Oleo de peixe na inflamacio intestinal

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DO OLEO DE PEIXE EM CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A MUCOSITE INTESTINAL

EFFECTS OF SUPPLEMENTATION OF FISH OIL IN MICE SUBMITTED TO BOWEL
MUCOSITIS

Juliana da Mata FERREIRA '
Erika Alessandra Melo COSTA 2

suplementado com dleo de peixe recebeu via gavagem 0,25ml de éleo de peixe e

inducao da mucosite com o uso de 2,25mi/kg/dia de Metotrexato via subcutanea nos 3
ultimos dias de expérimento, O grupo Metotrexato recebeu agua via gavagem e o
medicamento para inducdo da mucosite. Todos os camundongos foram previamente
anestesiados com ketamina e xilazina, para ser realizado o deslocamento cervical.
Para as analises histomorfométrica, foram segmentados 3 partes do intestino. Sendo
medido as vilosidades e as criptas em MICFOSCOPIO. ¢

Resultados: Os grupo mucosite e dleo de peixe mucosite apresentaram manutencao
do peso corporal em relacéo ao grupo controle. Na histomorfometria, o grupo Sleo de
peixe mucosite e o mu&sﬂe tiveram o comprimento das vilosidades menor em
comparagéo,ao grupo controle, e as criptas do grupo 6leo de peixe mucosite tiveram
seu comprimento maior que o grupo mucosite.

Conclus3o: A suplementacdo de Oleo de peixe via oral ndo atenuou o processo
inflamatorio. f |

TERMOS DE INDEXACAO: Acidos graxos poli-insaturados. inflamago. Metotrexato.



Oleo de peixe na inflamacdo intestinal

ABSTRACT
Objective: To analyze changes in weight status and verfy the effects of

supplementation of fish oil in mice subjected to intestinal mucositis.

Methods: The study included 15 male mice of the Swiss strain, with a mean age of 02
months. Kept in the dark and controlled environment on a 12 hour light cycle
temperature, fed with chow and free access to water, the mice were divided into 03
groups submitted to 09 days of each tnal group. The control group received 0.25 mi of
water by gavage, group supplemented with fish oil by gavage received 0.25 mli of fish
oil and induced mucositis using 2.25 mi / kg / day subcutaneously in 3 Methotrexate
last days of the experiment, methotrexate group recCeived water by gavage and
medication to induce mucositis. All mice were anesthetized with ketamine and xylazine,
cervical displacement to be performed. For histomorphometric analysis were sectioned
three shares of the intestine. As measured villi and crypts microscope.

Results: mucositis and mucositis fish oil group showed maintenance of body weight
compared to the control group. In histomorphometry, the fish oil group mucositis and
mucositis were the length of the villi lower compared to the control group, and the
crypts of the fish oil group had mucositis its length greater than mucositis group.
CONCLUSION: We The omega 3 orally did not alter the progression of the
inflammatory process.

INDEX TERMS: Polyunsaturated fatty acids. Inflammation. Methotrexate
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INTRODUCAO

Atualmente o consumo de supiementos nutricionais vem crescendo de forma
acelerada, se tornando uma tendéncia, e, portanto, as pessoas vém procurando a
melhor qualidade de vida. Um dos suplementos que tem estado entre os que
melhoram a qualidade de vida € o dleo de peixe. O mesmo apresenta uma importante
funcdo anti-inflamatoria. (CRAVEIRO; CRAVEIRQO, 2003)

Os peixes de aguas profundas, como 0 salmao, atum e a sardinha, além de
serem uma excelente fonte de proteina altamente digerivel, possuem em sua
composicao o omega 3 (um lipidio essencial), isso ocorre devido ao ciclo alimentar
desses animais que contém como principal fonte os fito planctons que possuem o EPA
(Acido Eicosapentaenoico) e DHA (Acido Docosahexaenoico) (MARTIN et al,2006).

Esses lipidios sao considerados funcionais e essenciais no combate a
inflamacdo, asma, arinte, dores de cabeca, associados no controle de doencas
cronicas nao transmissiveis, reduzindo os triglicerideos sanguineos a niveis seguros
(GUTIERREZ, 1993). Sendo essa relacao um tanto quanto direta ja que nao existe
outro alimento na natureza que contenha esses acidos graxos disponiveis de forma
livre, por tanto € rapidamente incorporado por nossas membranas celulares, trazendo
grandes beneficios a nossa saude, sendo &ste,o grande diferencial do dmega 3
(LUTTENBERG, 2009).

O EPA esta relacionado diretamente com o processo inflamatorio, pois € a
partir dele que sao formandos Prostaglandinas e leucotrienos da série impar, esse
composto mantém inumeras funcoes celulares que“qoontrolam mecanismos fisiologicos
e patologicos (MARTIN et al, 2006).

O oleo de peixe possw uma acao ant-inflamatoria re!e\}ante, podendo ter uma
acao preventiva no tratamento da mucosite intestinal. Ainda nao foram precisamente
estabelec:das as concentracées minimas do consumo de Acidos graxos poli-
insaturados 'de séries 6mega 3, para atender as necessidades deste nutriente
(PERINI et al, 2010).

A mucosite € um processo inflamatério e esta pode ser intestinal ou oral. Ela €
considerada como um dos muitos efeitos colaterais decorrentes do uso de drogas
antineoplasticos utilizadas no tratamento quimioterépico, levando ao comprometimento
da funcdo do aparelho gastrintestinal, devido a sua sensibilidade a acdo da droga,
afetando o seu nomal funcionamento, ocasionando um ataque de forma desordenada
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em outros orgaos, podendo resultar em uma resposta inflamatéria das mucosas oral e
gastrintestinal (SONIS, 1998; MOTA, 2004).

O uso do Metotrexato (MTX), que € um quimioterapico muito utilizado para o
tratamento de cancer, pode causar severas disfungdes, levando o paciente a um
quadro clinico grave, com inumeras acOes adversas, dentre elas diarreia e ma-
absorcao (MONTEIRO, 2006) isso ocomre devido as vilosidades intestinais estarem
atrofiadas, diminuindo a area de absorcao.

Estudos de Mota (2004) mostram os efeitos do Metotrexato (MTX) no intestino
humano, reduzem as ceélulas apés a administracdo, o grau de intensidade da mucosite
depende basicamente do tipo de quimioterapico e,das doses usadas, quando
utilizadas doses intensivas, a mucosite € generalizada e severa e conduz a uma
sindrome de ma absorc3o, interferindo no estado nutricional.

Diante do exporto, o objetivo sera analisar o efeito anti-inflamatério do 6mega 3
em camundongos com mucosite intestinal, considerando as funcées metabdlicas dos
animais utilizados.

METODOS : |
Universo e Amostra

No referido trabalho foiram utilizados 15 (quinze) camundongos machos,
membros da classe Mammalia, familia Munidal, género Mus da linhagem mus
masculos swiss oriundos do biotério do Centro Universitario do Rio Grande do Norte
(UNI-RN), no periodo de outubro de 2012,

Os animais utilizados no estudo apresentavam idade média de 02 meses. com
peso medio, aproximadamente de 41,53g, mantidos em ambiente sob temperatura
controlada em tomo de 25°C+ 2 e um ciclo clarofescuro de 12 horas, sendo
. alimentado com racao comercial padrao para roedores da marca Purina (Sdo Paulo,
Brasil), e agua ad libitum. f

)
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Descricao dos grupos de estudo

Os camundongos foram alocados em 03 grupos (n=5/grupo) e totalizando 15
animais € submetidos a 09 dias de estudo e no daltimo dia os animais foram
sacrnificados.
Desenho Amostral

FIGURA 1: Representacdo esquemadtica do estudo ilustrando os protocolos de
tratamento dos diferentes grupos.
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Grupo 1 : no gru;)o controle, forafn realizados a administracdo de 0,25mlL/dia de agua
por gavagem durante os 09 dias de estudo e sacrificio no ultimo dia;. Grupo 2 assim
como o grupo anterior o grupo metotrexato recebeu 0,25mi/dia de agua por gavagem
e nos 3 (trés) ultimos dias consecutivos receberam 2,5mg/kg. E o grupo 3 recebeu por
gavagem 0,25mU/dia do dleo de peixe nos 09 dias do estudo e 0,25ml/kg de
Metotrexato.nos 03 Gitimos dias consecutivos do experimento por dose subcutanea.
Todos os ,’animais foram méntidos em jejum 24horas antes do sacrificio.
« sudementagéo do oleo da peixe e/ou do recebimento do metotrexato.

3

Suplementac;ﬁb
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Para a suplementa@o foi utilizado 'o dleo de peixe da marca Performance
science Nutrition®. Cada soft gels de éleo de peixe contendo 1000mg com 120mg de
DHA e 180mg de EPA. Contendo em sua formula natural uma mistura em cada
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softgels. Sendo ministrado por gavagem uma quantidade de 0,25ml /dia durante os 09
dias nos respectivos grupos em tratamento.

Evolucao da Massa Corporal

O peso dos animais foi aferido diariamente do ensaio experimental. Estes
tiveram a sua massa corporal pesada em balanca digital de marca Toledo®, modelo
9094C/4, Brasil.

Procedimento de inducao de mucosite

A inducdo da mucosite intestinal se deu através do medicamento metotrexato
do laboratorio Libbs Farmacéutica® com concentragdo 50mg/2mi e foi doado pela Liga
Norte-Riograndense Contra o Cancer, Natal (RN), Brasil. Para a administracdo correta
da dosagem do metotrexato foi retirado 0,6mL do farmaco e diluido em 3,15mL de
agua bidestilada e esterilizada. Os animais do grupo 2 e 3 receberam 2,5mlL/kg
subcutanea (sc) de metotrexato (ja diluido)/dia, durante os 03 ultimos dias
consecutivos do experimento para a inducdo da mucosite intestinal de acordo com o
descrito na literatura (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).

Sacrificio dos animais :

Ao final do experimento, os animais foram submetidos ao sacrificio por
deslocamento cervical, estando sobre o efeito prévio de Quetamina (130mg/kg) e
xilaniza (0,3mg/kg), anestésico e relaxante muscular, respectivamente. O intestino foi
seccionado nos 3 seguimentos (duodeno, ’jejuno e ?i‘leo), armazenado em formol a 10%
e submetidos a analise histomofoméritrica, sendo desidratados e corados
(CARNEIRO-FILHO, et al, 2004). Sendo as laminas histolégicas confeccionadas no
departamento de morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

Anéliseﬂis;mnoﬁoméﬁca

Foram coletados 3 cm dos seguimentos do intestino duodeno, jejuno e ileo
para analise da morfologia dos epitélios. Conservados em formol a 10% e alcool 70%
e posteriormente paraﬁmzados A léminasz foram preparadas no Departamento de
Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Em seguida, foram
realizados cortes histolégicos de 5um de espessura e foram fixados a laminas de vidro
e pré-coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram codificadas e enumeradas

de acordo com os gmpos em ftratamento. As leituras de todas as laminas foram
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realizadas em microscopio Optico com objetiva milimétrica da marca Olympus®,
medidas quatro vilosidades intactas e bem definidas e quatro criptas foram medidas
para cada amostra, realizadas no Departamento de Morfologia/lUFRN,

RESULTADOS

Verifica-se que no grupo controle nos quatros primeiros dias do experimento
apresentou uma reducao de peso e a partir do quinto dia apresentou um ganho de
peso linear até o final do experimento (aumento de 1,6g). O grupo metotrexato e o
grupo Oleo de peixe mais metotrexato apresentaram um ganho de peso de 0,2g de

massa corporal . (figura 2). :
Figura 2: Analise da composicao corporal
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Avaliando-se o comprimento das vilosidades dos segmntos duodeno, jejunoc e

ileo dos’camundongos suplementados com 6leo de peixe e metotrexato, observou-se
- uma diminuicao no cdmprimentd quando comparado ao grupo controle. indicando que

| 0 Oleo de peixe antés do uso do medica;mento nao foi capaz de prevenir o dano nas
vilosidades.(l%gura 3)
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Figura 3: Analise das
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A profundidade das criptas nos camundongos suplementados com odleo de
peixe teve um aumento, quando comparado ao grupo metotrexato.(figura 4)

Figura 4:Analise das criptas intestinais.
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DISCUSSOES

No estudo de Boukhettala et al.(2009), observou-se que os ratos tratados com
metotrexato, quando comparado com O grupo controle, 0 peso corporal foi
significativamente reduzido. O uso de metotrexato influenciou a diminuicao de peso
nos camundongos quando comparados com O grupo controle nos experimentos de
Cameiro-fitho et al (2004), Konning et al (2007). Resultados similares pode-se
observar no referido trabatho. (figura 2).

Recentes trabalhos vém testando a acao antiflamatoria do oleo de peixe na
manutencdo morfohistologica do trato gastrointestinal. Brugalli (2003) relata em seu
estudo que as vilosidades foram atrofiadas, mostrando que a qualidade do processo
digestivo, foi afetado. Indicando que o uso de oleo de peixe com o Metotrexato nao fol
capaz de manter as vilosidades. No estudo de Mota (2004), as vilosidades
apresenta;am lesao .sev'era da mucosa com a presenca do tratamento inflamatono,
assim como no presente estudo as vilosidades foram afetadasj (figura 3)

A pré:fundidade das criptas do epitélio intestinal € um indicador importante da
 qualidade do processo digestivo, pois estar diretamente relacionado com a capacidade
de absorcao da mucosa intestinal (Junqueira, 2004). E o processo de descamacao
causados por agent&s agressores. Mostfaram uma reducao na profundidade de crniptas
em camundongos (@anzanilla et al,2004). (figura 4)
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CONCLUSAO

A inducao da mucosite causou uma reducao da massa corporal dos animais e
a suplementacdo de émega 3 antes do metotrexato nao atenuou o efeito do farmaco
em relacao as vilosidades intestinais.
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