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RESUMO

O processo inflamatério ocorre como resposta do tecido & injuria e caracteriza-se por
um fenémeno complexo, dindmico e multimediado, podendo manifestar-se a partir
de qualquer agente lesivo como: bioguimico, fisiolégico ou imunolégico. A mucosite
& um processo inflamatorio decorrente do uso de drogas antineoplasica, podendo
afetar areas distintas do trato gastrintestinal, resultando em um quadro clinico grave.
O uso de Drogas para tratamento anticancer, como o Metotrexato (MTX), por
exemplo, pode prejudicar severamente a fungdo intestinal. Cerca de 500.000
pacientes em todo o mundo sofrem de mucosite anualmente, sendo considerado um
dos mais freqiientes e graves efeitos da quimioterapia para tratamento do cancer.
Neste contexto, o conhecimento sobre as propriedades funcionais de alimentos e
nutrientes que promovem efeitos benéficos & salde, principalmente no que se refere
a reducdo dos niveis de biomarcadores inflamatérios, € um campo de pesquisa
futurista e relevante. Estudos de intervengao clinica e experiéncias com animais
indicam que os acidos graxos 6mega-3 apresentam importantes propriedades
antiinflamatérias, e, portanto, podem ser util no tratamento de doencgas inflamatdrias
e auto-imunes. Dentre as principais fontes de acidos graxos 6mega-3 encontra-se o
6leo de peixe. Os beneficios potenciais da suplementagdo com éleo de peixe tém
sido reportados em diversos processos inflamatérios e imunolégicos. O presente
estudo teve como objetivo investigar o efeito protetor do 6leo de peixe na mucosa
intestinal de camundongos submetidos @ mucosite intestinal. Os dados estatisticos
em relacdo a avaliagdo da massa corporal dos camundongos nao apresentou
resultados significativos (p>0,05). Porem pode-se observar efeito positivo na
morfometria do seguimento do duodeno de camundongos suplementados com 6leo
de peixe. Os camundongos com uso do MTX apresentaram maiores danos
estruturais, no qual o seu uso possivelmente induziu uma diminuicao da altura média
das vilosidades e aumento da profundidade das criptas. em relagdo ao grupo
controle e ao grupo com suplementacao de oleo de peixe.

Palavras-chave: Inflamacao intestinal. Metotrexato. Oleo de peixe.




ABSTRACT

The inflammatory process occurs as the tissue response to injury and is
characterized by a complex phenomenon, dynamic and multimedia, can manifest
itself from any harmful agent such as biochemical, physiological or
immunological. Mucositis is an inflammatory process resulting from the use of
anticancer drugs, which can affect different areas of the gastrointestinal tract,
resulting in a severe clinical picture. The use of drugs for cancer therapy, such as
methotrexate (MTX) for example can severely impair bowel function. About 500,000
patients worldwide suffer from mucositis annually and is considered one of the most
frequent and severe effects of chemotherapy for cancer treatment. In this context,
knowledge on the functional properties of foods and nutrients that promote beneficial
health effects, especially in relation to reducing levels of inflammatory biomarkers, is
a futuristic field of research and relevant. Intervention studies and clinical
experiments with animals suggest that omega-3 fatty acids have important anti-
inflammatory properties, and therefore may be useful in treating inflammatory and
autoimmune diseases. Among the main sources of omega-3 fatty acids is fish
oil. The potential benefits of supplementation with fish oil have been reported in
several inflammatory and immunological processes. This study aimed to investigate
the protective effect of fish oil in the intestines of mice undergoing intestinal
mucositis. The statistical data regarding the evaluation of body weight of murine did
not show significant (p> 0.05). But you can observer positive effect on the
morphology of the action of the duodenum camundogos supplemented with fish
oil. The use of mice with MTX showed greater structural damage, in which its use
possibly induced a decrease in villus height and crypt depth increased in the control
group and the group supplemented with fish oil.

Keywords: Inflammation of the gut. Methotrexate. Fish Oil.
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1. INTRODUGAO

A inflamagdo pode ser definida como o conjunto de alteragbes
bioguimicas, fisiologicas e imunolégicas em resposta a estimulos agressivos
ao organismo (GERALDO; ALFENAS, 2008). A mucosite consiste na resposta
inflamatéria das mucosas oral e gastrintestinal, e esta pode ser causada pela
agdo de drogas antiblasticas (MOTA, 2004).

Drogas para o tratamento anticancer, como por exemplo, o Metotrexato
(MTX), pode prejudicar severamente a funcao intestinal (MONTEIRO, 2006).
Cerca de 500.000 pacientes em todo o mundo sofrem de mucosite
anualmente, sendo considerado um dos mais freqlientes e graves efeitos da
quimioterapia para tratamento do cancer, para os quais existe profilaxia ainda
nao bem definida (KONING et al., 2007). A mucosite € um grave efeito
colateral da quimioterapia, pois pode causar a redugao ou interrupgao do
tratamento do cancer (BOUKHETTAL et al., 2009).

Algumas condutas em relacao a mucosite sejam elas medicamentosas ou
nutricionais vém sendo sugeridas com o intuito de se eliminar focos de
inflamagéo e/ou infecgoes preexistentes (PETERSON, 1990). Segundo Sierra
et al (2004), estudos de intervencao clinica e experiéncias com animais
indicam que os acidos graxos 6mega-3 apresentam importantes propriedades
antiinflamatorias, e, portanto, podem ser uteis no tratamento de doengas
inflamatérias e auto-imunes.

Neste contexto, os alimentos funcionais ganharam destaque devido os
efeitos benéficos que promovem a saude. O crescente mercado dos produtos
naturais, aliado ao interesse dos consumidores na prevencdo de doencas,
tem incentivado as industrias alimenticias na busca por produtos cada vez
mais saudéveis e direcionado pesquisas neste sentido (GALVAO et al., 2008).

Os alimentos funcionais, ou nutracéuticos, sao definidos como alimentos
que, além dos nutrientes basicos, possuem propriedades de prevencao ou
diminuicdo dos sintomas de certas doencas (SUAREZ-MAHECHA, 2002).
Dentre estes alimentos, destaca-se o 6leo de peixe (CAMPOS, 2002).

Rosa et al (2010), afirmam que estudos com o6leos de linhaga, oliva e de

peixe, apresentam efeitos benéficos para o organismo devido a presenga de
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acidos graxos linoléico (6mega-6), e acidos graxos linoclénico (6mega-3).
Estes acidos graxos poliinsaturados ndo podem ser sintetizados pelo
organismo humano, sendo considerados acidos graxos essenciais e que
devem ser obtidos através da dieta (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Os efeitos de protegéo a saude humana, produzidos pelo consumo do
oleo de peixe, sdo atribuidos principalmente a presenca de acido graxo
omega-3. Entre os efeitos fisiologicos produzidos nos humanos pelo consumo
do éleo de peixe, estdo prevencao e tratamento de doencgas cardiovasculares,
hipertensao, inflamagées em geral, asma, artrite, psoriase e varios tipos de
cancer (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

Corrobando com esses conhecimentos percebe-se a importancia de
investigar se a suplementacao de 6leo de peixe pode conferir efeito protetor

no tratamento de mucaosite intestinal.

_—— =
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito protetor do o6leo de peixe na mucosa intestinal de

camundongos submetidos a mucosite.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar alteragoes no estado ponderal dos grupos de animais;

e Verificar o efeito da suplementacao do éleo de peixe na morfologia intestinal

de camundongos com mucosite intestinal.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. INFLAMACAO INTESTINAL

O processo inflamatorio ocorre como resposta do tecido a injuria e
caracteriza-se por um fenémeno complexo, dinamico e multimediado, podendo
manifestar-se a partir de qualquer agente lesivo, como fisico (queimadura, trauma,
radiacéo), biolégico (microorganismo, reagdes imunolégicas) ou quimico (substancia
caustica e drogas). Este processo envolve uma complexa cascata de eventos
bioquimicos e celulares, que incluem extravasamento de fluidos, ativacao
enzimatica, migragao celular, liberagao de mediadores inflamatérios, sensibilizagao e
ativacdo de receptores, lise tecidual e de reparo (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A camada de muco intestinal desempenha um importante papel de defesa
contra o estresse mecanico, patogenos, enzimas e toxinas (KONING, 2007).
Durante a inflamacao, mastécitos e leucocitos sao recrutados para o local da lesao.
As células inflamatérias produzem mediadores soluveis, como os metabdlitos de
acido araquidénico, citocinas e quimiocinas, que agem através de um maior
recrutamento de células inflamatérias para o local da lesdo e produgao de mais
espécies reativas (REUTER et al., 2010).

Apo6s a agressao, ha um aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade
vascular, com recrutamento de leucdcitos no foco da lesdao e liberagcao de
mediadores inflamatdrios (GERALDO; ALFENAS, 2008).

Existem duas fases de inflamagao: aguda e cronica. A inflamagao aguda é
uma fase inicial de inflamacao (imunidade inata), a qual € mediada através da
ativagao do sistema imune. Esse tipo de inflamacédo persiste apenas por um curto
tempo e & geraimente benéfico para o hospedeiro (REUTER et al.,, 2010). A
transicao para a fase cronica € caracterizada pelo desenvolvimento da resposta
humoral especifica e da resposta imune celular (GERALDO; ALFENAS, 2008).

Tanto na resposta de fase aguda quanto na crénica, mediadores inflamatérios
agem de maneira local ou sistémica, ativando outras células envolvidas com o
processo inflamatério (células endoteliais, fibroblastos e células do sistema
fagocitico mononuclear), ampliando, assim, a resposta inicial ao agente lesivo. Pode
ser verificada a ocorréncia de febre, hipotensao, leucocitose, caquexia, além de

alteracoes no metabolismo de lipidios e lipoproteinas (aumento dos niveis de




triglicérides) e da secrecdo de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) e
supressao da oxidagdo de acidos graxos (GERALDO; ALFENAS, 2008). £

caracterizada também por vermelhidao, inchago, calor e dor (CALDER, 2006).

Muitos dos efeitos colaterais decorrentes do uso de antineoplasicos iniciam-
se a partir do momento em que populagdes celulares sio comprometidas.
Portanto, as células do tecido hematopoiético (medula dssea), germinativo,
do foliculo piloso e do aparelho gastrintestinal, devido & caracteristica
comum de apresentarem rapida divisao celular. sdo particularmente sensiveis
a acdo dessas drogas. Outros 6rgaos também podem ser afetados, em maior
ou menor grau, de forma precoce ou tardia, aguda ou cronica. Algumas
vezes em carater acumulativo e irreversivel. Sdo drogas que, mesmo em dose
terapéuticas. podem ocasionar grande toxicidade (MOTA, 2004).

Mucosite € um efeito colateral decorrente do uso de drogas antineoplasicas,
podendo afetar areas distintas do TGI resultando em estomatite e/ou diarréia que
pode resultar em um quadro clinico grave. Ela consiste na resposta inflamatéria das
mucosas oral e gastrintestinal a agdo de drogas antiblasticas, sendo um fator
limitante a utilizacdo destes farmacos a interrupcdo do tratamento quimioterapico
com o objetivo de recuperar a mucosa (SONIS, 1998).

Peterson (1990) afirma que algumas condutas em relagcao a mucosite vém
sendo sugeridas com o intuito de se eliminar focos de inflamacao e/ou infecgoes
preexistentes. A mucosite, enquanto efeito colateral de alta prevaléncia permanece
como um terreno fértil para pesquisas. Apesar de muitos trabalhos ja realizados, néo
se descobriu ainda um meio eficaz para o seu controle sendo, até o momento, todos
os métodos utilizados apenas paliativos (MOTA, 2004).

Repka, et al (2004) afirma que estudos experimentais de doengas
inflamatorias intestinais (DIl) tém sido rotineiramente realizados sobre modelos
animais que nao sao efetivamente induzidos por mecanismo imunolégico, mas sim,
por irritacdo quimica da mucosa intestinal, que apresentem padrao histolégico
similar aos achados em humanos.

O uso de drogas para tratamento anticancer, como o Metotrexato (MTX), por
exemplo, pode prejudicar severamente a funcao intestinal, podendo ocasionar
anorexia, mau-absorgdo, diarréia e desidratagao. O trato digestorio pode ser
severamente afetado ocasionando eventos multifatoriais, como inflamacéo intensa,
lesdo e até ulceragao (MONTEIRO, 2006)

E——
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3.2. METOTREXATO

Dentre as drogas comumente utilizadas na quimioterapia, os antimetabdlitos,
como o metotrexato, tendem a produzir mucosite (VOLPATO et al.,, 2007). Este
farmaco é utilizado desde 1950 para o tratamento de algumas doengas como ©
cancer pela sua agao antitumoral (CARNEIRO et al., 2004). E uma das drogas mais
utilizadas devido sua eficacia, baixo custo e comodidade posolégica (ATAIDE et al.,
2003).

O principio de acao terapéutica do metotrexato & devido a sua acao inibitoria
sobre diidrofolato redutase e na sintese de DNA (CARNEIRO et al., 2004). Este
farmaco € um antimetabdlico, analogo ao acido félico, que inibe o diidrofolato
redutase, enzima necessaria para a sintese de nucleotideos e aminoacidos. Desta
forma seu uso pode reduzir a sintese de DNA, inibir a mitose e a proliferacdo de
células de divisdo rapida, como sdo as da epiderme e da medula 6ssea (ATAIDE et
al., 2003). Sua agdo &€ mais marcante sobre populagdes celulares em fase de
crescimento exponencial, o que pode explicar seu efeito seletivo sobre células
tumorais e agao sobre tecidos em proliferacao (MARTINS; ARRUDA, 2004).

Danos ao organismo pela toxicidade do metotrexato foram encontrados no
trato gastrointestinal, sistema nervoso e hematolégico (CARNEIRO et al., 2004) Os
riscos de toxicidade podem ser influenciados por diversos fatores como: dose
habitual, suscetibilidade individual e interagbes medicamentosas ou doencgas
associadas (ATAIDE et al., 2003). Alimentos leitosos e antibiéticos ndo absorviveis
podem diminuir sua biodisponibilidade (MARTINS; ARRUDA, 2004).

O Metotrexato pode promover alguns efeitos colaterais indesejaveis no
intestino delgado como guadros de diarréia, dor, vomitos, mucosites e a diminui¢éo
de absorgdo de nutrientes no organismo. Esses efeitos sao os resultados da
diminuigdo da area de absorcao intestinal, devido as vilosidades intestinais estar
danificadas (atrofiadas ou ausentes pela redugao da mitose celular) (HORIE, 2006).
Carneiro-Filho et al. (2004) relatam que o uso do metotrexato em ratos promove
apoptose nas células do epitelio intestinal dos animais.

Aplicagoes de altas doses de Metotrexato podem levar a danos letais nas
células normais, especialmente se expostas a droga por mais de 36 horas. Nesses
casos ocorre lesdo celular irreversivel, levando a quadros de toxicidade

hematologica e gastrintestinal fatal. Em um modelo experimental com a utilizacao de



MTX, foi demonstrado que este induz importante dano a mucosa do duodeno, jejuno
e ileo (MOTA, 2004).

Alguns nutrientes podem auxiliar na modulagéo da inflamagéao intestinal, por
acao antitumoral e imunomoduladora, reduzindo pouco estimulo antigénico e
melhorando o bem estar do individuo e o controle da doenga ativa (CUNHA-LOPES,
2007; MOREIRA; NASCIMENTQO, 2007). Segundo Campos (2002), os acidos Graxos
dmega-3 e 6mega-6 tém importancia na agao de processos antiinflamatorios, pois
estes atuam na producdo de mediadores com menor potencial inflamatério no
organismo. Pode-se dar o exemplo de alimento fonte de acidos graxos 6mega-3 e

6mega-6 o oleo de peixe.

3.3. OLEO DE PEIXE

O papel dos componentes da dieta na prevenga@o ou na génese das doencas,
bem como seus mecanismos de atividade, foi objeto de estudos ha décadas. Entre
os macronutrientes, os lipidios exercem grande influéncia sobre a génese de
doencas cronicas, tais como obesidade, aterosclerose doencas cardiovasculares
(ROSA et al., 2010).

Os lipidios sdo nutrientes importantes para a estrutura das membranas
celulares, pois estes sao responsaveis pela sua fluidez e pela forma estrutural da
célula (STRIJBOSCH, 2008). Os componentes lipidicos, especialmente os acidos
graxos, estdo presentes nas mais diversas formas de vida, desempenhando
importantes fungbes na estrutura das membranas celulares e nos processos
metabolicos (MARTIN et al.,, 2006). Rosa et al. (2010) afirmam que estudos com
oleos de linhaga, oliva e de peixe, apresentam varios efeitos benéficos para o
organismo porque sdo importantes fontes de acido graxo linoléico (6mega-6), e
acido graxo linolénico (6mega-3).

Em humanos, os acidos graxos linoléico (6mega-6,) e linolénico (6mega-3)
sao necessarios para manter sob condigées normais, as membranas celulares, as
funcbes cerebrais e a transmissao de impulsos nervosos. Esses acidos graxos
também participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma
sangliineo, da sintese da hemoglobina e da divisdo celular, sendo denominados

essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo (MARTIN et al., 2006).
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O acido graxo linoléico pertence a familia dos acidos graxos 6mega-6 € o
acido linolénico, dos acidos graxos o6mega-3. Estes acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) sado considerados essenciais, pois ndo podem ser sintetizados pelo
organismo humano, devem ser obtidos pela dieta. Ambas as familias encontram-se
amplamente distribuidas na natureza (MOREIRA, 2004).

Esses acidos graxos poliinsaturados estdo presentes tanto em espécies
vegetais como animais empregados na alimentagdo humana (MARTIN et al., 2006).
O 6mega-6 € encontrado em sementes de muitas plantas com a excecdo do coco,
cacau e palma. J4 o 6mega-3 estéa largamente presente no cloroplasto de vegetais
verdes frondosos, em sementes oleaginosas (linhaga, canola e em algumas
améndoas, como as nozes) e também em peixes (MOREIRA, 2004).

Entre os peixes, os de origem marinha, como a sardinha e o salmao,
geralmente apresentam gquantidades maiores de acido eicosapentaendico (EPA) e
acido docosahexaendico (DHA) que os peixes oriundos de aguas continentais. Isso
ocorre, devido a expressiva quantidade desses acidos graxos no fitopléncton, que
prové a sua distribuicdo ao longo da cadeia alimentar marinha (MARTIN et al.,
2006). Andrade et al. (1997) analisaram a carne de 17 espécies peixes do Brasil, os
dados revelaram que espécies como o barbado, corvina, pintado e truta também sao
boas fontes de EPA E DHA, e que a maioria dos peixes de agua doce sao boas
fontes de acidos graxos poliinsaturados 6mega-3.

Os acidos graxos da dieta exercem um papel importante na prevengao e
tratamento das doencas coronarianas, hipertensdo, desordens auto-imunes e
cancer., também apresentaram bons resultados para respostas inflamatorias
(MARTINS et al., 2008).

A primeira evidéncia da importancia do papel da ingestao de acidos graxos
poliinsaturados na inflamacgao foi derivada de observagoes epidemiologicas da baixa
incidéncia de doengas auto-imunes e inflamatorias, tais como asma, psoriase e
diabetes tipo 1, bem como a completa auséncia de esclerose multipla, em uma
populacao de esquimos da Groenléandia (SIMOPOULO; FACN, 2002).

Os Esquimos da Groenlandia, apesar do alto consumo de dietas ricas em
gorduras com elevados teores de colesterol e baixa ingestdo de carboidratos,
apresentam baixos niveis de colesterol total, triglicerideo, lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL), e niveis maiores de lipoproteinas de alta densidade (HDL),

relacionados aos menores indices de doencas cardiovasculares, ateroscleroses,




artrite, hipertensao e trombose. Associado a essas caracteristicas, os Esquimoés
também apresentam baixa incidéncia de asma, psoriase e doengas auto-imune
(MARTINS et al., 2008).

A alimentagdo dos povos ocidentais tem apresentado atualmente uma
diferenciagéo em relagéo a qualidade das gorduras consumidas, nas quais ocorreu o
aumentando o consumo de alimentos ricos em a&cidos graxos 6mega-6 e a
diminuicao dos acidos graxos émega-3. Os dois tipos de gorduras sao importantes
para os individuos, contudo cada um apresenta uma finalidade especifica no
organismo (STRIJBOSCH, 2008).

O 6mega-6 é metabolizado em acido araquidénico (AA), o precursor dos
eicosandides com acdoc pro-inflamatoria, tais como, principalmente, a
prostaglandina, tromboxano e leucotrienos, enquanto o 6mega-3 é metabolizado em
acido eicosapentaendico (EPA) e em acido docosahexaendico (DHA), que sao
precursores de eicosanoides antiinflamatorios, como PGE3 e PGF37 (MARTINS et
al., 2008).



FARN -

Addo lingidico Acido a linglénico
CiB2 (n-6) C18:3(n3}

— A Desaluree e

Acido ¢ linolesno Acdo octedecstetraendico
183 {n6) Cig< (n-3)
i 1 R 8 e N
. v
— Acido Dihamo y linclénco Acido Exosatetraendico
203 in-6) C20:4 (n-3)
v
Saéne ! " ADossaturase
Frostandides,
Leucotrencs + v
Acdo ssaudbnico (AA] Ecosspentaendododcs (EFAL
S04 (RE) Qo5 in3) |
Bongase Séfe3e S (oco e fpa)
Wediadoree ant-inflamatss
! Postandides, FGE3, TXA3)
Lsucotrieros (LTBS)
Seled ]
Medadores pra-nflamatanos Acsdos D :
Fostandades (TXAZ, PG, PGEZ), QZ5(n3) >
Leucotrienos (LTE4) ‘

Dessaturagdc

L
Azdos Docosahaxaencico (DHA)
Gi6(n3)

Figura 1. Esquematizagao da via de biossintese dos acidos graxos poliinsaturados.
Fonte. Calder, 2006.




(]
(£S5 ]

Os acidos graxos das familias 6mega-6 e 6mega-3 competem pelas enzimas
envolvidas nas reagbes de dessaturacdo e alongamento da cadeia. Embora essas
enzimas tenham maior afinidade pelos acidos da familia 6mega-3, a conversao do
acido alfa-linclénico em AGPI-CL é fortemente influenciada pelos niveis de acido
linoléico na dieta. Assim, a razao entre a ingestao diaria de alimentos fontes de
acidos graxos 6mega-6 e 6mega-3 assume grande importancia na nutrigao humana,
resultando em varias recomendagdes que tém sido estabelecidas por autores e
orgaos de saude, em diferentes paises (MARTIN et al., 2006).

A competicdo entre 6mega-3 e o acido araquidénico 6mega-6 suprime a
formacao dos mediadores pré-inflamatorios leucotrienos (da série quatro) e
tromboxanes (da série dois) e favorece a producao das séries com menor potencial
inflamatério (séries cinco e trés). Ele permite a formagao de dois importantes acidos
graxos de cadeia longa: o acido EPA e DHA. O EPA relaciona-se principalmente
com a protecao da saude cardiovascular, e o DHA é considerado fundamental para
o desenvolvimento do cérebro e sistema visual, associado a salude materno infantil
(MARTINS et al., 2008).

O alto consumo de acido graxo linoléico favorece o aumento do contetido de
AA nos fosfolipidios das membranas celulares, aumentando, conseqglientemente, a
producéo de prostaglandina do tipo 2 (PG, E2) e leucotrieno da séria 4 (LT, B4), por
meio das vias enzimaticas da ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-LOX),
respectivamente. A ingestdo de oleo de peixe introduz EPA nos fosfolipidios das
membranas, inibindo o metabolismo do AA por competigdo pelas mesmas vias
enzimaticas (COX e 5-LOX). promovendo a formagao de PGES3, em vez de PGE2, e
LTB5, em vez de LTB4, gue sao mediadores inflamatérios menos ativos
(GAROFOLO, PETRILLI, 20086).

A razao de Omega-6/6mega-3 na dieta tem grande influéncia sobre a
produgao de AGPI-CML da familia 6mega-3, sendo que razoes elevadas resultam
na diminuigdo da produgao do acido eicosapentaendico, condi¢cao que contribui para
o desenvolvimento de doengas alérgicas, inflamatérias e cardiovasculares (MARTIN
et al., 2006). Segundo Garofolo, Petrilli. (2006) é considerada satisfatoria a relagao
de 6mega 6/6mega 3 de 5:1.

Os beneficios potenciais da suplementacao com o6leo de peixe tém sido
reportados em diversos processos inflamatorios e imunologicos. Estudos

experimentais com suplementagao oral com acido graxo 6mega-3 relataram melhora



do padrédo histologico, manutengdo da permeabilidade intestinal e redugéao tecidual
de mediadores derivados do acido araquidonico (CAMPOS et al., 2002).

Segundo Sierra et al.,, (2004), o dleo de peixe tem propriedades
antiinflamatorias. O seu consumo por individuos saudaveis numa proporcao
adequada de acidos graxos 6mega 6 e 6mega-3 leva a uma melhor regulagao da
resposta imune. Dessa forma, estratégias terapéuticas para atenuar a resposta
inflamatoria aguda exacerbada, sejam elas medicamentosas ou nutricionais, devem
ser exploradas (GAROFOLO, PETRILLI, 2006).



4. MATERIAL E METODOS
4.1. APROVAGAOQ ETICA E DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

O presente estudo foi do tipo experimental, aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA), protocolo 046/2009, da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN). Sua realizagdo ocorreu de Julho a Novembro de 2009
apos aprovagao.

Para o referido estudo foram utilizados 12 camundongos machos da linhagem
Swiss, provenientes do biotério da Faculdade Natalense para o Desenvolvimento do
Rio Grande do Norte (FARN), com o objetivo de se avaliar os efeitos do uso do 6leo
de peixe no tecido epitelial de camundongos submetidos a mucosite intestinal. Os
animais utilizados apresentavam idade média de 02 meses, sendo classificados
como camundongos jovens, com peso médio aproximado de 30-40g, mantidos em
gaiolas apropriadas, em ambiente com temperatura controlada de 25° + 2C° e num
ciclo claro/escuro de 12 horas, fazendo uso de ragao comercial e com livre acesso a

agua.
4.2. DIETA E SUPLEMENTACAO

4.2.1. Dieta

Utilizou-se para dieta dos animais a ragdo comercial padrao para roedores da
marca Purina”. Esta apresenta as seguintes caracteristicas: umidade (Max) 13%;
proteina (min) 23%; extrato etéreo (min) 4,0%; matéria fibrosa (Max) 8%; materia
mineral (Max) 10%; célcio (Max)1,5%; fésforo (min) 0,8%.

4.2.2. Suplemento
Para a suplementacdo dos animais foi utilizado o 6leo de peixe da marca

Performance Nutrition”, sendo este uma combinagao natural de Acidos Graxos

Omega-3, Acido Docosahexaendico (DHA) e Acido Eicosapentaendico (EPA). Cada



capsula de softgel contém 1000mg de dleo de peixe com 120mg de DHA e 180mg
de EPA.

4.3. DESENHO DOS GRUPQOS DE ESTUDO

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em 03 grupos (n=3/animais
por grupo) submetidos a 04 semanas de experimentagdo cada grupo. Seguiram-se

as recomendacoes éticas para a experimentacao animal.

OBS: O grupo de suplementagao com o6leo de peixe recebeu por gavagem
0,25mL do referido 6leo. O 6leo para a suplementagao foi retirado das capsulas de
softgel com o auxilio de uma seringa e posteriormente administrado nos animais
através da sonda de gavagem, liberando o 6leo no estémago dos animais. Todos os
animais tiveram livre acesso a ragao e agua, exceto no dia anterior ao sacrificio
(jejum de ragao por 24h).

Grupo 1 - Grupo controle (negativo): os animais receberam racédo comercial e

agua at libitum durante as 04 semanas de pesquisa;

Grupo 2 - Grupo mucosite (positivo): os animais deste grupo receberam ragéo
comercial, e a oferta de agua at libitum. Este grupo foi submetido a indugio da
mucosite intestinal atraves do medicamento metotrexato (2,5mg/kg/dia) de acordo

com o protocolo de mucosite nos 03 ultimos dias do experimento.

Grupo 3 - os animais deste grupo receberam 0,25mL da suplementacéo por
gavagem de oleo de peixe durante as 04 semanas do tratamento. A ragdo comercial
e a oferta de agua foram at /ibitum. Este grupo foi submetido a indugdo da mucosite
intestinal através do medicamento metotrexato (2,5mg/kg/dia) de acordo com o

protocolo de mucosite nos 03 ultimos dias do experimento.



Desenho amostral:

1° semana 2° semana 3% semana 4° semana

Suplemento com Oleo de peixe

Metotrexato

Fonte. Dados da pesquisa, 2010.

4.4. PROTOCOLO DE INDUGCAO DE MUCOSITE E COLETA DE AMOSTRAS

Para estabelecer o modelo de indugao de injuria intestinal (mucosite) em
camundongos foi realizada a aplicagdo do metotrexato na dose de 2,5mg/kg/dia por
via subcutanea (sc) uma vez ao dia durante os ultimos 3 dias consecutivos do
experimento (CARNEIRO-FILHO et al., 2004),

4.5. EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL

Foi realizada 03 vezes por semana a mensuragao da massa corpérea dos
animais, para observar a evolucdo ponderal. Os animais eram pesados através de

uma balanca milimétrica da marca Plenna Nutri.

4.6. EUTANASIA E COLETAS DE AMOSTRAS

Ao final da 4° semana de experimento, os animais foram eutanasiados para a
analise do estudo. O sacrificio foi realizado por deslocamento cervical estando os
animais, previamente anestesiados, com de ketamina (130mg/Kg) e xilazina
(0,3mg/Kg). Apos o sacrificio dos animais, o seguimento de aproximadamente 3 cm

do duodeno foi coletado para a analise histomorfométrica.



4.7. ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a anadlise histomorfometrica foram coletados 3cm do duodeno
imediatamente distal ao ligamento de Treitz para a analise da morfologia do epitélio
intestinal (CARNEIRO-FILHO, 2004; KONING et al., 2007). As medidas da altura das
vilosidades (do topo da vilosidade até a jungao vilosidade-cripta) e as profundidades
das criptas (definidas como a profundidade da invaginagao entre as vilosidades
adjacentes) foram realizadas por microscopia éptica com objetiva de 20x. Para cada
amostra de intestino, foi realizada a leitura de 10 vilosidades e de 10 criptas
adjacentes aos vilos para posterior media de resultados encontrados (MOTA, 2004).

A leitura das laminas foi realizada no Laboratério de Patologia do
departamento de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados de forma exploratéria e descritiva através de
graficos estatisticos realizados pelo programa Statistica versao 6.0. Diferencas entre
as médias com probabilidade menor que 0,05 (p<0,05) foram consideradas
estatisticamente significantes. O teste Analise de Variancia (ANOVA) foi realizado
para verificar a diferenca entre os grupos em relagdo a evolugdo da massa corporal.
Para a visualizacéo grafica dos resultados das vilosidades e criptas, foi feito a média
através do software Excel, versao 2003.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ANALISE DA EVOLUGCAO DA MASSA CORPORAL

Para a analise do efeito do 6leo de peixe sobre a evolugdo da massa corporal
dos camundongos foi realizada a avaliagao estatistica em histograma dos diferentes
grupos (n=3/grupos) (Figura 2). Para a determinacado das diferengas estatisticas
entre os grupos, foi utilizado o teste ANOVA. A significancia estatistica foi fixada em
um intervalo de confianca de 95% (p< 0,05).

Histograma do Ganho de Peso dos Camundongos segundo o Tratamento
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Figura 2. Avaliagdo do peso corporal dos camundongos no grupo controle, mucosite e
mucosite com suplementacao de dleo de peixe.
Fonte. Dados obtidos da pesquisa, 2010.

Analisando-se o histograma (Figura 2), pode-se visualizar a variagdo do peso
corporal dos camundongos entre os grupos. No Grupo controle (SHAM) os

camundongos apresentaram uma maior variagdo em relagdo ao peso corporal, no




qual ocorreu pouca manutencao do peso corporeo. Os grupos mucosite e mucosite
com suplementacao de 6leo de peixe apresentaram uma maior manutengao do peso
corporal em relacao ao grupo controle. Percebe-se também que o grupo mucosite
apresentou uma perda de peso maior em relagdo ao grupo mucosite com
suplementacgéao de oleo de peixe.

Boukhettala et al (2009), observaram em seus estudos que ratos tratados com
MTX, quando comparados com o grupo controle, apresentaram peso corporal
significativamente reduzido. Resultado similar foi encontrado no estudo de Konning
et al (2007), no qual o uso de MTX também influenciou a diminuicdo de peso nos
camundongos quando comparados com o grupo. Carneiro-filho et al (2004), em seu
estudo sobre o efeito do metotrexato no tratamento de variagtes do peso corporal,
encontrou uma diferenga estatistica significativa (p<0,05) em comparagdo com o
grupo controle de acordo com o teste ANOVA.

No estudo atual, apds ser realizado o tratamento estatistico, em relagac a
avaliagdo de peso corporal de camundongos, pode-se observar que nao houve

significancia entre os grupos, apresentando uma probabilidade p> 0,05 (Quadro 1).

Soma de Graus de Quadrado
Quadrados Liberdade Médio
Intercepto 20,0943 20,09434 14,84499 | 0,000166

m 7.3502 2 3.67508 271502 | 0.069092
m 228.7603 169 1,35361

Quadro 1. Avaliagao estatistica teste de analise de variancia (ANOVA).
Fonte. Dados obtidos da pesquisa, 2010.

Apesar dos dados estatisticos nao terem sido significativos (Quadro 1),
observou-se atraves da realizagcdo da média da massa corporal dos animais em
relagdo ao ganho de peso, que o grupo controle apresentou um ganho médio de
peso corporal superior aos outros grupos. Assim como O grupo mucosite
suplementado com oleo de peixe teve um ganho de peso maior que o grupo
mucosite (GRAFICO 1).
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B Grafico 1. Avaliagao do ganho médio de peso corporal dos camundongos no grupo controle,
mucosite € mucosite com suplementacao de 6leo de peixe.
Fonte. Dados da pesquisa, 2010.

Pode-se observar neste estudo que os dados estatisticos ndao foram
significativos, sendo estes dados possivelmente associados ao pequeno nimero de
animais na pesquisa. O tempo de desenvolvimento experimento, possivelmente
tambem foi um dos dados que inviabilizou resultados mais significativos, visto que
na avaliagao do ganho médio de peso corporal dos camundongos observou-se
efeitos positivos em relacdo ao grupo que foi suplementado com 6leo de peixe com
0 grupo mucosite.

Carneiro-filho et al (2004) apresentaram dados opostos ao encontrado nos na
analise estatistica deste estudo, no qual relataram diferenga estatistica significativa
(p<0,05) em camundongos tratados com metotrexato em comparagdc com o grupo
controle de acordo com o teste ANOVA.

o



5.2. ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Os enterdcitos sao células responsaveis pela absorgao seletiva de nutrientes,
no qual constituem as vilosidades e criptas intestinais, estruturas dispostas em
invaginagbes e evaginagoes digitiformes que aumentam a area de absorgdo
intestinal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). E no intestino delgado que ocorre a
maior parte da digestao, este é dividido em trés seguimentos: duodeno, jejuno e ileo
respectivamente. Nos primeiros 100cm de intestino delgado de um ser humano,
ocorre uma enxurrada de atividades, resultando em digestdo e absorgao da maior
parte dos alimentos ingeridos. O duodeno tem cerca de 0,5 m de comprimento,
sendo este responsavel pela maior parte dos processos digestivos (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2010). Neste contexto, percebe-se a importancia da analise
histomorfométrica entre vilos e criptas do seguimento do duodeno dos camundongos
nos grupos estudados.

A andlise histomorfométrica foi realizada através da leitura das laminas dos
seguimentos coletados dos camundongos dos diferentes grupos (3 ¢cm do duodeno
imediatamente distal ao ligamento de Treitz).

Durante a leitura das laminas, foi coletado através de uma ocular milimetrada,
o comprimento de 10 vilosidades e de 10 criptas adjacentes as vilosidades para
posterior andlise das respectivas médias. O grafico 2, analisa a altura das
vilosidades entre os grupos. Observou-se que o grupo mucosite, que recebeu a
inducdo da mucosite intestinal através do medicamento metotrexato (2,5mg/kg/dia)
nos 03 ultimos dias do experimento, teve o comprimento das vilosidades menor em
relacao ao grupo controle. Ao observar o grupo mucosite suplementado com 6leo de
peixe, em relagao a altura das vilosidades, percebeu-se que em relagao ao grupo
controle, houve uma diminuigao do tamanho, mas em relagao ao grupo mucosite, as

vilosidades tiveram um comprimento maior.
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Gréfico 2. Avaliagao média da altura das vilosidades do duodeno nos grupes controle
(A), mucosite (B) e mucosite com suplementagao de 6leo de peixe (C).
Fonte. Dados da pesquisa, 2010.

Mota (2004) relata em seu estudo que o metotrexato induziu diminuicao
significativa na relagao vilosidade/criptas em relagao ao grupo controle.

Ao analisar a profundidade das criptas do duodeno dos grupos em estudo,
pode-se observar que o grupo controle (88,75um) teve uma média menor quando
comparada com os demais grupos. Observou-se também que o grupo mucosite

(95,75u) apresentou maior média em relacao as criptas (GRAFICO 3).
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Grafico 3. Avaliagao média da profundidade das criptas do duodeno nos grupos
controle (A), mucosite (B) e mucosite com suplementagao de dleo de peixe (C).
Fonte. Dados da pesquisa, 2010.

A mucosite tem se tornado cada vez mais um fator limitante para o
tratamento quimioterapico no cancer. A intensidade dos danos estruturais
intestinais produzidos pelo MTX pode ser visualizada através da analise
histomorfométrica, no qual o MTX induziu uma significativa diminuicao da
altura das vilosidades e aumento da profundidade das cripta dois dias apos
sua aplicagao em ratos. Além disso, o MTX induziu uma nitida diminuicdo do
peso corporal, o que enfatiza o grande impacto da droga sobre o estado
nutricional geral (CARNEIRO-FILHO, 2004).



6. CONCLUSAO

Os dados estatisticos mostraram que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) em relacdo a avaliagdo de peso corporal entre os diferentes grupos.
Esses dados sdo opostos ao encontrado no trabalho de Carneiro-filho et al
(2004) no qual relataram diferenga estatistica significativa (p<0,05) em
camundongos tratados com metotrexato em comparagdo com o0 grupo

controle de acordo com o teste ANOVA.

Esses dados estatisticos possivelmente nao foram fidedignos, uma vez que o
numero de animais foi insuficiente, e a duragao do estudo foi curta para se

chegar a dados mais conclusivos.

A andlise histomorfométrica mostrou que o grupo mucosite com
suplementagao de ¢leo de peixe teve menos alteracdbes morfométricas em
nivel de vilos e criptas intestinais que o grupo mucosite. Desta forma a
suplementagdo de 6leo de peixe provavelmente foi capaz de proteger a

mucosa intestinal.

A suplementagdo com oleo de peixe possivelmente favorece a evolugao
ponderal, na injuria intestinal induzida pelo MTX.

Trabalhos recentes tém enfatizado os beneficios da imunonutricdo com
acidos graxos omega-3 (AGn-3) em diversas situagdes clinicas, portanto ha
de se acreditar que este estudo se constitui de um passo importante para a
continuidade das pesquisas afim de que se consiga chegar a dados mais
preciso de que esse acido graxo promova efeito positivo no tratamento da

mucosite intestinal, assim também como de outros processos inflamatérios.
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