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RESUMO

Morais AT. Dinamica da incorporacao plasmatica, leucocitaria e hepatica de acidos
graxos poli-insaturados 6mega-3 apos infusdo parenteral de diferentes emulsGes
lipidicas contendo 6leo de peixe [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2018.

Acidos graxos poli-insaturados dmega-3 (AGPIs »-3), particularmente dos &cidos
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexanoico (DHA), infundidos por via parenteral, e
incorporados em membranas celulares, tem beneficio clinico em condi¢cdes de
estresse inflamatério. Experimentalmente, o pico de incorporacéo celular de AGPIs -
3 ocorreu 72 horas apos a infusdo parenteral de emulsdes lipidicas (ELs) contendo
Oleo de peixe como fonte de EPA e DHA. Em humanos, a incorporagdo celular de
AGPIs »-3, administrados por via parenteral, foi mais rapida quando infundidos em
conjunto com triglicérides de cadeia média (TCM). EL parenteral, contendo
quantidades elevadas de TCM (50%) e 10% de 6leo de peixe, estd clinicamente
disponivel e poderia ser util para facilitar a incorporacdo celular de AGPIs -3.
Avaliamos, experimentalmente, as modificacbes de incorporacdo plasmatica,
leucocitaria (mono e polimorfonucleares) e hepatica de AGPIs »-3 ap6s infusédo
parenteral de EL contendo 6leo de peixe e alto teor de TCM (grupo TCM/TCL/OP)
apos 48 e 72 horas em comparacdo com EL experimental contendo a mesma
quantidade de AGPIs »-3 e menor de TCM (grupo TCL/OP). Observamos que em
nenhum dos tecidos houve maior incorporagcao dos AGPIs w-3 no grupo que recebeu
TCM/TCL/OP em comparacao ao grupo que recebeu EL sem adicdo de TCM. Com
relacdo aos tempos de infusdo das ELs, nossos resultados indicaram que a
incorporacgao leucocitaria de AGPIs w-3 atingiu seu pico apds 48 horas de infusdo e
diminuiu apds 72 horas. Apos 48 horas de infuséo, a razdo »-6 : ®-3 no plasma foi
maior no grupo TCM / TCL / OP do que no grupo TCL / OP e ap6s 72h de infuséo, a
razdo diminuiu significativamente nos dois grupos, sendo maior no grupo TCL / OP do
que no grupo TCM / TCL / OP. No figado, a razdo w-3 : w-6 foi significativamente
maior no grupo TCL / OP em relacdo ao grupo TCM / TCL / OP apés 48 e 72 horas
de infusdo. Em conjunto, nossos dados sugerem que nao houve beneficio da adicédo
de TCM em termos de incorporagao de AGPI w-3 nos leucdcitos, figado e plasma de
ratos.

Descritores: acidos graxos 6mega-3; 6leos de peixe; nutricdo parenteral; leucocitos
mononucleares; neutrofilos; ratos.



ABSTRACT

Morais AT. Dynamics of plasma, leukocyte and hepatic incorporation of omega-3
polyunsaturated fatty acids after parenteral infusion of different fish oil containing lipid
emulsion [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2018.

Omega-3 polyunsaturated fatty acids (o-3 PUFA), particularly eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), parenterally infused and incorporated into
cell membranes, have clinical benefit under stress inflammatory conditions.
Experimentally, the cellular uptake peak of ®»-3 PUFAs occurred 72 hours after
parenteral infusion of fish oil-containing lipid emulsions (FOLE) as a source of EPA
and DHA. In humans, the cellular uptake of parenterally administered »-3 PUFAs was
faster when infused together with medium chain triglycerides (MCT). Parenteral lipid
emulsion, containing high amounts of MCT (50%) and 10% fish oil, is clinically
available and could be useful to facilitate the cellular uptake of w-3 PUFAs. We
evaluated experimentally the changes in ®-3 PUFAs concentration in plasma,
leukocyte (mono and polymorphonuclear) and liver after parenteral infusion of FOLE
and high MCT content (MCT/LCT/FO group) after 48 and 72 hours compared to an
experimental LE containing the same amount of »-3 and lower amounts of MCT
(LCT/FO group). We observed that in none of the tissues studied had greater
incorporation of w-3 PUFASs in the group that received MCT/LCT/FO compared to the
group that received LE without MCT addition. Regarding infusion times of LE, our
results indicated that the leukocyte incorporation of w-3 PUFAs peaked after 48 hours
of infusion and decreased after 72 hours. After 48 hours of infusion, the ®-6 : ®-3 ratio
in plasma was higher in the MCT/LCT/FO group than in the LCT/FO group and after
72h of infusion, the ratio decreased significantly in both groups, being higher in the
LCT/FO group than in the MCT/LCT/FO group. In the liver, the w-3: w-6 ratio was
significantly higher in the LCT/FO group compared to the MCT/LCT/FO group after 48
and 72 hours of infusion. In general, our data suggest that there was no benefit of
adding MCT in terms of w-3 PUFA incorporation into leukocytes, liver and plasma of
rats.

Descriptors: fatty acids, omega-3; fish oils; parenteral nutrition; leukocytes,
mononuclear; neutrophils; rats.
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1. INTRODUCAO

1.1. Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (@-3)

Acidos graxos (AG) 6mega-3 (»-3) constituem familia de acidos graxos
poli-insaturados (AGPIs) de cadeia longa, cuja primeira dupla-ligacdo encontra-
se entre o terceiro e quarto carbono, a partir do radical metill. O AGPI »-3 mais
consumido na dieta humana corresponde ao &cido graxo essencial a-linolénico
(ALA), nao sintetizado pelo organismo humano, por auséncia das enzimas delta

(A)-12 e (A)-15 dessaturases.

No organismo humano, ap0s processos enzimaticos sequenciais de
elongamento e dessaturacdo, o ALA pode ser convertido endogenamente em
outros AGPIs, como acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA) . Estes apresentam propriedades biolégicas com especial interesse
clinico, mas suas taxas de conversédo pelo organismo humano sao muito baixas
(cerca de 0,2% e 0,05% do total de acido a-linolénico consumido,
respectivamente) 2. Nesse cenario, a ingestdo de 6leos de peixes ricos em EPA

e DHA podem suprir as necessidades desses AGPIs para o0 homem 3.

1.2. AGPIs ®-3 e modulacéao inflamatoria

O elo entre ingestdo de AGs, inflamagdo e imunidade baseia-se na
incorporagdo de AGs no perfil lipidico celular. Este sofre influéncia da

composicdo de AG da dieta e em patrticular da proporcéo de diferentes tipos de
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AGPIs 4. Uma vez incorporado em células, particularmente leucocitarias, EPA
participa diretamente da resposta imunolégica competindo pelas mesmas vias
enzimaticas (lipoxigenase e da ciclooxigenase) utilizadas por acido araquidénico
(AA) da familia ®-6, para a sintese de eicosanoides !. Os eicosandides
originados do EPA, como a prostaglandina (PG)E3, o leucotrieno (LT)B5 e o
tromboxano (TX)3 possuem potencial inflamatoério e imunossupressor
significativamente menor do que aqueles pro-inflamatorios sintetizados a partir
de AA, gue incluem prostaglandina PGE2, LTB4, TX2 e fator de agregacéo
plaquetaria (PAF)- A capacidade dos AGPIs ®»-3 em competir com AGPIs »-6 na
producdo de eicosanodides constitui sua mais conhecida propriedade anti-

inflamatoria 1.

Atualmente sabe-se que AGPIs -3 também sdo substrato para a sintese
de mediadores pro-resolucdo especializados (SPM) que contemplam as
resolvinas e protectinas da série E, por EPA, e da série D, por DHA; bem como
as maresinas 1. Esses SPMs sdo liberados durante a comunicacéo célula-célula
na fase de resolucado inflamatoria, via biossintese transcelular, e participam do
controle endégeno da inflamacédo e da regeneracéo tecidual 5°. Além disso,
AGPIs »-3 estao associados com menor producao de citocinas pro-inflamatérias,
como Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, Interleucina (IL)-1 e IL-6, e parecem
modular positivamente a producéo da citocina anti-inflamatoria IL-10, através de
mecanismos que envolvem mudanca da estrutura de rafts lipidicos de membrana

e modulacéo de fatores de transcrigdo nuclear 10-20,

Por conta das propriedades potencialmente anti-inflamatorias acima
descritas, hoje se reconhece que AGPIs ®-3, especialmente EPA e DHA, podem

prevenir o desenvolvimento de doencas inflamatérias crénicas ou atenuar
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processos inflamatérios agudos, contribuindo para seu tratamento 4. A
incorporacao e biodisponibilidade desses AGs fundamental para usufruir desses

beneficios.

1.3.  Administracdo de AGPIs ®-3 por via parenteral

As taxas de AGPIs ®-3 em membranas celulares plasmaticas e
sanguineas aumentam mais rapidamente apos sua administracdo por via
parenteral (1-3 dias) do que por via digestiva (4-7 dias) 2%22, Além disso, a infuséo
parenteral de AGPIs »-3 evita perdas decorrentes dos processos digestivos e
absortivos que seguem sua ingestédo oral ou enteral. Portanto, existe potencial
vantagem em utilizar a via parenteral para disponibilizar AGPIs ®»-3 a células

leucocitarias 22.

Na pratica clinica, a suplementagéo parenteral de AGPIs »-3 é feita pela
infusdo de emulsBes lipidicas parenterais (ELP) contendo Oleo de peixe,
comercialmente disponiveis para uso clinico na Europa, Asia e América do Sul
e parcialmente nos Estados Unidos. As referidas ELs visam aumentar a oferta
de AGPIs ®-3 e permitem infundir menores razdes entre 0os AGPIs »-6:®-3,
quando comparadas com ELs convencionais ricas em Oleo de soja, que
apresentam elevado conteudo de AGPIs -6 e, portanto, relevante potencial

inflamatario 1.

A maioria dos estudos que avaliaram o efeito de ELs contendo 6leo de
peixe sobre fungbes imunoldgicas, contemplaram o efeito da infusdo de ELP

composta exclusivamente por emulséo pura de 6leo de peixe (experimentais, em
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sua grande maioria) ou em associagdo com ELs convencionais, a saber: ELs a
base de 6leo de soja, ELs compostas por mistura (1:1 v/v) de 6leo de soja e
triglicérides de cadeia média (TCM), provenientes de 6leo de coco ou ELs

compostas por 6leo de soja e 6leo de oliva (2:8 v/v) .

Em estudos conduzidos no Laboratério de Nutricdo e Cirurgia Metabdlica
do Aparelho Digestivo do LIM-35, por nosso grupo, em diferentes modelos
experimentais, a infusdo de ELP de 6leo de peixe se associou a melhora de
marcadores de funcbes imunoldgicas e inflamatoérios. Esses beneficios foram
mais acentuados quando ELP de 6leo de peixe foi infundida em mistura fisica
com ELs ricas em TCMs 2223, Uma possivel explicacdo consiste que,
experimentalmente, AGPIs »-3 infundidos por via parenteral se incorporam mais
rapidamente em membranas celulares quando associados a TCMs, podendo

exercer suas fun¢des imunomoduladoras mais precocemente 2425,

Uma ELP composta por 50% de TCM, 40% de 6leo de soja e 10% de Gleo
de peixe, na concentracdo final de 20% de gordura (Lipidem® B. Braun,
Melsungen — Alemanha) esta disponivel, entre nds, para pratica clinica. A
aplicacao desta formulacdo poderia acelerar a depuracao plasmatica e captacéo
extra-hepatica de AGPIs »-3, gracas a sua combinacao com alta quantidade de
TCMs 26, Além disso, AGPIs »-3 infundidos na presenca de TCMs podem ser
poupados da beta-oxidacdo e sintese de energia (permanecendo disponiveis
para outras funcdes celulares), jA que TCMs tem rapida depuragéo plasmatica e
oxidacéo pois dispensam, parcialmente, a agéo de carnitina para atravessarem

a membrana mitocondrial 7.
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2. RACIONAL E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A administragéo parenteral de AGPIs ®»-3 em associacédo a TCMs pode
ser de grande valia em condi¢bes de estresse inflamatério, por disponibilizar
rapidamente esses &cidos graxos para células leucocitarias e em tecidos

associados a resposta imunolégica 2126,

Em estudo prévio de nosso grupo, infundimos ELP composta
exclusivamente por Oleo de peixe puro durante trés dias pré-operatérios em
pacientes com cancer do aparelho digestivo. Nao observamos aumento de
AGPIs ®»-3 em membranas leucocitarias, quando avaliadas 18 horas apés o
término da infusdo da ELP. Observamos melhora de marcadores imunoldgicos
leucocitarios e plasmaticos, mas sem impacto significativo na evolucao clinica
pés-operatoéria dos pacientes 28, A ELP de 6leo de peixe foi infundida pelo tempo
considerado ideal pela literatura, até entdo disponivel, para se obter os
beneficios imunomoduladores de AGPIs o-3. No entanto, uma das limitacdes do
estudo referido pode ter sido que o tempo de infusdo néo fora suficiente para

propiciar o aparecimento de beneficios clinicos.

Considerando-se que céancer estd associado com inflamacdo e
catabolismo organicos, em nosso estudo prévio, levantou-se a hip6tese de que
0 organismo dos pacientes avaliados fez rapido uso dos AGPIs ®-3 infundidos
para sintese de mediadores inflamatdrios, por exemplo. Com isso, durante o
periodo de 18 horas entre o término de infusdo da ELP e o procedimento
cirurgico, poderia ter ocorrido redugéo desses acidos graxos em membranas de
células leucocitarias que, assim poderiam nao ter exercido suas desejadas

propriedades imunomoduladoras no periodo pés-operatoério. Portanto, € possivel
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gue o desenho de protocolos de infusdo parenteral de AGPIs -3 em condi¢des
de estresse organico deva considerar tempos mais prolongados de tratamento

para se observar os beneficios clinicos desejados.

O presente estudo experimental, em ratos, pretende avaliar a dinamica da
incorporacdo de AGPIs »-6 e ®-3 em leucdcitos, plasma e figado, apds infusdo
parenteral de ELP contendo 6leo de peixe e 50% de TCMs (Lipidem®). Nossas
observagbes foram feitas em diferentes periodos e em compara¢cdo com uma
ELP experimental contendo 6leo de peixe e 6leo de soja, que difere do Lipidem®
por ndo conter de TCMs em sua formulag&o. Nossa hipétese considera que, sob
condi¢cdes estaveis, a presenca de alta quantidade de TCM em uma ELP
contendo 6leo de peixe permitira atingir o pico de incorporacdo de AGPIs ®»-3 em

periodo de infusdo menor do que 72h.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar, em ratos, a dinAmica das alteracdes de concentracdes plasmatica,
leucocitaria e hepatica de acidos graxos poli-insaturados, em distintos periodos
de infusdo de emulséo lipidica parenteral contendo 6leo de peixe e rica em

triglicérides de cadeia média.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar se a presenca de triglicérides de cadeia média na emulséo
lipidica parenteral contendo 6leo de peixe possibilita a incorporacao

de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 em maior quantidade;

e Avaliar se a presenca de triglicérides de cadeia média na emulsédo
lipidica parenteral contendo 6leo de peixe possibilita a incorporacao
de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 em menor tempo de

infusao.



4 METODOS
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4. METODOS

41. Local

O estudo experimental foi realizado no Laboratério de Investigacao
Médica 35 (LIM 35) do Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) em parceria com Laboratorio
de Bromatologia da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo

(FSP-USP).

4.2. Aspectos éticos

O presente estudo e todos os procedimentos envolvidos em seu protocolo
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEUA — FMUSP; protocolo n°® 063/15,

Anexo A).

O estudo contou com o apoio financeiro de auxilio pesquisa, doacéo de
bombas de infusdo e fornecimento de insumos para infusao dos laboratérios B.
Braun Brasil e fornecimento de frascos de emulséo lipidica de Oleo de peixe

(Omegaven® 10%) pelo laboratério Fresenius Kabi.

4.3. Delineamento Experimental
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O presente estudo contemplou a avaliacdo de AGPI em células
leucocitarias (mononucleares e polimorfonucleares), plasma e figado

provenientes de ratos Lewis isogénicos machos adultos

Os animais foram classificados em distintos grupos experimentais de
acordo com o tipo de infusdo parenteral a que foram submetidos, conforme

descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo dos grupos de animais

Grupo Descrigcéo
CB Controle Basal (0Oh)
S| 48 Sem infuséo por 48 ou 72 horas apés CVC
TCL/OP 48 Infusdo de TCL/OP por 48 horas
TCM/TCL/OP 48 Infusdo de TCM/TCL/OP por 48 horas
SI 72 Sem infusdo por 72 horas ap6s CVC
TCL/OP 72 Infusdo de TCL/OP por 72 horas
TCM/TCL/OP 72 Infusdo de TCM/TCL/OP por 72 horas

Legenda — CB: controle basal; SI: sem infusdo; CVC: cateterizacdo do sistema venoso central;
TCL/OP: emulséo lipidica (EL) composta por mistura de EL a base de éleo de soja e EL a base
de 6leo de peixe (8:2 viv); TCM/TCL/OP: emulséo lipidica composta e por 6leo de peixe
associado a 6leo de soja e triglicérides de cadeia média

Os periodos de infusdo das distintas ELs foram de 48h e 72h. Estes
periodos foram selecionados a partir do estudo de Hagi e cols., que encontrou
pico de incorporagdo de AGPIs »-3 apds 72h de infusdo de diferentes ELs
contendo 6leo de peixe, sem TCM, em ratos saudaveis 2°. Nosso planejamento
metodoldgico foi desenhado para observar se a presenca de alta quantidade de
TCM contribui para atingir pico de incorporacdo de AGPIs »-3, mensurado em
em diferentes tecidos, por cromatografia gasosa, em menor tempo de infuséo,

e em maior quantidade. A inclusdo do grupo CB fornece dados de comparacéo
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dos animais em seu estado natural, sem adaptacgéo ou intervengao. O grupo Sl
€ um controle puro do procedimento cirirgico de cateterizacdo da veia jugular,

portanto sem nenhum tipo de infusdo parenteral.

A Figura 1 ilustra o fluxo das diferentes etapas envolvidas no protocolo

experimental.

Linha do tempo (horas)

-120 -24 0 48 72
Adaptacgido 1 Cirurgia Adaptagao 2 Tratamento e Eutanasia
5 dias de cve/ 24h de infusdo de Infusdo das solugBes
ambientagdo Eutanasia do solugdo salina parenterais experimentais e

grupo Oh controle com progressiva

eutanasia dos animais para
coleta de amostras de sangue

Figura 1 - Esquema ilustrativo do protocolo experimental
Legenda - CVC: cateterizagdo do sistema venoso central

A pequena quantidade de leucécitos sanguineos disponivel, ap6s puncéo
cardiaca no rato adulto, ndo é suficiente para exame individual para avaliacdo
do perfil celular de AGPIs -3 por cromatografia gasosa. Em estudo piloto
padronizamos a quantidade de ratos necessaria para obter amostras de
leucdcitos mono e polimorfonucleares suficientes para uma boa leitura
cromatografica e verificamos que a amostra contendo pool de células
leucocitarias, divididas em mononucleares e polimorfonucleares, de trés ratos
apresentou boas condi¢des de leitura e melhor separacdo de picos de acidos

graxos no cromatografo gasoso (anexo C).
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Dessa forma, para o desenvolvimento das analises de células
leucocitarias apresentadas no presente estudo, foram avaliadas duplicatas de

pools, cada uma contendo amostras provenientes de trés animais de cada grupo.

4.4. Procedimentos Gerais

4.4.1. Animais

Foram utilizados ratos isogénicos Lewis, machos, adultos, com peso
médio de 350 gramas, provenientes do Biotério do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). As normas de protecao e cuidados aos animais de experimentacao
foram seguidas no inicio do projeto de pesquisa, segundo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), de acordo com Resolugdo n° 032/2006,

seguido de normas do CEUA — FMUSP.

4.4.2. Ambientacéao

Previamente aos procedimentos experimentais, 0s animais foram
mantidos durante o periodo de cinco dias em gaiolas individuais, sob
temperatura controlada (20 e 25°C), com dieta padrdo AIN-93 M controlada (20
g por dia), agua ad libitum e ciclos diuturnos (12h) de luz para adaptacdo ao

ambiente de pesquisa.
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4.4.3. Cateterizagdo do sistema venoso central

Para acesso parenteral, os animais foram submetidos a cateterizagéo do
sistema venoso central. Previamente ao procedimento cirlrgico, 0s animais
foram pesados em balanca digital com auxilio de recipiente préprio. Apdés
obtencdo do peso, foi calculado dose de anestésico cloridrato de Cetamina 80
mg/Kg (Ketamin-S®, do Laboratorio Cristalia, Brasil) e cloridrato de Xilazina 8,0
mg/Kg (Rompun 2%® do Laboratério Bayer, Brasil). A administracdo do
preparado anestésico foi realizada com utilizacéo de seringa de 1,0 mL na regido
intraperitonial dos animais. Ap0s anestesia 0os animais foram tricotomizados na
regido ventral do pescoco, supraclavicular direita e retroauricular da regido
dorsal do pescoc¢o. ApoOs assepsia local com iodopovidona a 10% os animais
foram entao submetidos a cateterizacdo da veia jugular direita externa, conforme

técnica padronizada por Yamaguchi e cols. %.

4.4.4. Descricdo datécnica de cateterizagdo venosa central

Com o animal em decubito dorsal horizontal em campos estéreis realizou-
se incisdo transversa com aproximadamente 1,0 cm de extensdo na regido
supraventricular direita. Posicionou-se o animal em decubito ventral e com
auxilio de agulha Intracath (Biotecno Produtos Plasticos e Médicos Ltda, S&o
Paulo), a partir da borda distal da inciséo, tunelizou-se o tecido subcutaneo em
direcdo a regido dorsal, com exteriorizacdo a 1,0 cm da regido retroauricular.
Pelo interior do Intracath, passou-se cateter de silicone (Ciencor® Brasil), de

aproximadamente 1,0 mm de didmetro e 70,0 mm de comprimento, que foi
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tracionado pelo tunel em direcéo incisdo central. Fixou-se na regido dorsal do
animal uma peca metalica intermediaria, composta por agulha anatomicamente
adequada para ratos pela soldagem de duas asas laterais do tipo “borboleta”.
Estas laterais continham dois orificios paralelos em cada extremidade que
possibilitaram a fixagdo da peca intermediaria no dorso do animal por meio de
dois pontos separados com fio mononylon 3-0 estéril, agulhado e ndo absorvivel
(Shalon® suturas, Brasil) que, por sua vez, atravessaram pele e tecido
subcutaneo. Em seguida, o animal foi colocado em decubito dorsal para
identificacdo, disseccdo e reparo da veia jugular direita com uso de fio de
algodao torcido 4-0, estéril, pré cortado, ndo absorvivel e ndo agulhado
(Polycot® - Ethicon, New Jersey, EUA). A veia jugular externa foi ligada
diretamente e cateterizada na sua porgao distal com cateter de silicone que foi
posicionado anteriormente, contendo solugdo fisiolégica heparinizada a 5%
(Figura 2). A incisdo da pele foi suturada de forma continua com fio mononylon

4-0 e desinfetada com alcool iodado 2%.
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A. Identificac@o e disseccdo da veia B. Introduc@o do cateter de silicone no
jugular externa direita interior da veia

C. Fixacdo da extremidade externa do D. Cateterizacio finalizada
cateter

Figura 2 — Fases da cateterizacdo do sistema venoso central

4.4.5. Infusdo parenteral de emulsao lipidica

ApGs cateterizagdo do sistema venoso central, os animais foram alocados
em gaiolas metabdlicas individuais, conectando-se o dispositivo de acesso
venoso preso ao animal (“borboleta”) ao intermediéario de infusdo, denominado
swivel, que gira em torno de seu eixo e permite a livre movimentagéo do animal
31, Ao swivel foi conectado um perfusor (Perfusor Space®, B. Braun Brasil) de
150 cm, para infusdo gravitacional, especifico para a bomba de infusdo modelo

de seringa, o Perfusor Space® (B. Braun Brasil).
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Por meio desses artefatos, os animais receberam infusao parenteral
continua de 6 mL de solucdo salina 0,9%, na velocidade de 0,25mL/h, durante
as primeiras 24 horas apds a cateterizacdo, para adaptacdo ap0s o estresse
cirrgico. Em seguida, poderiam ter a infusdo de solugdo salina interrompida e
permanecer por mais 48 ou 72 horas sem receber nenhum insumo por via
parenteral (controle do estresse cirargico - grupo Sl), ou passar a receber infusdo
parenteral de emulsao lipidica, de acordo com o grupo a que foram destinados.
Assim, grupo TCL/OP recebeu ELP controle, composta por mistura de 80% de
EL de dleo de soja (Lipovenos® 10%, Fresenius-Kabi) e 20% de EL de 6leo de
peixe (Omegaven® 10%, Fresenius-Kabi), e o grupo TCM/TCL/OP recebeu ELP
estudo contendo 50% de TCM, 40% de Oleo de soja, e 10% de dleo de peixe
(LIPIDEM® 20%, B. Braun Brasil) por mais 48 ou 72 horas, na velocidade de
0,25 mL/h. As composi¢cdes de &cidos graxos de ambas ELs encontram-se na
Tabela 2. Durante o tempo de infusdo parenteral, os animais dos diferentes

grupos permaneceram recebendo 20g / dia da dieta oral padrdo AIN-93 M.

No periodo poés-operatério os animais foram acompanhados
diariamente, ao longo de todo experimento, para registro do volume de infuséo
intravenosa, peso corporeo, ingestado alimentar e eventuais alteracdes do estado
geral do animal e os dados foram registrados em fichas individualizadas. Animais
com prejuizo da infusdo parenteral pela retirada e/ou perda do swivel ou do

equipo de infusado, foram excluidos do estudo.
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Tabela 2 - Composi¢ao das emulsdes lipidicas controle (TCL/OP — Lipovenus®
10%?* + Omegaven® 10%? - 8:2 v/v) e estudo (TCM/TCL/OP - Lipidem® 20%:?3)

Acidos graxos (g/L) TCL/OP TCM/TCL/OP
Caprilico (C8:0) - 46,8
Caprico (C10:0) - 35,3
Miristico (C14:0) 1,8 -
Palmitico (C16:0) 9,6 10,9
Palmitoleico (C16:1) 1,5 -
Estearico (C18:0) 0,4 4,6
Oleico (C18:1) 21,5 20,4
Linoleico (C18:2) 43,0 39,2
Estearidénico (C18:4) - 0,3
Araquiddnico (C20:4) 0,4 -
Alfa-linolénico (C18:3) 6,8 5.1
Eicosatetraenoico (C:20:4) - 0,3
Dihomo-gama-linolénico (20:3) - 0,8
Eicosapentaenoico (C20:5) 4,2 5,9
Docosanoico (22:0) - 0,3
Docosapentaenoico (C22:5) 0,6 1,0
Docosahexaenoico (C22:5) 43 4.4
Total de TCM 0 82,1
Total de ©-9 21,5 20,4
Total de ©-6 43,4 40,0
Total de -3 15,9 17,0
Razéo »-6/w-3 2,7:1 2,3:1

Legenda - dados em vermelho: principais diferencas entre os contetdos totais de acidos graxos
das emuls@es lipidicas; dados em verde: principais semelhancas entre os conteldos totais de
acidos graxos das emulsdes lipidicas. TCM = triglicérides de cadeia média; o= dmega.

Fonte — ! Versleijen M e cols. Clin Nutr. 2005 32; 2 Dados fornecidos pelo fabricante (Fresenius
Kabi, Bad Homberg - Alemanha;); 2 Dados fornecidos pelo fabricante (B. Braun, Melsungen -
Alemanha).

Para tornar os grupos tratados com ELs compardveis em termos de

conteudos de AGPIs -6 e ®-3, o volume de EL administrado nos animais do
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grupo TCL/OP foi 0 mesmo que o administrado nos animais do grupo
TCMITCL/OP, que receberam 4,3g de gordura/kg de peso corporeo (z 6 mL).
Como a EL infundida no grupo TCL/OP tem a metade de concentracdo de
gordura que a administrada no grupo TCM/TCL/OP (10% vs 20%,
respectivamente), os animais desse grupo receberam metade da quantidade
total de gordura por via parenteral. A quantidade de 4,3 g de gordura/kg de peso
corpéreo foi a mesma utilizada pelo Hagi e seus colaboradores 2° e nos permitiu
administrar o aporte de acidos graxos essenciais recomendado pela AIN-93 33
em quantidades similares entre esses dois grupos, ja que o0 excedente de
gordura parenteral do grupo TCM/TCL/OP é proveniente de seu contetudo de

AGs nao essenciais, ou seja de TCM.

4.4.6. Obtencédo de leucdcitos do sangue

Para obtencdo de amostras de leucdcitos do sangue, os animais foram
previamente anestesiados com injecao intraperitoneal de cloridrato de Cetamina
80 mg/Kg (Ketamin-S®, do Laboratério Cristalia, Brasil) e cloridrato de Xilazina
8,0 mg/Kg (Rompun 2%® do Laboratério Bayer, Brasil) e eutanasiados por
puncao cardiaca para a coleta de sangue total, com uso de tubos secos de coleta
a vacuo contendo 0,2mL de heparina.

As amostras de sangue foram submetidas a centrifugacdo na velocidade
de 1800 rpm, a temperatura de 20°C, por 10 min. O plasma foi separado e
armazenado em freezer (- 80°C) e o restante da amostra foi diluida em solugéo
fisiolégica (1;1 v/v), acrescida cuidadosamente a tubos contendo Ficoll Hypaque

com diferentes densidades (Histopaque® 1077 (1:1) e Histopaque® 1119, Sigma
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Aldrich) e centrifugada por 30 minutos, na velocidade de 1800 rpm, a 21°C, para
isolar leucécitos mononucleares e polimorfonucleares, respectivamente. As
nuvens de leucécitos formadas na interface com elementos figurativos do
sangue foram coletadas com pipeta Pasteur, ressuspendidas em tampao fosfato-
salino (PBS), adicionadas a tubos Eppendorf® e armazenadas em freezer (-
80°C) para futura andlise.

O figado coletado foi fatiado, com o auxilio de lamina de ac¢o, na porgéo
posterior direita e o fragmento obtido foi inserido em tubos criogénicos e

armazenado em nitrogénio liquido até o momento de suas andlises.

4.4.7. Avaliacéo do perfil de acidos graxos de células leucocitéarias

Avaliou-se o perfil de AGs de células leucocitarias, plasma e figado, por
cromatografia gasosa em aparelho cromatografo (cromatégrafo Agilent 7890 A
GC System, equipado com coluna capilar J&W DB-23 60m x 250um x 0,15 pum
Agilent 122-2361) de alta resolugcdo com detector de ionizagdo em chama (FID),
alocado no Laboratério de Bromatologia da Faculdade de Saude Publica da
Universidade de Sao Paulo (FSP-USP). A avaliacdo do perfil de AGPIs foi
conduzida de acordo com as seguintes abordagens: 1. Avaliacdo do conteudo
de alfa linoleico (AL), EPA, DHA e AA (%); 2. Avaliagédo da razdo AGPIs ®-3: o-

6; 3. Avaliacdo da razdo EPA : AA.
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4.4.8. Esterificagdo de acidos graxos leucocitarios

Para obtenc&o dos ésteres metilicos de acidos graxos, as amostras de
células foram submetidas ao protocolo proposto por Shirai e cols. 3 . Em um
tubo de 15 mL foi adicionado 1 mL de solugdo NaOH 0,5 M (Synth, Brasil) em
metanol (Synth, Brasil) e 500 uL de amostra e foi procedida homogeneizacao
com uso de vortex, por 15 segundos, seguida de aquecimento em banho maria
a 100 C, por 5 minutos, e resfriamento a temperatura ambiente. Dois mL de BF3-
Metanol 14% (Synth, Brasil) foram adicionados, seguido por agitacdo em vértex,
por 15 segundos, e aguecimento em banho maria a 100 C, por 30 minutos e
resfriamento a temperatura ambiente.

Em seguida, foi adicionado 1mL de isoctano e foi procedida agitacao no
vortex, por 30 segundos. Foi adicionado 5 mL de solugdo saturada de NaCl a
39% (Synth, Brasil) seguida da agitacdo vigorosa por 30 segundos (agitacéo
manual). Apds separacao de fases, a camada de isoctano (camada superior) foi
transferida para tubos Eppendorf® e procedeu-se a evaporacao do isoctano com
nitrogénio gasoso. O residuo seco foi entdo ressuspendido com 120 uL de

hexano grau HPLC (Cer, Brasil), seguido da homogeneizacao em vortex.

4.4.9. Analise por cromatografia gasosa

As condi¢cdes cromatograficas empregadas foram feitas de acordo com
Iverson e cols. 3, com algumas adaptacdes especificas que se fizeram
necessarias para otimizar as amostras do estudo, de acordo com parametros de

seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo, limites de deteccdo e
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quantificacdo. Os acidos graxos foram avaliados por padronizacdo externa,
utilizando seus padrdoes de referéncia (Sigma) para obtencdo da curva de

calibragao.

4.5. Analise estatistica dos dados

Para a andlise estatistica dos dados, adotou-se limite de confianca de 5%
para todos os testes realizados. As analises intragrupo e intergrupo foram
realizadas com o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e um teste post-hoc
Mann-Whitney. Diferencas entre 0s grupos, assim como a variagao no peso dos
animais e no consumo de racéo ao longo do estudo, foram avaliadas pelo teste
de Wilcoxon. As analises estatisticas foram realizadas com uso do programa
[RCoreTeam2016] R Core Team “R: A language and environment for statistical
computing”, 2016, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, com

participacdo essencial do estatistico Guaraci Requena.
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Dos 57 animais que adentraram nosso estudo, obtivemos dados validos

em 42 deles, distribuidos nos tempos 0, 48 e 72 horas, conforme ilustrado na

figura 3.

Devido a necessidade da realizacdo de pool das amostras de leucécitos

para a obtencdo de material suficiente para andlises cromatograficas, este

namero foi considerado insuficiente para a realizacao de teste estatistico. Dessa

forma, exclusivamente, para as células mononucleares e polimorfonucleares, os

resultados demonstrados sdo descritivos.

Ratos operados
(n=57)

Excluidos
(n=15)

Ratos validos (n = 42)

Grupo
Grugo CB TCM/TCL/OP Grupo ICL /OP Gru_po Sl
(n=086) (n=12) (n=12) (n=12)
Tempo 48h Tempo 48h Tempo 48h
(n=086) (n=086) (n=086)
|| Tempo 72h [ | Tempo 72h || Tempo 72h
(n=086) (n=086) (n=086)

Figura 3 - Distribuicdo dos sujeitos da pesquisa

Legenda — CB: controle basal; TCL/OP: emulséo lipidica (EL) composta por mistura de EL a base
de 6leo de soja e EL a base de 6leo de peixe (8:2 v/v); TCM/TCL/OP: emulséao lipidica composta
e por Oleo de peixe associado a 6leo de soja e triglicérides de cadeia média; Sl: grupo controle
sem infuséo apoés cateterizagdo do sistema venoso central.
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5.2. Dados da Amostra

De acordo com os registros diarios de evolucdo clinica, ndo foram
encontradas, nos ratos, alteracfes dignas de nota relativas ao estado geral,
excrecao de urina e fezes e comportamento na gaiola metabdlica durante todo o
periodo de experimentacdo. A variacado de peso dos animais entre os periodos
antes e 48 ou 72 horas apoés infusdo parenteral ndo apresentou significancia

estatistica e estd demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3 — Variacdo do peso corpéreo (g) nos diferentes grupos de ratos entre
o inicio e o final do estudo.

Tempo Grupo Média DP Mediana Minimo Maximo p?
Sl -0.01 0.02 -0.02 -0.02 0.02 0,56

48h TCL/OP 0.00 0.02 0.00 -0.02 0.01 1,00
TCM/TCL/OP -0.01 0.01 -0.01 -0.02 0.01 0,16

Sl 0.01 0.02 0.01 -0.01 0.04 0,31

72h TCL/OP 0.01 0.01 0.01 -0.01 0.03 0,34
TCM/TCL/OP  0.00 0.00 0.00 -0.01 0.00 0,06

Legenda — DP: desvio padrdo; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulsédo lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + Gleo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + éleo de soja + triglicérides de cadeia média; * Wilcoxon.

Nos 5 dias de ambientacdo que precederam a CVC, os ratos ingeriram,
diariamente, as 20 g de racdo oferecidas. Conforme mostra a Tabela 4, apos a
CVC, todos os animais diminuiram sua ingestéo, inclusive no grupo sem infuséo
parenteral. No tempo 48h, essa variacdo néo apresentou significancia estatistica
em nenhum dos grupos estudados. Ja no tempo 72h, houve reducéo significativa

na ingestao de racéo entre os animais do grupo TCM/TCL/OP (p = 0,0031).
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Tabela 4 — Quantidade em gramas de racdo consumida nos diferentes grupos
de ratos entre o inicio e o final do estudo.

Racéo consumida (Q) Antes 48h 72h

Sl 20,00 £ 0,00 16,83 +1,84 17,83 £+ 3,68
TCL/OP 20,00 + 0,00 16,44 + 1,99 18,21 +1,10
TCM/TCL/OP 20,00 £ 0,00 16,39 £ 1,42 9,92 + 5,56*

Legenda — SlI: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulsao lipidica (EL) composta de 6leo de soja
+ 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de peixe + 6leo de soja +
triglicérides de cadeia média; * p<0,05 em relagdo a 0 e 48h

5.3. Avaliacdo do contetudo de AL, AA, EPA e DHA

5.3.1. Leuco6citos Mononucleares

Acido Linoleico (AL)

A concentracdo total de AL em células mononucleares, expressa no grupo
CB no tempo 0h, foi considerada a basal para todos os animais neste periodo.
Houve diminui¢do da concentracdo de AL em 48h e 72h para os dois grupos sob
infusdo parenteral de ELs. O grupo Sl foi 0 que apresentou menor concentracéo

guantidade deste &cido graxo ap0s a cirurgia (tabela 5).
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Tabela 5 - Concentracdo de acido linoleico em leucécitos mononucleares de
ratos Lewis antes e apos infusédo parenteral de diferentes solucdes por 48 e 72
horas

Oh 48h 72h
CB 13,4% - -
S - 7,77% 7,04%
TCL/OP - 9,89% 9,03%
TCM/TCL/OP - 9,34% 9,43%

Legenda — CB: controle basal; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infuséo de emulsdo lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + éleo de soja + triglicérides de cadeia média.

Acido Araquiddnico (AA)

Para todos os animais considerou-se a concentracdo basal de acido
araquidonico em células mononucleares de 21,8% do total de acidos graxos de
sua composicdo. Apds a CVC, houve um ligeiro aumento na quantidade deste
AG entre os animais do grupo Sl, em 48 e em 72 horas de infusdo. Entretanto,
observou-se que os animais que receberam infusdo de ambas as emulsdes
lipidicas, mostraram valores ndo detectaveis nas concentracoes deste AG nos

dois tempos de infusdo avaliados, conforme demonstrado na tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo de acido araquidénico em leucdcitos mononucleares
de ratos Lewis antes e apos infusdo parenteral de diferentes solucbes por 48 e
72 horas.

Oh 48h 72h
CB 21.80% - -
Sl ; 24.20% 22.14%
TCL/OP - 0.00% 0.00%
TCM/TCL/OP - 0.00% 0.00%

Legenda — CB: controle basal; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emuls&o lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + 6leo de soja + triglicérides de cadeia média.
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Acido Eicosapentaendico (EPA)

A concentracdo de acido eicosapentaenoico encontrada nas células
mononucleares dos animais do grupo CB (tempo 0h) foi de 1,3%. Apds 48h de
infusdo, essa concentracdo aumentou ligeiramente nos grupos TCL/OP e
TCMITCL/OP, e reduziu-se para valor ndo determinavel no grupo sem infusao.
Apoés 72 horas de infusdo, ndo encontramos quantidades deste acido graxo em
nenhum dos grupos estudados, conforme mostra a tabela 7. Essas analises

foram repetidas e os resultados confirmados.

Tabela 7 - Concentracdo de acido eicosapentaendico em leucdcitos
mononucleares de ratos Lewis antes e apoés infusdo parenteral de diferentes
solucdes por 48 e 72 horas.

Oh 48h 72h
CB 1.30% - -
Si . 0,00% 0,00%
TCL/OP ; 1.83% 0,00%
TCM/TCL/OP - 1.89% 0,00%

Legenda — CB: controle basal; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulsdo lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + 6leo de soja + triglicérides de cadeia média.

Acido Docosahexaenoico (DHA)

Os animais do grupo CB ndo apresentaram concentragdo mensuravel de
DHA nas células mononucleares. Apds 48h de infusdo, encontramos 5,55% e
5,05% deste acido graxo nos grupos TCL/OP e TCM/TCL/OP, respectivamente,

enguanto o grupo sem infusdo permaneceu com sem valor determinavel. Apos
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72 horas, as concentragfes desse AG diminuiram nos grupos que receberam
infusdo de ambas as ELs, e aumentou no grupo SlI, conforme dados

apresentados na tabela 8.

Tabela 8 — Concentracdo de acido docosahexaendico em leucocitos
mononucleares de ratos Lewis antes e apoés infusdo parenteral de diferentes
solucdes por 48 e 72 horas.

Oh 48h 72h
CB 0,00% - -
Sl - 0,00% 3.73%
TCL /OP - 5.55% 4.21%
TCM/TCL/OP - 5.05% 3.83%

Legenda — CB: controle basal; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulsdo lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + 6leo de soja + triglicérides de cadeia média.

5.3.2. Leucécitos Polimorfonucleares

Acido Linoleico (AL)

Antes da infusdo parenteral, a concentragdo média de acido linoleico nas
células polimorfonucleares dos animais foi de 10%. Apés 48h de infuséo, essa
quantidade diminuiu em todos os grupos, mas foi maior no grupo Sl. Apos 72h,
as concentracdes aumentaram em relagédo ao tempo 48h, mas permaneceram
menores do que no tempo Oh. Neste periodo, o grupo Sl também apresentou a

maior concentracéo deste acido graxo (tabela 9).
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Tabela 9 - Concentracdo de acido linoleico em leucécitos polimorfonucleares de
ratos Lewis antes e apoOs infusédo parenteral de diferentes solucdes por 48 e 72
horas.

Oh 48h 72h
CB 10,11% - -
Sl - 8.39% 9.07%
TCL/OP - 5.34% 7.70%
TCM/TCL/OP ; 4.85% 7.36%

Legenda — CB: controle basal; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infuséo de emulsdo lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + éleo de soja + triglicérides de cadeia média.

Acido Araguiddnico (AA)

Pode ser observado na tabela 10 que a quantidade total de AA nas células
polimorfonucleares reduziu-se substancialmente ap6s a infusdo parenteral,
chegando a ndo ser detectavel apds 72 horas de infusdo em todos os grupos.
No tempo 48h, os animais do grupo TCL/OP foram os que apresentaram menor
concentracdo desse acido graxo na composicdo das células. As andlises foram

repetidas e os resultados foram confirmados.

Tabela 10 - Concentragdo de acido araquidbnico em leucécitos
polimorfonucleares de ratos Lewis antes e apés infusdo parenteral de diferentes
solucdes por 48 e 72 horas.

Oh 48h 72h
CB 20,48% . -
S - 3,11% 0,00%
TCL/OP - 1,77% 0,00%
TCM/TCL/OP - 2,00% 0,00%

Legenda — CB: controle basal; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emuls&o lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + éleo de soja + triglicérides de cadeia média.
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Acido Eicosapentaendico (EPA)

Né&o foi detectada a presenca de EPA nas células polimorfonucleares dos
animais no tempo 0 horas. Apds 48h de infusé@o, os animais dos grupos TCL/OP
e TCM/TCL/OP apresentaram concentragcbes de 4,42% e 4,06%,
respectivamente. O grupo sem infusdo permaneceu sem aumentar a quantidade
desse acido graxo nas células estudadas. Apds 72 horas de infusdo, em todos
0s grupos quantidade voltou a ndo ser detectavel conforme mostra a tabela 11.

Estes resultados também foram repetidos e confirmados.

Tabela 11 - Concentracdo de &cido eicosapentaendico em leucdcitos
polimorfonucleares de ratos Lewis antes e apés infusdo parenteral de diferentes
solugdes por 48 e 72 horas.

Oh 48h 72h
0,00% - }
Si . 0,00% 0,00%
TCL/OP - 4,42% 0,00%
TCM/TCL/OP - 4,06% 0,00%

Legenda — CB: controle basal; SI: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emuls&o lipidica (EL)
composta de 6leo de soja + Gleo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de
peixe + éleo de soja + triglicérides de cadeia média.

Acido Docosahexaenoico (DHA)

N&o foi detectada a presenca de DHA nas células polimorfonucleares no
tempo 0. No tempo 48h, a maior concentracdo de DHA em células
polimorfonucleares foi encontrada no grupo TCM/TCL/OP, enquanto no tempo

72h, foi no grupo TCL / OP, de acordo com os dados apresentados na tabela 12.
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Tabela 12 - Quantidade total de acido docosahexaendico em leucdcitos
polimorfonucleares de ratos Lewis antes e apés infusdo parenteral de diferentes
solugdes por 48 e 72 horas.

Oh 48h 72h
CB 0,00% - -
Sl - 1,49% 1,70%
TCL/OP - 5,53% 6,07%
TCM/TCL/OP - 5,70% 5,25%

Legenda — Sl: sem infusao; TCL/OP: infusdo de emulséo lipidica (EL) composta de éleo de soja
+ 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de peixe + 6leo de soja +
triglicérides de cadeia média.

5.3.3. Plasma

A figura 4 ilustra a concentracdo plasmatica dos AGPIs linoleico,

araquidénico, eicosapentaenoico e docosahexaendico nos tempos estudados.

Acido Linoleico (AL)

A quantidade média de AL encontrada no tempo 0 foi de 8,41% + 0,41.
Apods 48h, essa quantidade aumentou significativamente para 10,02% + 0,41 no
grupo Sl (p = 0,0022) e diminuiu significativamente nos grupos TCL/OP (6,46%
+ 0,21; p = 0,0022) e TCM/TCL/OP (6,36% + 0,17; p = 0,0022). Ap6s 72 horas,
as guantidades se mantiveram sem alteracdes significativas em todos os grupos,

conforme mostrado na figura 4 (A).

Na comparacdo entre grupos para cada tempo observamos que a
quantidade de AL detectada ndo apresentou diferenca estatistica entre os

grupos TCL/OP e TCM/TCL/OP (p 48h = 0,67; p 72h = 0,39).
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Acido Araguiddnico (AA)

Distinto do que aconteceu com o acido linoleico, observamos que a
quantidade de AA no plasma aumentou ao longo do tempo nos grupos que
receberam EL, tendo seu pico de concentracdo atingido apdés 72 horas de
infusdo no grupo TCM/TCL/OP, a medida em que no grupo Sl, essa quantidade

diminuiu.

Na comparacéo entre 0s grupos para cada tempo, podemos observar que
apos 48h de infusdo as concentracdes de AA encontradas nos grupos que
receberam infusdo foram 2,18% + 0,28 no grupo TCL/OP e 1,95% * 0,20 no
grupo TCM/TCL/OP, concentracfes significativamente maiores do que a
encontrada no grupo Sl (0,37% % 0,05; p = 0,0022), e que nao houve diferenca
estatistica entre os grupos TCL/OP e TCM/TCL/OP (p = 0,13). J4 apds 72 horas

de infusédo, a diferenca aumenta expressivamente (p = 0,0022) (figura 4 - B).

Acido Eicosapentaendico (EPA)

N&o detectamos presenca de EPA no plasma dos animais do grupo CB
(tempo 0h), nem nos animais do grupo Sl para ambos os tempos (48 e 72h). A
concentracéo do 4cido graxo encontrada nos animais do grupo TCM/TCL/OP foi
maior do que a encontrada no grupo TCL/OP apés 48horas de infusdo
(TCM/TCL/OP =13,11% # 0,13; TCL/OP = 6,46% + 0,21; p = 0,0022). E possivel
observar na figura 4 - C que ap6s 72 horas de infuséo, a quantidade de EPA no
plasma dos animais do grupo TCL/OP aumenta (14,72% + 0,12), ao passo em
que diminui drasticamente no grupo TCM/TCL/OP (1,54% + 1,59), em relac&o

ao tempo 48 horas.
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Acido Docosahexaenoico (DHA)

N&o detectamos presenca de DHA no plasma dos animais do grupo CB
(tempo Oh), no grupo Sl no tempo 48h e em nenhum dos grupos no tempo 72
horas. No tempo 48h, a quantidade de DHA encontrada foi maior no grupo
TCM/TCL/OP (17,39% + 0,17) do que a encontrada no grupo TCL/OP (16,90%

+0,18; p = 0.0022).

llustrada na figura 4 - D, a comparacgdao entre os diferentes tempos mostra
as concentracfes de DHA encontradas nos grupos TCL/OP e TCM/TCL/OP que
foram significativamente maiores nos tempos 48h e 72h, quando comparadas ao
tempo Oh (p = 0.0028) e significativamente menores no tempo 72h em

comparacao ao tempo 48h (p = 0.0028).
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Figura 4 — Gréficos que mostram a concentracdo dos acidos graxos poli-
insaturados linoleico, araquidénico, eicosapentaendico e docosahexaendico no
plasma para cada rato Lewis antes e apdés infusdo parenteral de diferentes
solucdes nos periodos de 0, 48 e 72 horas.

Legenda — AL: acido linoleico; AA: acido araquiddnico; EPA: acido eicosapentaenoico; DHA:
acido docosahexaendico; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulsao lipidica (EL) composta
de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de peixe + éleo
de soja + triglicérides de cadeia média; TO: animais sem infusdo (controle basal); T48: 48 horas
apos cateterizacdo do sistema venoso central; .T72: 72 horas apds cateterizacdo dos sistema

venoso central.
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5.3.4. Figado

Acido Linoleico (AL)

Podemos observar na figura 5 - A que a concentracdo de acido linoleico
encontrada no figado dos ratos diminuiu significativamente entre O e 48 horas de
infusdo, para todos os grupos (p = 0,0022). Neste periodo, a concentracdo de
AL encontrada no grupo Sl foi de 10,91% + 0,35, no grupo TCL/OP foi 5,21% +
0,15 e no grupo TCM/TCL/OP foi 5,86% + 0,20. A diferenca entre os grupos que
receberam infusdo, apesar de pequena, foi estatisticamente significativa (p =

0,0022).

Apos 72 horas de infusdo, a concentracdo de AL diminuiu
significativamente com relacdo ao tempo 48h nos grupos Sl (8,84% + 0,47; p =
0,0022) e TCM/TCL/OP (5,48% + 0,17; p = 0,015), e aumentou no grupo TCL/OP

(5,79% + 0,20%: p = 0,0022).

Acido Araguiddnico (AA)

A incorporacéo de acido araquidénico no figado dos ratos apresentada na
figura 5 - B apresenta dindmica semelhante a do mesmo AG no plasma.
Observamos que a concentragcédo de AA aumentou ao longo do tempo nos grupos
gue receberam infusdo parenteral de EL, apresentando maior pico de
incorporacao apods 72 horas de infusdo no grupo TCM/TCL/OP (14,39% + 0,19).
A diferenca entre os grupos foi significativa em ambos os tempos de estudo (p =
0,0022). A diferenca entre os tempos 48h e 72h foi significativa apenas para o

grupo TCM/TCL/OP (p = 0,0022).
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Acido Eicosapentaendico (EPA)

Assim como nos leucécitos e no plasma, ndo detectamos presenca de

EPA no figado dos animais do grupo CB, e do grupo Sl nos tempos estudados.

Apos 48 horas de infusdo, a concentracédo deste acido graxo encontrada
no grupo TCL/OP foi de 2,37% + 0,14, significativamente maior do que a
encontrada no grupo TCM/TCL/OP (1,66% £ 0,19) no mesmo periodo (p =

0,0022).

No tempo 72 horas, a concentracdo de EPA cai para 1,85% + 0,21 no
grupo TCL/OP e para 1,18% £ 0,07 no grupo TCM/TCL/OP, sendo a diferenca

entre os dois grupos estatisticamente significativa (p = 0,0022).

Quando avaliamos a diferenca na incorporacdo entre Oh, 48h e 72h,
verificamos que a quantidade de EPA encontrada no figado dos animais foi maior
nos tempos 48 e 72 do que as encontradas no tempo Oh (p = 0,0028), e maior
no tempo 72h em comparacao ao tempo 48h (p = 0,0022). Estes resultados estao

ilustrados na figura 5 - C.

Acido Docosahexaenoico (DHA)

Os resultados das andlises de DHA no figado dos animais sdo mostrados
nafigura 5 — D. Os animais nos grupos CB e S|, em ambos os tempos estudados,
ndo apresentaram concentracdes detectaveis desse AG, enquanto a quantidade
encontrada no grupo TCL/OP foi significativamente maior do que a encontrada

no grupo com TCM, em ambos os periodos de infusdo (p 48 e 72h = 0.0022).
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Quando avaliamos a diferengca entre os tempos, observamos que a
quantidade de DHA no figado foi maior nos tempos 48 e 72 do que as
encontradas no tempo Oh (p = 0,0028), mas ndo encontramos diferenca

estatisticamente significativa entre os tempos 48 e 72h (p = 0,7).
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Figura 5 - Graficos que mostram a concentracdo dos &cidos graxos poli-
insaturados linoleico, araquidbnico, eicosapentaendico e docosahexaenodico no
figado para cada rato Lewis antes e apoOs infusdo parenteral de diferentes
solucdes nos periodos de 0, 48 e 72 horas.

Legenda — AL: acido linoleico; AA: &cido araquiddnico; EPA: &cido eicosapentaenoico; DHA:
acido docosahexaendico; Sl: sem infusdo; TCL/OP: infuséo de emulséo lipidica (EL) composta
de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de peixe + éleo
de soja + triglicérides de cadeia média; TO: animais sem infusdo (controle basal); T48: 48 horas
apos cateterizacdo do sistema venoso central; .T72: 72 horas apés cateterizagdo do sistema
venoso central.
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5.4. Avaliagéo darazdo AGPIs w-3:w-6

A razédo entre AGPI w-3:w-6 foi calculada por meio da soma dos valores
absolutos de EPA e DHA (w-3) dividida pela soma dos valores absolutos de AL

e AA (w-6).

Como nao detectamos presengca dos AGPIS w-3 nos leucdcitos
mononucleares e polimorfonucleares em alguns tempos estudados, nado foi
possivel calcular a razdo nessas células. Dessa forma, apresentaremos 0s

dados de plasma e figado dos animais.

5.4.1. Plasma

A dindmica da razdo entre w-3:w-6 entre os tempos estudados e os

grupos, esta ilustrada no gréfico 1.

Observamos que, apos 48h de infusdo das ELs, a razdo encontrada no
plasma dos ratos foi maior no grupo TCM/TCL/OP do que no grupo TCL/OP (p
= 0,03). Apdés 72h de infusdo, a razdo diminuiu significativamente nos dois

grupos, sendo maior no grupo TCL/OP do que no grupo TCM/TCL/OP .
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Gréfico 1 - Razao entre acidos graxos dmega-3 : 6mega-6 no plasma de ratos
antes e apos a infusdo parenteral de diferentes emulsdes lipidicas por 48 e 72
horas.

(EPA+DHA)/(AL+AA) Plasma

® Sham
® TCL/OP
TCM/TCL/OP
o
O —
(4p]
o
o p—
(a\]
(]
o —
o @ < )
[ I I
TO T48 T72

Legenda — EPA: acido eicosapentaenoico; DHA: acido docosahexaendico; AL: acido linoleico;
AA: acido araquiddnico Sl: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulséo lipidica (EL) composta de
Oleo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de peixe + 6leo de
soja + triglicérides de cadeia média; TO: animais sem infusdo (controle basal); T48: 48 horas
apos cateterizacéo do sistema venoso central; .T72: 72 horas ap0s cateterizacao dos sistema
venoso central.

5.4.2. Figado

A razéo w-3:w-6 foi significativamente maior no grupo TCL/OP em relacao
ao grupo TCM/TCL/OP apés 48 (p = 0,0022) e 72 horas (p = 0,0022) de infuséo

das ELs, como mostra o grafico 2
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Também observamos diferencas entre os tempos estudados. A razao foi
maior no tempo 48h do que no tempo 72h, tanto no grupo TCL/OP (p = 0,001)

guanto no grupo TCM/TCL/OP (p = 0,03).

Gréfico 2 - Razédo entre acidos graxos 6mega-3 : 6mega-6 no figado de ratos
antes e apos a infusé@o parenteral de diferentes emulsdes lipidicas por 48 e 72
horas.
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Legenda — EPA: 4cido eicosapentaenoico; DHA: &cido docosahexaendico; AL: Acido linoleico;
AA: &cido araquiddnico SI: sem infusdo; TCL/OP: infusdo de emulséo lipidica (EL) composta de
Oleo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusdo de EL composta de 6leo de peixe + éleo de
soja + triglicérides de cadeia média; TO: animais sem infusdo (controle basal); T48: 48 horas
apos cateterizacdo do sistema venoso central; .T72: 72 horas apds cateterizacdo dos sistema
venoso central.
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5.5. Avaliagcao darazdo EPA:AA

A razdo entre EPA:AA foi calculada dividindo-se o valor absoluto
encontrado de EPA pelo valor absoluto encontrado de AA. Como nao
encontramos EPA nos leucécitos em todos os tempos, esses dados também

serdo demonstrados apenas em figado e plasma.

5.5.1. Plasma

Observamos que a razdo EPA:AA no plasma aparentou ser maior no
grupo TCM/TCL/OP do que no grupo TCL/OP apéds 48 horas de infuséo,
entretanto, essa diferenca entre os grupos néao foi significativa (p = 0,06) devido

a grande variacao entre os individuos que pode ser observada no gréfico 3.

Apbs 72 horas de infusdo, a razao entre EPA:AA no plasma comportou-
se de maneira semelhante a razdo w-3:w-6 no mesmo fluido: diminuiu
significativamente nos dois grupos, chegando a 0 no grupo TCM/TCL/OP, e,

portanto, foi maior no grupo TCL/OP neste tempo.
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Gréfico 3 - Razado entre acidos graxos eicosapentaendico : arquidénico no
plasma de ratos antes e apo0s a infusdo parenteral de diferentes emulsées
lipidicas por 48 e 72 horas.
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Legenda — EPA: acido eicosapentaenoico; AA: acido araquidénico Sl: sem infusdo; TCL/OP:
infusdo de emulsao lipidica (EL) composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusédo
de EL composta de 6leo de peixe + 6leo de soja + triglicérides de cadeia média; TO: animais sem
infusdo (controle basal); T48: 48 horas apds cateterizagdo do sistema venoso central; .T72: 72
horas apds cateterizac@o dos sistema venoso central.

5.5.2. Figado

No figado, a razdo entre EPA:AA foi significativamente maior no grupo
TCL/OP em relagéo ao grupo TCM/TCL/OP apés 48 (p = 0,0022) e 72 horas (p

=0,0022) de infuséo das ELs.



69

Apés 72 horas de infusdo, a razdo diminuiu significativamente nos dois
grupos que receberam infuséo de EL (p = 0,0022), mas ainda foi maior no grupo
TCL/ OP do que no grupo TCM/TCL/OP (p = 0,0022). Esta dindmica esta

ilustrada no gréfico 4.

Gréfico 4 - Razao entre acidos graxos eicosapentaendico : arquidonico no figado
de ratos antes e apods a infuséo parenteral de diferentes emulsdes lipidicas por
48 e 72 horas.
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Legenda — EPA: &cido eicosapentaenoico; AA: acido araquiddnico Sl: sem infusdo; TCL/OP:
infusdo de emuls&o lipidica (EL) composta de 6leo de soja + 6leo de peixe; TCM/TCL/OP: infusao
de EL composta de éleo de peixe + éleo de soja + triglicérides de cadeia média; TO: animais sem
infusdo (controle basal); T48: 48 horas apés cateterizacdo do sistema venoso central; .T72: 72
horas ap6s cateterizacdo dos sistema venoso central.
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6. DISCUSSAO

6.1. Do método

O presente estudo experimental buscou verificar se a infusdo parenteral
de uma emulsao lipidica contendo associacdo de TCM com 0Oleo de peixe
aumenta a biodisponibilidade de AGPI w -3 em distintos tecidos de ratos Lewis,
em termos de quantidade e tempo. O delineamento experimental do estudo
incluiu diferentes grupos a fim de determinar o perfil basal de AGPIs em
leucdcitos, figados e plasma. Como grupo controle, utilizamos animais
infundidos com ELP de perfil lipidico muito similar a EL teste, com excecédo de
seu conteudo de TCM, o que permitiu observar efeitos especificos das duas

emulsdes sobre a biodisponibilidade leucocitaria dos AGPIs w -3.

O delineamento experimental do presente estudo foi inspirado pelo
trabalho de Hagi e colaboradores 2°. Os referidos autores avaliaram em
esplendcitos, células brancas e vermelhas do sangue e leucdcitos
polimorfonucleares peritoneais a velocidade de incorporacao de AGPIs w -3. Isto
foi feito apds a infusédo parenteral continua de diferentes formulagdes de nutricao
parenteral total (composicéo: 4,3 g de gordura; 36,3 g de glicose e 6,2 g de
aminoacidos por kg de peso corporal) que diferiram entre si pelas diferentes
razdes entre w -3 e w -6 que cada formulacdo apresentou. Entretanto, nenhuma

das formula¢cbes estudadas por Hagi et al contiveram TCM em sua composicéo

29

Uma caracteristica comum dos acidos graxos de cadeia média (AGCM) é
a sua captacdo e ativacao intramitocondrial parcialmente independente de

carnitina e, portanto, garantindo clareamento plasmatico mais rapido do que os
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acidos graxos de cadeia longa (AGCL). Em comparagédo aos AGCL, os AGCM
apresentam metabolismo mais simples e mais orientado em direcédo a oxidacéo
e, uma vez no interior da mitocondria, sédo substrato para a maquinaria da beta-
oxidacdo e sintese de energia (figura 14), liberando os AGPIs w-3 para
incorporar em membranas celulares e la exercerem suas propriedades na

modulacéo do sistema imunolégico 3637

CoA AG cadeia média

v W

Co. ¢

CAT I \ m

>

\J
CoA /Icul-CoA
beta-oxidacao beta-oxidacao

Cadeia transportadora de elétrons

ATP  ATP ATP

Figura 6 - Transporte de acidos graxos de cadeia média sem necessidade de
carnitina e de cadeia longa com auxilio de carnitina, mediado pela acédo de
carnitina aciltransferase | e Il.

Fonte: Campos LN, Torrinhas RSMM, Antunes MS, Waitzberg DL. Gorduras. In: Waitzberg DL.
Nutricdo oral, enteral e parenteral na prética clinica. Vol 1. 5 ed. Rio de Janeiro: Atheneu;
2017:135 - 160.36

Estudos clinicos conduzidos por Carpentier e seus colaboradores,
demonstraram beneficio na adicdo de TCM a EL em termos de aumento na
velocidade de incorporagcdo de EPA em leucécitos. Entretanto, essas
observacdes diferem do presente estudo pela metodologia de infusédo parenteral

realizada, injegdo Unica ou em bolo, enquanto utilizamos infusdo parenteral
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continua em animais 2425, A oferta continuada de EPA com e sem TCM poderia

alterar a cinética de incorporacao de AGPIs w-3.

Nosso estudo apresenta uma limitacdo metodoldgica. Ocorre que a
quantidade de leucdcitos no sangue de um rato adulto de aproximadamente 350
gramas é insuficiente para permitir a andalise de 4cidos graxos em cromatografo
gasoso. Para contornar esta dificuldade, optamos por utilizar um pool de
leucocitos para esta andlise. Estudos nessa area, de forma geral, optam por
analisar a incorporacéo celular destes AGs em plaquetas ou células vermelhas
do sangue por serem mais numerosas, contudo estas nao refletem a
incorporacdo em células leucocitarias mono e polimorfonucleares consideradas
agentes importantes em estado inflamatério. Destaca-se aqui que o uso de
animais isogénicos viabiliza uma resposta mais uniforme desses animais,
reduzindo o viés da andlise em pool. Além disso, todas as demais analises

plasmaticas e teciduais foram feitas em separado para cada animal.

Observamos que outras pesquisas experimentais nesta mesma area
utilizam namero semelhante de animais que o do presente estudo, mas nao
isogénicos, a exemplo de Barros e colaboradores que conduziram estudo para
comparar vias de administracdo parenteral e enteral de emulsado lipidica na
incorporacdo de AGPI w -3 em células brancas, vermelhas, tecido adiposo,
figado, pulméo e coracédo de ratos Wistar (n = 6 animais por grupo) 3. Neste
sentido, estamos confortdveis com a determinacdo do tamanho da amostra
estudada, pois a similaridade genética leva a uniformidade fenotipica, de modo
gue menos animais sdo necessarios em um experimento para atingir um dado

nivel de poder estatistico.
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Para a andlise do perfil plasmatico, leucocitario e hepatico de AGPIs foram
aplicadas técnicas referéncia e de ultima geracao. Diversos estudos da literatura
utilizaram-se de cromatografia gasosa em estudos com AGPIs w-3, para avaliar
sua incorporacdo em diversos tipos celulares, principalmente, células do sangue
21,29.38-42 A gabordagem analitica por nés adotada incluiu a identificacéo de AGPIs
w-3 EPA e DHA, importante para que efeitos imunomoduladores favoraveis
ocorram, e também dos AGPIs w-6 AL e AA e das razbes entre w-3:w-6 e
EPA:AA, que podem refletir a propenséo celular para a sintese de eicosanoides

mais ou menos inflamatérios.

A quantidade de gordura ofertada por via parenteral (4,3 g de gordura / kg
de peso corporal) foi a mesma utilizada por Hagi e colaboradores??, que garante
0 aporte diario de acidos graxos essenciais recomendados pela AIN-93 para
roedores 23. Esta quantidade, maior do que a comumente utilizada em estudos
com humanos (0,2 g / kg / dia), deve-se ao fato de que a lipase lipoproteica,
enzima com funcdo conhecida de hidrolisar moléculas de triglicérides
encontradas nas particulas de lipoproteinas, ser mais ativa nos ratos do que nos
seres humanos, aumentando assim a necessidade deste nutriente para esses

animais 4344,

Chama atencdo que os animais no estudo de Hagi e cols foram
alimentados com racgéo livre de &cidos graxos essenciais duas semanas antes e
durante o estudo, com o objetivo de causar deple¢éo organica desses AGs nos
ratos 2°. Entendemos que tais resultados sejam dificeis de extrapolar para a
pratica clinica, uma vez que causar deplecdo de acidos graxos essenciais pode
acarretar em diversos prejuizos ao paciente, e que, dificilmente, encontraremos

um paciente sem ingestéo de algum tipo de AG durante semanas, independente
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da sua qualidade. Dessa forma, optamos por manter, durante todo o periodo do
estudo, a oferta da ragcédo padrdo, com composicéo respeitando as preconizadas

pela AIN-93 para ratos adultos.

E fato que a racdo padrdo que oferecemos aos animais possui AGPIs w-
3 em sua composigao, o que poderia repercutir nos achados do presente estudo.
Entretanto, alguns pontos devem ser considerados: o primeiro € o de que a
quantidade de w-3 presente na racao € muito baixa (0,05%) e esta na forma de
acido alfa linolénico (ALA). ALA deve passar por diversos processos de
elongamento e dessaturacdo para ser convertido em EPA e DHA, e essa taxa
de conversado geralmente é muito baixa. Adiciona-se que 0s animais dos grupos

controle, sem infusao, também foram alimentados com a mesma dieta.

6.2. Dos resultados

As andlises de cromatografia gasosa revelaram que existem diferencas
significativas em todos os tempos estudados com infusdo de EL contendo OP
com relacdo aquela dos grupos controle basal e controle sem infusdo. Apés a
infusdo das duas ELs (TCM/TCL/OP e TCL / OP) durante 48 e 72 horas, as
concentracdes de AGPI w-3 (EPA e DHA) aumentaram, enquanto as de w-6 (AA
+ AL) diminuiram no figado, plasma e leucocitos mononucleares e
polimorfonucleares. As concentragbes de AGS nos grupos controles
permaneceram praticamente estaveis. Dessa forma, o efeito da administragéo

de EL contendo OP esta alinhado com outros estudos que investigaram a
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incorporacdo de AGPIs em fosfolipidios séricos e membranas celulares apés a

administracéo de ELs 424548,

Nossa investigacao discorda do efeito favoravel da adicdo de TCM a EL
contendo OP. Observamos que em nenhum dos tecidos por nos estudados
houve maior incorporagdo dos AGPIs w-3 no grupo que recebeu TCM/TCL/OP
em comparacao ao grupo que recebeu EL sem adicdo de TCM. Até onde vai
nosso conhecimento, ndo encontramos disponiveis na literatura, estudos que
tenham comparado ELs com OP com e sem TCM. Os estudos conduzidos por
Carpentier e colaboradores que demonstraram rapido enriquecimento de AGPI
w-3 em fosfolipides celulares avaliaram injecdes intravenosas, em bolo, de EL

com ou sem OP, mas ambas continham TCM 2425,

Com relacao aos tempos de infusdo das ELs, nossos resultados indicam
que a incorporagao leucocitaria de AGPIs w-3 atingiu seu pico apds 48 horas de
infuséo e diminuiu apds 72 horas, discordando dos dados apresentados por Hagi
e colaboradores, que encontraram pico maximo de incorporacdo ap0s 72 horas
de infusdo 2°. Nossa hip6tese para explicar estes achados considera que o
estresse inflamatério ocasionado pela intervencgdao cirdrgica para a colocacao do
cateter venoso central seja de grau leve a moderado, e que néo teria sido
suficiente para estimular a avidez das células leucocitarias por AGPIs para
eventual produgcdo de mediadores inflamatorios. Uma vez que estas células
poderiam estar em steady-state, possivelmente rejeitariam a entrada de AGPIs
além do necessario para manter suas funcdes celulares ativas. Essa hipotese
pode ser corroborada pelos nossos achados em figado e plasma. Enquanto no
figado manteve-se estavel incorporacdo AGPIs, a concentracdo no plasma

aumentou exponencialmente, mostrando maior pico as 72 horas de infusédo, o
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gue pode sugerir que os AGs ofertados estariam circulando e nao incorporados
no figado e leucocitos. Possivelmente, analisar no futuro a incorporagcéo desses

AGs ap06s inducao de estresse inflamatdrio possa responder esta hipotese.

Pudemos observar uma relagéo inversamente proporcional entre APGIs
w-3 e w-6 apos a infusdo parenteral das diferentes ELs: as concentracdes de AA
e AL nos leucdcitos polimorfonucleares e no plasma diminuiram ao mesmo

tempo em que as concentragdes de EPA e DHA aumentaram nesses tecidos.

Elevados niveis de eicosanoides derivados de AA sdo encontrados em
pacientes com sepse e em hipercatabolismo. Parte dos efeitos pro-inflamatoérios
e imunossupressores desses mediadores podem ser fruto de sua influéncia na
producdo de citocinas. Por exemplo, leucotrienos da série 4 aumentam a
producdo de IL-1, IL-2, e IL-6 e a proliferacdo linfocitaria 4°. Por outro lado, a
prostaglandina E2, apesar de induzir febre, aumentar a permeabilidade vascular
e vasodilatacao, também inibe a producéo de citocinas pré-inflamatérias IL-1, IL-
2, IL-6, e TNF, que ativam funcdes leucocitarias 4°. Com a oferta de AGPI w-3, a
sintese de prostaglandinas e leucotrienos da série par € reduzida e, portanto,
ocorre modulacdo favoravel de citocinas inflamatoérias, particularmente em

humanos 115051

Os acidos graxos das familias w-6 e w-3 competem pelas enzimas
envolvidas nas reacfes de dessaturacdo e alongamento da cadeia. Embora
essas enzimas tenham maior afinidade pelos AGPIs w-3, a conversao do acido
alfa-linolénico em EPA e DHA é fortemente influenciada pelos niveis de acido
linoleico presentes na dieta 35. Dessa forma, a elevagéo da razédo w-3:w-6 esta
associada a respostas inflamatdérias menos intensas e também a reducdo na

producdo de citocinas pro-inflamatorias. A razdo entre w-3:w-6 recomendada
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para promover modulacdo imunologica é de cerca de 1 : 2,5 conforme
demonstrado por Masters e colaboradores °2. Por outro lado, razdes inferiores a
1:1 ndo séo recomendadas. Em nosso estudo, observamos que as razdes entre
AGPIs w-3:w-6 e entre EPA:AA mostraram-se maiores nos grupos com infusao
de EL, em relac&o ao grupo CB e ao grupo Sl. Até onde pudemos verificar, ndo
encontramos beneficios da adicdo de TCM em ELs contendo éleo de peixe

perante alteragdes nas razbes mencionadas.

Pudemos observar diferencas na incorporacdo de AGPIs entre os dois
tipos de leucécitos estudados, em que pese a auséncia de andlise estatistica.
Observamos que, aparentemente, leucécitos polimorfonucleares apresentaram
concentragbes de APGIS w-3 mais altas do que os mononucleares. Essa
diferenca na incorporacao celular de acidos graxos poderia ser explicada pelo
metabolismo distinto dessas células. Enquanto mondcitos tém meia vida de, em
média, 10 a 20 horas na circulacdo, a vida dos neutroéfilos varia entre 6 a 7 horas
na circulacao. Dessa forma, os leucdcitos polimorfonucleares precisam de mais
lipidios incorporados em sua membrana pois estdo em constante processo de
replicacéo celular 5354,

Alguns fatores precisam ser considerados na escolha de uma EL para uso
parenteral. Um deles é a forma em que a EL estd disponibilizada
comercialmente. Lipidem® (B. Braun Brasil) € uma EL contendo OP, pronta para
uso que pode ser diretamente infundida por via parenteral, ou adicionada a
solucdes de nutricdo parenteral sem necessidade de manipulacéo farmacéutica,
0 que garante seguranca microbioldgica e de estabilidade de micelas de gordura.
Omegaven® (Fresenius Kabi) estad disponivel apenas como suplemento de

emulsao lipidica e deve ser adicionado a uma emulsao lipidica padréo, enquanto
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SMOFIipid® (Fresenius Kabi) possui, também, 6leo de oliva em sua composi¢ao.

O quadro 1 apresenta as ELs contendo Gleo de peixe disponiveis para a prética

clinica.
Nome comercial Composicao
Omegaven®? 100% OP a 10%
Lipoplus®®/ Lipidem®®  40% OS + 50%TCM + 10%0P a 20%
SMOFlipid®2 30% OS + 30%TCM + 25%00 + 15% OP a 20%

Quadro 1 - Emulsdes lipidicas parenterais contendo 6leo de peixe disponiveis
para a pratica clinica

Legenda: a - Fresenius-Kabi; b- B. Braun Brasil / OS = Oleo de soja; TCM = triglicérides de
cadeia media; OO = Oleo de Oliva; OP = Oleo de peixe.

A comparacdo da estabilidade, em longo prazo, de misturas parenterais
trés em um contendo as ELs SMOFIipid® e Lipidem®, mostrou que ambas as
ELs foram estaveis, mesmo na presenca de altas concentracdes de eletrdlitos,
No entanto, Lipidem® se mostrou superior ao SMOFlipid com relacdo a duracdo

de armazenamento °°.

Em pacientes cirurgicos, a infusdo parenteral de Lipidem® foi bem
tolerada. Em comparagcdo com ELP de 6leo de soja, Lipidem® associa-se ao
aumento nos niveis de EPA e DH em fosfolipidios plasmaticos, incorporacéo de
EPA na membrana de hemacias e modulacdo favoravel da producédo de
leucotrienos (com aumento de LTB5 e razdo LTB4:.LTB5 e dos niveis de
antioxidantes plasmaticos); além disso, ha evidéncias de diminuicdo do tempo

de internacgdo hospitalar 4256,

Em conjunto, e nas condicbes da presente investigacdo, nossos dados

sugerem que nao houve beneficio da adicdo de TCM em termos de incorporacéo
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de AGPI w-3 nos leucdcitos, figado e plasma de ratos. Estudos que considerem
a inducédo de estresse inflamatério poderiam ajudar a elucidar se essa dinamica

muda com a presenca de inflamacéo.
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7. CONCLUSOES

Nas condicbes da presente pesquisa, em que ratos foram previamente
submetidos a cateterizacdo venosa central para infusédo de emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe contendo ou nao triglicérides de cadeia média por 48 ou 72

horas, podemos concluir que:

1. Apresenca de triglicérides de cadeia média na emulsao lipidica parenteral
contendo 6leo de peixe néo favorece a incorporacédo de acidos graxos,
em maior quantidade, em leucdcitos mono e polimorfonucleares e em
tecido hepético, mas aumenta sua concentracdo no plasma;

2. Apresenca de triglicérides de cadeia média na emulséo lipidica parenteral
contendo 6leo de peixe ndo favorece a incorporacdo de acidos graxos
poli-insaturados 6mega 3 em menor tempo de infusdo em leucocitos

mononucleares e polimorfonucleares, figado e plasma.
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8.1. Anexo A - Aprovacdo CEUA

— —~ah=

MEDICINA

TE |

COMISSAD DE ETICA NO USD DE ARTMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de sio
Paulo, em sessio de of/o4 /2015, APROVOU o Protocolo de Pesguisa oo o63/15
intitalado: “Cinetica da incorporacio de acidos graxos polinsaturados em
lencocites apos infnsdo parenteral de diferentes emulsdes hpdicas
contends oleo de peixe em ratos submetidos ou nio 3 endotoxemia™ qus
utilizara 6o animais da espécie rato, apresentado pelo Departaments de
Gastroenteralogia

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar 3 CEUA-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesguisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientfico de
Animais - Led M0 41 704 -8 de oumbro de 2008,

Pesquisador (a) Responsavel: Dan Linetzky Waitzberg

Pesquisador (a) Execntante: Alweyd Tesser de Morais

CEUA-FTMUSP, of de Abril de 2015

Dr. Eduardo Pompean
Coordenador
Comissao de Etica mo Tso de Animais

Comizslo de Eicang Uiso-de Arimals da FWMUSP
e-mall: ceun Sl usp or
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8.2. Anexo B — Estudo piloto para a determinacdo da quantidade de animais necessaria para obter amostra suficiente

de leucotcitos para analise cromatogréafica.

Intensity

Leucécitos mononucleares Leucécitos polimorfonucleares

Figura 7 - Cromatograma do perfil de &cidos graxos poli-insaturados de leucdcitos mononucleares e polimorfonucleares obtidos de
um rato

A quantidade de células mononucleares e polimorfonucleares obtidas de 1 animal foi insuficiente para boa leitura de cromatograma,

como mostra a figura 7.
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Intensity

s

Bc1g-ALA , Bc1g-ALA A i H
Leucocitos mononucleares Leucocitos polimorfonucleares

B C20-EPA B C20-EPA

Figura 8 - Cromatograma do perfil de 4cidos graxos poli-insaturados de leucocitos mononucleares e polimorfonucleares obtidos de
dois ratos

Os cromatogramas obtidos da leitura de leucécitos mononucleares e polimorfonucleares em pools de 2 (Figura 8) e trés ratos (Figura

9) apresentaram boas condicdes de leitura. No entanto, a amostra com 3 ratos possibilitou a melhor separacao dos picos.
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Leucdcitos polimorfonucleares

Figura 9 - Cromatograma do perfil de acidos graxos poli-insaturados de leucdocitos mononucleares e polimorfonucleares obtidos de

trés ratos
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ofertada aos animais durante o periodo experimental.
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Anexo C — Composicao de &cidos graxos da ragao AIN-93 M

Nimero: 016.041.999/00

Cliente: FUND. FACULDADE DE MEDICINA

Comntato: Alweyd Tesser

Enderega: AV. REBOUGCAS CIDADE: SAQ PAULD / SP

Origem da Amostra: RHOSTER INDUSTRIAE COMERCID LTDA

Contato: Teresa Barreto

Enderego: CIDADE:  ARACOIABA DA SERRA 5P

Amaostra: DIETA PADRAD AIN-03M Controle:

Fomecedor: RHOSTER IND. E COM. LTDA. NF:

Fabricants: Quantidade:

Loke: BOS0M1E Data Fabricagio: 2THG2018 Data Validade: 27/06/2018

Data da Coleta Data Envio Data Recebimento Diata Inicio: Data Liberagﬁu
21102016 2412018 1611/2018
ANALISES RESULTADOS EERECIFEALAD
Minimo Maximo Método

Acido Butirico  (C4:0) 0,01 % MA-005
Acido Capréico (C6:0) 0,03 % MA-008
Acido Caprilico (C8:0) 0,04 % MA-008
Acido Ciprico (C10:0) 0,M % MA-008
Acido Undecansdico (C11:0) NAD DETECTADOD % MA-0D8
Acido Laurico (C12:0) o.M % MA-008
Acido Tridecandico {C13:0) NAD DETECTADO % MA-006
Acido Miristico (C14:0) 0, % MA-008
Acido Miristoleico [C14:1) 0,00 % MA-008
Acido Pentadecandico (C15:0) 0,00 % MA-008
Acido 10-Pentadecendico (C15:1) 0,00 % MA-008
Acido Palmitico (C16:0) 0,59 % MA-D08
Acido Palmitoleico (C16:1) oM % MA-008
Acido Margarico (C17:0) 0,01 % MA-008
Acido cis-10-Acido NAD DETECTADO % MA-008
I:ieptadecenéic.n {CAT-1)
Acido Estearico (C18:0) o % MA-008
Acido Elaidico (C18:1n9t) 0,00 % MA-008
Acido Oleico (C18:1n8c) 1,14 % MA-008
Acide Linclelaidico (C18:2n6t) NAD DETECTADO % MA-005
Acide Linoleico (C18:2néc) 1,02 % MA-008
Acido Gama-Linolénico GLA NAD DETECTADO % MA-008
{F‘EB:SHBI
Acido Alfa Linolenico LNA 0,05 % MA-008
[F‘EB:SHM
Acido Aragquidico (C20:0) 0,02 % MA-008
Acido Cis-11-Eicosendico o,m % MA-008
(C20:1n8)
Acido Heneicosancice (C21:0) 0,00 % MA-0D6

Responsavel Técnico: Oneida Vieira - CRQ |V 04219427

s resultados deste relatono de ensaio referem-se somente 3 amostra enviada. O refatdno de ensaio s¢ pode ser reproduzido por completo. A

amostragem & de responsabilidade do cliente. Os campos em branco ndo foram informades. R=Repeticio

WinLabs - wwew _domit.com_br

Fua Wakdemar Jose Strazzacappa, 272 - Jardim Indianapolls - Campiras | SP - CEP 13050-218
FonefFax: {19) 3229-3E36 e-mal: suponecboanalise. comLbr - Gie Waww.choanalsa.com.or

Versdo: 1

Pag:1/3
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Numero: 016.041.999/00

Clhiente: FUND. FACULDADE DE MEDICINA

Comntato: Alweyd Tesser

Enderego: AV, REBOUCAS CIDADE: SAQ PAULD / SP

Crigem da Amostra: RHOSTER INDUSTRIA E COMERCHD LTDA

Contata: Teresa Barreto

o — CIDADE: ARACOIABA DA SERRA/ SP

Amostra: DIETA PADRAC AIN-83M Controle:

Fomecedor RHOSTER IND. E COM. LTDA. NF:

Fabricante: Quantidade:

Laote: 5050M1E Diata Fabrical;.icl: 27MGrz01e Data Validade: 27/08/2018

Data da Coleta Data Envic Data Recebimento Data Inicio: Data Liberagio
21102016 24102016 16M11/2018
ANALISES RESULTADOS EERECIFRAAERO
Minimao Maximeo Metodo

Acido cis-11,14- Eicosadiendico NAO DETECTADO % MA-DDE
{C20:2)
Acido cis-8,11,14-Ficosatriendico NADQ DETECTADD % MA-008
{C20-3n8)
Acido Araquidonico AR [C20:4n6) NACQ DETECTADO % MA-0OS
Acido NAO DETECTADO % MA-D06
cis-11,14, 17 Eicosatriendico
Acido Behenico (C22:0) 0,04 % MA-DD6
Acido Enlicico [CZ2-1n9) NAD DETECTADD % MA-D08
Acido 5,8,11,14,17- EPA {C20:5n3) NAD DETECTADO 9% MaA-008
Acido Tricosandico (C23:0) 0,01 % MA-DOS
Acido cis-13,16-Docosadiendico NAO DETECTADO % MA-DDG
{c22:2)
Acido Lignocérico (C24:0) 0,02 % MA-D06
Acido Nervonico (C24:1n%) NAO DETECTADD % MA-005
Acido Docosahexaendico NAO DETECTADO % MA-008
DHA{C22:6n3]
Gordura Monoinsaturada 1,18 % MA-DD6
Gordura Poli-insaturada 1,07 % MA-DD8
Gorduras Insaturadas 223 % MA-008
Gorduras Saturadas 1,00 % MA-0DS
Gorduras Trans 0,00 % MA-DDE
Omega 3 0,05 % MA-DOE
Omega & 1,02 % MA-008
Omega 9 1,15 % MA-D06
Extrate Etéreo 3.23 %
Comentarios:

Cliente:

Respensavel Tecnico: Oneida Vieira - CRQ IV 04218427
Os resultados deste relatorio de ensaio referem-se somente 3 amostra enviada. O refatorio de ensaio 50 pode ser reproduzido por completo. A
amostragem & de responsabilidade do chiente. Os campos em branco ndo foram informades. R=Repeticio.
Fua Waldemar José Strazzacappa, 272 - Jardim Indianapolls - Camplnas | 5P - CEP 13050-215
FonefFax: {19) 3229-888E e-mal: suporieghcboanalisa.com br - site” www.cooanaliss.com.or
Versao: 1 Pag2/3

WinLats. - wrw_domit.com_br
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Analises Laboratoriais

Relatario de Ensaio

Mamero: 016.041.999/00
Cliente: FUND. FACULDADE DE MEDICINA
Contata: Abweyd Tesser
Enderego: AV. REBOUCAS CIDADE: SAO PAULD | 5P
RH18521s
Peso Lig.:200g
METODO;
MA-008 Rewd CG- ASSOCIATIONS OF GFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of Anafyses of A O AC

Intemational, 18th ed, 2005, Ind revision J007.
Campinas,quinta-feira, 17 de novembro de 20148

Responsavel pela Liberagéo
Enédina 8. Altomani
CRQ IV 04417378

Responsavel Técnico: Oneida Vieira - CRO [V 04210427

Os resultados deste relatonio de ensaio referem-se somente 3 amostra enviada. O refatono de ensaio s¢ pode ser reproduzido por compleio. A
amosiragem € ¢e responsabilidade do chente. Os campos em branco ndo foram informades. R=Repeticio.

Fua VWaldemar Jose Strazzacappa, 272 - Jardim Indlanapolls - Campinas [ SP - CEP 13050-218
FonefFax: {19 3220-8886 e-mal suporefichboanalisa.combr - site: wiww.cooanalise.com.or

Versdo: 1 Pag.2i3

WinLabs. - www_domit-com_br
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