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RESUMO

Vérios estudos vém demonstrando os efeitos benéficos dos 4cidos
graxos poliinsaturados, especialmente do tipo 6mega-3, no pro-
cesso inflamatdrio. Esses lipidios, por meio de interferéncias na
regulacdo génica e no metabolismo celular, desempenham um pa-
pel modulador das reagdes inflamatorias agudas ou cronicas. Neste
trabalho, utilizou-se o modelo inflamatorio induzido por implantes
subcutineos de parafina a fim de avaliar os efeitos da administra-
¢do dos acidos graxos poliinsaturados por via oral e subcutanea.
Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, com 6 a 8 semanas
de idade. Posteriormente, os animais receberam um implante sub-
cutaneo de tabletes de parafina a fim de induzir um processo infla-
matorio cronico. Vinte e um dias ap6s a inducdo da inflamacao, os
animais receberam 100ul/camundongo de 6leo de peixe contendo
180mg de 4cido eicosapentaendico e 120mg de acido docosahexae-
noéico via oral. Pela via subcutanea, foram inoculados 20pul/camun-
dongo de dleo de peixe contendo 3,6mg de acido eicosapentaendico
e 2,4mg de acido docosahexaendico. Os camundongos receberam
8 (1 vez/semana) ou 24 (3 vezes/semana) inoculacdes, dependendo
do experimento. O grupo controle (n = 5) recebeu tratamento com
salina. O desenvolvimento da capsula conjuntiva nos animais tra-
tados com 6mega-3 via oral foi igual ao dos animais ndo tratados
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(p =0,07). Por outro lado, a administracdo subcutanea de 6mega-3
modificou aspectos macroscopicos como aumento da vasculariza-
¢do e promoveu um aumento da area do granuloma (p = 0,01). En-
tretanto, a existéncia de alteragdes das populacdes celulares devido
ao tratamento com Omega-3 estd sendo avaliada mediante analises
histologicas.

Palavras-chave: inflamacao, acidos graxos nao saturados, granuloma,
parafina.

ABSTRACT

Several studies show that omega-3 polyunsaturated fatty acids sup-
press the immune response and inflammation. Some of the effects of
omega-3 are brought about by modulation of the amount and types
of eicosanoids made, and other effects are elicited by eicosanoid-in-
dependent mechanisms, including actions upon intracellular signal-
ing pathways, transcription factor activity and gene expression. The
aim of this study was to evaluate the effect of oral or subcutaneous
omega-3 administration in chronic pathological conditions advanc-
ing. To determine whether chronic inflammation induced by paraffin
implants is altered by w-3 supplementation, six to eight-week-old
male Swiss (n = 5) paraffin implanted were randomly assigned to
one of the three groups: (1) no supplemented control group (saline);
(2) oral oil fish supplemented group 21 days after paraffin implant
(18 mg of eicosapentaenoic acid and 12mg of docosahexaenoic
acid in 100 ml/mice); (3) subcutaneous oil fish supplemented group
(3.6mg of eicosapentaenoic acid and 2.4mg of docosahexaenoic acid
in 20ml/mice) 21 days after paraffin implant. Mice were assigned to
supplement for 1 or 3 days per week for total of 8 weeks. At the end of
the trial, the size of granuloma and the inflammatory infiltrate were
examined. Macroscopic aspect and size granuloma in oral supple-
mented group did not differ from that of not supplement (p = 0.07).
On the other hand, subcutaneous oil fish administration enhanced
the size of granuloma (p = 0.01) and induced vascularization. The
profile of inflammatory infiltrate is currently in study.

Key words: inflammation, fatty acids, unsaturated, granuloma,

paraffin.
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INTRODUCAO

O processo inflamatério €, freqlientemente, uma resposta
protetora cuja finalidade consiste na eliminagao de corpos estranhos
— microrganismos, toxinas, particulas e alérgenos — por meio da
migracdo e da acao de cé¢lulas leucocitarias. De modo geral, o tecido
danificado inicia uma série de eventos bioquimicos, imunologicos
e celulares que ocorrem em etapas aparentemente bem reguladas e
podem culminar com a recuperacao do tecido e da funcao. Entretanto,
a ativacdo intensa dessa resposta leva a morte celular massiva
causando danos teciduais que podem comprometer o funcionamento
dos sistemas (GIL, 2002). A progressao da reagdao inflamatoria
resulta em um processo cronico que caracteriza diversas patologias
como aterosclerose, hepatite, doenga inflamatéria intestinal (IBD),
cirrose hepatica, psoriase e artrite reumatoide.

Vérios estudos vém demonstrando os efeitos benéficos dos
acidos graxos (AGs) poliinsaturados, especialmente do tipo n-3
(bmega-3), no processo inflamatério (CALDER; GRIMBLE,
2002; SIMOPOUOLOUS, 2002; WEISS et al, 2002; MORI;
BEILIN, 2004). Os acidos graxos poliinsaturados como os acidos
eicosapentanoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) sdo encontrados
nos oleos de peixes e possuem um potencial para alterar a produgdo
de citocinas pr6 e antiinflamatérias. Dessa maneira, mediante
interferéncias na regulacao génica e no metabolismo, esses lipidios
podem desempenhar um papel modulador das reagdes inflamatorias
sejam elas agudas ou cronicas.

Afimdeavaliarosefeitosdaadministracaodos AGspoliinsaturados
em camundongos por vias distintas — oral e subcutanea —, utilizou-
se o modelo experimental de implantes subcutaneos de parafina. A
parafina ¢ uma particula imunologicamente inerte capaz de induzir
uma inflamagao cronica, por vezes granulomatosa, sustentando um
influxo de células mononucleares para o local da inflamacao.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, fémeas, com
6 a 8 semanas de idade, sem variagdo de peso significativa. Todos
os animais receberam agua e dieta ad libitum. Os procedimentos
utilizados para experimentagdo animal foram realizados de acordo
com as normas definidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Expe-
rimentacdo Animal). Os grupos experimentais foram divididos em
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grupos especificos (Gl = Grupo controle, G2 = Tratados por via oral
com Omega-3/6, G3 = Tratados por via subcutanea com 6mega-3/6) e
possuiam em média 5 animais em cada um.

A parafina foi colocada para dissolver em estufa de 60°C e, em se-
guida, langada sobre uma placa de vidro lisa, previamente lubrifica-
da com vaselina liquida. Depois de solidificada, a parafina foi corta-
da em tabletes homogéneos, de superficie lisa € do mesmo tamanho
e espessura — peso médio = 220mg; tamanho = lcm de comprimento
por 0,5cm de largura por 0,2cm de espessura (TAFURI et al., 2000).
Depois da anestesia geral, por meio da inoculagdo de tiopental por
via intraperitoneal, seguiu-se a raspagem dos pelos da regido dor-
so caudal dos camundongos em uma extensao aproximada de 4cm?.
Apds lavagem e assepsia do local, fez-se uma incisdo de mais ou me-
nos 1,5cm da pele da regido sacral, acerca de 1,5cm da implantagao
da cauda. Com uma tesoura, de ponta romba, fez-se uma pequena
cavidade sob a pele em um dos lados da coluna vertebral e, com o
auxilio de uma pinga, fixou-se um tablete. Finalmente, realizou-se
a sutura da incisd@o com fio do tipo Cat Gut nimero 4. Os animais
ficaram 21 dias sem receber qualquer tipo de tratamento para ocorrer
o processo inflamatdrio ao redor da parafina implantada, formando
uma capsula granulomatosa.

A suplementacao dos animais foi realizada por meio de capsulas
de dleo de peixe (1000ml) contendo 180mg de EPA (4cido eicosa-
pentaendico) e 120mg de DHA (acido docosahexaendico). No 22.°
dia depois do implante da parafina, iniciou-se a suplementagdo por
via oral ou subcutanea. Apos a anestesia dos camundongos com éter,
introduziu-se uma sonda uretral nimero 4, calibrada até o estoma-
go, ¢ administrou-se o 6leo de peixe (100ul/camundongo). Pela via
subcutanea, no local do implante de parafina, inoculou-se o 6leo de
peixe (20ul/camundongo). O animais receberam 8 (1 vez/semana) ou
24 (3 vezes/semana) doses, dependendo do experimento.

Para realizar a coleta do material, os animais foram anestesiados
e sacrificados por deslocamento cervical. Coletaram-se a pele e a
capsula (granuloma) ao redor da parafina. Esse material foi fixado
em solucao de formol 10% (pH = 7) e, posteriormente, foi feita a
determinagdo da area do granuloma por meio do Programa Image-
Lab 2000.

A andlise dos dados foi realizada com o teste t student estabele-
cendo-se um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

A administracdo de 6leo de peixe por via oral — 8 ou 24 doses —
nao modificou o aspecto macroscopico do granuloma induzido por
implantes de parafina quando comparado com o dos animais do gru-
po controle (Figura 1). Além disso, ndo houve diferenca significativa

na area granuloma (Figura 2).

Figura 1 — Avaliag¢ao do aspecto macroscopico do granuloma induzido por im-
plantes subcutaneos de parafina. Camundongos (n = 5) receberam implantes
subcutaneos de parafina. Apds 21 dias, os animais receberam: (A) salina por via
oral; (B) 6mega-3/6 por via subcutanea; (C) 6mega-3 por via oral (observacao:
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Figura 2 — Determinagdo da area do granuloma induzido por implantes subcu-

taneos de parafina. Camundongos (n = 5) receberam implantes subcutaneos de

parafina. Apds 21 dias, os animais foram tratados com salina por via oral ou
omega-3/6 por via oral (observagao: foram realizadas 3 repeti¢des/ p = 0,68)
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Figura 3 — Determinacdo da area do granuloma induzido por implantes sub-

cutaneos de parafina. Camundongos (n = 5) receberam implantes subcutane-

os de parafina. Apds 21 dias, os animais foram tratados com salina por via

subcutanea ou 6mega-3/6 por via subcutanea. (observagdo: foram realizadas 3
repetigdes/ p = 0,01)

Por outro lado, a administragao subcutanea de 6mega-3/6 resultou
em alteragdes macroscopicas, incluindo aumento da vascularizagao,
retengdo do 6leo de peixe na capsula (Figura 1) e aumento da area
do granuloma (Figura 3). A inoculacdo de 6mega-3/6 por via subcu-
tdnea, mesmo em animais que nao receberam os implantes de para-
fina, induziu os efeitos descritos anteriormente, ou seja, 0 0mega-3/6
por via subcutanea foi capaz de sustentar um influxo de células infla-
matoérias por meio da ativacdo de uma reagdo granulomatosa (dados
nao mostrados).

DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostram que, de maneira geral, a su-
plementacdo de dmega-3/6 por via oral ndo altera a progressao do
processo inflamatorio cronico quando se avalia o desenvolvimento
da capsula conjuntiva ao redor do implante de parafina. Apesar dos
estudos epidemiologicos demonstrarem que o consumo de peixe
estd diretamente relacionado com a funcdo pulmonar e a prevalén-
cia de asma, um processo inflamatorio cronico, os ensaios clinicos
nao conseguiram provar o efeito da suplementacdo com 6mega-3 na
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reducdo da severidade dos sintomas, na melhoria da fungdo pulmo-
nar ou na reducdo de medicamentos pelos pacientes (MIHRSHAHI
et al., 2004; WONG, 2005). Essa diversidade de resultados deve-se
a variacdes no numero de doses, na freqiiéncia, nas espécies € nos
modelos experimentais utilizados para o tratamento.

Apesar da inexisténcia de alteracdes macroscopicas do granulo-
ma desenvolvido em animais tratados com 6mega-3/6 por via oral,
podem ter ocorrido mudancgas nas populacdes celulares, ou ainda,
nas substancias e proteinas de membranas produzidas na inflama-
c¢do. Portanto, € necessario avaliar tais parametros para verificar a
existéncia de alteracdes nos mecanismos inflamatérios induzidos
pelo 6mega-3/6, uma vez que a modulacdo da resposta inflamatoria
pelos acidos graxos (AGs) poliinsaturados ¢ variada. Por meio da
modificagdo do processo de ativacdo das células inflamatorias, esses
AGs sdo capazes de induzir a sintese de mediadores lipidicos como,
por exemplo, a 15-lipoxigenase, que possui efeitos opostos aos me-
tabolitos gerados pelo 4cido aracddnico e ¢ um mediador lipidico
pro-inflamatério (EBERHARD et al., 2002). Os AGs poliinsatura-
dos também promovem a alteragdo da expressdo de moléculas de
adesao in vivo ¢ in vitro interferindo, dessa maneira, na recirculacao
leucocitaria — evento crucial para o processo inflamatério (GRIMM
et al., 2002; WANG et al., 2003). Além disso, estudos em animais ¢
humanos vém demonstrando que a inclusdo de dleo de peixe na dieta
resulta na supressdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias e de
moléculas de adesdao (CALDER, 2002; CAVAGLIERI et al., 2002).

Por outro lado, a administracdo de 6mega-3/6 por via subcuta-
nea demonstrou ser uma ferramenta 1til para o estudo de mecanis-
mos de agdes de substancias antiinflamatdrias, uma vez que € ca-
paz de induzir uma inflamagdo cronica do tipo granulomatosa. Ao
contrario dos estudos que utilizam a via oral para administracao do
omega-3, a administragdo desse AGPI por via subcutanea pode es-
timular a produg¢do de citocinas pro-inflamatorias e a expressao de
moléculas de adesdo para sustentar o influxo de células. Entretanto,
o microambiente celular presente no local do granuloma ainda esté
fase de avaliacao.

CONSIDERACOES FINAIS

O potencial de utilizagdo do dmega-3/6, por meio da suplemen-
tacdo dietética, como modulador do processo inflamatorio, deve ser
bem avaliado mediante varios modelos experimentais, uma vez que
pode contribuir ou nao para redugao do mesmo.
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