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RESUMO

A dexametasona (Dex) é um farmaco glicocorticoide utilizado
na pratica clinica devido aos efeitos imunossupressores. Entretanto, em
altas doses pode aumentar a suscetibilidade a infec¢des oportunistas e o
estresse oxidativo. Aos acidos graxos poli-insaturados émega-3 (AGPI
n-3) presentes no 6leo de peixe (Op), tem sido atribuido efeitos anti-
inflamat6rios e imunorreguladores, porém quando usado como
suplemento pode, potencialmente, incrementar o estresse oxidativo. Os
efeitos da suplementacdo de Op sobre a imunossupressdo e possivel
incremento do estresse oxidativo mediado via Dex foram investigados.
Ratos machos adultos foram divididos em 4 grupos: controle (CTL),
Oleo de peixe (OP), Dexametasona (DEX), e Dexametasona e dleo de
peixe (DEXOP). CTL e OP receberam salina intraperitoneal (i.p), e
DEX e DEXOP receberam 0,5 mg/kg de Dex (i.p.). DEX e CTL
receberam 1 g/kg de éleo mineral, e OP e DEXOP receberam 1 g/kg de
Op, ambos via gavagem, durante 15 dias. Foram analisados o peso de
orgaos linfoides, a contagem de leucdcitos, a atividade celular e
fagocitaria de mondcitos e neutrdfilos no plasma, as concentragdes de
albumina, proteina C-reativa (PCR) e atividade das enzimas Lactato
desidrogenase (LDH) e Creatinocinase (CK) no soro, bem como a
concentracdo de hidroperdxidos lipidicos e proteinas carboniladas no
plasma. Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média, ou
mediana e intervalo interquartil para distribuicGes assimétricas. Para a
analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA e pos hoc de Tukey, ou
Kruskal-Wallis e pos hoc de Dunn considerando p<0,05. Os resultados
mostram que Op promoveu 0 aumento na atividade fagocitaria
suprimida pela Dex (DEX=49,6 [47,7-51,5] e DEXOP=80,0 [61,0-90,4]
unidades arbitrarias), assemelhando-se ao encontrado nos grupos OP e
CTL. Ainda, observou-se tendéncia de reducdo na contagem de
leucécitos (DEX=8,6 [5,8-11,0] e DEXOP =7,5 [5,9-11,0] x103/mm?3),
linfécitos (DEX=3,2 [2,2-3,4] e DEXOP =1,8 [1,4-3,5] x10%/mm3),
mondcitos (DEX=2,0 [1,2-3,6] e DEXOP=1,3 [1,0-2,8] x103/mm?) e de
aumento na contagem de granulécitos (DEX=3,4 [2,0-4,8] e
DEXOP=4,2 [2,6-5,5] x10%/mm?). O Op ndo promoveu alteracdes nas
concentragcdes de albumina, PCR, peroxidos lipidicos, proteinas
carboniladas, e na atividade da LDH e CK, nos ratos tratados com Dex.
Diante do exposto conclui-se que a suplementacdo de Op no binbmio
dose-tempo utilizado ndo suprime a funcéo imunitéria, e pelo contrério,
promove normalizagdo da funcdo fagocitéria, suprimida pela Dex, sem
alterar o estresse oxidativo.



Palavras-chave: dexametasona, 6leo de peixe, estresse oxidativo,
imunossupressao.



ABSTRACT

Dexamethasone (Dex) is a synthetic glucocorticoid applied in
clinical practice due to its immunosuppressive properties. However, in
high doses, it can increase susceptibility to opportunistic infections and
oxidative stress. Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAS)
present in fish oil (Fo) have anti-inflammatory and immunoregulatory
properties. On the other hand, Fo supplementation might increase
oxidative stress. We investigated the effects of Fo supplementation on
immune suppression and the potential increase in the oxidative stress
mediated by Dex. Adult male rats were divided in 4 groups: Control
(CG), Fish Qil (FOG), Dex (DG) and Dex+Fo (DFOG). CG and FOG
received saline (i.p.). DG and DFOG received 0.5 mg/kg Dex (i.p.).
Non-supplemented groups received 1 g/kg of mineral oil and
supplemented groups received 1 g/kg Fo by gavage, for 15 days. We
evaluated the white blood cells count, lymphoid organs weights,
monocytes and neutrophils activity and phagocytic function, albumin
and C-reactive protein (CRP) concentrations, lactate dehydrogenase and
creatine kinase activity in serum, and plasmatic lipid hydroperoxyde and
protein carbonyl concentrations. Data were expressed as meanzstandard
error mean or median and interquartile range, and analyzed by ANOVA
test followed by Tukey post hoc or Kruskal Wallis test followed by
Dunn post hoc at a significance level of p<0.05. Comparing DG with
DFOG, Fo promoted an increase in monocyte and neutrophils
phagocytic functionality suppressed by Dex (DG=49.6 [47.7-51.5] vs.
DFOG=80.0 [61.0-90.4] arbitrary units), resembling that one found in
CG and FOG. DFOG showed a tendency of decrease in lymphocytes
(DG=3.2 [2.2-3.4] vs. DFOG=1.8 [1.4-3.5] x103/mm?3) and monocytes
(DG=2.0 [1.2-3.6] vs. DFOG=1.3 [1.0-2.8] x10%/mm?), and an increase
in granulocyte count (DG=3.4 [2.0-4.8] vs. DFOG=4.2 [2.6-5.5]
x103/mm?3). Fo did not promote alterations in albumin, CRP, lipid
hydroperoxyde and protein carbonyl concentrations, and in LDH and
CK activities, in the rats treated with Dex. Fo supplementation did not
suppress the immune function, but instead, improved phagocytic
function suppressed by Dex, without alterations in oxidative stress,
according to the dose-time binomial applied.

Key words: dexamethasone, fish oil, oxidative stress,
imunossupression.
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1. INTRODUCAO

A Dex é um farmaco de acdo glicocorticoide, comumente
utilizado na pratica clinica, sendo indicado para diversos fins
terapéuticos, como no tratamento das manifestages clinicas da artrite
reumatoide e de desordens inflamatérias, devido aos efeitos
imunossupressores e inibitérios da inflamacdo (CZOCK et al., 2005;
SCHACKE, DOCKE &ASADULLAH, 2002).

Embora a supressdo imunitdria e inflamatéria seja um dos
efeitos desejados no uso do farmaco, quando utilizado em altas doses e
e/ou cronicamente pode suprimir o sistema imunitario de modo a
aumentar a suscetibilidade a infeccBes oportunistas (SCHACKE,
DOCKE &ASADULLAH, 2002), além de aumentar a expressao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e reduzir a capacidade antioxidante,
podendo levar ao incremento do estresse oxidativo (NISHIGORI et al.,
1986; LINGAIAH, THAMARAISELVAN & PERIYASAMY, 2012).
O estresse oxidativo cronicamente instalado pode desencadear processos
patoldgicos e contribuir para o desenvolvimento de doencas crénicas
(GREEN, BRAND & MURPHY, 2004; PAPAHARALAMBUS
GRIENDLING, 2007; HALLIWELL, 2014).

Suplementos alimentares tém sido utilizados como adjuvantes
em terapias de desordens inflamatérias, como nas doencas auto-imunes.
Ao 6leo de peixe, devido seu conteldo em A&cidos graxos da série
Omega-3, tem-se atribuido propriedades anti-inflamatorias e
imunorreguladoras (SERHAN, 2006).

Os acidos graxos 6mega-3, ao serem incorporados a membrana
celular promovem o aumento da susceptibilidade ao ataque de espécies
reativas de oxigénio devido a presenca de duplas ligacbes em suas
cadeias hidrocarbdnicas (NORBERG & ARNER, 2001; YOSHIDA,
2003). Alguns estudos realizados com ratos suplementados com 6leo de
peixe, obtiveram como resultado aumento na suscetibilidade da
membrana de eritrocitos a peroxidacdo lipidica (MIRET, SAIZ &
MITJAVILA et al., 2003), reducdo nas concentracdes plasmaticas e
incremento da necessidade nutricional de vitamina E (MCGUIRE et al.,
1997; IBRAHIM et al. 1997; KIKUWAGA et al., 2003), enquanto
outros observaram incremento na sintese de espécies reativas de
oxigénio por macrdfagos isolados do peritbnio (MORENO et al., 2003).

Considerando que a dexametasona € um farmaco que apresenta
acdo imunossupressora, que em longo prazo expde 0 organismo a
suscetibilidade aumentada a infecgdes oportunistas e de incremento em
parametros de estresse oxidativo, avaliaremos os efeitos da
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administracdo do Oleo de peixe sobre o tratamento com Dex em ratos,
uma vez que tem sido relatada na literatura uma possivel regulagdo
negativa do sistema imunitéario e incremento dos parametros de estresse
oxidativo. Adicionalmente, poderemos contribuir com o conhecimento
existente para futuras investigaces sobre a utilizacdo do 6leo de peixe
quando associado a farmacos.
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2. OBETIVOS
2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos da suplementagdo com 6leo de peixe sobre 0s
parametros imunitarios e de estresse oxidativo em ratos tratados com
dexametasona.

2.2. Objetivos especificos

Determinacdo do peso corporeo;
Determinacdo do peso dos seguintes 6rgdos e tecidos (figado,

timo e bago);

e Verificacdo da contagem e proporcdes de leucocitos totais e
subtipos;

e Determinacéo da atividade celular e fagocitéria de neutrdfilos e
monacitos;

e Determinacéo das concentragdes albumina, PCR e atividade das
enzimas LDH e CK no soro;
Determinacdo da lipoperoxidacdo no plasma;
Determinacdo das proteinas carboniladas no plasma;
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Dexametasona

A dexametasona (Dex) é um dos glicocorticoides sintéticos
mais utilizados na pratica clinica, e apresenta afinidade 50 vezes maior
aos receptores de glicocorticoides em relagio ao cortisol (SCHACKE,
DOCKE &ASADULLAH, 2002). Os farmacos glicocorticoides sdo
potentes agentes anti-inflamatérios e imunossupressores, utilizados
principalmente no tratamento de doencas autoimunes e inflamatorias,
transplantes de oOrgdos e tecidos (DE BOSSCHER, BECK &
HAEGERMAN, 2010) e no manejo clinico do cancer (MARANZANO
et al., 2005). A Dex é o farmaco mais eficaz para o tratamento das
manifestagBes clinicas da artrite reumatoide (SCHACKE, DOCKE
&ASADULLAH, 2002).

O uso dos farmacos glicocorticoides é limitado devido aos seus
efeitos colaterais como a adiposidade central, dislipidemia, reducéo da
massa muscular, osteoporose, atraso no crescimento infantil, problemas
comportamentais, resisténcia insulinica, intolerancia a glicose, diabetes
tipo 2 e supressdo imunitaria (SCHACKE, DOCKE & ASADULLAH,
2002; VAN RAALTE et al., 2009).

As medicages glicocorticoides tém seu efeito bioldgico na
inflamagdo por meio de mecanismos como a supressdo de genes
ativados durante a inflamagdo cronica, invertendo a acetilagdo de
histonas de genes inflamatdrios ativados por intermédio da ligagdo com
receptores de glicocorticoides. Em concentragcbes mais elevadas, 0s
glicocorticoides ativam a transcri¢do de genes anti-inflamatérios e de
diversos genes ligados aos seus efeitos colaterais (BARNES, 2010).

Os efeitos imunossupressores dos glicocorticoides incluem
alteracdes na circulacdo e migracdo de leucdcitos, inibicdo da sintese de
linfocitos, da funcdo dos mondcitos (WINKELSTEIN, 1991) e indugdo
da apoptose de alguns tipos de leucécitos (YOSHIMURA et al., 2001).

Em estudos com seres humanos foi observado que os
glicocorticoides inibem a ativagdo antigeno especifica dos linfécitos-T,
retardam a maturagcdo de macréfagos e células dendriticas, aumentam o
desenvolvimento de células T regulatérias especializadas, e induzem a
apoptose de células T (GUYRE, YAEGER & MUNK, 2008).
Consequentemente, dentre os efeitos colaterais do uso de
glicocorticoides inclui-se o risco aumentado para todos os tipos de
infeccdo, principalmente quando utilizado em altas doses, com
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mascaramento dos sintomas (SCHACKE, DOCKE &ASADULLAH,
2002).

O uso prolongado de glicocorticoides induz o aumento das
concentragdes de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, indicando
incremento na sintese de espécies reativas de oxigénio, e reduz a
capacidade antioxidante pela reducéo na expressao de algumas enzimas
antioxidantes (NISHIGORI et al, 1986; LINGAIAH,
THAMARAISELVAN & PERIYASAMY, 2012).

As ERO séo formadas continuamente de forma controlada em
condicdes fisioldgicas, como no processo de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, mas o aumento na sua formacdo pode ocorrer em
condicOes de estresse oxidativo, levando a lesdo de macromoléculas e
alterando negativamente a sinalizagdo celular, que podem implicar na
patogénese de diversas doengas (RAY, HUANG & TSUJI, 2012).

A tabela 1 elenca alguns estudos relacionados ao efeito da Dex
sobre parametros imunitarios e de estresse oxidativo em ratos.

Tabela 1. Efeitos do tratamento com dexametasona sobre parametros
imunitérios e de estresse oxidativo em ratos.

Referéncia Animais Grupos de Dose e periodo Resultados
tratamento (n)
OHKARU Ratos adultos e DEX (9) 1 mg/kg Reducéo na
et. al., 2010 machos Sprague  Controle (8) injetavel por 10 contagem e
Dawley dias leucécitos (40%)

e linfécitos
(90%) (p<0,05)

AMAR et. Ratas adultas DEX (6) 60 mcg/kg via Reducéo na

al, 2013 Wistar Controle (6) oral por 30 dias contagem de
leucécitos no
grupo DEX
(p<0,05)

CONOLLY Ratos com DEX (30) 0,02,0,1e0,5 Reducéo de 60%

et al, 1988 artrite adjuvante ~ Controle (10) mg/kg injetavel IL-1 baco, 33%,

(AA) por 15 dias 77% e 95% PCR

e aumento 44%,
128% e 239%
albumina

MENDEZ- Ratos Wistar de DEX (8) 2 mg/kg Aumento da

ARMENTA  ambos 0s sexos Controle (8) injetavel por 5 lipoperoxidagéo

et. al., 2003 com 13 dias dias no cortex,
cerebelo e corpo
estriado(p<0,05)

LINGAIAH  Ratos Wistar DEX (6) 0,7 mg/kg Aumento na

et. al., 2012. machos Controle (6) injetavel por 9 lipoperoxidagéo

dias hepética

(p<0,0001)
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3.2. Sistema Imunitario

O sistema imunitario é responsavel pela protecdo do organismo
contra substancias estranhas, incluindo microrganismos, proteinas e
polissacarideos, e a0 mesmo tempo por evitar respostas que produzam
danos excessivos aos proprios tecidos ou que possam eliminar
microrganismos comensais benéficos (CHAPLIN, 2010). Compdem o
sistema imunitario as barreiras fisicas, como a pele, mucosas, cilios,
guimicas como o pH gastrico, saliva e outras secre¢des, a imunidade
inata e a imunidade adaptativa (TURVEY & BROIDE, 2010).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro, e
reage a uma variedade de substancias estranhas. Os mecanismos de
defesa da imunidade inata estdo constitutivamente presentes e prontos
para serem mobilizados quando necessério. Ademais, a imunidade inata
desempenha um papel crucial na ativacdo da resposta imunitéria
adaptativa subsequente (MAYER, 2011).

Dentre os principais componentes celulares do sistema
imunitario inato estdo os macrofagos, células dendriticas, mastdcitos,
neutrdéfilos, eosindfilos, células Natural Killer (NK), e Células T NK.
Da imunidade inata também participam componentes humorais como
proteinas do sistema complemento, peptideos antimicrobianos, proteina
C reativa, defensinas, entre outros, envolvidos na detec¢do do organismo
estranho e na resolucédo da infec¢do (TURVEY & BROIDE, 2010).

O sistema imunitario adaptativo se caracteriza por respostas
direcionadas a determinados organismos estranhos, e dependem de
receptores especificos. Apds contato inicial com o patdgeno as células
expressando receptores especificos podem persistir no hospedeiro ao
longo da vida, caracterizando uma memdria imunoldgica e a capacidade
de responder rapidamente no caso de uma nova exposi¢cdo a0 mesmo
organismo patogénico. Os componentes celulares da imunidade
adaptativa sdo os linfécitos T, que sdo as células efetoras da resposta
imunitaria celular, e os linfocitos B, produtores de imunoglobulinas
(BONILLA & OETTGEN, 2010).

O objetivo do sistema imunitario é proteger o hospedeiro contra
a invasdo de patdgenos e outros desafios ambientais sem causar danos
teciduais desnecessarios. A regulacdo anormal dos mecanismos efetores
pode levar ao dano tecidual agudo ou crbnico, como no caso do
processo inflamatdrio exacerbado em reagdes atopicas e desordens
autoimunes (CHAPLIN, 2010).

Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados, devido as a¢des
imunossupressoras e anti-inflamatorias, e as doses terapéuticas destes
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farmacos suprimem mecanismos de defesa que poderiam danificar o
organismo, como no caso das doengas autoimunes (GUYRE, YAEGER
& MUNK, 2008). Por outro lado, o uso prolongado de glicocorticoides
expde o organismo a infeccBes oportunistas (SCHACKE, DOCKE
&ASADULLAH, 2002).

3.2.1 Marcadores da resposta imunitaria

Os leucdcitos sdo todas as células que compfem o sistema
imunitario, e provém de células hematopoiéticas pluripotentes que se
diferenciam em progenitor mieloide e progenitor linfoide. O progenitor
linfoide pode se diferenciar em quatro populagBes de linfocitos
maduros: linfécitos B, linfécitos T, células Natural Killer (NK), e
células T Natural Killer; os leucécitos provenientes do progenitor
mieloide sdo os neutrofilos, mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
eosinofilos, basdfilos, e mastécitos (CHAPLIN, 2010).

Os linfécitos compreendem uma classe de células do sistema
imunitario adaptativo, divididos em dois grandes grupos: os linfocitos T
e os linfocitos B, ambos sdo produzidos na medula Gssea, e diferem
guanto ao local de maturacdo. Enquanto as células B maturam na
propria medula para as células T esse processo ocorre no timo
(SOMPAYRAC, 2012).

As células B tém a capacidade de reconhecer um antigeno
diretamente, e produzem imunoglobulinas que reconhecem as moléculas
estranhas. Ja as células T reconhecem antigenos apresentados por outras
células imunitarias, e tém a funcdo de eliminar células infectadas por
patégenos, produzir citocinas que sinalizam para o aumento das
respostas de células B e T, bem como ativar fagocitos mononucleares;
ainda, as células T regulam as respostas imunitarias, limitando o dano
tecidual incorridos de respostas auto reativas ou de um processo
inflamatério exacerbado (SOMPAYRAC, 2012; BONILLA &
OETTGEN, 2010).

As células denominadas granuldcitos pertencem a linhagem
mieloide, tém funcdo de produzir moléculas imunologicamente ativas, e
caracterizam-se por se acumularem em situagbes patoldgicas
especificas. Sdo considerados granulécitos os neutréfilos, eosindfilos, e
baséfilos (CHAPLIN, 2010).

Dentre as fungdes dos granuldcitos, cada tipo celular possui
suas particularidades. Os neutrofilos produzem grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio que sdo citotdxicas para bactérias
patogénicas; os eosindfilos sdo reconhecidos por possuirem granulos
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citoplasmaticos com moléculas tdxicas e enzimas contra helmintos e
outros parasitas. Os basofilos e mastocitos iniciam as respostas de
hipersensibilidade e a resposta do hospedeiro a presenga de helmintos,
liberando histamina e outros mediadores inflamatdrios (CHAPLIN,
2010).

Os mondcitos sanguineos ddo origem aos fagocitos
mononucleares nos tecidos, os quais realizam fagocitose, eliminando
microrganismos, sdo eficientes em recrutar outras células mieloides
através da liberacdo de citocinas quimiotaticas, e em apresentar
antigenos as células T da imunidade adaptativa (BEUTLER, 2004).

Os fagocitos mondcitos, macréfagos e neutrdfilos sdo cruciais
na defesa inata do organismo contra infecgdes, exercem funcdo
importante na iniciacdo da imunidade adaptativa, e no reconhecimento,
internalizacdo e eliminacdo da maioria dos patogenos extracelulares.
Suas fungdes incluem fagocitose, digestdo intracelular e extracelular de
antigenos, liberacdo de espécies reativas de oxigénio e quimiotaxia
(BASOE, 2002; SOKOLOVSKA, BECKER & STUART, 2012). A
reducdo das fungdes dos fagdcitos predispde o organismo a infecgdes
locais ou sistémicas (SALIH, HUSFELD & ADAM, 2000).

A atividade fagocitaria pode ser mensurada a partir da captacao
de particulas inertes, metodologia que tem fornecido a maior parte do
conhecimento existente sobre a formacéo de fagossosmos. As particulas
inertes se tornam fluorescentes na utilizacdo de um fluorocromo, que
podem ser mensuradas por métodos como microscopia, leitores de
placas e citometria de fluxo, a qual apresenta vantagem sobre os demais
devido ao menor tempo de aplicacdo, bem como a capacidade de
analisar um numero superior de eventos fagocitarios (NUSSE, 2011). A
funcionalidade dos fagdcitos também é um marcador imunitario, que
pode ser testado através da difusdo passiva de um fluorocromo como o
vermelho neutro, o qual se internaliza nos lisossomos das células
quando estas estdo viaveis e com o p.H. adequado (WINCKLER, 1974;
REPETO, PESO & ZURITA, 2008). A administracdo de Dex em ratos
reduz a funcdo fagocitaria de macrofagos peritoneais (GRASSO,
KLEIN & BENJAMIN, 1981; BECKER & GRASSO, 1985),
macréfagos presentes nos alvéolos pulmonares (NAKAMURA, MURAI
& OGAWA, 1996), e em macrdfagos provenientes do baco (MLAMBO
& SIGOLA, 2003).

A contagem de leucdcitos e neutrofilos é um marcador
sanguineo da capacidade imunitaria, comumente utilizado na pratica
clinica. Entretanto, o nimero de leucécitos também pode alterar em
resposta a situagdes ndo patoldgicas como estresse emocional ou fisico.
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Os glicocorticoides administrados exogenamente promovem redugdo na
contagem de linfocitos, promovendo acdo de supressdo do sistema
imunitario (NAGATOMI, 2006).

A administracdo aguda de Dex em ratos promove redugdo na
contagem de leucdcitos e alteracdo na distribuicdo dos tipos de células,
enquanto a administracdo cronica leva a diminuicdo significativa do
numero de leucdécitos, linfdcitos, basdfilos, eosindfilos e mondcitos, e
pode levar ao incremento no namero de neutréfilos (OHKARU, 2010).

3.2.2 Inflamacao e marcadores da resposta inflamatoria

A inflamag8o consiste em um mecanismo de defesa benéfico
para o hospedeiro, em resposta a um estimulo externo ou injdria celular
que leva a ativacdo de mediadores inflamatorios, finalizando com a
restauracdo da estrutura e funcéo do tecido. Apesar dos beneficios da
resposta inflamatoria, a inflamacéo prolongada pode ser prejudicial ao
hospedeiro, contribuindo para a patogénese de muitas doencas
(PASCUAL & GLASS, 2006).

A resposta inflamatoria é estimulada por uma rede complexa de
mediadores e de vias de sinalizagdo. As citocinas que regulam a resposta
inflamatdria incluem interleucinas, responsaveis pela comunicagdo entre
leucdcitos, quimiocinas que promovem a quimiotaxia, e os interferons
gue possuem efeitos antivirais. Além disso, essas moléculas estdo
envolvidas tanto na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa,
desempenhando um papel fisiolégico no tecido linfoide, nas alteracbes
biologicas ocorridas ao longo da vida, e na reparagdo dos tecidos
(WONG & FISH, 2003; RAMAN, SOBOLIK-DELMAIRE &
RICHMOND, 2011). A expressdo cronicamente alterada de citocinas
esta relacionada a ocorréncia de patologias relacionadas com inflamacéo
crbnica, ocorréncia de tumores, e autoimunidade (KLEINER et al.,
2013).

O processo inflamatério caracteriza-se por sinais clinicos como
vermelhiddo, calor, dor e edema, decorrentes do aumento da
vascularizagdo local e recrutamento celular. Neste processo, leucécitos
sdo recrutados para o sitio de inflamagdo, e s&o induzidos a produzir
citocinas pré-inflamatérias como TNF-o, interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), e interleucina 8 (IL-8), que promovem estimulos
para a sintese de mediadores inflamatorios, como o0s eicosanoides
(CALDER, 2005)

Na auséncia de processo inflamatorio, ratos adultos podem
expressar concentracdes séricas de IL-1B entre 1,4 (£0,2) e 50,1 (£5,2)
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pg/mL, IL-10 entre 3,7 (£0,5) e141,7(x29,5) pg/mL, de IL-6 entre 5,3
(x0,7) pg/mL e 37,5 (x15) pg/mL, e de TNF-a entre 0,37 (£1,2) e 32,9
(£9,9) pg/mL (GUL, YASIM & ARAL, 2010; WANG et al., 2005;
TAKACS et al., 1996; GUI et al., 2012).

Em resposta ao aumento circulante de 1L-6 e IL-1 durante o
processo inflamatério o figado produz proteina C reativa (PCR), uma
proteina de fase aguda ndo especifica, que reduz apés a resolugdo da
inflamacdo (DU CLOS, 2000). A proteina C reativa promove a
fagocitose de células apoptédticas por macréfagos, liga-se a antigenos
nucleares, ativa o sistema complemento, mascara auto antigenos
podendo impedir a autoimunidade, aumenta a fagocitose e liberacéo de
citocinas pro-inflamatérias (MARNELL, MOLD & DU CLOS, 2005).
De acordo com Tomazi e colaboradores (2013), concentragdes
fisioldgicas de PCR em ratos saudaveis podem variar entre 0,01 e 0,02
mg/dL.

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, que tende a
se apresentar em concentracdes séricas reduzidas durante o processo
inflamatdrio, em decorréncia do aumento das concentracdes de citocinas
pré-inflamatérias (CORREA et.al, 2002). De acordo com Don e Kaysen
(2004), a inflamagdo e a desnutricdo promovem a reducdo da
concentracdo de albumina no soro através do decréscimo de sua sintese
hepatica, enquanto o processo inflamatério isolado estd associado ao
aumento da taxa de catabolismo e, quando exacerbado, aumenta a
transferéncia da albumina para fora do compartimento vascular. Uma
cascata de eventos ciclicos se estabelece em que a inflamacédo induz a
anorexia, reduz a ingestdo de energia e a eficicia da utilizacdo da
proteina dietética, e aumenta o catabolismo reduzindo as concentracfes
de albumina. As concentracBes fisiolégicas de albumina em ratos
adultos e machos Wistar podem variar entre 3,0 e 4,0 mg/dL (SANTOS,
RAFACHO & BOSQUEIRO, 2007; LUCIANO & MELLO, 1999).

Os glicocorticoides promovem supressdo do  processo
inflamatdrio principalmente através da regulacdo da expressdo de genes
relacionados a inflamacdo, suprimindo a funcdo de diversas células da
imunidade inata e adaptativa. Os efeitos imunossupressores dos
glicocorticoides ocorrem através da inibicdo da expressdo de
guimiocinas, citocinas pro-inflamatdrias, sintese de aminas bioativas e
mediadores lipidicos e mudancas na adesdo e permeabilidade vascular
(CLARK & BELVISI, 2012).

A administracdo de glicocorticoides leva a reducédo da liberagdo
de endotoxinas, diversas citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-6, a
qual regula a sintese de proteina C reativa. A Dex promove a reducao
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das concentracGes de proteina C reativa em diversas condi¢fes de
exacerbacdo da reposta inflamatéria (FOGEL et. al, 2014; LINDBERG
et. al, 2003; VERHOEF et. al, 1999; OTTERNESS et. al, 1991). Santos,
Rafacho e Bosqueiro (2007) observaram aumento de 1,3 vezes nas
concentracBes de albumina no soro de ratos submetidos a administracdo
de 1 mg/kg de dexametasona por 3 e 5 dias consecutivos.

3.3. Estresse oxidativo

A geracdo de espécies reativas (ER) é um processo fisiol6gico
que ocorre de maneira continua, e estas servem de mediadores para a
transferéncia de elétrons nas reagdes O estresse oxidativo se caracteriza
pelo desequilibrio entre compostos com acdo oxidante e antioxidante,
em que ocorre geragdo excessiva de ER em detrimento da capacidade de
removeé-las levando, por conseguinte & oxidagdo de moléculas, que pode
levar a perda das funcdes bioldgicas das mesmas, culminando na lesdo
de células e tecidos (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). Ainda,
conforme Jones e colaboradores (2006), as ER desempenham a funcéo
fisiolégica em diversas vias de sinalizacdo celular, e 0 assim o estresse
oxidativo pode ser definido como uma condicdo de descontrole na
sinalizagdo mediada pelo sistema redox.

As ER sdo0 moléculas instdveis geradas em condicGes
fisiolégicas e patolégicas. Entretanto, em concentracdes elevadas podem
promover lesdo celular através da interagdo com biomoléculas como
DNA, proteinas e lipideos, podendo desencadear processos patologicos
(MCCORD, 2000; PAPAHARALAMBUS GRIENDLING, 2007).

O oxigénio, em situacBes fisioldgicas é reduzido, recebendo
quatro elétrons, o que resulta na formacdo de agua (H20), e de
intermediarios reativos: peréxido de hidrogénio (H20,), hidroperoxil
(HOy), superoxido (O2™), e hidroxila (OH') (COHEN, 1989). O H,0,
tem alto potencial reativo, principalmente por participar da formacao de
OH’, uma das espécies reativas mais potentes, capaz de alterar qualquer
estrutura que se encontre proxima (FERREIRA & MATSUBARA,
1997; HALLIWEL, 2012).

O Oy participa das reagdes de formacdo de OH' através da
liberacdo do ferro presente em ferroproteinas para a reacdo de Fenton
(Fe?* + H,O, _, Fe (IIl) + OH+ OH’), e também pode reagir com o
radical o6xido nitrico (NO’), gerando peroxinitrito (ONOOQOY),
potencialmente reativo (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004;
HALLIWELL, 2012). O acido desoxirribonucleico (DNA) e os &cidos
graxos poli-insaturados (AGPI) s&o os principais alvos do OH’, que
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sofrem peroxidacao lipidica nesta reagdo. O ataque oxidativo ao DNA
leva a formacdo de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, e as alteracdes
promovidas pela oxidagdo podem levar a mutagénese e carcinogénese
(VALKO, 2007).

As membranas celulares sdo os componentes celulares mais
susceptiveis a acdo das ER devido ao seu conteldo de &cidos graxos
poli-insaturados, que sofrem lipoperoxidagdo, alterando as suas
estruturas e permeabilidade (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
As alteracBes na permeabilidade da membrana implicadas pela
peroxidacdo lipidica levam a mudancas nas trocas idnicas, culminando
no acimulo de liquido no interior da célula e por fim na morte da
mesma (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Os peroxidos
lipidicos podem afetar a funcéo das células através do seu acimulo na
membrana celular interferindo na funcéo dos receptores de membrana, e
ainda, os subprodutos da peroxidacdo lipidica tém propriedades
citotdxicas e mutagénicas (SEIFRIED et al., 2007).

O processo de estresse oxidativo, quando cronico, pode ter
implicacBes na etiologia de doencas crénicas como o céancer, doencas
neurodegenerativas, doencas inflamatérias intestinais e aterosclerose
(GREEN, BRAND & MURPHY, 2004; HALLIWELL, 2012). No
sentido de proteger suas moléculas de danos oxidativo ocasionados
pelas ER, as células possuem mecanismos de defesa preventivos,
reparadores, barreiras fisicas e o sistema de defesa antioxidante,
responsavel pela neutralizagdo ou retardamento da acdo das mesmas
(RAHAL et al., 2014). Esse sistema de defesa antioxidante engloba os
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, de origem enddgena ou
dietética (BOUAYED & BOHN, 2012; VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes podem ter origem endégena como € o caso das
superdxido dismutases, catalases, enzimas dependentes da glutationa
(glutationa peroxidase, glutationa S-transferase, glutationa redutase), e
peroxirredoxinas, e componentes ndo enzimaticos como a glutationa
reduzida e o acido Urico; podem também ser obtidos através da dieta,
como por exemplo a vitamina E, &cido ascoOrbico e carotenoides
(VALKO et al., 2007; BOUAYED & BOHN, 2012). As defesas
antioxidantes sintetizadas endogenamente promovem maior protecdo
contra os danos teciduais mediados pelo estresse oxidativo em relacéo
aos antioxidantes derivados da dieta (HALLIWEL, 2012).

As enzimas antioxidantes catalisam uma cascata de reacdes
para conversdo das ERO em moléculas mais estaveis, como H;0 e O..
Ao lado das enzimas antioxidantes primarias um grande ndmero de
enzimas secundarias agem em associacdo com moléculas antioxidantes
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de baixo peso molecular para formar o ciclo de reagBes redox que
provém os cofatores para as fun¢des das enzimas antioxidantes de acéo
primaria. Os antioxidantes ndo enzimaticos também funcionam como
neutralizadores diretos das ER, a o conjunto dos diferentes tipos de
antioxidantes sdo necessarios para sustentar a vida através da
manutencdo de um delicado balango redox no meio intracelular, que
minimiza os efeitos indesejaveis dos danos celulares causados pelas ER
(DURACKOVA, 2010).

Entretanto, assim como as ER podem ter acOes fisioldgicas e
patolégicas, as moléculas antioxidantes podem ter acdo benéfica através
da inibicdo ou reducdo da atividade das ER, bem como podem atuar
como promotores de doencgas, através da neutralizacdo dos efeitos
fisiolégicos desejados das ER (RAHAL et al., 2014).

O impacto do estresse oxidativo depende do tipo da molécula
pré-oxidante, do local e intensidade de sua produgdo, e da
disponibilidade e atividade dos varios antioxidantes e suas habilidades
em reparar os sistemas (DURACKOVA, 2007).

3.3.1 Marcadores de estresse oxidativo

Os marcadores de estresse oxidativo podem ser classificados
como moléculas que sdo modificadas pela interagdo entre as ER e
moléculas do sistema antioxidante que mudam em resposta ao estresse
oxidativo. Sdo exemplos de moléculas que podem ser modificadas pelo
excesso de ER in vivo: lipidios (incluindo fosfolipidios), DNA, proteinas
e carboidratos (DALLE-DONE et al., 2005).

S&o encontradas grandes quantidades de AGPI nas membranas
celulares, o que as torna alvos excelentes para o ataque de espécies
reativas e, por conseguinte a lipoperoxidagdo. A Lipoperoxidacdo inicia
com o sequestro de um atomo de hidrogénio do acido graxo na
membrana, que pode ser através de um radical hidroxila, formando um
radical de lipidio associado ao carbono, que reage com Oz, promovendo
a sintese de radical peroxil, o qual sequestra um hidrogénio do AGPI da
membrana, sintetizando hidroperéxido lipidico (LOOH) (Figura 1)
(THOMAS et al., 1990; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 1: Processo de peroxidagdo lipidica.

Iniciagao Propagagio Terminagio
"
0, Fe*  Fet . Aldeidos
LH 5= L' > LOO" 3¢ LOOH 7~ LO ——= | Cetonas
HO®| H,0 Lh  L* Fei* Fev + HOP Epéxidos

Fonte: LOUREIRO, DI MASCIO & MEDEIRQS, 2002.

A lipoperoxidacdo pode ser mensurada por diversos métodos,
dentre eles a determinacdo de hidroperoxidos, realizada através da
oxidacdo do ferro com alaranjado de xilenol (FIRUZI et al., 2006).

As moléculas proteicas também podem sofrer acdo nociva das
ER, através da oxidacdo dos aminodcidos, modificando sua funcéo, e
tornando-as mais susceptiveis a degradacdo por enzimas proteoliticas
(DALLE-DONNE et al., 2006). Dentre as caracteristicas da oxidacdo de
proteinas estd a introducdo de grupos carbonil em residuos de
aminoacidos de proteinas, os quais sdo passiveis de deteccdo e
quantificacdo e oxidacdo catalisada por metais, utilizando o reagente
2,4-dinitrofenilhidrazina (LEVINE et al.,1990). A oxidacao de proteinas
leva a perda da funcionalidade das mesmas, por meio da sintese de
proteinas carboniladas e inativacdo enzimatica, alterando a capacidade
de transducéo de sinal (STADTMAN & LEVINE, 2000). A oxidacéao de
enzimas que participam do fornecimento de energia para as células
induz a perda de funcédo celular, e pode ter implicacdo no aparecimento
de doengas (TRETTER & ADAM-VIZI, 2000).

A concentragdo de proteinas carboniladas é o indicador mais
utilizado para identificar a oxidacdo de proteinas. O acimulo destas tem
sido observada em diversas doencas humanas como a Doenca de
Alzheimer, diabetes tipo 2, doencas inflamatérias intestinais e artrite
(BERLETT & STADTMAN, 1997).

O dano oxidativo leva a perda de fungbes especificas de
proteinas, podendo desencadear importantes consequéncias bioldgicas
negativas e, a oxidacdo de enzimas e proteinas estruturais pode
contribuir significativamente para a etiologia de diversas doencas
(HENSLEY et al., 1995; BUTTERFIELD et al., 1997).
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3.3.2 Marcadores de lesao celular

Em resposta ao estresse oxidativo ocorre o0 aumento da
atividade extracelular de enzimas que tém acdo intracelular como a
Lactato Desidrogenase (LDH) e Creatinocinase (CK), devido sua
liberacdo no soro apds a perda de integridade das membranas
plasmaticas durante a lipoperoxidacao dos acidos graxos (JOVANOVIC
etal., 2010; VENKATARAMAN et al., 2009; BELL & KHAN, 1999).

Gonzalez-Flecha e colaboradores (1993) verificaram 0 aumento
da atividade da LDH no soro de ratos adultos submetidos a isquemia e
reperfusdo, indicando que a propagacdo da cadeia de reacOes de
oxidacgdo iniciada pela liberacdo de radicais hidroperoxidos culmina em
leséo celular.

Em estudo conduzido por Rajashree e Puvanakrishnan (1998),
que investigou o efeito da administracdo de Dex sobre pardmetros de
estresse oxidativo, capacidade antioxidante e lesdo celular no coracéo e
rins de ratos, foi observado um incremento nas concentragdes de LDH e
CK no coracdo apds o oitavo dia de tratamento com o farmaco, bem
como das concentragfes de substancias reativas ao acido tiobarbitirico e
decréscimo dos niveis de enzimas antioxidantes. Tais resultados
sugerem incremento no estresse oxidativo e no processo de lesdo celular
em resposta a administracdo do farmaco.

3.4. Oleo de peixe e acidos graxos poli-insaturados

Oleos provenientes da carne de peixes gordurosos ou do figado
de peixes magros, apresentam atividade regulatéria no processo
inflamatorio. Os 4cidos graxos 6mega-3 eicosapentaenoico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA) que compreendem aproximadamente 30% da
composicdo de 4acidos graxos da maioria dos dleos de peixe
comercializados (CALDER, 2012). Apds serem ingeridos, os &cidos
graxos sdo incorporados em fosfolipidios das membranas celulares,
reduzindo a presenca do &cido araquidénico (AA) e a producédo
consequente de eicosandides derivados do mesmo. Ademais, quando
incorporados na membrana celular promovem a sintese de mediadores
denominados resolvinas que apresentam potentes propriedades anti-
inflamatdrias; outros efeitos importantes atribuidos ao EPA e DHA se
referem as acOes regulatérias sobre fatores de transcricdo que regulam a
expressdo de genes inflamatdrios (CALDER, 2009).

Os AGPI compreendem os &cidos carboxilicos compostos por
cadeia hidrocarbdnica ndo ramificada, que possuem uma ou mais duplas
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ligagdes (insaturacdes), sendo classificados como acidos graxos de
cadeia curta (dois a quatro carbonos), média (seis a 10 carbonos) e longa
(acima de 12 carbonos) (CURI, 2000).

As familias de AGPI de maior relevancia séo os acidos graxos
Omega 3 (n-3) e 6mega 6 (n-6), sendo a numeracao referente a posicao
da primeira dupla ligagéo a partir do carbono dmega no terminal metila
da cadeia hidrocarb6nica (CALDER, 2005).

O acido araquiddnico, um acido graxo da familia 6mega 6, da
origem principalmente a mediadores pré-inflamatorios, e constitui-se
um alvo de terapias anti-inflamatérias comumente utilizadas (CALDER,
2009).

Os eicosanoides, resultantes do metabolismo dos fosfolipidios
de membrana apresentam diversas atividades bioldgicas como a
modulagdo da resposta inflamatdria e resposta imunolégica, influenciam
na agregacdo plaquetéaria, e no crescimento e diferenciacdo celular
(HARDMAN, 2004).

As resolvinas e protectinas resultantes do metabolismo do EPA
e DHA presentes na membrana promovem atividade a favor da
resolucdo dos processos inflamatérios através das propriedades anti-
inflamatdrias e imunorreguladoras, atenuando a inflamacdo e a lesdo
mediada por células polimorfonucleares e granulécitos do sistema
imunitario (SERHAN, 2006).

A variedade de efeitos biolégicos dos AGPI n-6 e n-3 tem
despertado interesse na investigacdo dos efeitos da suplementagdo de
6leo de peixe sobre a inflamacéo, sistema imunitario e estresse oxidativo
em humanos e ratos.

3.4.1. Oleo de peixe e marcadores da resposta imunitaria

A disponibilidade de acidos graxos n-3 na dieta os coloca a
disposicdo para a incorporagdo nas membranas celulares, levando a
atenuacdo da resposta inflamatéria em decorréncia da alteracdo do perfil
de eicosanoides produzidos (CALDER, 2009).

E sugerido que os AGPI n-3 tém agbes anti-inflamatorias
através da diminuicdo da quimiotaxia de leucocitos, da expressdo de
moléculas de adesdo, e sintese de citocinas inflamatérias, sendo que
estes efeitos podem ser atribuidos a reducdo da ativagdo do fator de
transcricdo NF-xB (Fator nuclear kappa B) pro-inflamatério, e aumento
da ativacdo de fatores de transcricdo anti-inflamatorios do conjunto de
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gamma (PPARY)
(VAN DEN BERGHE et al., 2003; CALDER, 2012).
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Varney e colaboradores (2009) compararam a contagem de
leucécitos entre ratos alimentados com dietas contendo alta
concentracgdo de 6leo de peixe e de 6leo de milho (baixo teor de n-3), e
verificaram que aqueles que se alimentaram com a dieta Op obtiveram
reducdo na producdo de células progenitoras na medula dssea, sem
alteragdo na contagem de leucécitos no sangue periférico. Em humanos,
Mukaro e colaboradores (2008) verificaram que o consumo de dietas
enriquecidas 1 g ao dia de acidos graxos n-3 provenientes do 6leo de
peixe, incluidos no processamento dos alimentos, por um periodo de 6
meses, promoveu reducdo significativa na contagem de leucdcitos,
linfocitos e células Natural Killer (NK).

Em estudo que comparou o efeito de 4 dietas enriquecidas com
6leo de peixe em diferentes concentragdes com uma dieta controle isenta
de Oleo de peixe, foi verificado que o tratamento ndo promoveu
alteragdes no peso do baco (HINDS & SANDERS, 1993). Rabbani e
colaboradores (1999) verificaram que a administracdo de altas doses de
6leo de peixe através de gavagem (5 ml /kg ao dia) em ratos na
frequéncia de 5 vezes na semana pelo periodo de 13 semanas promoveu
0 aumento do peso do figado nas fémeas avaliadas e do baco em ambos
0S Sexos.

Estudos sugerem que o n-3 influencia a transducéo de sinal nos
macréfagos e células T, alterando a concentracdo de citocinas pro-
inflamatdrias através da inibicdo da ativacdo do NF-xB (MILES &
CALDER, 1998; CALDER, 2013).

Os acidos graxos n-3 suprimem a expressao de genes pro-
inflamatdrios responsaveis envolvidos na producdo de citocinas,
quimiocinas, estimulo & ciclooxigenase, 6xido nitrico sintetase, e
metaloproteinases de matriz. Os efeitos anti-inflamatorios envolvem a
inibicdo da ativacdo do NF-xB e ativagdo de receptores ativados por
proliferadores de PPARy. Ademais, os AGPI n-3 podem influenciar na
expressdo de genes envolvidos no desenvolvimento e diferenciagdo de
células imunolégicas e inflamatérias, como os macréfagos, monacitos, e
células T (CALDER, 2013).

Alguns trabalhos tém demonstrado que os AGPI n-3 foram
capazes de aumentar a expressao de células T auxiliares, redugdo da
proliferacdo de células T quando submetidas a mitégenos e diminuicdo
da atividade de linfécitos T citotdxicos e de células NK (CALDER,
1996; ENDRES et al., 1989; MEYDANI et al., 1993; LEE et al., 1985).
De acordo com Attakpa e colaboradores (2009), os AGPI n-3 podem ter
impacto significativo em estdgios iniciais de diferenciagdo e
desenvolvimento de células T, sendo que o DHA pode alterar o padréo
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de diferenciacdo das células T, resultando em um fenétipo menos
inflamatdrio.

Os AGPI n-3 podem reduzir a atividade fagocitica, adesao
celular, e sintese de citocinas em macréfagos (POMPEIA et al., 2000), e
interferir na funcdo das células apresentadoras de antigeno, reduzindo
sua atividade (SANDERSON, YAQOOP, CALDER, 1997). Estudos
tém mostrado que a suplementacdo AGPI n-3 reduz a funcdo fagocitaria
de macrdfagos peritoneais de ratos (REINER et al., 1993; BULLBUL et
al., 2007).

Desta maneira, visto os efeitos do AGPI n-3 sobre o sistema
imunitario relatados na literatura, ha indicios de que estes acidos graxos
podem apresentar efeitos considerados imunossupressores.

3.4.2. Oleo de peixe, estresse oxidativo e leso celular

Os AGPI séo, devido a presenca de duplas ligagdes em suas
cadeias hidrocarbdnicas, susceptiveis ao ataque de espécies reativas
(NORBERG & ARNER, 2001). As membranas celulares contém grande
guantidade de AGPI, e desta maneira sdo as estruturas celulares mais
atingidas pelas espécies reativas, as quais desencadeiam uma cascata de
eventos que podem culminar na morte celular. (YOSHIDA et al., 2003).

Foi observado em alguns trabalhos o aumento da peroxidacao
lipidica na membrana de eritrocitos e de acidos graxos plasmaticos em
ratos suplementados com o6leo de peixe, em que ocorreu
concomitantemente o incremento na necessidade de vitamina E
(MIRET, SAIZ & MITJAVILA, 2003; IBRAHIM et al. 1997,
MCGUIRE et al., 1997).

Moreno e colaboradores (2003), em estudo que comparou a
suplementacédo de 6leo de oliva, 6leo de milho e 6leo de peixe em ratos,
obtiveram como resultado o aumento na producdo do anion superéxido e
do 6xido nitrico em macrdéfagos peritoneais no grupo suplementado com
6leo de peixe, mostrando que o 6leo de peixe pode incrementar este
pardmetro relacionado ao estresse oxidativo.

Kikuwaga e colaboradores (2003) observaram que, em ratos
submetidos ao estresse oxidativo, a suplementacdo de dleo de peixe
promoveu aumento nos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico quando comparado a suplementacdo de 6leo de cartamo
(n-6). Adicionalmente, foi observado que as concentragcbes de
hidroperéxidos aumentaram no mesmo nivel em ambos o0s grupos.
Entretanto, os danos oxidativos ao DNA foram menores no grupo
suplementado com dleo de peixe.
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Outros trabalhos mostraram reducdo no estresse oxidativo em
ratos suplementados com Oleo de peixe. Niby e colaboradores (2005)
mostraram que a suplementacdo com 6leo de peixe em ratos
hiperinsulinémicos levou a prevencdo da disfuncdo vascular, e esse
efeito foi associado ao aumento da expressdo da 6xido nitrico sintetase e
reducdo do estresse oxidativo.

Considerando que a atividade extracelular de enzimas de acéo
intracelular aumenta em resposta ao estresse oxidativo apds o processo
de lesdo celular por peroxidacdo dos acidos graxos presentes na
membrana, (JOVANOVIC et al.,, 2010; VENKATARAMAN et al.,
2009; BELL & KHAN, 1999), Yilmaz e colaboradores (2004)
verificaram que a suplementacdo de 0,4 g/kg de 6leo de peixe via
gavagem durante 30 dias promoveu aumento da atividade da LDH no
figado de ratos, quando comparado aos animais do grupo controle que
recebeu solucdo isotbnica. Em estudo in vitro Sugihara e colaboradores
(1994) verificaram que a exposicdo de hepatdcitos ao acido graxo n-3
eicosapentaenoico (EPA) promoveu injiria celular e aumento da
liberacdo de LDH.

3.5. Dexametasona e 6leo de peixe

Salama e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da ingestdo
de 6leo de peixe isolada (1, 2 e 3 g/kg) e combinada (1,5 g/kg) com a
administragdo de dexametasona (0,5 mg/kg) em ratos com bronquite
asmatica induzida por ovoalbumina, e observaram que o Op, isolado
guanto associado com a Dex promoveu atenuacao dos efeitos deletérios
da ovoalbumina sobre a funcdo pulmonar, reducdo da contagem de
eosinofilos, e das concentracdes de Imunoglobulina E sérica e do TNF-a
no pulméo.

Em estudo que avaliou os efeitos da administracdo parenteral de
emulsdo de Op (1 ml/kg) sobre a cicatrizacdo cutdnea de queimaduras
em ratos tratados com dexametasona (0,2 mg/kg), ndo foram observadas
diferencas estatisticas nas concentra¢@es de hidroxiprolina, TGF-B (fator
de crescimento), fator de crescimento derivado de plaquetas, nos escores
de cicatrizagdo, e na profundidade das feridas (GARCEK et al., 2007).

Estudos que avaliaram os efeitos sobre parametros imunitarios e
de estresse oxidativo relacionados & administracdo de 6leo de peixe
concomitante & dexametasona sd0 escassos. Como exposto, a
dexametasona promove imunossupressdo e parece incrementar o0s
parametros de estresse oxidativo. A imunossupressao esta relacionada
ao aumento da susceptibilidade a infecgdes, enquanto o aumento do
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estresse oxidativo pode incrementar o risco de desenvolvimento de
doencas croénicas. Considerando que o 6leo de peixe apresenta efeitos
imunorreguladores e pode elevar os parametros relacionados ao estresse
oxidativo, se faz necessario investigar se a ingestdo do 6leo de peixe
pode acentuar os efeitos deletérios de imunossupressdo e estresse
oxidativo aumentado, ocasionados pela administracdo da dexametasona,
ja que o farmaco e o suplemento podem ser utilizados
concomitantemente na prética clinica.

3.6. Hipdtese

3.6.1. Hipdtese nula

O O6leo de peixe ndo promove alteragBes nos pardmetros
imunitarios e marcadores de estresse oxidativo em ratos tratados com
dexametasona.

3.6.2. Hipotese alternativa

O o6leo de peixe modula negativamente parametros imunitarios

e incrementa marcadores de estresse oxidativo em ratos tratados com
dexametasona.
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4. METODOLOGIA
4.1 Caracterizagao do estudo

O presente estudo carcateriza-se como experimental, e foi
desenvolvido no Laboratério de Investigagdo em Doencas Crénicas
(LIDoC) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Foram
utilizados os mesmos animais da amostra do estudo prévio realizado no
LIDoC pela mestranda Amanda Marreiro Barbosa, intitulado “Efeitos da
suplementacdo com 6leo de peixe sobre alteragdes no metabolismo da
glicose e dos lipidios induzidas por glicocorticoide em ratos”.

4.2. Animais de experimentacao e aspectos éticos

Foram submetidos ao estudo 60 ratos Wistar machos saudaveis
no inicio do estudo com trés meses de idade, mantidos em temperatura
de aproximadamente 22° C, ciclo de iluminacdo claro-escuro (12 horas),
em gaiolas coletivas e acesso livre a 4gua e ragdo. Os ratos utilizados no
estudo foram provenientes do Biotério Central da UFSC, localizado no
Campus Trindade, Floriandpolis, SC. A pesquisa foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC através do
protocolo PP00782 (Anexo A).

4.3. Desenho do estudo e grupos de tratamento

Os grupos experimentais foram compostos por 60 animais no
total, os quais foram tratados em 3 lotes em datas diferentes, divididos
em: Grupo controle (CTL): ratos suplementados com 6leo mineral
(Mariol®), utilizado como placebo, e com administracdo de solugdo
salina (NaCl 0,9%), Grupo Dex (DEX): ratos suplementados com 6leo
mineral e tratados com dexametasona (Decadron®, Aché, Campinas,
SP, Brasil), Grupo 6leo de peixe (OP): ratos suplementados com éleo de
peixe (Phytomare®) e com administracdo de solucdo salina e Grupo
Dex + Gleo de peixe (DEXOP): ratos suplementados com éleo de peixe
e tratados com dexametasona. A administracdo de Op na concentracéo
de 1 g/kg, (YAMAZAKI et al., 2011; HIRABARA et al., 2012) e de
6leo mineral a 1 g/kg foi realizada via orogastrica através de gavagem, e
a administracdo de dexametasona (0,5 mg/kg) (SALAMA et al., 2012) e
salina foi realizada via injecdo intraperitoneal, em torno das 8 horas da
manhd e por 15 dias consecutivos. Na administracdo do 6leo mineral
como placebo ndo absorvivel, ndo foram observadas alteracfes na
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consisténcia das fezes. Os tratamentos ocorreram de forma simultanea, e
os animais foram pesados diariamente para ajuste das dosagens do
farmaco e do suplemento. A Tabela 2 mostra o tratamento e a
suplementacéo a que cada grupo do estudo foi submetido.

Tabela 2. Tipo de tratamento e amostra por grupo experimental.

Grupo NUmero Tratamento Suplementacéo
de animais  injetavel via oral (gavagem)
CTL 15 Placebo Placebo
(solucéo salina) Oleo mineral (1 g/kg)
DEX 15 Dexametasona Placebo
(0,5 mg/kg) Oleo mineral (1 g/kg)
OP 15 Placebo Oleo de peixe (1 g/kg)
(solucéo salina)
DEXOP 15 Dexametasona Oleo de peixe (1 g/kg)
(0,5 mg/kg)

A Figura 2 apresenta a sequéncia temporal de diferentes eventos
referentes ao estudo.
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Figura 2: Periodo de realizagdo do estudo. T1: inicio da suplementacdo com
6leo de peixe ou 6leo mineral, administracdo de dexametasona ou solugdo
salina, controle da ingestdo alimentar e hidrica e do peso corporal; T2: Fim dos
tratamentos. T3: andlises do estudo realizado para verificar alteragbes em
parametros da homeostase glicémica e insulinica; T4: Eutanasia e coleta do
material bioldgico que sera utilizado nas analises posteriores.

[ ] ] 1
1 ! 1 |}

T1 T2 13 T4
Inicio do 15 dia 16° dia 17° dia
tratamento Fimdo Anilisesdo Futandsia

* tratamento  estudo Coleta do
5 prévio material
biolégico
Legenda:

*Inicio do controle da ingestdo alimentar e hidrica e do peso corporal
**Fim do controle da ingestio alimentar e hidrica e do peso corporal

A Figura 3 traz informacao nutricional das capsulas de 6leo de
peixe fornecida pelo fabricante. A Tabela 3 mostra a anélise da
composicdo do 6leo de peixe em acidos graxos, realizada no presente
estudo.

Figura 3: Informacéo nutricional das capsulas de 6leo de peixe.

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porgéo 1,0g

Quantidade por porg&o

Valor energético 8,5 kcal = 35,5kJ
Gorduras totais, das quais: 1,09
Gorduras saturadas 0,35¢g
Gorduras monoinsaturadas 0,25g
Gorduras polinsaturadas 0,49
Omega 3: 305 mg
EPA (acido eicosapentaendico) 183,5mg
DHA (acido docosahexaendico) 121,5mg
Colesterol 2,0mg
Sadio 2,0mg
Nao contém quantidade significativa de carboidratos, proteinas,
gorduras trans e fibra alimentar.

Fonte: Adaptado da Ficha técnica do 6leo de peixe encapsulado
(Phytomare®).
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Tabela 3: Composicdo do 6leo de peixe Phytomare® em acidos
graxos:

Porcdodelg

Acido graxo Proporcéo (%)
Eicosapentaenoico (EPA) 24,66%
Docosaexaenoico (DHA) 17,12%

Palmitico 14,47%
Miristico 13,83%
Araquiddnico 10,95%
Oleico 10,06%
Linoleico 3,75%
Laurico 2,64%
Estearico 1,88%
a-linolénico 0,64%

4.4, Determinacéo da ingestao alimentar

A ingestdo de racdo foi aferida diariamente, dada subtracdo do
peso inicial pelo consumido, e a diferenga, que representa 0 consumo
total por gaiola, foi dividida entre o nUmero total de animais a fim de
aferir o consumo individual. Em trabalho anterior com outra linhagem
de ratos Krohn e colaboradores (2011) observaram que a avaliagdo do
consumo de ra¢do dos animais mantidos em gaiolas coletivas mostrou
resultado semelhante ao consumo de ratos mantidos em gaiolas
individuais ap6s a normalizacdo do peso da racdo pelo peso corporal,
sendo que o isolamento parece ndo afetar o consumo alimentar. Outros
estudos realizados em nosso grupo utilizaram o mesmo método de
avaliacdo do consumo alimentar (RAFACHO et al., 2008; NUNES et
al., 2013). Os dados de consumo de ragdo foram expressos em gramas
ingeridos por quilograma de peso corpdreo no sentido de normalizar este
parametro.

4.5. Determinacéo da ingest&o hidrica

A ingestdo hidrica foi aferida diariamente a partir da subtracdo
do conteldo remanescente de Agua pelo conteldo depositado no
momento inicial. O valor resultante da subtracdo representa o total de
agua ingerido diariamente por gaiola, e o consumo individual foi aferido
através da divisdo do volume total consumido pelo nimero de animais.
Em estudo anterior com outra linhagem de ratos foi observado que a
ingestdo hidrica de ratos em gaiolas coletivas ndo é diferente da
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verificada em ratos mantidos em gaiolas individuais (KROHN et al.,
2011).

4.6. Determinacéo do peso corporal

A determinacdo do peso corporal foi realizada diariamente
desde o dia que antecedeu o inicio do tratamento até o dia da eutanasia,
em balanca eletronica digital (TECNAL, SP, Brasil).

4.7. Coleta do material biolégico

No 16° dia de tratamento os ratos foram submetidos ao jejum de 12
horas, e sofreram eutandasia no 17° dia. Antes do procedimento os
animais foram expostos a atmosfera rica em CO>, seguido por
decapitacdo, e o sangue do tronco foi coletado em dois tubos de ensaio
de vidro, sendo um deles heparinizado para leucograma e obtencdo do
plasma e o outro para coleta do soro. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 400 x g por 15 minutos a 22°C, soro e plasma foram
aliquotados e armazenados a -80°C para analises posteriores.

Ap6s a coleta do sangue do tronco foram removidos figado,
timo e bago, os quais foram pesados.

O material biolégico foi coletado em trés datas e lotes
diferentes, e dividido entre as analises realizadas. Desta forma alguns
experimentos apresentam valores amostrais distintos.

4.8. Andlises bioldgicas

4.8.1. Contagem de leucdcitos, linfécitos, mondcitos e
granulécitos

A contagem e proporcdes de leucécitos, granuldcitos,
mondcitos e linfocitos foi obtida através da leitura do sangue
heparinizado, antes da separacdo do plasma, no equipamento Advia 60
Hematology Analizer. Os valores absolutos foram expressos em
10%/mm?3, e os relativos em percentuais.

4.8.2. Determinacdo da funcionalidade celular e atividade
fagocitaria de mondcitos e neutrdéfilos sanguineos

Com o objetivo de determinar a funcionalidade de neutrdfilos e
mondcitos foi utilizado o método descrito por Antal e colaboradores
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(1995). O sangue heparinizado foi adicionado de solugdo preparada com
PBS e vermelho neutro, em seguida aliquotado e acrescido de solugdo
hemolitica, e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds a
incubagdo a amostra foi centrifugada a 250 g durante 10 minutos a 4°C,
ao final o sobrenadante foi descartado, e a amostra foi lavada com PBS.
As amostras utilizadas no teste de funcionalidade celular foram
incubadas com zimozan e PBS a 37°C antes do acréscimo do vermelho
neutro. Apos o0s procedimentos experimentais, as amostras negativas
acrescidas de vermelho neutro, e as amostras para o teste de
funcionalidade celular foram submetidas a leitura no citémetro de fluxo
BD FACSCanto Il e os dados analisados no software Flowing versao
2.5.1.

A Figura 4 apresenta os graficos representativos da analise da
proporcdo de neutrofilos e mondcitos no sangue (A), do modelo de
andlise da atividade celular a partir da incorporacdo do vermelho neutro
(B) e do modelo de analise da fun¢do fagocitica ap6s serem estimuladas
com zimozan (C), obtidos por citometria de fluxo. Os resultados das
leituras sobre a intensidade da fluorescéncia foram expressos em
unidades arbitrarias.

Figura 4: Gréficos de citometria de fluxo representativos dos neutrdfilos e
mondcitos de um rato do grupo CTL.

A B C

- Megativao.fos

Megativao.fos
fnellho Meutro fos
i1 M Zirmozan fos

i L Megativo.fcs
! Uerﬁ‘nelho Meutro.fos
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FSC-A =0 PerCP-A PerCP-A

A: A regido R-1 representa as células com caracteristicas morfol6gicas de
neutrdfilos e mondcitos (SSC-A: Side scatter; FSC-A: Forward scatter). B:
Representa o modelo de anlise utilizado para determinar a atividade das células
a partir da subtragdo das intensidades de fluorescéncia das células coradas com
vermelho neutro pelas células negativas. C: Representa 0 modelo de analise
para a determinacdo da fungdo fagocitaria a partir da subtracdo da intensidade
da fluorescéncia das células estimuladas com zimozan pelas células coradas
com vermelho neutro e negativas, em unidades arbitrarias.
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4.8.3. Quantificacdo da Proteina C-Reativa, albumina,
determinacéo da atividade da LDH e CK no soro

O soro foi descongelado, e em seguida submetido aos testes
com Kkits comerciais de acordo com as instrucdes presentes na bula de
cada analito (fabricante Biotécnica®). As concentracGes dos reagentes,
da amostra, do padrdo e da curva (quando aplicavel) foram reduzidos
respeitando as proporcdes estabelecidas na bula, para que a leitura fosse
realizada em microplacas.

Para acessar as concentracdes de PCR utilizou-se na curva
padrao 125 pL de calibrador puro (concentragdo de 8 mg/L de PCR)
para o fator de diluicdo 1, e diluido com salina até o fator de diluigdo 16;
para a curva do branco foram utilizados 125 pL de salina. No teste
foram utilizados 200 pL de reagente (160 uL. de RDIL para 40 pL de
RLAX) para cada 2 pL de amostra, sendo o ensaio executado em
triplicata e em microplaca. A leitura foi realizada em leitor de placas
(Apollo-8 Microplate Absorbance Reader LB 912- Berthold
Technologies) em 540 nm.

Na avaliacdo das concentrages de albumina foram utilizados
200 pL de reagente com 1 pL de solugdo padrdo, e 1 uL de amostra em
triplicata. O experimento foi realizado em microplaca, e a leitura em
leitor de placas (Apollo-8 Microplate Absorbance Reader LB 912-
Berthold Technologies) em 630 nm (600 a 640 nm).

Para avaliar a atividade da LDH foram utilizados 200 pL de
reagente de trabalho e 4 uL. de amostra. No caso da CK foram utilizados
200 pL de reagente de trabalho e 8 uL de amostra. Ambos experimentos
foram realizados em triplicata e em microplaca, e a leitura realizada na
Multileitora Infinite M200 TECAN em 340 nm a 37°C.

4.8.4. Determinacdo da concentracdo de hidroperdxidos
lipidicos no plasma

Foi utilizado o método descrito por Nourooz-Zadeh et al.
(1994). O plasma foi homogeneizado com metanol a 1:5 e centrifugado
a 5000 x g, por 5 minutos a 4°C. Para cada poco de uma placa foram
transferidos 18 pl do sobrenadante, num total de 6 pogos por amostra.
Adicionou-se 2 uL de TPP a 10 mM (os hidroperdxidos sdo convertidos
em hidroxila pela trifenilfosfina) em 3 pogos, e nos 3 restantes
adicionou-se 2 uL metanol. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos; foram adicionados 180 pl de FOX-2
(constituido de xilenol laranja 100 mM, hidroxitolueno butilado 4 nM,



53

acido sulfarico 25 nM e sulfato ferroso de aménio 250 nM, em metanol
90%), e incubados novamente a temperatura ambiente durante 30
minutos. Os cétions ferrosos presentes na solucdo FOX2 sdo oxidados
pelos hidroperoxidos na amostra, ndo somente pelos hidroperéxidos
lipidicos, formando Fe®* sendo que nas amostras ja acrescentadas de
TPP essa oxidagdo é menor. A leitura das placas foi realizada a 550 nm
utilizando leitor de microplacas (Apollo-8 Microplate Absorbance
Reader LB 912- Berthold Technologies). O valor da absorbancia das
amostras ndo adicionadas de TPP foi subtraido do valor da absorbancia
das amostras tratadas com TPP (sem hidroperéxidos lipidicos), obtendo
somente a quantidade de ferro oxidado por hidroperdxidos lipidicos. A
curva padrdo foi realizada com quantidades conhecidas de perdxido de
hidrogénio (concentragdes de 100 a 1,56 uM), submetidas aos mesmos
procedimentos das amostras, sem acrescentar TPP. Dividiu-se o valor da
concentracdo de hidroperdxidos lipidicos pela concentragdo de proteinas
totais do extrato metandlico, sendo que a concentracdo de proteina nas
amostras foi mensurada pelo método de Bradford (1976). Os resultados
foram expressos em umol/mg de proteinas.

4.8.5. Dosagem da concentracdo de proteinas carboniladas
no plasma

Para dosar a oxidacdo de proteinas foi utilizado o método
descrito por Levine e colaboradores (1990), que se baseia no principio
de que os radicais livres atacam residuos de proteinas para produzir
produtos com o grupo carbonil, o qual pode ser medido através da
reacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). O plasma foi fracionado
em aliquotas de 100 uL, que foram misturadas com 600uL. de DNPH 10
mM e 600 pL de 4cido cloridrico (HCI) 0,2 N (branco da amostra); os
tubos foram mantidos a temperatura ambiente em abrigo da luz, durante
60 minutos, e agitados a cada 10 minutos. Posteriormente foram
adicionados aos tubos 600 pul. de TCA 20%, submetidos a agitagdo
novamente, e mantidos sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e
iluminacéo por 10 minutos. Em seguida foram centrifugados a 11000 x
g por 5 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado
foi lavado trés vezes com 800 pL de etanol-acetato de etila (1:1). Ap0s
esse processo, 0s tubos foram centrifugados a 15000 x g por 5 minutos a
4°C, e a absorbancia do sobrenadante foi lida em 360 nm, contra a
solucdo de uréia 8,0 M. Para a determinacdo da quantidade de proteinas
totais, o sobrenadante do branco foi lido em 280 nm. O conte(ido de
carbonil foi determinado espectrofotometricamente no equipamento
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Multileitora Infinite M200 TECAN em 370 nm e calculado em nmol/mg
de proteinas usando um coeficiente de extingdo molar de 22.000 M-icm-
1

4.9. Andlise Estatistica

Os dados foram inseridos em banco de dados no programa
Microsoft Office Excel 2007® com dupla entrada. A andlise estatistica
foi realizada no programa estatistico Graphpad Prism v.5.01 (Graphpad
Inc.; La Jolla, USA). As varidveis foram descritas e apresentadas em
média e erro padrdo da média (EPM), quando a distribuicdo era
simétrica, ou em mediana e intervalo interquartil quando assimétrica.
Para avaliagdo da distribuicdo dos dados foi aplicada avaliacdo do
coeficiente de variacdo (CV) em conjunto com o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Para comparacdo multipla dos dados simétricos foi
utilizado o teste ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, ou Kruskal-
Wallis, quando as varidveis expressaram distribuicdo assimétrica,
seguido de teste de Dunn. Para caracterizacdo do modelo experimental
foi utilizado o teste t-Student para varidveis simétricas e o teste de
Mann-Whitney para varidveis assimétricas. Para todos os testes, foi
adotado o nivel de significancia de 95% (p< 0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteriza¢do do modelo experimental

Concordando com os dados disponiveis na literatura, os animais
tratados com Dex apresentaram reducdo significativa no peso corporeo
final, e alteracdes em parametros imunitarios mostradas através da
reducdo do peso do baco, da contagem de linfdcitos e da atividade
fagocitaria, como exposto na Tabela 4. Entretanto, contrariando o
esperado, 0 grupo DEX ndo apresentou alteragfes no peso no timo, na
contagem de leucdcitos, nos marcadores de estresse oxidativo e de leséo
celular avaliados. A auséncia de alteragBes em alguns dos parametros
analisados no presente estudo pode estar associada ao bindmio dose-
tempo, bem como do material biol6gico utilizado, que para alguns
pardmetros diferem dos demais estudos citados.
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Tabela 4: Avalicdo do peso corpdreo, pardmetros imunitarios, marcadores de
estresse oxidativo e de lesdo celular de ratos controle (CTL) e tratados com 0,5
mg/kg de Dex (DEX) durante 15 dias.

Expectativa
CcTL DEX de~ Encontrado
alteracéo no no estudo
grupo DEX
Peso corporeofinal (9) 35044135 2683+ 157 & !
Peso do Timo 1,28 1,26 IC
(mg/g p.c.) [1,22-1,70] [1,05-1,73] PEN
Peso do Baco 2,35 1,70 c
(mg/gpc)  [232-261]  [1,38-1,84] ! !
Contagem de
leucdcitos no sangue 10,6 8,6 10 o
(x 10%mm?®) [7,8-11,5] [5,8-11,0]
Contagem de linfécitos 7,0 [5,3-7,5] 3,2 [2,2-3,4] It
no sangue (x103/mm3) l
Atividade fagocitaria
de neutrdfilos e 68,3 49,6 ¢
monécitos  [558-84,8]  [47,7-515] ! !
(UA)
Lipoperoxidos
(mmol/mg de 0,07 0,05 q o
proteinas)  [0,05-0,08]  [0,03-0,10] T
Atividade da LDH 238,0 353,3 1
(U/L) [202,6-273,3] [248,2-370,2] PN
Atividade da CK 1413 1213 i
(U/IL)  [1268-1627] [1105-1296] 1 PN

Dados apresentados como média + EPM, analisados por meio do teste t-Student.
Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil, analisados por meio do
teste de Mann-Whitney, p<0,05. | reduzido em relagdo ao grupo controle; 1
aumentado em relagdo ao grupo controle; «» sem alteracdo em relagdo ao grupo
controle. UA: unidades arbitrarias. LDH: Lactato Desidrogenase. CK:
Creatinocinase. *ORZECHOWSKI et al., 2000; FILARETOVA et al., 2009;
SMINK et al., 2003. *BATISTA, MARTINS & VASCONSELOS, 2005;
FRAWLEY et al, 2010. °NAKAO et al., 2014; ORZECHOWSKI et al., 2002;
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PERANDONES et al., 1993. “®OHKARU et al., 2010; AMAR et al., 2013.
fGRASSO, KLEIN & BENJAMIN, 1981; BECKER & GRASSO, 1985;
NAKAMURA, MURAI & OGAWA, 1996; MLAMBO & SIGOLA, 2003.
IMENDEZ-ARMENTA et al., 2003; LINGAIAH et al., 2012. "RAJASHREE
& PUVANAKRISHNAN, 1998; ORZECHOWSKI et al., 2002.

4.10. Evolucdo do peso corporal

A Figura 5 mostra a evolugdo do peso corporal dos ratos ao
longo do tratamento. Observou-se reducdo progressiva da massa
corporal em ambos 0s grupos tratados com Dex apds o segundo dia de
tratamento, e ao final exibiram reducdo significativa em relagdo ao
grupo CTL e ao grupo OP. O 6leo de peixe ndo influenciou no peso
corporal dos animais tratados com Dex.

Figura 5: Evolucdo do peso corporal (g) de ratos controle (CTL), tratados ou
ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo com 1 g/kg de Op, durante
15 dias.

400
3504

3004

Peso corporeo (g)

2504
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Dados apresentados como média + EPM (g). ?Indica diferenca significante em
relacdo ao CTL ao final do tratamento. ¢Indica diferenca significante em relagéo
ao OP ao final do tratamento. Foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de
post hoc de Tukey, p<0,05, n=10.

4.11. Consumo de racdo e ingestao hidrica

O consumo de racdo e de agua relativo ao peso corp6reo (p.c.)
mostrou reducdo estatisticamente significativa apenas dos grupos DEX e
DEXOP em relacdo ao CTL. A suplementacdo de 6leo de peixe nédo
promoveu alteracdes no consumo de racdo e de agua relativos, reduzidos
pela administracdo da Dex.
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Tabela 5: Consumo de ragdo (g/kg p.c.) e de &gua (ml/kg p.c.) de ratos controle
(CTL), tratados ou ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo com 1
g/kg de Op, durante 15 dias.

CTL DEX oP DEXOP
Consumo de racao 22,2+0,3 19,9+0,62 20,0+0,6 18,4+0,5°
(9/kg de p.c.)
Consumo de dgua 42,0x2,1 31,4+4,32 32,2+1,1 27,5+0,82
(ml/kg de p.c.)

Dados apresentados em média £ EPM. 2Indica diferenca estatistica significativa
em relacdo ao CTL. Teste one-way ANOVA seguido de post hoc de Tukey,
p<0,05, n=10.

5.4. Peso do timo, figado e baco

De acordo com a Tabela 6 pode-se observar que o peso figado e
0 do bago foi influenciado pela administracdo isolada da Dex, e a
suplementacdo com Op ndo influenciou nesse pardmetro ao comparar 0s
grupos DEX e DEXOP. O peso do timo ndo foi alterado pela
imunossupressdo mediada via Dex e pela suplementacdo com éleo de
peixe.
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Tabela 6: Peso relativo do timo e figado de ratos controle (CTL), tratados ou
ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo com 1 g/kg de Op, durante
15 dias (mg de tecido/kg de p.c.).

CTL DEX OP DEXOP
Timo (mg/g 1,28 1,26 1,22 1,53
dep.c) [1,22-1,70] [1,05-1,73] [0,95-1,38] [1,10-1,88]
Figado (mg/g 32,7+0,7 39,0+1,82 33,6+1,0 40,4+2,42
de p.c.)
Bago (mg/g 2,35 1,70 2,08 1,84
dep.c.) [2,32-2,61] [1,38-1,84]° [2,06-2,14] [1,61-2,05]

Dados sobre o peso do timo e baco apresentados em mediana e intervalo
interquartil (mg/g de p.c.). Teste de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de
Dunn p<0,05, n=10. Dados sobre o peso do figado apresentados em média +
EPM. Teste one-way ANOVA seguido de post hoc de Tukey, p<0,05, n=10.

2Indica diferenca estatistica significativa em relagdo ao CTL.

5.5. Contagem de leucocitos, linfocitos, mondcitos e
granulécitos

Como pode ser observado na Tabela 7, a administracdo de Dex
associada ao 6leo de peixe ndo promoveu diferencas estatisticamente
significativas na contagem de leucdcitos e linfocitos quando comparada
a administracdo isolada de DEX. Entretanto, observa-se que houve uma
tendéncia na reducdo da contagem de leucocitos (DEX=8,6 [5,8-11,0] e
DEXOP =7,5 [5,9-11,0] x10¥/mm?), linfécitos (DEX=3,2 [2,2-3,4] e
DEXOP =1,8 [1,4-3,5] x103/mm?), de mondcitos (DEX=2,0 [1,2-3,6] e
DEXOP=1,3 [1,0-2,8] x10%mm?) e de aumento na contagem de
granulécitos (DEX=3,4 [2,0-4,8] e DEXOP=4,2 [2,6-5,5] x103/mm?3).
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Tabela 7: Contagem de leucdcitos, linfdcitos, mondcitos e granuldcitos de ratos
controle (CTL), tratados ou ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo
com 1 g/kg de Op, durante 15 dias (x 103/mm?).

CTL DEX OoP DEXOP
Leucdcitos 10,6 8,6 11,7 75
[7,8-11,5] [5,8-11,0] [10,0-13,0] [5,9-11,0]°¢
Linfécitos 7,0 [5,3-7,5] 32[22-34]¢  7,8[7,0:91] 1,8 [1,4-3,5]*¢
Mondcitos 1,2[0,6-1,3] 2,0[1,2-3,6] 1,2 [1,0-1,5] 1,3[1,0-2,8]
Granulécitos 2,2 [1,6-2,6] 3,4[2,0-4,8] 2,4[1,6-3,1] 4,2 [2,6-5,5]*¢

Valores apresentados em mediana e intervalo interquartil (x 103/mmd). 2Indica
diferenga estatistica significante em relagdo ao CTL. ¢Indica diferenga estatistica
significante em relacdo ao OP. Teste de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de
Dunn, p<0,05, n=10.

5.6. Determinagéo da funcionalidade celular e atividade
fagocitaria de mondcitos e neutrofilos sanguineos

Conforme a Figura 6 (A) a administracdo de Dex ndo alterou a
intensidade da fluorescéncia das células coradas com vermelho neutro
guando comparado com os demais grupos. Entretanto a suplementacéo
com Gleo de peixe no grupo tratado com Dex (DEXOP) apresentou uma
tendéncia a reducdo na fluorescéncia das células quando comparada a
administracdo isolada de Dex (p=0,057). A figura 6 (B) mostra que
guando estimulado com zimozan o grupo tratado com Dex e
suplementado com Op (DEXOP) exibiu atividade fagocitica
significativamente mais intensa do que o grupo DEX. Os grupos CTL,
OP e DEXOP néo obtiveram diferenca na atividade fagocitica entre eles,
e todos foram superiores ao grupo DEX (p<0,05). Desta maneira o 6leo
de peixe parece melhorar a atividade fagocitica dos neutrofilos e
mondcitos quando submetidos & administracéo de Dex.
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Figura 6: Atividade celular mediada pela incorporagéo do vermelho neutro (A) e
funcdo fagocitéria de neutréfilos e mondcitos conforme a intensidade da
fluorescéncia pela captacéo do vermelho neutro estimulada por zimozan (B), em
ratos CTL, tratados ou ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo com
1 g/kg de Op, durante 15 dias (unidades arbitrarias).
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Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil (unidades arbitrarias).
3Indica diferenca estatistica significante em relagdo ao CTL. PIndica diferenca
estatistica significante em relacdo ao DEXOP. °‘Indica diferenca estatistica

significante em relagdo ao OP. Teste de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de
Dunn, p<0,05, n=5.

5.7. Determinagdo da concentracao de Proteina C-Reativa e
albumina, e da atividade da LDH e CK no soro.

A Tabela 8 mostra que a suplementagcdo com 6leo de peixe no
grupo tratado com Dex ndo alterou a concentracdo de PCR quando
comparada ao grupo que recebeu Dex de forma isolada. O grupo tratado
com Dex obteve aumento na concentragdo de albumina (4,60 + 0,37
g/dL) quando comparado ao grupo CTL (4,03 £ 0,23 g/dL) (p=0,03). A
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suplementacdo com 6leo de peixe associada a Dex no grupo DEXOP
ndo mostrou alteracdes estatisticamente significativas em relacdo do
grupo DEX.

Em relagcdo a atividade das enzimas LDH e CK ndo foram
verificadas diferencas significativas entre os grupos estudados.

Tabela 8: Concentrages de PCR (mg/L) e albumina (g/L) e atividade
enzimética da LDH e CK (U/L) nos ratos CTL, tratados ou ndo com 0,5 mg/kg
de Dex e suplementados ou ndo com 1 g/kg de Op, durante 15 dias.

CTL DEX OoP DEXOP

PCR (mg/L) 0,37 +0,030 0,36 0,020 0,36 + 0,002 0,39 +0,050

Albumina 4,03+0,23 46+0,37° 430+0,23 4,40 £0,45

(9/dL)

LDH (U/L) 238,0 353,3 2740 2916
[202,6 -2733]  [2482-370,2]  [239,0-250,0]  [249,3 -4433]

CK (UL) 1413 1213 1455 1021
[1268-1627] [1105-1296] [1185-1612] [790-1251]

Valores sobre as concentrages de PCR e albumina apresentados em média +
EPM. Teste one-way ANOVA seguido de post hoc de Tukey, p<0,05, n=5
(PCR) e n=5 (Albumina). Dados sobre a atividade da LDH e CK apresentados
em mediana e intervalo interquartil (U/L). Teste de Kruskal-Wallis seguido de
post hoc de Dunn p<0,05, n=5 (LDH) e n=5 (CK). 2Indica diferenca estatistica
significante em relacdo ao CTL.

5.8. Determinagéo da concentracao plasmatica de
hidroperoéxidos lipidicos

A Figura 7 mostra que as concentragfes plasmaticas de
hidroperdxidos lipidicos ndo foram estatisticamente diferentes entre os
grupos estudados. Porém os grupos tratados com Dex exibem tendéncia
a concentragdes superiores quando comparados aos grupos CTL e OP.
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Figura 7: Concentragdo de hidroperdxidos lipidicos no plasma de ratos CTL,
tratados ou ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo com 1 g/kg de
Op, durante 15 dias (mmol/mg de proteinas).
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Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil (umol/mg de proteinas).
Teste de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn, p<0,05, n=5.

5.9. Determinacdo da concentracao plasmatica de proteinas
carboniladas

De acordo com a Figura 8, observa-se que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, porém houve uma
tendéncia de aumento nas concentracBGes de proteinas carboniladas no
plasma dos animais dos grupos suplementados com O6leo de peixe
(DEXOP e OP).

Figura 8: Concentragdo de proteinas carboniladas no plasma de ratos CTL,
tratados ou ndo com 0,5 mg/kg de Dex e suplementados ou ndo com 1 g/kg de
Op, durante 15 dias (nmol/mg de proteinas).
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Dados apresentados em mediana e intervalo interquartil (nmol/mg de proteinas).
Teste de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn, p<0,05, n=5.



64



65

6. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que o tratamento com Dex
promoveu a reducdo do peso corporal, da ingestdo alimentar, da ingestéo
hidrica, do peso do baco, da contagem de linfocitos, e 0 aumento das
concentragBes de albumina. Esses resultados sdo concordantes com
outros autores em estudos anteriores (ORZECHOWSKI et al., 2000;
FILARETOVA et al., 2009; SMINK et al., 2003). A suplementacdo de
Oleo de peixe promoveu o incremento da fungdo fagocitaria nos ratos
tratados com Dex.

O resultado referente a perda de peso foi semelhante ao
encontrado por Fappi e colaboradores (2014), que observaram que a
suplementacdo com 6leo de peixe (100 mg/kg/dia de DHA+EPA) em
ratos submetidos ao tratamento com 5 mg/kg de Dex durante 10 dias ndo
reverteu o efeito da administracéo isolada da Dex sobre a perda de peso,
o qual foi significativamente maior quando estes grupos foram
comparados ao grupo CTL. A reducdo da massa corporal pode ser
resultante da desidratacdo devido ao aumento da excrecdo de agua e
sodio, mediada pelas alteragdes em eixos enddcrinos que regulam o
balanco hidrico, ocorridas em resposta a administracdo da Dex
(TUNHORST, BELTZ & JOHNSON, 2007).

A reducdo no peso do bago causada pela Dex observada neste
estudo também foi encontrada em outros estudos com ratos tratados com
Dex (NAKAO et al., 2014; ORZECHOWSKI et al., 2002), e pode
decorrer do efeito citotdxico promovido pelo estresse oxidativo
aumentado pela administracdo deste farmaco (ORZECHOWSKI et al.,
2002). Segundo Perandones e colaboradores (1993) a Dex promove a
apoptose de linfocitos no baco, o que pode contribuir para a reducgéo do
peso deste 6rgdo, corroborando com a reducdo na contagem de
linfocitos no sangue observada nos ratos que foram tratados. A
suplementacdo de 6leo de peixe no grupo DEXOP ndo promoveu
incremento na reducdo do peso do baco ocorrida em resposta a
administracdo isolada da Dex, ja que os resultados para estes dois
grupos foram semelhantes. Entretanto alguns autores observaram que a
suplementacdo de dleo de peixe via gavagem, bem como a adicéo deste
suplemento alimentar a dieta promoveu 0 aumento do peso do bagco em
ratos (RABBANI, 2001; NIELSEN, 2009). Outros estudos que testaram
a suplementagdo com 6leo de peixe em modelo de hipoperfusao
cerebral, e de alteragcbes enzimaticas no figado induzidas por
fenobarbital, também obtiveram como resultado o aumento do peso do
baco (FARKAS et al., 2002; KO et al., 2000). Desta maneira observa-se



66

gue o Oleo de peixe pode promover um aumento no peso do baco em
situacdes de saude ou em situacdes de alteracbes fisioldgicas, e estes
resultados ndo foram observados no modelo estudado. Estes resultados
podem se relacionar a dose de 6leo de peixe suplementada, que nédo foi
capaz per se de incrementar o peso do baco e de contrapor os efeitos
imunossupressores da dose de Dex administrada. O tratamento com Dex
promoveu reducdo significativa da contagem de linfécitos no sangue
guando comparado ao grupo ndo tratado. Ohkaru e colaboradores (2010)
observaram reducdo significativa na contagem de leucécitos e linfocitos
em ratos tratados com 1 mg/kg de peso Dex via intraperitoneal durante
10 dias. Amar e colaboradores (2013) também observaram que ratas
tratadas com 60 mcg/kg de peso de Dex via oral exibiram decréscimo na
contagem de leucdécitos. Sabe-se que a administragdo de glicocorticoides
promove a reducdo na concentragdo dos linfdcitos circulantes no sangue,
ao passo que as concentracdes destas celulas aumentam na medula
6ssea, ocasionando uma imunossupressdo periférica quantitativa por
meio da reducdo da contagem de linfocitos (FAUCI, 1975). Sendo
assim, os resultados obtidos sobre a contagem de células imunitarias se
assemelharam com os dados disponiveis na literatura. O grupo DEXOP
apresentou reducdo significativa na contagem de linfocitos, e
incremento na contagem de granul6citos, quando comparado ao grupo
controle. Ainda que o efeito da suplementagéo de 6leo de peixe sobre a
contagem de leucdcitos e linfécitos no grupo DEXOP néo tenha sido
estatisticamente diferente do grupo tratado isoladamente com Dex houve
tendéncia a redugdo na contagem destes dois grupos de células; desta
forma parece que o dleo de peixe pode promover o incremento na
fungdo imunossupressora da Dex, quando avaliada por meio da
contagem de leucécitos. Arnardottir e colaboradores (2012) mostraram
em seu estudo que a ingestdo de 6leo de peixe através da dieta (25 g/kg
de racdo) nédo alterou a contagem de leucécitos, mondcitos, linfocitos e
neutréfilos em camundongos. Apesar de o 6leo de peixe ndo apresentar
efeito imunossupressor sobre a contagem de células imunitarias quando
administrado isoladamente, a sua suplementagdo associada ao
tratamento com Dex pode incrementar os efeitos imunossupressores
deste farmaco.

Observamos em nosso estudo que o tratamento com Dex
promoveu reducdo significativa na atividade fagocitéria em relacéo ao
CTL. Resultados semelhantes foram observados em outros estudos que
avaliaram a atividade fagocitica de macrofagos peritoneais (GRASSO,
KLEIN & BENJAMIN, 1981; BECKER & GRASSO, 1985), de
macréfagos provenientes dos alvéolos pulmonares (NAKAMURA,
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MURAI & OGAWA, 1996), e do bago (MLAMBO & SIGOLA, 2003).
Lim e colaboradores (2007) observaram que a atividade fagocitica
aumentou em baixas concentra¢Bes circulantes de glicocorticoide, ao
passo que altas doses provocaram reducdo deste parametro no sangue de
ratos, concluindo que estes efeitos antagonistas sdo dose-dependentes, e
a imunossupressdo mediada por altas doses circulantes de
glicocorticoide sobre a funcédo fagocitaria decorre de um mecanismo que
envolve a ativacao de genes via receptor de glicocorticoide.

Mostramos também em nosso estudo que a suplementacdo com
6leo de peixe atenuou os efeitos imunossupressores da Dex sobre a
funcéo fagocitica de neutrofilos e mondcitos nos ratos DEXOP, os quais
exibiram valores semelhantes ao grupo controle. Alguns estudos in vitro
tém mostrado que a exposicdo de mondcitos e neutrofilos aos AGPI n-3
promove aumento na capacidade fagocitaria em ratos e caprinos
(PASCHOAL et al., 2013; LECCHI et al., 2011; PISANI et al, 2009).
De acordo com Paschoal e colaboradores (2013) os acidos graxos
guando incorporados nos fosfolipidios das membranas celulares alteram
sua fluidez, promovendo um importante efeito positivo na atividade
fagocitaria, e este efeito é proporcional a quantidade de insaturacfes dos
acidos graxos, o que possivelmente explica o ocorrido no presente
estudo. Ainda que o 6leo de peixe em combinacdo com a Dex exerca
uma redugdo na contagem de leucdcitos totais, parece incrementar o
nimero de granul6citos no sangue, que pode ser atribuido ao aumento
na contagem de neutrdfilos, concordando com os achados para o
aumento da funcionalidade destas células, atenuando a acédo
imunossupressora da Dex sobre a atividade fagocitaria. Observa-se
entdo, que a suplementacdo com 6leo de peixe pode contrapor os efeitos
desejados do uso da Dex em curto prazo.
Em relacdo aos marcadores de processo inflamatorio observa-se que a
Dex promoveu aumento da concentracdo da albumina, resultados
semelhantes aos encontrados em outros estudos (GIOZZET et al., 2008;
SANTOS, RAFACHO & BOSQUEIRO, 2007). E sabido que a
expressdo do gene relacionado a sintese da albumina em hepatécitos de
ratos é regulada pelos glicocorticoides, modulada por outros hormonios
como glucagon e adrenalina, e a transcricdo do mesmo é estimulada pela
Dex (NAWA et al., 1986). Ainda que a albumina tenha apresentado
incremento nos ratos tratados com Dex, as concentragdes de PCR néo
foram alteradas. A Dex promove decréscimo nas concentracdes de PCR
em diversas situacdes de exacerbacdo da resposta inflamatéria (FOGEL
et. al, 2014; LINDBERG et. al, 2003; VERHOEF et. al, 1999;
OTTERNESS et. al, 1991), e a auséncia de alteragGes nesse marcador no
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presente estudo pode estar relacionada a inexisténcia de processo
inflamatoério no modelo estudado. A suplementacéo de 6leo de peixe ndo
implicou em alteracGes na concentracdo de albumina e PCR nos ratos
DEXOP quando comparados aos ratos que receberam Dex de forma
isolada. Hong e colaboradores (2015) observaram reducdo nas
concentracbes de PCR em ratos suplementados com 6leo de peixe,
porém a auséncia de alteracBes no presente estudo pode ser relacionada
a auséncia de processo inflamatério no modelo utilizado, ou a dose do
suplemento administrada.

A determinacdo da peroxidacdo lipidica e da concentracdo de
proteinas carboniladas revelou que a administracéo isolada da Dex ndo
teve efeitos nestes pardmetros. Estes resultados contrariam alguns
trabalhos que utilizaram doses superiores deste farmaco em ratos, e
apresentaram incremento dos marcadores de estresse oxidativo em
tecidos (MENDEZ-ARMENTA et al., 2003; LINGAIAH et al., 2012;
MANJARI & DAS, 2000). Entretanto os resultados do presente estudo
concordam com o trabalho de Barichello e colaboradores (2011) que
verificaram que a administracdo de doses inferiores de Dex (0,2 mg/kg)
durante 7 dias ndo foi suficiente para promover alteragdes nas
concentracBes de malonaldeido e proteinas carboniladas no cérebro de
ratos.

O processo de lesdo celular pode decorrer do estresse oxidativo,
como mostrado anteriormente. Da mesma maneira que ndo foram
observadas alteracBes em marcadores de estresse oxidativo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas na atividade da CK e LDH
(marcadores de leséo celular) nos ratos tratados com Dex em relagdo aos
demais grupos. Entretanto, alguns estudos que avaliaram a
administracdo de doses superiores de Dex obtiveram incremento da
atividade destas enzimas no soro e em tecidos, e correlacionaram estes
resultados com elevado grau de dano oxidativo ao qual 0os mesmos
foram submetidos via Dex (ORZECHOWSKI et al., 2001,
RAJASHREE & PUVANAKRISHNAN, 1998).

Ainda que tenha sido esperado um incremento nas
concentraces de hidroperdxidos lipidicos e proteinas carboniladas no
grupo suplementado com 6leo de peixe e tratado com Dex (DEXOP) em
relacdo ao grupo tratado isoladamente com Dex, estas alteracdes ndo
foram detectadas no presente estudo. Alguns trabalhos tém mostrado
gue a suplementagdo com 6éleo de peixe em ratos pode incrementar os
marcadores de estresse oxidativo devido a incorporacdo de AGPI na
membrana celular (Moreno et al., 2003; Kikuwaga et al., 2003). E
sabido que os AGPI n-3 presentes na membrana celular deixam-nas
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mais suscetiveis a peroxidacdo lipidica, que pode culminar em leséo
celular e promover o incremento nas concentracdes da LDH e CK, fato
este que foi observado em outros estudos (YILMAZ et al., 2004;
SUGIHARA et al., 1994; HONG et al., 2015). Manjari e Das (2000) em
seu estudo avaliaram os efeitos da associacdo da suplementacdo de 40
ul/kg de peso de dleo de peixe com tratamento com 5 mg/kg de Dex
durante 10 dias sobre o estresse oxidativo, e verificaram que ndo houve
diferencas em relagdo ao tratamento isolado com a mesma dose de Dex
nas concentracbes de malonaldeido no figado e no plasma, e na
atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase; desta maneira os resultados do presente
estudo parecem concordar com o0 encontrado pelos autores.
Corroborando com a auséncia de alteragfes em marcadores de estresse
oxidativo, também ndo se observou altera¢cdes nos marcadores de leséo
celular (LDH e CK) nos ratos DEXOP quando comparados aos que
receberam Dex, exclusivamente.

Desta forma, a auséncia de altera¢cdes nos marcadores de lesdo
celular e de estresse oxidativo em reacdo ao tratamento com a Dex e &
suplementacdo com 6leo de peixe podem ser atribuidas a duracdo do
tratamento, a dose do farmaco e do suplemento utilizada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados encontrados, observou-se que a
reducdo da atividade fagocitaria de neutréfilos e mondcitos provocada
pela Dex foi atenuada pela suplementacdo com Oleo de peixe,
retornando a funcdo normal, contrariando nossa hipotese. Este resultado
parece mostrar beneficio na atenuacdo da atividade de fagdcitos,
potencialmente, melhorando a capacidade de defesa do organismo,
porém podendo reduzir o efeito farmacoldgico da Dex a qual é
geralmente utilizada com o objetivo de atenuar o processo inflamatério.
Ainda que muitos estudos mostrem que tanto a Dex quanto a
suplementacdo com 6leo de peixe podem incrementar os marcadores de
estresse oxidativo e de lesdo celular, e que a nossa hip6tese seja um
incremento ainda maior destes parametros no grupo que recebeu os dois
tratamentos, 0s nossos resultados ndo concordam com estes achados, o
que pode decorrer do bindbmio dose-tempo da suplementacdo com 6leo
de peixe e tratamento com farmaco. Assim, ainda que a suplementacédo
com Oleo de peixe em ratos tratados com Dex reduza a contagem de
algumas células imunitarias, parece que promoveu melhora na funcéo
fagocitaria suprimida pelo tratamento isolado com Dex, fato este que
pode ser benéfico no caso da utilizagdo cronica deste farmaco. Sugere-se
ainda que a implementacdo de um modelo que apresente exacerbacgao da
resposta inflamatdria, mimetizando a utilizacdo real do farmaco, possa
apresentar dados complementares sobre os efeitos das duas terapias
conjuntas.
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APENDICE A: NOTA A IMPRENSA

Estudo mostra possivel beneficio da suplementacdo de 6leo de peixe
sobre funcdo do sistema imunolégico suprimida pelo tratamento
com glicocorticoide em ratos

A pesquisa de Mestrado de Luiza Kuhnen Teixeira, com
orientacdo do Professor Dr. Everson Araljo Nunes, realizada pelo
Programa de Pds-Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de
Santa Catarina, avaliou os efeitos da suplementacdo de 6leo de peixe
sobre parametros relacionados ao sistema imunol6gico e ao estresse
oxidativo em ratos imunossuprimidos pelo tratamento com o
glicocorticoide dexametasona. Os pesquisadores observaram que a
suplementacdo com 6leo de peixe promoveu uma melhora significativa
na funcdo fagocitéria de células do sistema imunoldgico no sangue de
ratos, a qual foi suprimida pelo tratamento prolongado e com alta dose
de dexametasona.

Os glicocorticoides, farmacos utilizados para tratar processos
inflamatorios acentuados, promovem supressdo do processo de
fagocitose em humanos e ratos, funcdo esta responsavel pela defesa
imunoldgica do organismo, 0 que pode os deixar susceptiveis a
infeccbes oportunistas quando usados por periodos prolongados. Em
algumas situacdes clinicas, como no tratamento da artrite reumatoide, do
cancer e ap6s transplante de dérgdos e tecidos por exemplo, 0s
glicocorticoides podem ser utilizados de forma concomitante ao 6leo de
peixe, j& que a este suplemento sdo atribuidos efeitos anti-inflamatérios
e reguladores do sistema imunoldgico; na situacdo de uso simultaneo ao
6leo de peixe pode trazer beneficio & uma das funcBGes de defesa
imunologica prejudicada pelo uso do farmaco, protegendo o organismo
contra infeccBes oportunistas.

Apesar dos resultados promissores, os animais utilizados no
estudo ndo apresentavam nenhuma patologia, diferente das situacfes
clinicas em que se observa o uso do 6leo de peixe simultaneo ao uso do
glicocorticoide em humanos. Assim, esta pesquisa abre as portas para
novas investigag@es ao respeito do efeito da suplementagdo de 6leo de
peixe sobre a funcdo imunoldgica de animais com patologias tratados
com glicocorticoides, para posteriormente propiciar essa avaliacdo em
seres humanos, podendo contribuir para o tratamento clinico de
inimeras doencas.
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Ademais, esta pesquisa contribui para o conhecimento sobre a
interacdo entre 0 Oleo de peixe e farmacos, que sdo comumente
utilizados de forma simultanea, prescritos ou ndo por profissionais da
salde, e que podem influenciar positivamente ou negativamente em
funcGes importantes do organismo.

Este estudo foi desenvolvido pelo Laboratério de Investigacdo de
Doencas Cronicas da Universidade Federal de Santa Catarina, com
apoio financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES).
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ANEXO A: Aprovacio pelo Comité de Etico do Uso de Animais

(CEUA) da UFSC

Tepoinone s s, belap o cerm ask SIC Shakeas 1 1 cBN8 2SN Ce (075333
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Do Pressdente da Comissho de Elica no Uso de Animais-CEUA

Actd): Prof(a) Drta) Akx Rafacho, Depantamento de Ciincas Fiskddgicas - CCB

Prezadofa) Professor(a).

Em rebigio 20 prosocolo de pesquisa sob sm responsabilidade a CEUA deliberon o seguine:

O provedimentas clencados no pancarr finad estio eredenciados pars use no seu biboratéeo pelo perisdo
de quatro anos. Qualquer alterago destes, ou inchedo de noves, deverdo serapaeciados pela
CEUA-UFSC novamenie,

Este crecenciamesto ¢ vilido para o stilicagio das espécies ammais quinhentos camundongos (Mus
masculus) e quinheotos ratos (Rictus Norvegacus),

Procedinea do animat Bioténo Cemral da UESC,

Por ocassio do térmizo desse peniodo de credencmmento, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacionando © weo de animals com estes procedimeatos pos reseXados obchdos, coafone
foemukine ON LINE CEUA
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