgica e a tratamento dietético
(racdo com Obleo de peixe), com inducdo de sepse apds oito semanas (Grupos 1V e VIII),
verificou-se menor concentragdo de IFN-y plasmatico no periodo 3, de IL-6 no periodo 2 e
maior concentracdo de IL-10 no periodo 1. (Figura 5)

Na comparacdo intragrupos em ratos que consumiram racdo segundo as
recomendacdes da AIN-93M (100% dbleo de soja), nos animais que sofreram esplenectomia
total combinada ao autoimplante esplénico e alimentados por 16 semanas até serem
submetidos a sepse abdominal (grupo IlI), verificamos menores concentragdes de IFN- y
plasmatico em todos os periodos quando comparados aos do grupo que ndo sofreu
intervenc&o cirdrgica (grupo 1) e no periodo 2 dos animais que sofreram esplenectomia total
(grupo I1) (Tabela 6)
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Tabela 5 — Concentracdes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais alimentados com
racdo segundo as recomendacOes da AIN-93M, sendo os dos grupos-controle com 100% de
0leo de soja e os dos grupos experimentais com 35% de 6leo de peixe (Grupos | e V), apos a
esplenectomia total (Grupo Il e VI), ap6s esplenectomia total combinada com autoimplante
esplénico alimentados por 16 semanas (Grupo Ill e VII), e por oito semanas (Grupo IV e
VIII), até serem submetidos a inducdo de sepse abdominal. Dados expressos em pg/ml, como
média + EPM. * # p<0,05.

GRUPOS CITOCINAS PERIODO
1 2 3
IFN-Y 4991 + 1819 4915 + 2397 5440 + 3287
I IL-6 1870 + 865,2 3178 +£1237 2486 + 1151
IL-10 632 + 60,98 609 + 107,7 1630 + 232,1
IFN-Y 386 + 75,31* 739 £29,17* 404 +172,3*
\ IL-6 396 + 56,3* 353 + 104,0* 2197 + 590,7
IL-10 1984 +726,6 4378 + 1510* 4969 + 1773*
IFN-Y 1484 + 584,6 2160 £ 1101 1951 + 1100
I IL-6 1704 + 399,6 1351 +399,1 1008 * 253,9
IL-10 940 + 157,0 658 +212,0 1558 + 241,8
IFN-Y 910 +413,0 890 + 245,0# 645 + 113,2#
VI IL-6 548 + 123,5# 155 + 11,6# 878 + 357,8
IL-10 448 + 4 3# 156 + 3,4# 1607 + 544,0
IFN-Y 1175 + 304,6 1088 +195,2  788,5+ 1294
i IL-6 947 + 249,2 1208 + 209,1 1604 + 306,8
IL-10 672 +78,3 1012 + 157,6 2081 + 869,6
IFN-Y 1255 + 334,3 1183 +447,3  781,1+139,6
Vil IL-6 1023 + 260 781 + 268,3 1182 + 147,2
IL-10 548 +108,9 787 + 348,8 4125 + 1290
IFN-Y 2206 £ 975 2491 + 1310 4362 + 2193
v IL-6 1389 + 488 793 +317,9 825 + 290
IL-10 384,7+101 574 +74,1 1761 + 348,5
IFN-Y 803 + 496 1008 + 788 180 + 0,03**
Vil IL-6 695 + 457 288 + 78,85** 840 + 245
IL-10 1536 + 1382** 684 + 134 2776 + 1016*

+ O periodo 1 antecede a inducdo da sepse; os periodo 2 e 3 correspondem a duas e
quatro horas apds a inducdo da sepse. *Diferenca considerando grupo | (p<0,05); #
Diferenca considerando grupo Il (p<0,05); **Diferenca considerando grupo 1V (p<0,05).
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- Grupo V (Ragéo Oleo de Peixe)

Periodo

Figura 2. ConcentracOes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais dos Grupos | e V,

submetidos a inducdo de sepse abdominal, apds serem alimentados por 16 semanas. Animais

alimentados com racdo segundo as recomendacfes da AIN-93M, sendo grupo controle com

100% de 6leo de soja e o grupo experimental com 35% de 6leo de peixe. Dados expressos

como média + EPM, *p<0,05. **O periodo 1 antecede a indugdo da sepse; o periodo 2

corresponde a duas horas e o periodo 3 a quatro horas apds 0 momento de inducédo da sepse.
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Figura 3. Concentragdes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais dos Grupos Il e VI
que apos esplenectomia total, foram alimentados por 16 semanas e submetidos & indugéo de
sepse abdominal. Os animais foram alimentados com racdo segundo as recomendacdes da
AIN-93M, sendo grupo controle com 100% de 6leo de soja e o grupo experimental com 35%
de 6leo de peixe. Dados expressos como média + EPM, *p<0,05. **O periodo 1
antecede a indugdo da sepse; o periodo 2 corresponde a duas horas e o periodo 3 a quatro

horas ap6s 0 momento de indugéo da sepse.
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Figura 4. Concentracdes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais dos Grupos Il e VII
que, apos esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico, foram alimentados por 16
semanas e submetidos a inducdo de sepse abdominal. Os animais foram alimentados com ragao
segundo as recomendacgfes da AIN-93M, sendo grupo controle com 100% de 6leo de soja e 0
grupo experimental com 35% de 6leo de peixe. Dados expressos como média = EPM,
*p<0,05. **O periodo 1 antecede a inducdo da sepse; o periodo 2 corresponde a duas horas e 0

periodo 3 a quatro horas apds 0 momento de inducéo da sepse.
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Figura 5. ConcentracGes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais dos Grupos 1V e VIII
apos esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico, foram alimentados por oito
semanas e submetidos & inducdo de sepse abdominal. Os animais foram alimentados com
racao segundo as recomendacdes da AIN-93M, sendo grupo controle com 100% de oleo de
soja e 0 grupo experimental com 35% de 6leo de peixe. Dados expressos como média *
EPM, *p<0,05. **O periodo 1 antecede a inducdo da sepse; o periodo 2 corresponde a duas

horas e o0 periodo 3 a quatro horas apds 0 momento de inducdo da sepse.
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Os animais submetidos a esplenectomia total avaliados apds 16 semanas (grupo 1)
apresentaram menor concentracdo plasmatica de IL-6 no periodo 2, quando comparados aos
animais do grupo I. Ja& em relacdo a IL-10, verificou-se a ocorréncia de menores
concentracdes plasmaticas nos periodos 1 e 2 nos animais submetidos a esplenectomia total
associada ao autoimplante esplénico e a indugdo de sepse abdominal apds oito semanas
(grupo 1V), quando comparados aos animais esplenectomizados (grupo Il), e maiores
concentragdes nos animais submetidos a esplenectomia total associada ao autoimplante
esplénico e a inducédo de sepse abdominal apos 16 semanas (grupo I11) no periodo 2, quando
comparados aos sem intervencao cirdrgica (grupo 1) e esplenectomizados (grupo Il), e no
periodo 3, quando comparados somente aos animais esplenectomizados (grupo 11). (Tabela 6)

Entre os animais que consumiram racdo segundo as recomendac@es da AIN-93M, com
35% do teor total de lipidio substituido por 6leo de peixe, verificou-se que as concentractes
de IFN-y foram maiores nos periodos 1 e 2 nos animais submetidos a esplenectomia total
combinada ao autoimplante esplénico avaliados ap6s oito e 16 semanas (grupo VII e VIII),
qguando comparados aos sem intervencéo cirdrgica (grupo V). (Tabela 7)

Verificou-se a presenca de menores concentracfes plasmaticas de IFN-y no periodo 3
nos animais do grupo VIII, quando comparados tanto com os animais sem intervengéo
cirargica (grupo V) quanto com os esplenectomizados (grupo VI). (Figura 7)

Quando analisadas as concentracdes plasmaticas de IL-6, verificou-se que o grupo de
animais submetidos a esplenectomia total combinada ao autoimplante esplénico avaliados
apos oito semanas (grupo VIII) apresentou menores concentracdes de 1L-6 nos periodos 1 e 2,
quando comparados aos esplenectomizados (grupo VI). No periodo 1, os animais
esplenectomizados (grupo VI) apresentaram maiores concentracfes de IL-6 que os animais
sem intervencdo cirdrgica (grupo V); ja no periodo 3, esses animais do grupo VI, assim como
os do grupo VII, apresentaram menores concentraces do que os do grupo V. (Tabela 7)

Em relacdo a IL-10, todos os animais submetidos ao autoimplante esplénico (grupos VII
e VIII) apresentaram maiores concentragdes plasmaticas nos periodos 1 e 2 do que o0s
esplenectomizados (grupo VI). Os animais do grupo VI apresentaram menores concentracoes
de IL-10 plasmética, também quando comparados aos sem intervencao cirdrgica (grupo V)

nos periodos 1 e 2. (Figura 7)
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Tabela 6 — Concentragdes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais dos grupos | (sem
intervencdo cirdrgica), Il (esplenectomia total isolada), Il e IV (esplenectomia total
combinada com autoimplante esplénico, alimentados por oito e 16 semanas) e submetidos a
inducdo de sepse abdominal. Os animais foram alimentados com racdo segundo a AIN-93M.

Dados expressos em pg/ml, como média = EPM, * # p<0,05.

GRUPOS CITOCINAS PERIODO
1 2 3
IFN-Y 4991 + 1819 4915 + 2397 5440 + 3287
I IL-6 1870 + 865,2 3178 + 1237 2486 + 1151
IL-10 632 + 60,98 609 + 107,7 1630 + 232,1
IFN-Y 1484 + 584,6 2160 +£ 1101 1951 + 1100
I IL-6 1704 +£399,6 1351 +£399,1* 1008 + 253,9
IL-10 940 +157,0 658 +212,0 1558 + 241,8
IFN-Y 1175 + 304,6* 1088 + 195,2*# 788,5 + 129,4*#
i IL-6 947 + 249,2 1208 + 209,1 1604 + 306,8
IL-10 672+ 78,3 1012 + 157,6 2081 + 869,6
IFN-Y 2206 £ 975 2491 + 1310*# 4362 + 2193#
v IL-6 1389 + 488 793 +£317,9 825+ 290
IL-10 384,7 + 101# 574+ 74,14 1761 + 348,5

* Diferenca considerando o grupo | (p<0,05)

# Diferenca considerando o grupo Il (p<0,05)
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Figura 6. Concentragdes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 dos animais dos Grupos 1, II, lll e

IV alimentados com racdo segundo as recomendagfes da AIN-93M, com 100% do contetido
total de lipidio constituido por de 6leo de soja e apds serem submetidos a esplenectomia total,
esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico, alimentados por oito e 16
semanas e submetidos a inducdo de sepse abdominal. Dados expressos como média +
EPM, *p<0,05. **O periodo 1 antecede a inducdo da sepse; o periodo 2 corresponde a duas
horas e o periodo 3 a quatro horas apds o momento de inducao da sepse.

* Diferenca considerando o grupo | (p<0,05)

# Diferenca considerando o grupo Il (p<0,05)
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Tabela 7 — Concentracfes plasmaéticas de IFN-y, IL-6 e IL-10 nos animais dos grupos V (sem
intervencdo cirdrgica), VI (esplenectomia total isolada), VII e VIII (esplenectomia total
combinada com autoimplante esplénico, alimentados por oito e 16 semanas) e submetidos a
inducdo de sepse abdominal. Os animais foram alimentados com racéo segundo a AIN-93M
com 35% do conteudo total de dleo substituido por 6leo de peixe. Dados expressos em pg/ml,
como média = EPM, * # p<0,05.

PERIODO
GRUPOS CITOCINAS
1 2 3
IFN-Y 386 + 75,31 739 + 29,17 404 +172,3
\Y IL-6 396 + 56,3 353 +104,0 2197 +590,7
IL-10 1984 +726,6  4378+1510 4969 + 1773
IFN-Y 910 +413,0 890 + 245,0 645 + 113,2
VI IL-6 548 + 123,5* 155 + 11,6 878 + 357,8*
IL-10 448 + 4,3* 156 + 3,4* 1607 + 544,0
IFN-Y 1255 +334,3* 1183 +447,3* 781,1+139,6
VIl IL-6 1023 + 260 781+268,3 1182+ 147,2*
IL-10 548 + 108,9*# 787 +348,8*# 4125+ 1290
IFN-Y 803 + 496* 1008 + 788* 180 % 0,03*#
VIl IL-6 695 + 457# 288 + 78,85# 840 + 245
IL-10 1536 +1382# 684 +134*# 2776 +1016

* Diferenca considerando o grupo | (p<0,05)

# Diferenca considerando o grupo Il (p<0,05)
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Figura 7. ConcentracOes plasmaticas de IFN-y, IL-6 e I1L-10 dos animais dos Grupos V, VI,
VIl e VII alimentados com racdo segundo as recomendacdes da AIN-93M, com 35% do
contetdo total de lipidio substituido por de 6leo de peixe e ap6s serem submetidos a
esplenectomia total, esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico, alimentados
por oito e 16 semanas e submetidos a indugdo de sepse abdominal. Dados expressos como
média + EPM, *p<0,05. **O periodo 1 antecede a inducdo da sepse; o periodo 2
corresponde a duas horas e o periodo 3 a quatro horas ap6s 0 momento de indugéo da sepse.

* Diferenca considerando o grupo V (p<0,05)

# Diferenca considerando o grupo VI (p<0,05)
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3.3 Analise de liquido peritoneal

Nas aliquotas de amostras de liquido peritoneal provenientes dos animais em estudo,
tanto dos grupos que receberam racdo controle quanto dos que receberam racao experimental
com Oleo de peixe, todos apresentaram reacdo positiva em meio especifico para
Staphylococcus aureus e/ou Escherichia coli e/ou Proteus mirabilis e/ou Enterococcus.

N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos controle e 0s grupos que receberam
racdo com o conteudo total de lipidio substituido por 35% de 6leo de peixe no que concerne
ao namero de unidades formadoras de coldnica (UFC) por amostra.

Considerando-se as amostras analisadas, foi identificado Staphylococcus aureus em
21% delas; Escherichia coli estava presente em 56% das amostras e Proteus mirabilis em 4%.

Em 17% das amostras, encontramos mais de trés tipos de bactérias, concomitantemente.
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4 DISCUSSAO

Esse trabalho faz parte da uma linha de pesquisa que vem sendo desenvolvida no
Laboratorio de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro. Desde 2000, nosso grupo vem realizando estudos em variados
modelos experimentais para a avaliagdo da regeneragdo morfoldgica e funcional do
autoimplante esplénico e a utilizacdo desses modelos para a testagem de inUmeras
intervencdes nutricionais, na tentativa de imunomodular a resposta inflamatoria.

Assim, além de se verificar a regeneracdo funcional do autoimplante esplénico
heterotopico em animais submetidos a esplenectomia total, investigou-se a influéncia do
consumo de 6leo de peixe em ratos submetidos a sepse abdominal. A escolha pelo 6leo de
peixe como nutriente a ser testado deveu-se as constatacdes de diversos estudos acerca da
influéncia de componentes lipidicos, particularmente AGn3, EPA e DHA, na modulacdo de
diversos eventos e mecanismos celulares durante o processo de inflamagdo, desde a
transducdo de sinal até a sintese protéica [73-75].

Investigou-se o perfil pré- e antiinflamatério dos grupos de animais em estudo,
verificando a concentragdo plasmatica das citocinas IFN-y, IL-6 e IL-10 em trés momentos
diferentes, sendo dois deles na presenca de sepse abdominal. Justifica-se a escolha de tal
modelo pelo fato de que citocinas possuem atuacdo em diversas células, por meio de
receptores de superficie, induzindo a producéo e liberacdo de mediadores inflamatérios [76-
78].

Nossos resultados mostram que o consumo de ragdo contendo Oleo de peixe, em
consonancia com os critérios estabelecidos pela AIN-93, foi capaz de reduzir as
concentracdes de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y e IL-6), a0 menos em um periodo nos
animais dos grupos estudados, exceto nos do grupo que foi submetido a autoimplante
esplénico e alimentado por 16 semanas com ragdo acrescida de 6leo de peixe (grupo VII),
cujos animais ndo apresentaram diferenca nas concentracfes plasmaticas com nenhuma das
citocinas avaliadas.

A menor concentragdo plasmatica das citocinas pré-inflamatorias dos animais dos
grupos V, VI e VIII deve-se, em parte, a composicdo do 6leo de peixe. Acido graxo
linolénico, EPA e DHA presentes nesse Oleo sdo incorporados as membranas celulares,
favorecendo a inibicdo do metabolismo do &cido araquiddnico por competi¢do, pelas vias

enzimaticas cicloxigenase e 5-lipoxigenase (COX e 5-LOX) [79-80].
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A metabolizacdo dos derivados do AGn-3 promove a formacdo de PGE3, no lugar de
PGE2, e de LTB5, no lugar de LTB4, que sdo mediadores inflamatorios menos ativos.
Estudos prévios tém demonstrado que o AGn-3 € capaz de reduzir a expressdo de moléculas
de adesdo de mondcitos [81,82], celulas endoteliais [81,83,84], macrdfagos [84,85] e
linfocitos [86].

A primeira linha de defesa a uma infecgdo bacteriana é ndo-especifica, realizada por
células fagocitarias (macrdéfagos, mondcitos e granuldcitos polimorfonucleares) e pela via
alternativa do sistema complemento. Posteriormente, imunoglobulinas e células
imunocompetentes iniciam uma resposta imune especifica (resposta imune adaptativa) [76-
78].

Macrofagos, leucdcitos, neutrdfilos, células dendriticas e outros componentes celulares
sdo primordiais na inicializacéo e regulacdo da resposta imune, no qual sistemas hormonais e
neuronais também estdo envolvidos. Em muitas situacGes, macréfagos e mondcitos sdo
ativados, adquirem efeito antimicrobiano e secretam citocinas pro-inflamatoérias (TNF-o, IFN-
y, IL-1, IL-6 e IL-8), provocando inflamacéo, recrutamento de células imune e consequente
eliminacdo de microorganismos por fagocitose [87,88].

De acordo com Qiu et al. (2008), o aumento de IFN-y, como se verificou nos animais
que consumiram racdo contendo exclusivamente 6leo de soja, é capaz de aumentar a carga
bacteriana no peritdnio ap6s CLP, e a utilizacdo de anticorpos anti-IFN-y aumenta as
aderéncias intestinais, selando o ceco e reduzindo 0 movimento bacteriano no periténio [89].
Yin et al. (1999), comprovaram que a inibi¢cdo do IFN-y em ratos que sofreram CLP pode
reduzir os niveis de proteinas de alta mobilidade no fluido peritoneal, minimizando, assim, a
mortalidade desses animais [90].

Todos os animais que ndo foram alimentados com dleo de peixe apresentaram IFN-y
aumentado, mesmo ap6s quatro horas da inducao da sepse. O aumento persistente de citocinas
pro-inflamatorias, como o IFN-y, favorece a evolucgdo da sepse para o choque séptico e morte
[91]. Dessa forma, acredita-se que, o consumo de racdo preparada segundo as recomendagdes
da AIN-93, acrescida com pequeno contetdo de Oleo de peixe, pode ter exercido efeito
protetor da evolucdo da sepse nesses animais, reduzindo os niveis de IFN-y.

Mecanismos estimulatorios do processo inflamatorio séo influenciados pelo IFN-y. Esta
citocina regula o direcionamento e atracdo de leucdcitos, maturacao e diferenciacdo de muitos
tipos celulares, aumenta a atividade das células natural-killer (NK) e regula a funcdo de

células B, como a producdo de imunoglobulinas [92,93]. Todas essas a¢bes favorecem o
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controle de trafego de células imunes para o sitio da inflamagéo, aumentando a regulagéo de
expressao de moléculas de adesdo e de quimiocinas [92].

A habilidade do IFN-y para coordenar a transi¢do da imunidade inata para a adaptativa a
distingue de outros interferons. O mecanismo pelo qual o IFN-y coordena essa transicdo
inclui auxilio no desenvolvimento de resposta tipo Th; [92,93]. Devido a essa caracteristica, 0
IFN-y é reconhecido como citocina chave na rejeigdo de transplantes, por inibir a expressao
de citocinas Th, (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), além de atrair e ativar macréfagos, células
endoteliais e a expressao do complexo MCH-1 [94,95].

O balanco entre a resposta imune Th; e Th, é importante para garantir resposta
adequada a lesdo. A promocdo de excessiva resposta Th, pode potencializar a supressdo da
PGE2 que, consegiientemente, promove excessiva supressdo de citocinas pro-inflamatorias.
Diante desses achados, torna-se necessario adotar cautela na prescricdo de 6leo de peixe em
situacBes de doencas que ja possuem resposta Th, exacerbada, devendo ser respeitada a
fisiopatologia de cada doenca.

Verificou-se que o Oleo de peixe foi capaz de conter a exacerbacdo de citocinas pro-
inflamatdrias nos animais que ndo foram submetidos a intervencdo cirurgica e naqueles
submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada com autoimplante esplénico. Este
achado pode sugerir que o consumo de pequenas quantidades de 6leo de peixe diariamente
por esses animais foi capaz de inibir a liberagdo de IFN-y, favorecendo a antecipacdo da
resposta Th, em estado de sepse.

Com o avancar da sepse, 0 aumento da resposta Th, € fisiologico e o 6leo de peixe
potencializa a expressao dessas proteinas, inibindo IFN-y e aumentando a concentragdo de
outras citocinas, como IL-6 e IL-10. A IL-6 é uma citocina importante na mediacdo de
resposta de fase aguda da leséo para a adaptativa. Entretanto, excessivo e prolongado aumento
de IL-6 esta associado a aumento de morbidade e mortalidade [96,97].

Algumas pesquisas em humanos utilizam a IL-6 como marcador da gravidade da sepse.
Os animais que ndo foram alimentados com 6leo de peixe apresentaram aumento dessa
citocina, duas horas apds a inducgdo da sepse. Apos quatro horas de inducgéo da sepse, ja ndo se
observou mais elevacdo dos niveis plasméticos de IL-6, aumentando as chances de contengdo
e sobrevivéncia ao processo inflamatorio induzido por CLP [98-100].

Algumas citocinas sdo denominadas antiinflamatorias, como IL-4 e IL-10, por serem
capazes de inibir a producdo de IL-1 e de TNF (citocinas pro-inflamatdrias), exercendo efeito
contra-regulatério.  Entretanto, vérias citocinas antiinflamatérias podem apresentar

propriedades pro-inflamatdrias na dependéncia da natureza da sinalizacéo, tipo de célula-alvo
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e tempo de exposicao a inflamacdo. Este parece ser o caso da IL-6. Estudos experimentais a
apontam como uma citocina mediadora de fase aguda da inflamag&o, com acéo sistémica e
indutora da producdo hepatica de proteina C reativa [96,100,101]. Contudo, outros estudos
identificam essa citocina em condi¢cdes de inflamacdo cronica, sendo considerado um
marcador da gravidade da sepse, com atuacdo tanto na imunidade inata como na adaptativa
[102,103].

Similarmente, algumas citocinas pro-inflamatorias podem exercer propriedades
antiinflamatdrias, dependendo da sua concentracdo. Portanto, a dicotomia existente entre
citocinas pré-inflamatérias e antiinflamatdrias pode, na verdade, se dever a uma simplificacdo
excessiva na descri¢do da resposta inflamatdria [104-106].

Como citocina antiinflamatoria, utilizou-se a IL-10, que tem sido identificada como um
modulador crucial da resposta inflamatéria, sendo rapidamente expressa durante as fases
iniciais da sepse [107,108]. Sua deficiéncia € capaz de alterar a cinética de producdo de
citocinas proinflamatorias [109], como a IL-6, no modelo CLP [108]. Parece que a deficiéncia
de IL-10 possui maior impacto no inicio da sepse, sugerindo que ela poderia evitar a
progressdo do processo inflamatério para o choque séptico irreversivel neste modelo
experimental de inducdo de sepse abdominal [107-112].

Os animais que consumiram racdo com O6leo de peixe apresentaram maiores
concentracfes plasmaticas de IL-10, ao menos em um dos periodos avaliados. Esse perfil de
variacdo das concentracfes plasmaticas de IL-10 nos animais alimentados com 0leo de peixe
somente nado foi observado no grupo esplenectomizado (grupo V1), o que corrobora o conceito
da influéncia do baco na producdo de citocinas em processos inflamatérios.

A relacdo entre consumo de Oleo de peixe e aumento das concentracbes de IL-10
também foi observada em nivel tecidual por Tsou et al (2008), que verificaram aumento da
expressao de IL-10 mRNA em esplendcitos, assim como na concentracdo plasmatica da
relacdo CD4/CD8 [113].

O aumento das concentra¢fes plasmaticas de IL-10 nos animais dos grupos V e VIII,
que consumiram racdo Oleo de peixe, assemelha-se ao observado em outros estudos
[114,115], mas os mecanismos de acdo pelo qual o 6leo de peixe favorece o aumento da IL-10
ainda vém sendo investigados.

Hughes et al (2000) sugerem que o AGn-3 suprime a resposta imune celular por meio
da redugdo da expressdo do MHC classe I, de moléculas de adesdo e de mondcitos, e

consequente inibicdo da funcdo celular de apresentacdo de antigenos [116]. Fujikawa et al
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(1992) mostraram que a utilizacdo de dieta enriquecida com EPA inibe a habilidade de células
do baco na apresentacéo de antigenos por células T helper [117].

A 1L-10 enddgena altera a cinética da resposta a sepse no modelo CLP, mas ndo o
tempo de sobrevivéncia, j4 que é pequena a producdo de IL-10 pelo tecido esplénico e por
linfocitos peritoneais, e significantemente maior a producdo dessa citocina por células
mieloides, particularmente neutréfilos [111].

Esse aumento da producéo de neutréfilos pelo tecido esplénico é de extrema relevancia
no processo inflamatorio, jA que, no sitio de infeccdo, essas células (que apresentam
significante producéo de 1L-10) constituem a forma mais abundante de leucocitos [112]. Ou
seja, a deplecdo de neutréfilos em diferentes tempos modifica diretamente a producédo de IL-
10 [112].

No modelo de sepse por CLP, quando os neutrdfilos sdo esgotados antes da inducdo da
sepse, ocorre aumento da bacteremia, das enzimas hepaticas e da concentracdo de uréia,
sugerindo aumento da lesdo hepatica e renal. Em contraposi¢cdo, quando a deplecdo dos
neutrofilos ocorre 12 horas apds a CLP, ocorre dramaética reducao da bacteremia, da disfuncéo
hepética e renal, e decréscimo da mortalidade [118]. Esses achados sugerem que a relacdo
entre 1L-10 e populagéo de neutrdfilos pode ser um fator determinante no curso da sepse.

Os neutréfilos sdo recrutados para o sitio de infeccdo, onde exercem sua atividade
microbicida por meio da fagocitose, liberacdo de granulos que contém proteinas liticas
e producdo de reativos intermediarios do oxigénio. Essas células sdo capazes de suprimir a
proliferacdo de linfécitos T, via producdo de H,O e sinalizacdo por antigeno de macréfago-1
(Mac-1), e de realizar com linfocitos B um evento sinergicamente reciproco, conhecido como
crosstalk, promovendo a sobrevida, proliferacdo e manutencdo dessas células produtoras de
anticorpos [119].

A migracdo de neutrofilos da corrente sanguinea para o bago ocorre ap0s estimulos
promovidos pelas células endoteliais sinusoidais, como IL-8, em resposta a produtos
microbianos. Reconhecendo a participacéo ativa do bago em processos inflamatorios, diversos
modelos experimentais de sepse pos-esplenectomia vém mostrando que a remoc¢do do bago
aumenta a mortalidade decorrente da exposicdo bacteriana e que o autoimplante poderia
reduzir e modificar esse desfecho [61,120,121].

A funcédo fagocitaria do baco na depuracdo sanguinea de bactérias, como a E. coli,
demonstrou ser eficaz, sem interferir no funcionamento de figado e pulmao, no que concerne
a funcdo de remocdo de bactérias por esses 6rgdos [122]. O contrério foi observado em

animais asplénicos, conferindo, a esses, menor resisténcia a sepse [122-125].
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Além da funcdo fagocitéria, a producdo de IL-10 por macrofagos esplénicos corrobora
estudos que consideram alternativas para a preservacdo do baco, como medida preventiva do
curso da sepse [126-128]. Parece que o autoimplante esplénico também é capaz de minimizar
0 processo inflamatério deflagrado por Staphylococcus aureus [44], Escherichia coli [120] e
por outras bactérias [46,120,121].

Bactérias isoladas de pacientes com infeccBes abdominais ou sistémicas sdo,
habitualmente, as mesmas bactérias predominantemente presentes na flora intestinal [129].
Nos animais deste estudo, identificou-se a presenca de bactérias no liquido peritoneal, como
Staphylococcus aureus e/ou Escherichia coli e/ou Proteus mirabilis e/ou Enterococcus sp.
Essas bactérias sdo naturais da microbiota intestinal e reproduzem a bacteremia da sepse
humana. Conforme definido em outros estudos, a infeccdo bacteriana iniciada em regido
peritoneal por rompimento de visceras libera patdgenos intestinais em cavidade peritoneal,
podendo evoluir para infecgOes severas e ou septicemia [78,130,131].

Outro achado é que, em todos 0s grupos de animais, independentemente da intervencgéo
cirurgica realizada, verificou-se aumento de consumo alimentar nos grupos cuja ragdo
continha o6leo de peixe. Além disso, apesar da maior ingestdo alimentar, ndo se observou
aumento proporcional de peso nesses animais, corroborando os resultados de inUmeras
pesquisas com utilizacdo de AGn-3 [132,133]. Sugere-se que os efeitos antiobesidade
desenvolvidos pelo 6leo de peixe no tecido adiposo branco podem ser atribuidos ao aumento
da termogénese [134] e a modificacbes que esse AG promove no metabolismo lipidico,
estimulando enzimas responsaveis pela degradacéo dos triglicerideos [135].

O menor acumulo de massa corporal descrito em estudos com humanos e animais que
utilizam o6leo de peixe é relacionado também a influéncia do AG-n3 na transcri¢do de
moléculas reguladoras da oxidacdo de AG, como a acil-coenzima-A oxidase, acil coenzima-A
desidrogenase de cadeia média, proteina desacopladora-2 (UCP2) e a via PPAr hepética. A
sintese de AGs e a beta-oxidacdo hepatica constituem fatores sugestivos de aumento do
metabolismo lipidico [136-140].

Simopoulos (1996) verificou que EPA e DHA sdo capazes de suprimir a expressao de
IL-18 mRNA, um potente pro-inflamatoério [141], enquanto Serhan et al (2008) mostraram o
envolvimento dos &cidos graxos poliinsaturados no sistema nervoso central, favorecendo a
neuromodulacdo, a plasticidade sinéptica e o controle da inflamacao [142]. Sugere-se que o
acido 6mega-3 é capaz de diminuir o estimulo orexigeno, interferindo na via endocarabinoide

e mesocorticolimbica, ao nivel de SNC [143,144].
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Parece plausivel supor que os niveis plasméticos de leptina (sinalizador da adiposidade
corporal) atuem no mecanismo pelo qual o SNC é modificado com o émega-3 [143]. Esse
horménio € secretado pelos adipdcitos, que exercem efeito central na regulacdo do consumo
de nutrientes e no dispéndio de energia [132,145,146]. O AGn-3 pode aumentar 0s niveis
plasméticos de leptina no hipotdlamo e essa mudanga correlaciona-se inversamente com 0s
niveis de endocarabindides [144].

As substancias dietéticas com funcionalidade metabdlica vém alavancando pesquisas
sobre os possiveis alimentos denominados imunomoduladores. Atualmente, inimeros autores
investigam a influéncia do 6leo de peixe e de seus eicosandides, como fatores protetores na
sepse bacteriana [147-149]. Contudo, ainda existem inconsisténcias em relagcdo a quantidade
adequada a ser consumida, haja vista divergéncias entre as faixas de recomendacdo desses
acidos graxos para humanos e dos efeitos das doses de ingestdo sugeridas para cada
enfermidade [9,14,19,23,26,150-154].

O objetivo deste projeto foi verificar se 0o consumo dietético diario de pequena
guantidade de 6mega-3 seria capaz de minimizar a resposta inflamatdria na sepse em animais
submetidos a intervencdo cirdrgica com manipulacdo do bago. Existem diversos estudos com
diferentes modelos experimentais e propostas de quantidades de émega 3, EPA e ou DHA na
dieta de animais, com o intuito de estimar quantidades e periodos adequados de consumo
dessas substancias dietéticas que possam garantir efeitos antiinflamatorios e
imunossupressores [14,23,76,79,154,155].

Os animais consumiram racdo com 35% do conteldo total de lipidios substituido por
6leo de peixe, o que corresponde a 1,4 g para cada 100 g de racdo, verificando-se que
pequenas doses diarias foram capazes de modificar as concentracfes de citocinas plasmaticas
em resposta a sepse abdominal induzida.

Os estudos existentes relacionam o papel imunoprotetor do o6leo de peixe a
modificagdes metabolicas, como reducdo da proliferacdo de linfécitos [156-162], da
citotoxidade mediada por célula T [163,164], reducdo da atividade de células natural killer
[165,166], da citotoxidade mediada por macréfagos [167, 168], da quimiotaxia de neutréfilos
e mondcitos [116,117,167,169,170], da expressdo do complexo de histocompatibilidade
classe 11, de citocinas pro-inflamatdrias e da expressédo de moléculas de adeséo [116,117]. Em
condigdes inflamatdrias agudas ou cronicas e ap0s transplantes, o consumo de 6leo de peixe
modifica a produgdo de neutrofilos in vitro [14] e aumenta a sobrevida, tanto em humanos

guanto em animais [171-173]. Todos esses efeitos estdo associados a capacidade do AGn-3 de
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modular a transducdo de sinais e/ou expressdo de genes em células do sistema imune [174-
176].

Corroborando os achados existentes na literatura, nossos resultados demonstram que o
consumo diario de pequenas doses de 6leo de peixe por ratos, como parte do teor lipidico total
da dieta, e ndo de forma suplementar, foi capaz de manter a massa corporal adequada dos
animais em estudo.

O modelo experimental utilizado permitiu avaliar, além da influéncia do consumo de
Oleo de peixe, se animais submetidos a esplenectomia total combinada com autoimplante
esplénico, ap6s oito e 16 semanas, apresentam concentracfes de IFN-y, IL-6 e IL-10
semelhantes a animais “saudaveis”, isto ¢ com o bago intacto. Ou seja, o autoimplante
esplénico também se constituiu em uma variavel de investigacdo, ja que o0 baco possui
capacidade de regeneracdo morfologica e funcional, é constituinte primordial do sistema
linféide secundario, possui importancia crucial na liberacdo de mediadores inflamatdrios e
participa ativamente do sistema imune. No tocante a sepse, 0 bagco possui participacdo tanto
no processo imune celular (fagocitose) quanto humoral (producéao de anticorpos) [54,176].

Em individuos asplénicos, a por¢do ndo esplénica do Sistema Mononuclear Fagocitario
(SMF) compensa parcialmente a sua auséncia na atividade fagocitaria, mas ndo a producéo de
anticorpos, reduzindo a funcdo e a quantidade de imunoglobulinas [177,179].

Nossos resultados demonstram que os animais do grupo I, que consumiram racgao
controle, apresentaram diferencas nas concentragdes de citocinas pro-inflamatérias analisadas,
em compara¢do com o grupo de animais submetido a esplenectomia total isolada (grupo 1),
em pelo menos um dos periodos avaliados: reducdo de IFN-y plasmatico nos periodos 2 e 3, e
de IL-6 nos periodos 2. Resposta semelhante nas concentracdes de IFN-y pode ser verificada
com o grupo de animais submetidos a esplenectomia total combinada com autoimplante
esplénico e que foram avaliados ap6s 16 semanas (grupo Il1), que apresentou diferencas nas
concentracdes de IFN-y nos periodos 2 e 3.

Ao analisarmos as concentracdes plasmaticas de IL-10, verificou-se que os animais
submetidos a esplenectomia total combinada ao autoimplante esplénico e avaliados apds 16
semanas foram favorecidos por essa intervencdo cirargica, apresentando maiores
concentracdes dessa citocina nos periodos 2 e 3 que 0s animais que consumiram a mesma
racao (100% o6leo de soja) e foram submetidos a esplenectomia total.

Quando se realizou uma avaliagdo, em cada um dos grupos, nos animais que
consumiram o6leo de peixe, verificou-se que as concentragdes de IFN-y nos animais

submetidos a esplenectomia total associada ao autoimplante esplénico avaliados apos oito e
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16 semanas (grupos VII e VIII) foram maiores do que nos animais que ndo sofreram
intervencdo cirdrgica (grupo V), €, no periodo 3, menores no grupo VIII, em comparacao aos
do grupo V e aos do grupo esplenectomizado (grupo VI).

As concentracOes plasmaticas de IL-6 nos animais do grupo esplenectomizado (grupo
VI) foram maiores no periodo 1 que nos grupos V e VIII. J& no periodo 3, as concentracdes
foram menores nos grupos VI e VII, quando comparados aos animais ndo submetidos a
intervencdo cirurgica.

Diferentemente do que foi observado com as citocinas pré-inflamatorias, os animais
com autoimplantes esplénicos, tanto aqueles avaliados com oito (grupo VIII) quanto com 16
semanas (grupo VII), nos grupos que receberam racdo com 6leo de peixe, apresentaram
maiores concentracdes de I1L-10, quando comparados aos do grupo esplenectomizado (grupo
V1), em todos os periodos estudados ap6s a inducgédo da sepse.

Este achado ratifica a nossa hipdtese de regeneracdo funcional do autoimplante
esplénico com 16 semanas (grupos Il e VII), independentemente da racdo consumida, com ou
sem Oleo de peixe.

Entretanto, o consumo de 6leo de peixe na racdo diaria pareceu levar a regeneracao
funcional mais precoce do autoimplante esplénico, haja vista que tanto os animais do grupo
VIII (autoimplantes com oito semanas) quanto os do grupo VII (autoimplantes com 16
semanas) apresentaram maiores concentragdes de IL-10 que o grupo de animais
esplenectomizados (grupo VI).

Considerando essa diversidade de respostas bioldgicas a sepse abdominal induzida, na
dependéncia da presenca ou auséncia de um baco in situ (intacto) ou de autoimplantes
esplénicos avaliados ap6s oito e 16 semanas, consumindo ou ndo racdo acrescida com 6leo de
peixe, a continuacdo desta linha de pesquisa se faz necessaria, para que a quantidade e a
periodicidade do consumo de O6mega-3, EPA e DHA com alegacdo funcional seja

estabelecida.
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5 CONCLUSAO

> O consumo diario de pequenas quantidades de 6leo de peixe foi capaz de
reduzir as concentracGes plasmaticas de IFN-y e de IL-6 em todos os grupos de animais
estudados, exceto nos animais submetidos a esplenectomia combinada ao autoimplante
esplénico e avaliados ap6s 16 semanas, e aumentar as concentragdes plasmaticas de IL-10
em pelo menos um dos periodos avaliados no grupo sem intervencéo cirdrgica (grupo V) e
no grupo avaliado apos oito semanas da realizacdo de autoimplante esplénico (grupo VIII).

> A associacdo do consumo de Oleo de peixe em animais submetidos a
esplenectomia total combinada com autoimplante esplénico, avaliados tanto apds oito
quanto 16 semanas, parece ser eficiente na reducdo da resposta inflamatoria a sepse induzida
por CLP.

> Independentemente da ragdo consumida, 0s animais submetidos a
esplenectomia total e autoimplante esplénico e avaliados ap6s 16 semanas apresentam
otimizacdo da resposta inflamatdria, quando comparados com animais esplenectomizados,
com aumento das concentracdes plasmaticas de IL-10 em pelo menos um dos periodos
estudados .

> O consumo dietético de 6leo de peixe contribuiu para a manutengdo de massa
corporal adequada em todos 0s grupos animais estudados.
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