UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CAMPUS TRINDADE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO DE NUTRICAO

Ligia Prietsch de Souza

O efeito da dieta com acidos graxos 6mega 3 (0-3-PUFAs) na resposta inflamatoria

induzida por lipopolissacarideos (LPS) em modelo animal com roedores. Uma revisio.

Florianopolis

2021



Ligia Prietsch de Souza

O efeito da dieta com acidos graxos 6mega 3 (0-3-PUFAs) na resposta inflamatéria

induzida por lipopolissacarideos (LPS) em modelo animal com roedores. Uma revisao.

Dissertagdo/Tese submetida ao Programa de Pds-graduagao de Nutricao
da Universidade Federal de Santa Catarina para a obtengdo do titulo de
Mestre em Nutri¢ao

Orientador: Prof. Julia Dubois Moreira, Dr.

Floriandpolis
2021



Ficha de identificagdao da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Prietsch de Souza, Ligia

O efeito da dieta com acidos graxos Omega 3 (?-3-PUFAs)
na resposta inflamatdéria induzida por lipopolissacarideos
(LPS) em modelo animal com roedores. : Uma revisdo /
Ligia Prietsch de Souza ; orientador, Jalia Dibois
Moreira, 2021.

61 p.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pds
Graduagdoc em Nutrigdo, Floriandpolis, 2021.

Inclui referéncias.

1. Nutrigdo. 2. Dieta com acidos graxos omega 3. 3.
inflamacdo sistemica . 4. lipopolissacarideos. 5. nutricgdo
experimental . I. Ddbois Moreira, Jualia. II. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em
Nutrigdo. III. Titulo.




Ligia Prietsch de Souza

O efeito da dieta com 4cidos graxos d6mega 3 (w-3-PUFAs) na resposta inflamatoria induzida
por lipopolissacarideos (LPS) em modelo animal com roedores. Uma revisao.

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca examinadora
composta pelos seguintes membros:

Prof.(a) Daniela Barbieri Hauschild, Dra.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.(a) Elisabeth Wazlawik, Dra.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. (a) Leticia Ramalho
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Certificamos que esta ¢ a versdo original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado
adequado para obtengdo do titulo de mestre em Nutrigao.

Documento assinado digitalmente

Ana Carolina Fernandes

Data: 19/04/2022 14:06:36-0300
CPF:047.277.939-70

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Julia Dubois Moreira

Data: 18/04/2022 18:12:55-0300
CPF:932.928.210-53

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.(a) Julia Dubois Moreira, Dr.(a)
Orientador(a)

Floriandpolis, 2021



Dedico esse trabalho a Deus, ao meu esposo, familiares e aos
meus amigos, que, nos momentos mais dificeis, sempre

estiveram presentes.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradec¢o a minha orientadora e professora Julia Dubois Moreira por
acreditar nesse projeto e me auxiliar nas mudangas necessarias para que eu pudesse termina-
lo. Agradeco, também, ao Programa de Po6s-Graduagdo em Nutricdo da Universidade
Federal de Santa Catarina pelo apoio para que o estudo se concretizasse.

Sou grata a Deus por ter me dado forgas para chegar até aqui. Também agradego o
apoio do meu esposo Rodrigo, da minha psicologa Silvia e da minha amiga e colega de
profissdo Fernanda. Vocés sempre me incentivaram, mesmo nos dias em que ndo acreditava

mais que seria capaz.



RESUMO

Estudos experimentais tém utilizado modelos de inducdo a inflamag¢do com uma
endotoxina de bactérias Gram-negativas chamada lipopolissacarideos (LPS) para buscar
estratégias terapéuticas e profilaticas nos processos inflamatdrios e infecciosos. (Kingsley,
SM & Bhat, BV 2016; Lepper, PM., 2002; Kuzmich, NN., et 2017). O LPS pode provocar
uma resposta inflamatdria no hospedeiro através de seu reconhecimento por diferentes
sensores do sistema imune inato, principalmente através dos receptores do tipo Toll-like
(TLR). (Mancek-Keber & Jerala, 2015; Ciesielska A, et al., 2021).

Dentre as abordagens nutricionais anti-inflamatérias, os 4acidos graxos
poliinsaturados ®3 (®w-3-PUFAs) tém sido estabelecidos na literatura como precursores de
mediadores lipidicos anti-inflamatorios e moduladores da resposta inflamatoria. (Serhan CN
& Levy BD., 2018; Chenetal., 2017; Keapai et al., 2016; Manuscript., 2013). Nesse sentido,
0 objetivo do presente trabalho foi investigar o que fornece literatura existente nos tltimos
dez anos no que tange aos efeitos da dieta com ®-3-PUFAs sobre a resposta inflamatoria
gerada por inflamagdo induzida por LPS em modelo animal com roedores. Nesta revisao,
foram incluidos 21 artigos, separados de acordo com a dose endotoxina LPS utilizada para
inducdo da inflamagao de alto grau ou de baixo grau.

A expressdo de citocinas pro-inflamatorias, mediada por TLR4 e NF-«B, foi
significativamente aumentada em resposta a administragao sistémica de LPS. O tratamento
com -3-PUFAs parece atenuar a resposta inflamatoria, reduzindo a atividade de citocinas
como TNF-a, IL-6 e IL-1P e estimulando a secrec¢ao da citocina anti-inflamatdria, como IL-
10, em diferentes doses de LPS, antes ou concomitante a inflamagdo (Shi et al., 2020;
Coquerel, D., et al 2013; Ramos et al., 2019).

Os resultados dessa revisdo nao apenas fornecem informagdes sobre como o0s
lipidios podem influenciar a resposta infecciosa ao LPS, mas também sugerem um papel
para os ®-3-PUFAs de prevengdo e de terapia aplicavel frente a regulacdo da resposta
inflamatoria.

Palavras-chave: Lipopolissacarideos, o-3 PUFA, 4cidos graxos d6mega 3, inflamagao,

roedores, mediadores inflamatorios, sepse.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo ¢ considerada uma resposta adaptativa destinada a restaurar a
homeostase dos véarios sistemas fisioldgicos, podendo ser desencadeada por estimulos ou
condi¢des nocivas, como infec¢do e lesdo tecidual. (Medzhitov., 2008). A resposta de fase
aguda ¢ uma reagdo inflamatdria ndo especifica do hospedeiro, que tem como objetivo
impedir a ag¢do do patdgeno e o dano celular. (Cray, C., et al, 2009). Durante o
desenvolvimento desta resposta, sdo liberadas citocinas e outros mediadores que iniciam
alteracdes sistémicas e localizadas, além de mudangas na concentragdo de algumas proteinas
plasmaticas chamadas proteinas de fase aguda. Em algumas destas proteinas, ocorre
diminui¢ao da concentragdo, tal como a albumina, globulina e transferrina; ja em outras, um
aumento, como a proteina C-reativa (PCR), proteina amiloide sérica (PAS), haptoglobina,
a-1 glicoproteina-acida, ceruloplasmina, fibrinogénio, proteina ligante de manose (PLM), e
a-1-antitripisina. (Nehring SM., et al, 2021). O aumento das proteinas de fase aguda
desencadeia o aparecimento de sinais clinicos como febre, hipotermia ou hipertermia,
taquicardia e taquipneia, indicando a incapacidade do controle local da infec¢ao (Hattori et
al., 2018; Cervellin et al., 2019). Todos estes sinais fazem com que a inflamagdo se torne
um desafio.

Estudos experimentais tém utilizado modelos de indu¢do a inflamagao para buscar
estratégias terapéuticas e profilaticas nos processos inflamatorios e infecciosos. Dentre as
abordagens nutricionais anti-inflamatorias, os acidos graxos poli-insaturados ®3 (®-3-
PUFAs) tém sido estabelecidos na literatura como precursores de mediadores lipidicos anti-
inflamatorios, que sdo conhecidos como resolvinas, docosatrienos e protectinas (Serhan CN
& Levy BD., 2018; Chen et al., 2017; Keapai et al., 2016; Manuscript., 2013). Em 2001,
Lee e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que as gorduras saturadas eram
capazes de estimular diretamente a expressdo de genes inflamatérios por meio da
sinalizacdo de receptores do tipo Toll (TLR) como TLR4 in vitro. A natureza deste efeito ¢
influenciada pela quantidade e pelo tipo de gordura consumida. (Robertson et al, 2015). A
substitui¢do de acidos graxos saturados por ®-3-PUFAs pode reduzir a atividade pro-
inflamatoria iniciada pela identificacdo de lipopolissacarideos, uma endotoxina bacteriana
encontra abundantemente na membrana externa das bactérias gram-negativa. (Kingsley,
SM & Bhat, BV 2016).

Sendo assim, essa dissertagao apresenta a seguinte pergunta de partida: Como a dieta

enriquecida dos ®-3-PUFAs pode atenuar a resposta inflamatdria gerada por infec¢ao
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bacteriana induzida pela presenca dos lipopolissacarideos, em modelo animal com

roedores?

1.1 VISAO GERAL DA RESPOSTA INFLAMATORIA

A inflamacgdo ¢ considerada como resposta a uma ampla variedade de processos
fisiologicos e patoldgicos. Sabe-se que a resposta inflamatdria controlada ¢ benéfica, por
exemplo, ao fornecer prote¢do contra infeccdo, mas pode se tornar prejudicial se
desregulada, por exemplo, causando choque séptico. Independentemente da causa, a
inflamacdo presumivelmente evoluiu como uma resposta adaptativa para restaurar a
homeostase. (Medzhitov, R., 2008)

A literatura descreve formas de inflamagao classificadas de baixo grau como um
estado inflamatdrio cronico, que tem como resultado um aumento nas concentragdes
plasmaticas de biomarcadores e de células inflamatérias ativadas na corrente sanguinea.
Tais alteragdes podem ser facilmente observadas, por exemplo, em pacientes com condi¢des
cronicas, como artrite reumatoide e doengas inflamatorias intestinais (Sanz et al, 2005; Hou
et al, 2018; Croft et al., 2019). Em contrapartida, a inflamagao de alto grau caracteriza-se
por produgdo excessiva de mediadores inflamatdrios, que ¢ descrita como um status hiper-
inflamatorio frente a qualquer agressdo infecciosa (Lima & Franco., 2010; Fullerton &
Gilroy.,2016; Nisr et al., 2019). Dependendo do gatilho ou indutor, a resposta inflamatéria

tem uma finalidade fisioldgica e consequéncias patologicas diferentes.

Figura 1: Causas e resultados fisiologicos da inflamacao

INFECCAQ LESAQ TECIDUAL ESTRESSE E MAU

Gatilho FUNCIONAMENTO DO TECIDO
INFLAMACAO
Propésito Defesa do hospedeiro Resposta de reparo de tecido adapta¢do ao estresse e
fisiologico contra infeccao restauracdo da homeostasia
Consequéncias Autoimunidade, inflamac3o, Fibrose, metaplasia e/ou Desenvolvimento de
fisiologicas dano tecidual e sepse crescimento tumoral doengas autoinflamatorias

Fonte: Adaptado de Medzhitov, R., 2008



17

No caso das infec¢des, decorrentes principalmente de bactérias Gram-negativas, o
lipopolissacarideo (LPS) ¢ um componente da parede dessas bactérias, cuja composicao
tem, ainda, o lipidio A, um elemento citotoxico responsavel pela ativacdo da resposta
inflamatoria. (Okuda et al., 2016; Rosadini et al., 2017; Sweeney R& Lowary,
2019). Quando os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) sdo reconhecidos
por receptores de reconhecimento de padrdoes (PRRs), como receptores Toll-like (TLRs),
NOD- e RIG-like, a ativacdo destes leva a produgdo sist€émica de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatorias. Os PRRs sdo capazes de reconhecer padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) que sdo liberados de células hospedeiras danificadas, levando a ativacao
excessiva de mondcitos e endoteliocitos. (Ozment, TR., 201; Raymond, SL., et al 2017)

Em grande parte, as especificidades da familia dos TLR j& foram decifradas e muito

se sabe sobre como eles sinalizam quatro proteinas adaptadoras, nomeadas: MyDS88 (fator de
diferenciagdo mieldide 88), MAL (proteina adaptada ao MyD88), TRIF (ativador associado
ao receptor de pedagio de interferon) e TRAM (molécula associada ao receptor de pedagio) a
transducdo dos sinais de TIR (Toll / interleucina-1). (Kumar et al., 2010; Lembo-Fazio et al.,
2018). Essa sinalizagdo induz a producao e a liberagdo de proteinas quinases e de fatores de
transcri¢do inflamatérios, como TNFa, citocinas e interleucinas mediados, principalmente,
pelo fator de transcricdo NFkB, responsavel por regular varios aspectos das fun¢des imunes
inatas e adaptativas, servindo como mediador essencial da resposta inflamatoria. (Liu, T. et

al., 2017)
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Figura 2: Papel do receptor TRL na inflamacao
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Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2010

Os diversos marcadores associados a inflama¢ao podem ser divididos em citocinas
pré-inflamatorias, citocinas anti-inflamatorias, adipocinas, chemocinas, marcadores de
inflamacdo derivados de hepatdcitos e enzimas. As citocinas pré-inflamatoérias de maior
relevancia sdo: a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral-o (TNF-a), a
interleuchina-8 (IL-8), a interleucina-1p (IL- 1), e — considerada anti-inflamatoria — a IL-
10 (Volp et al, 2008).

Outros mediadores envolvidos na ativagdo de células imunes sdo as espécies reativas
de oxigénio (ERO), a proteina cromatina (possiveis mediadores envolvidos na mortalidade)
e o aumento da modulagdo da expressdo do 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que leva
a um aumento na producao de 6xido nitrico (NO), podendo estar parcialmente associado a
hipotensdo. Dentre os mediadores lipidicos, estdo o desencadeamento da cascata do 4cido
araquidonico e o fator de adesdo plaquetaria (do inglés platelet aggregation fator - PAF),
responsaveis por aumentar a permeabilidade vascular, estimular a sintese de mediadores
inflamatérios, como os eicosanoides, ¢ aumentar a aderéncia aos leucocitos (Fullerton &

Gilroy, 2016; Karin, Michael, and Hans Clevers., 2016). Tais marcadores inflamatorios,
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assim como ocorre com proteinas de fase aguda, sdo secretados por diferentes tecidos,
principalmente, no hipotalamo no cérebro, pelos hepatdcitos no figado e pelos adip6citos

no tecido adiposo durante a inflamagdo. (Razolli et al, 2019; Volp et al., 2008)

Figura 3: Marcadores inflamatdrios e proteinas de fase aguda

—
f oo

«““’:i““‘{
Adipdcitos Hipotélamo ;*:.-*“ﬂl; Figado
l ! o/
Citocinas Citocinas Citocinas
IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF a IL-1, IL-6, IL-13, TNF a IL-1, IL-6, TNF a
Proteinas de fase aguda Proteinas de fase aguda Proteinas de fase aguda
Proteina C reativa, NFkB NFkB, Proteina C reativa,
Glicoproteina, Fibrinogeno, Amildide sérica,
interleucina, NFkB Fator inflamatdrio Albumina
Prostaglandinas E (Febre)
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Fonte: A Autora, 2020

A liberagdo de citocinas e proteinas de fase aguda, tanto pro-inflamatdrias quanto
anti-inflamatorias, estdo elevadas durante a resposta inflamatoria, desencadeando o
aparecimento de sinais clinicos como febre, hipotermia ou hipertermia, taquicardia e
taquipneia, indicando a incapacidade do controle local da infeccdo (Hattori et al., 2018;
Cervellin et al., 2019). Todos estes sinais fazem com que a inflamagao se torne um desafio
para a medicina. Nos ultimos anos, a inflamacao grave tem sido a principal causa de morte

na unidade de terapia intensiva no Brasil (Lobo et al., 2019).

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO COM LPS

Devido a extensa rede de mecanismos da inflamag¢do por infec¢do, ndo existe um
unico modelo de estudo experimental que possa capturar todos os aspectos clinicos. No
entanto, trés modelos sdo descritos na literatura como usados para induzir inflamacao grave:
1) Injecdo de um agente toxico como lipopolissacarideo (LPS), CpG, zimosan ou outro
ligante PRR; 2) Injecdo de patogenos vivos (bactérias ou contetido intestinal; inducdo de
pneumonia, meningite, urosepse , etc.) e 3) Indugdo ao comprometimento da integridade do

tecido de barreira (perfuracdo intestinal, modelos de sepse de feridas, por exemplo)
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(Kingsley, SM & Bhat, BV 2016; Zhou, Z., Su, Y., & Fa, X.-E. 2019). Os dois primeiros
grupos incluem, principalmente, modelos ndo cirtirgicos de baixa invasdo, enquanto a
cirurgia ¢ necessaria para obter um modelo de sepse do terceiro grupo.

O LPS pode provocar uma resposta inflamatdéria no hospedeiro através de seu
reconhecimento por diferentes sensores do sistema imune inato, principalmente através dos
receptores Toll-like (TLR). Existem 10 genes TLR expressos em humanos e 13 em roedores,
sendo cada um responsavel por reconhecer um grupo distinto de padrdes moleculares.
(Ciesielska A, et al., 2021).

O TLR4 ¢ quem reconhece o LPS bacteriano (Ding, J., & Liu, Q., 2019). A resposta
celular ao LPS requer uma proteina de transporte denominada proteina de ligagdo a LPS
(LBP), que leva o LPS ao TLR4 e maximiza a sinalizacdo intracelular (Mancek-Keber &
Jerala, 2015). O complexo LPS-LBP pode ser reconhecido pelo receptor TLR4, atuando em
conjunto com o0 MD2 e o CD14. A partir desse reconhecimento, enfim, a cascata complexa
de sinalizagdo TLR4 pode ter inicio.

As sinalizagdes do TLR4 envolvem vias distintas, que sdo elas: via pré-inflamatoria, pela
sinalizacdo dos fatores de transcrigdo NFkb e FOXO, que sinalizam a liberagao do TNF-a,
e interleucinas, principalmente, IL-1p e IL-6 (Kim et al., 2018; Morris et al., 2015; Yang et
al., 2014; Gabay et al., 2010; Ciesielska A, et al., 2021).

Figura 4: Reconhecimento do complexo LPS-LBP pelo receptor TLR4
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Legenda: A LPS: lipopolissacarideos; LBP: LPS-binding protein; TLR4: tool-like receptor 4; CD14: cluster
of differen- tiation; TRIF: TIR-domain-containing adaptor protein inducing interferon-f; Hck: Tyrosine-
protein kinase HCK; Lyn: Tyrosine-protein kinase Lyn; NFkB: factor nuclear kappa B; TNF: fator de necrose
tumoral; IL: interleucina, IFN: interferon

Fonte: Adaptado de Morris, 2015
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Os FOXOs sao regulados por sintese, fosforilagdo, acetilagdo e ubiquitinagdo em
trés niveis diferentes: localizagdo subcelular, estabilidade e atividade transcricional. A
principal contribui¢do regulatoria para a atividade FOXOs vem da ativa¢do dependente do
fator de crescimento das vias fosfoinositideo-3-quinase (PI3K) e serina-treonina quinase
(AKT) e da sinalizacdo de estresse celular. Essas vias sdo descritas como criticas devido a
mobilizagdo e a proliferagdo celular no processo inflamatorio (Link, 2019; Martins et al.,
2016; Nozhat & Hedayati, 2016).

O NFkB ¢ bem aceito como um agente inflamatorio central. Nesse sentido, estudos
em animais ¢ humanos tém visado o bloqueio de diferentes etapas de sua sinalizagdo para
abordagem de terapias anti-inflamatorias (Yang et al, 2014; Nisr et al, 2019; Olmos-Ortiz,
et al 2019; Lee et al., 2019). Esses t€ém como alvo a inflamac¢ao através do aumento da
produgdo de citocinas inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adesdo, além de atuar
regulando a proliferagdo e diferenciacao celular, apoptose e morfogénese.

O NFkB ¢ dito como mediador de uma grande variedade de receptores através de duas
vias de sinalizacao descritas na literatura: via candnica e via nao canonica (ou alternativa),
importantes para regular a resposta imune e inflamatdéria. A via candnica responde a
diversos estimulos, incluindo ligantes de varios receptores de citocinas, receptores de PRRs,
superfamilia de receptores fator de necrose tumoral (TNF) e receptor de células T (Liu et

al., 2017; Hattori et al., 2018)

Figura 5: O NFkB como mediador inflamatorio
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O LPS pode ser desfosforilado pela sintese de bactérias comensais que colonizam o
intestino, que fogem do reconhecimento pelo PRR e que sdo cruciais para a manuteng¢do do
equilibrio imunoldgico (Steimle A, et al., 2013; Tan Y, et al., 2015). Durante a infecgao, a
desacetilacdo e a desfosforilagdo do LPS bacteriano sdo importantes para o término das
respostas inflamatorias. A sinalizagdo descontrolada, desencadeada por TLR4 durante a
infec¢do, ¢ que pode levar a sepse, ao choque séptico e a morte (Zou B, et al., 2017; Deng
M, et at., 2013; Zang M, et al., 2014) .

O LPS pode alterar a expressao de fatores que modulam a sua resposta inflamatoria,
como interferon beta (IFN-B) e IL-10. A sintese de IL-10 induzida por LPS depende da
ativacdo da via independente de MyD8S, levando a producdo de IFNs tipo I via fator
regulador de interferon 3. Isso ativa a Via JAK-STAT, resultando na fosforilagdo de STAT3
e na sintese de IL-10 (Moore KW, et al 2001).

No entanto, além de STAT3, outros fatores de transcri¢do incluindo Spl, Sp3, c-
Maf, AP-1 e NF-kB também foram descritos como promotoras da expressao de IL-10
mediada por LPS em camundongos (Gorina R, et al., 2011; Bode JG, et al., 2012). A IL-10
¢ uma molécula pleiotropica que inibe a produgdo de citocinas pro-inflamatérias ativadas
por mondcitos e macrofagos, incluindo as citocinas mais envolvidas na inflamagao: TNFa

e IL-1B. (Walter MR., 2014)

1.3 TRATAMENTO COM ACIDOS GRAXOS OMEGA 3

Os 4cidos graxos com ligagdes duplas nos carbonos, 6mega-6 (0-6) e 6mega-3 (-
3), sdo essenciais a0 bom funcionamento do organismo de mamiferos, incluindo os seres
humanos, porém ndo podem ser sintetizados endogenamente. Estes devem estar presentes
na alimentagdo para que possam ser utilizados pelos tecidos corporais. Sao eles: os acidos
linoléico (LA 18:2w6) e a-linolénico (ALA 18:3w3). Este se deriva nos 4acidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) por meio da ac¢do de enzimas
especificas no figado, atuando principalmente nos processos de inflamac¢do e de defesa do
organismo (Haag 2003, Marszalek and Lodish 2005, Miles & Calder, 2012; Moreira et al.,
2010).

Os 4cidos graxos das familias ®-3 e -6 competem pelas enzimas envolvidas nas
reacOes de dessaturacdo e de alongamento da cadeia. (Chang et al., 2018). Embora essas

enzimas tenham maior afinidade pelos acidos da familia @3, a conversdo do acido alfa-
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linolénico, que ¢ um 4cido graxo de cadeia longa, ¢ fortemente influenciada pelos niveis de
acido linoléico na dieta. Estudos relatam que uma relagdo w6 e ®3 de 5:1 a 1:1 ¢ a mais
adequada para que ambos tenham seu melhor aproveitamento pelo organismo (Simopoulos,
2002; Marszalek & Lodish, 2005). Assim, a razdo entre a ingestdo diaria de alimentos fontes
de 4cidos graxos ®3 e w6 assume grande importancia na nutricdo humana, resultando em
varias recomendagdes que tém sido estabelecidas por autores e orgdos de saide em
diferentes paises (Emken et al., 1994; Pascoe et al., 2015)

A inclusdo dos acidos graxos ®-3 na dieta tem demonstrado beneficios nas doencas
inflamatorias intestinais, pulmonares, articulares, concentragdes plasmaticas de
triglicerideos, fun¢do vascular, ritmo cardiaco, sensibilidade a insulina, crescimento de
células tumorais, desenvolvimento do cérebro nos processos cognitivos e
neurodegeneracado, psoriase, lupus e fibrose cistica. (Borges et al., 2014; Calder et al, 2012;
Saravanan et al, 2012; Santos et al., 2013).

Sabe-se que os microbios intestinais podem ser uma fonte de infeccdo bacteriana
sistémica que leva a sepse e a faléncia de 6rgdos em uma variedade de circunstincias
médicas, e que a gordura dietética pode promover a absor¢ao de endotoxinas (Deitch EA.,
1990; Berg RD., 1999; Saad M1J., et al 2016). Assim, em ratos com uma dieta muito rica em
gordura (ou seja, 72% da energia total) ao longo de 4 semanas, houve uma elevacdo
significativa das concentracdes de endotoxina circulante em comparagdo com ratos
alimentados com uma dieta de controle de baixo teor de gordura. (Cani PD., et al 2007). Os
dados sugerem que a alimentag¢do com alto teor de gordura resulta em uma elevacao cronica
da endotoxina circulante, pois as refeicdes com alto teor de gordura podem promover a
translocagdo da endotoxina LPS para a corrente sanguinea, estimulando as células imunes
inatas e levando a uma resposta inflamatéria pos-prandial transitéria (Cani PD., et al 2007).
Como ja relatado, os macrofagos e outras células do sistema imunoldgico inato possuem
receptores semelhantes a TLR que reconhecem endotoxinas como LPS. A sinalizagdo
mediada por LPS por meio de TLR4 leva a ativacdo de NFkB, um fator de transcri¢do, que
posteriormente ativa a expressdo de numerosas citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a,
IL-1, IL-6 ¢ IL-8. (Ostareck DH & Ostareck-Lederer A., 2019; Fritsche KL., 2015).

Em 2001, Lee e colaboradores (2019) foram os primeiros a demonstrar que as
gorduras saturadas eram capazes de estimular diretamente a expressdo de genes
inflamatorios por meio da sinalizagdo de TLR4 in vitro. A natureza deste efeito ¢

influenciada pela quantidade e pelo tipo de gordura consumida. (Robertson et al, 2015).
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A substituicao de acidos graxos saturados por Q-3-PUFAs pode reduzir a atividade
pro-inflamatoria do LPS por trés mecanismos. O primeiro deles indica que o EPA e DHA
ou ®-3-PUFAs sdo precursores de mediadores lipidicos anti-inflamatoérios conhecidos como
resolvinas, docosatrienos e protectinas, modulando a resposta inflamatéria de neutrofilos e
do recrutamento de monocitos (Fredman et al., 2010; Kasuga et al., 2008). Os estudos que
utilizam mondcitos estimulados por LPS demonstraram que hd uma redugdo na expressao
de diversos genes e citocinas pro-inflamatorios, mediada pelo pré-tratamento com w-3-
PUFAs, entre eles o receptor TLR4 (Mullen et al., 2010; Robertson et al., 2015; Rocha et
al., 2016). Além disso, regulam as respostas inflamatdrias e, por meio da enzima
lipoxigenasa-15, produzem moléculas chamadas de lipoxinas, que tém a fungao de finalizar
o processo inflamatdrio no organismo (Muthukumar et al., 2002; Fritsche et al, 2015; Chen
etal., 2017).

O segundo mecanismo estd relacionado ao DHA, pois afeta microdominios
lipidicos dentro das membranas celulares, diminuindo o recrutamento de TLR4 apds o
tratamento com LPS. Outro achado esta na redu¢do do TLR4 como modulador da produgao
das espécies reativas de oxigénio (Wong et al., 2009). Por fim, o terceiro mecanismo,
presente nos recentes estudos, tem demonstrado a influéncia dos Q-3-PUFAs, equilibrando
o metabolismo energético por regular vias da proteina G, envolvida na transdug¢ao de sinais
celulares, principalmente no tecido adiposo (Amos et al., 2019).

Os ®-3-PUFAs regulam as respostas inflamatorias por meio da enzima lipoxigenase-15, que
ativa moléculas chamadas de lipoxinas. Essas moléculas parecem exercer a funcao de finalizar
o processo inflamatério no organismo (Muthukumar et al., 2002; Fritsche et al, 2015; Chen

etal., 2017).

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente projeto de dissertacdo ¢ investigar a literatura existente, o
efeito da dieta enriquecida de acido graxo dmega 3 sobre a resposta inflamatoria gerada por

infec¢do induzida por lipopolissacarideos em modelo animal com roedores.

2.2 OBJETIVOS ESPEC{FICOS
Analisar a resposta inflamatoria gerada pela presenga de LPS em diferentes dosagens

no modelo animal com roedores.
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Analisar o efeito da presenca dos ®-3-PUFAs sobre proteinas de fase aguda,
citocinas inflamatorias e fatores de transcricdo envolvidos na amplificagdo da resposta

inflamatoria apos desafio com LPS.

3METODOS

3.1 ESTRATEGIA DE BUSCA

A presente investigacdo comecou com a pergunta de partida: como a presenga dos
o-3-PUFAs pode atenuar aresposta inflamatdria gerada por infec¢do grave induzida
porlipopolissacarideos (LPS) em modelo animal?
A estratégia de busca foi conduzida usando a plataforma Pubmed, Scopus e Medline, sendo
utilizadas as seguintes palavras-chaves em inglés: "Lipopolysaccharides" OR "LPS" OR
"Endotoxins" AND “Inflammation” OR "Mediators OR Inflammation" OR "Mediators of
Inflammation OR sepsis" AND "Acid, Omega-3 Fatty" OR "Omega 3 Fatty Acid" OR
"Omega-3 Fatty Acids" OR "n-3 Oil" OR "n3 Fatty Acids" OR "Omega 3 Fatty Acids" OR,
"PUFA, n-3" AND "mouse" OR" mice OR rats". A estratégia de pesquisa estd detalhada no
fluxograma Figura 5. As buscas nas bases de dados iniciaram em margo de 2021 e foram
finalizadas em junho de 2021. Os estudos incluidos preencheram os seguintes critérios de
elegibilidade: 1) Utilizagdo de LPS como fator de indu¢do a inflamacdo e 4cido graxo
omega-3; 2) Estudos publicados nos ultimas 10 anos; 3) Estudos que utilizaram roedores;
4) Estudos que utilizaram marcadores inflamatdrios sistémicos em suas analises de
resultados.

Os seguintes critérios de exclusdo foram: 1) Estudos in vitro; 2) Metodologias que
ndo utilizaram o 6mega-3 como intervengdo exclusiva; 3) Inducdo da inflamacao ou sepse
que ndo utilizou exclusivamente LPS; 4) Nao utilizar de marcadores inflamatdrios para

avaliar o desfecho.

3.2 EXTRACAO DOS DADOS
A busca foi realizada por dois autores. Nessa busca, foram extraidas as informagdes
que incluiam o primeiro nome do autor e o ano de publica¢do, caracteristicas metodologicas
e de intervencdo, tais como: tempo de tratamento, dose de LPS, tipo e quantidade
suplementagdo ou dieta enriquecida com ®-3-PUFAs, caracteristica dos animais utilizados,
tamanho da amostra e tipo de analise. Dos resultados, foram incluidos os marcadores de

resposta inflamatoria e anti-inflamatdrio que tiveram significancia estatistica.
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3.3 AVALIACAO DE QUALIDADE
Para avaliar a qualidade dos estudos experimentais foram aplicadas as diretrizes
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments), que tém os seguintes
objetivos: melhorar o relato da investigagdo feita com animais; guiar os autores na
informagdo essencial que ¢ necessaria incluir em um manuscrito, sem ser absolutamente
normativo; ser flexivel de forma a acomodar relatos de um leque amplo de areas de
investigagdo e protocolos experimentais; promover a publicacdo de manuscritos replicaveis,

transparentes, precisos, detalhados, concisos, com uma ordem logica e bem escritos.

4 RESULTADOS
4.1 MANUSCRITO

Os resultados provenientes do projeto de dissertacdo serdo submetidos na forma de
artigo ao periodico The Journal of Nutritional Biochemistry, cujo qualis na Nutrigdo ¢ Al
e o fator de impacto (2021) ¢ 6,048. As normas de submissdo ao peridédico desejado estdo
disponiveis no seguinte link abaixo:

https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/525013?generatepdf=tru

[S)

Titulo: O efeito da dieta com acidos graxos Omega 3 (w-3-pufas) na
resposta inflamatdria induzida por lipopolissacarideos (Ips) em modelo animal com
roedores. Uma revisao.

Autores: Ligia Prietsch, Julia Dubois Moreira, Leticia Carina Ribeiro da Silva

Resumo
Introducao: Estudos experimentais t€ém utilizado modelos de indugdo a inflamagdo com
uma endotoxina de bactérias Gram-negativas chamada lipopolissacarideos (LPS) para
buscar estratégias terapéuticas e profilaticas nos processos inflamatorios e infecciosos. O
LPS pode provocar uma resposta inflamatdria no hospedeiro através de seu reconhecimento
por diferentes sensores do sistema imune inato, principalmente através dos receptores do
tipo Toll-like (TLR). Dentre as abordagens nutricionais anti-inflamatorias, os dcidos graxos
poli-insaturados ®3 (w-3-PUFAs) tém sido estabelecido na literatura como precursores de

mediadores lipidicos anti-inflamatérios e moduladores da resposta inflamatoria.
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Objetivo: O objetivo do presente projeto de dissertagdo ¢ investigar a literatura existente, o
efeito da dieta enriquecida de acido graxo dmega 3 sobre a resposta inflamatoria gerada por
infeccdo induzida por lipopolissacarideos em modelo animal com roedores.

Metodologia: A busca se limitou a literatura existente nos ltimos 10 anos. Nesta revisao,
foram incluidos 21 artigos, separados de acordo com a dose de LPS utilizada para inducao
da inflamacao e divididos em inflamagao de alto grau ou de baixo grau. Os estudos incluidos
preencheram os seguintes critérios de elegibilidade: 1) Utilizagdo de LPS como fator de
inducdo a inflamacao e acido graxo dmega-3; 2) Estudos publicados nos ultimas 10 anos;
3) Estudos que utilizaram roedores; 4) Estudos que utilizaram marcadores inflamatdrios
sistémicos em suas analises de resultados. E os seguintes critérios de exclusa: 1) Estudos in
vitro; 2) Metodologias que ndo utilizaram o 6mega-3 como intervengdo exclusiva; 3)
Indugdo da inflamagdo ou sepse que nao utilizou exclusivamente LPS; 4) Nao utilizar de
marcadores inflamatdrios para avaliar o desfecho.

Resultados: A expressdo de citocinas pro-inflamatorias mediada por TLR4 e NF-kB foi
significativamente aumentada em resposta a administragao sistémica de LPS. O tratamento
com ®-3-PUFAs parece atenuar a resposta inflamatorio, reduzindo a atividade de citocinas
como TNF-aq, IL-6 e IL-1P e estimulando a secre¢@o da citocina anti-inflamatéria como IL-

10 antes ou ap6s momento da infeccao.

Palavras-chave: Lipopolysaccharides, Inflammation, mediators of Inflammation, sepsis,

omega 3 Fatty Acid.

2 INTRODUCAO

A inflamacdo ¢ uma resposta adaptativa destinada a restaurar a homeostase dos
varios sistemas fisioldgicos, podendo ser desencadeada por estimulos ou condigdes nocivas,
como infec¢do e lesdo tecidual. [1,2]

A literatura descreve duas formas de inflamagao, sdo elas: de baixo grau, que ¢ um
estado inflamatdrio cronico, que tem como resultado um aumento nas concentragdes
plasmaticas de biomarcadores e de células inflamatérias ativadas na corrente sanguinea em
condigdes cronicas, como artrite reumatoide ¢ doengas inflamatorias intestinais [3,4,5];
inflamacdo de alto grau, que caracteriza-se por producdo excessiva de mediadores
inflamatorios, que ¢ descrita como um status hiper-inflamatorio frente a qualquer agressao

infecciosa. [6,7,8]
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Devido a extensa rede de mecanismos da inflamag¢do por infec¢cdo, ndo existe um
unico modelo de estudo experimental que possa capturar todos os aspectos clinicos. No
entanto, trés modelos sdo descritos na literatura usados para induzir inflamagao grave: 1)
Injecdo de um agente toxico lipopolissacarideo (LPS), CpG, zimosan ou outro ligante PRR;
2) Injecdo de patdgenos vivos (bactérias ou conteudo intestinal; indugdo de pneumonia,
meningite, urosepse , etc.); 3) Indu¢do do comprometimento da integridade do tecido de
barreira (perfuragdo intestinal, modelos de sepse de feridas, por exemplo) [9,10]. Os dois
primeiros grupos incluem, principalmente, modelos ndo cirargicos de baixa invasdo,
enquanto a cirurgia € necessaria para obter um modelo de sepse do terceiro grupo.

O LPS pode provocar uma resposta inflamatoria amplificada no hospedeiro através
de seu reconhecimento por diferentes sensores do sistema imune inato, principalmente
através dos receptores Toll-like (TLR). [11] A sinalizagdo do TLR4 envolve uma via pro-
inflamatoria, pela sinalizagdo dos fatores de transcricdo NFkb e FOXO, que sinalizam a
liberacdo de um grupo de citocinas pro inflamatérias como TNFa e interleucinas,
principalmente, IL-1p e IL-6 [12,13,14].

Adicionar acidos graxos poli-insaturados ®3 (®-3-PUFAs) a dieta ¢ geralmente
considerada uma estratégia eficaz para reduzir a inflamag¢ao, podendo afetar a inflamacao
de varias maneiras [15]. A natureza deste efeito ¢ influenciada pela quantidade e pelo tipo
de gordura consumida. [16]. A substituicao de dcidos graxos saturados por ®-3-PUFAs pode
reduzir a atividade pré-inflamatoria do LPS por trés mecanismos: O primeiro deles indica
que o EPA e DHA ou ®-3-PUFAs sdo precursores de mediadores lipidicos anti-
inflamatorios conhecidos como resolvinas, docosatrienos e protectinas, modulando a
resposta inflamatdria de neutréfilos e do recrutamento de mondcitos [15,18]. Os estudos
que utilizam monocitos estimulados por LPS demonstraram que hd uma reducdo na
expressao de diversos genes e citocinas pro-inflamatdrios, mediada pelo pré-tratamento com
®-3-PUFAs, entre eles o receptor TLR4. [16] Além disso, regulam as respostas
inflamatorias e, por meio da enzima lipoxigenasa-15, produzem moléculas chamadas de
lipoxinas, que tém a funcdo de finalizar o processo inflamatério no organismo. [17,18]0
segundo mecanismo esta relacionado ao DHA, pois afeta microdominios lipidicos dentro
das membranas celulares, diminuindo o recrutamento de TLR4 apos o tratamento com LPS.
Outro achado esta na redu¢do do TLR4 como modulador da producao das espécies reativas
de oxigénio. [15, 16, 19] Por fim, o terceiro mecanismo, presente nos recentes estudos, tem

demonstrado a influéncia dos Q-3-PUFAs, equilibrando o metabolismo energético por
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regular vias da proteina G, envolvida na transdugdo de sinais celulares, principalmente no
tecido adiposo [20]

O presente projeto se disp0s a investigar na literatura existente, o efeito da dieta enriquecida
de 4cido graxo 6mega 3 sobre a resposta inflamatdria gerada por infec¢do induzida por
lipopolissacarideos em modelo animal com roedores. Ademais, busca revisar a resposta
inflamatoria gerada pela presenga de LPS em diferentes dosagens no modelo animal com
roedores, observando a resposta anti-inflamatéria pela presenca dos ®-3-PUFAs sobre
proteinas de fase aguda, citocinas inflamatorias e fatores de transcri¢do envolvidos na

amplificacdo da resposta inflamatoria apos endotoxemia.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Estratégia de busca

A estratégia de busca foi conduzida usando a plataforma Pubmed, Scopus e Medline.
Nesta, as seguintes palavras-chaves, em inglés, foram utilizadas: "Lipopolysaccharides" OR
"LPS" OR "Endotoxins" AND “Inflammation” OR "Mediators OR Inflammation" OR
"Mediators of Inflammation OR sepsis" AND "Acid, Omega-3 Fatty" OR "Omega 3 Fatty
Acid" OR "Omega-3 Fatty Acids" OR "n-3 Oil" OR "n3 Fatty Acids" OR "Omega 3 Fatty
Acids" OR, "PUFA, n-3" AND "mouse" OR" mice OR rats". A estratégia de pesquisa esta
detalhada no fluxograma Figura 1. As buscas nas bases de dados iniciaram em margo de
2021 e foram finalizadas em junho de 2021.

Os estudos incluidos preencheram os seguintes critérios de elegibilidade: 1)
Utilizagao de LPS como fator de inducdo a inflamagdo e 4cido graxo 6mega-3; 2) Estudos
publicados nos ultimas 10 anos; 3) Estudos que utilizaram roedores; 4) Estudos que
utilizaram marcadores inflamatodrios sistémicos em suas analises de resultados.

Os seguintes critérios de exclusdo foram: 1) Estudos in vitro; 2) Metodologias que
ndo utilizaram o 6mega-3 como intervengdo exclusiva; 3) Inducdo da inflamacao ou sepse
que ndo utilizou exclusivamente LPS; 4) Nao utilizar de marcadores inflamatdrios para

avaliar o desfecho.

2.2 Extracio dos dados
A busca foi realizada por dois autores. Nesta busca, foram extraidas as informacdes
que incluiam o primeiro nome do autor e ano de publicacdo, caracteristicas metodologicas

e de intervengdo como: tempo de tratamento, dose de LPS, tipo e quantidade suplementacdo
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ou dieta enriquecida com w-3-PUFA, caracteristica dos animais utilizados, tamanho da

amostra e tipo de analise.

2.3 Avaliacao de qualidade

Para avaliar a qualidade dos estudos experimentais foi aplicado as diretrizes
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) que tem o objetivo de
melhorar o relato da investigacdo feita com animais, guiar os autores na informagao
essencial que ¢ necessario incluir em um manuscrito, sem ser absolutamente normativo, ser
flexivel de forma a acomodar relatos de um leque amplo de areas de investigacdo e
protocolos experimentais, promover a publicagdo de manuscritos replicaveis, transparentes,

precisos, detalhados, concisos, com uma ordem logica e bem escritos.

RESULTADOS
3.1 Caracteristicas dos estudos

A pesquisa eletronica identificou 321 potenciais estudos. Apds a remog¢do da
duplicata, foram selecionados artigos para leitura a partir do titulo e resumo, totalizando 258
artigos. Apo0s aplicag@o dos critérios de exclusao e elegibilidade, foram incluidos 21 artigos
e separados de acordo com a dose endotoxina LPS utilizada para indu¢@o da inflamacdo de

alto grau ou de baixo grau.
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Figura 1: Fluxograma
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Legenda: LPS: lipopolissacarideos;

3.2 Inducio da inflamacido com LPS

Os estudos utilizaram de Escherichia coli por via intraperitoneal como agente
infeccioso. Enquanto a inflamagao de baixo grau foi caracterizada pela dose igual ou menor
que 1 mg/kg de LPS (Tabela 2), a inflamag¢do moderada foi desencadeada por doses entre
3,5 a 5 mg/kg de LPS. Ja os modelos de inflamagdo com sepse ou choque séptico, descritos
na tabela 2, utilizaram doses de 10 mg/kg a 20 mg/kg de LPS (Tabela 1). A taxa de
sobrevivéncia apos 48 horas foi de 75%, de acordo com Hecker et al., (2014) e Ramos et
al., (2019).

O tempo de indugdo a inflamagdo variou de 2 a 48 horas de incubagdo a partir de
uma Unica dose de LPS administrada via intraperitoneal, exceto o estudo de Dang e
colaboradores (2018) que totalizou 7 aplicagdes de 500 pg/kg/dia. Os marcadores de
inflamagdo mais avaliados foram: proteina C reativa, fator de transcricdo NfkB, TNFa, IL-
1B, IL-10 e receptor TLR4.

Dos 21 artigos incluidos, seis deles utilizaram a suplementacdo dos ®-3-PUFAs

administrada por gavagem, dois artigos utilizaram nutri¢do parenteral, e os demais estudos
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modificaram a composi¢do da dieta. Para estes, o tempo de intervengdo com 0s ®-3-PUFAs
variou de 1 a 180 dias. Enquanto, os demais estudos mantiveram o pré-tratamento, apenas
Liu e colaboradores (2015) utilizaram a suplementagdo com 6leo de peixe apds a inje¢do de
LPS.

Os orgdos alvos avaliados nos estudos revistos foram: hipocampo e cortex
(neuroinflamacao), sangue, endotélio adrtico, figado, pulmao e rins. Dos 21 estudos, 17
utilizaram uma propor¢do maior eicosapentaendicos (EPA) em comparagdo ao
docoxahexaenodico (DHA), exceto 4 artigos, que trabalharam com neuroinflamacao.

Para as andlises e resultados, os pesquisadores utilizaram Kit's Elisa, m-RNA e/ou

Western blot a fim de quantificar suas proteinas.

3.3 Sobrevida nos animais apos inducio a inflamacao

Em animais, a suplementa¢do com os 4cidos graxos dmega 3 demonstra uma
diminui¢do da resposta inflamatéria e uma melhora da sobrevida global apds a
administracao de endotoxina (Mascioli EA., et al., 1989; Mancuso P., et al., 1997). Nessa
revisdo destaca-se que 2 dos 21 trabalhos avaliam a sobrevida global dos animais.

Segundo Kohama K e colabolaradores (2014), em ratos que receberam nutricao
parenteral sem lipidios, a sobrevida global que ocorre 24 horas ap6s a administragao de LPS
foi de 45,5% (5/11). Enquanto a suplementagdo com oOleo de soja ndo alterou
significativamente a sobrevivéncia (63,6% apos 24 horas, 7/11), a suplementac¢do com 6leo
de soja e w-3-PUFA prolongou, significativamente, a sobrevivéncia animal com 91%
(10/11), sobrevivendo 24 horas ap6s o tratamento com LPS.

De acordo com Ramos e colaboradores (2019), resultados semelhantes sdo
encontrados. Um total de 37% (6 de 16) dos ratos do grupo LPS sobreviveram durante todo
o periodo experimental de 48 horas. Em ratos sépticos tratados com azeite de oliva, a taxa
de sobrevida global foi de 60% (6 em 10). J4 nos grupos azeite de oliva e ®-3-PUFA, a taxa

de sobrevivéncia aumenta para 75% (6 em 8).

3.4 O efeito dos ®-3-PUFA sobre o desfecho inflamatorio
O LPS administrado por meio da inje¢do intraperitoneal pode interagir prontamente
com os abundantes receptores TLR4 no intestino, aumentando os niveis de IL-103, I[L-6 ¢

TNFa no plasma, no intestino delgado, no endotélio artico e no tecido renal. Os w-3-PUFA
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reduziram significativamente a expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-1B, e estimularam
significativamente a expressao de IL-10 em 11 dos 21 estudos.

Dentre esses desfechos, Coquerel e colaboradores (2013) avaliaram o pré-tratamento
parenteral com ®-3-PUFAs. Apds 90 minutos antes do choque endotdxico com LPS em
uma dose 20mg/kg, houve melhora da disfun¢do miocardica, uma menor reducdo da
expressdo de ocludina intestinal (preservando a integridade intestinal) e atenuacdo da
expressdo de TNFa plasmatico ap6és 5 horas de endotoxemia. Porém, ndo houve alteracao
nos aumentos de TNFa jejunal apods 2 horas.

Também, Keisuke Kohama e colaboradores (2014) observaram uma inflamacao
pulmonar grave nos ratos alimentados por 3 dias com dieta parenteral enriquecida com os
®-3-PUFAs. Os seus resultados mostraram uma redugdo dos picos de expressdo de TNFa
apos 24 horas de 15 mg/kg de LPS. Essas foram as doses mais altas de LPS encontradas
nesta revisdo de acordo com a tabela 1.

Os ®-3-PUFA sao considerados neuroimunomoduladores e regulam a atividade das
células imunes inatas do cérebro [23]. Observamos que a presenga do LPS induziu
inflamagdo no cortex frontal, na microglia, no hipocampo e no hipotadlamo em 8 dos 21
trabalhos. Desses, Delpech e colaboradores (2015) observou que a IL-1p esteve mais
expressa em animais deficientes de ®-3-PUFA, tendo isso ocorrido apds 6 horas de
endotoxemia e tendo como desfecho a depressdo de longo prazo. J4 Rey e colaboradores
(2019) observou uma redugao significativa da produgao de IL-1 e TNFa ap6s 24 horas de
LPS. Dinel e colaboradores (2016), por sua vez, utilizando um acréscimo de 0,2% de DHA
do primeiro de gestacdo até¢ a idade adulta da prole, ndo observou a reducdo de IL-1P e
TNFa apdés 3 horas de endotoxemia, porém relatou que a qualidade lipidica da dieta
modulou o efeito do LPS no inicio da vida no fen6tipo da microglia e na memoria na idade
adulta.

Os ®-3-PUFAs apresentaram bons efeitos quando combinados a outras estratégias
nutricionais. Observamos 2/21 estudos que combinaram ®-3-PUFA com 4cidos graxos de
cadeia média (MCT) em forma de 6leo de coco [23] e flavonodides da maca [24]. Ambos
trabalhos verificaram uma reducdo dos marcadores inflamatérios como IL-6 e TNFa e ndo
apresentaram diferenca estatistica entre a combinacao e a suplementacdo isolada dos ®-3-

PUFAs.
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3.5 DHA como precursor anti-inflamatorio

Das doses de o6leo de peixe utilizadas nos estudos, o acido graxo eicosapentaenodicos
(EPA) representa a maior parte se comparado ao docosahexaendico (DHA), exceto por
estudos que trabalharam com neuroinflamagdo, como Shi e colaboradores (2016). Nesse
estudo, os animais receberam 50 pL de 6leo de peixe (contendo 5 mg de EPA e 30 mg de
DHA) durante 2 semanas. Apos endotoxemia de 1mg/kg de LPS em 24 horas, a indugao da
neuroinflamag¢do em diferentes regides do cérebro foi atenuada pelo pré-tratamento com
6leo de peixe, bloqueando o aumento de citocinas e supressdo de p56 (subunidade do
NFkB) e reduzindo IL-6, TNF-a.

O estudo de Ling e colaboradores (2012) analisou a resposta inflamatdria da dieta
com 4acidos graxos essenciais (20:3n9/20:4n6) com dacido araquidonico (AA) e DHA
comparado a dieta padrao AIN-93 com 2% de dleo de soja e a dieta pobre em acidos graxos
com 2% de 6leo de coco na composi¢ao. Apos 4 horas de endotoxemia, houve um aumento
significativo de IL-6 no grupo AA + DHA quando comparado aos demais grupos.
Entretanto, o grupo AA + DHA reduziu significativamente as concentragdes de PCR no
plasma em comparagdo com a dieta AIN-93, refletindo a redugdo na inflamagao da linha de

base



Tabela 1: Estudos experimentais com inflamag¢ao de alto grau
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Estudo Modelo do estudo Animais Métodos Resultados
Autor LPS Tratamento Animais n Analise Orgio Marcadores
®-3-PUFAs alvo inflamatorios
Dose Incubacgio Dose Tempo de
tratament
0
Coquerel 20 mg/kg 2ou5horas  Nutricdo 90 minutos Ratos Wistar 3 Elisa e RT- Miocardio ®-3-PUFAs
, D., et al parenteral  pré dose de machos grupos  PCR Ventriculo reduziu TNF-a
(2013) com LPS (n=30) plasmatico  esquerdo plasmatico (p <
0,5g/kg 0,0001 vs) apos
Omegaven 5 horas de LPS
Sekhon- 5 mg/kg 5 horas via Dieta 1000 4 semanas Ratos Wistar 5 Elisa Sangue, 0-3-PUFAs
Look Du intraperitonea mg/kg de machos grupos Figado, reduziram as
S et al., 1 peso (n=60) bago e concentragdes
(2014) (EPA 82% tecido séricas de IL-6
DHA14%) adiposo € aumentaram
IL-10 apos o
tratamento com
LPS.
Keisuke 15 mg/kg 3 ou24 horas Nutricdo 3 dias Ratos Sprague- 3 RT-PCR m- Pulmao NP com ®-3-
Kohama. via Parenteral Dawley grupos  RNA PUFAs reduziu
, et al intratraquea 380 machos (n=18)  quantificado picos de
(2014) 1 ml/kg/dia expressao  de
dose tinica Omegaven TNFa e ICAM-
1, edema,

infiltracdo  de
neutrofilos no
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alvéolo 24h
apos LPS.
(p<0,05)
Liuetal, 3,5mgkg  8dias Gavagem 8 dias ap6s Camundongos 4 Western Intestino,  ®-3-PUFAs
(2015) de LPS C57BL grupos  blot e RT- Musculo regulou a
0,1 ml/dia (n-24) PCR m- esquelético expressio  do
com RNA , TLR4 e reduziu
63% de figado niveis de TNF-
EPA e a, [L-1B e IL-6
DHA (p<0,05)
Ramos et 10 mg/kg 17e48 horas Gavagem 17 e 48 Ratos Wistar 7 Elisa Rim Grupo ®-3-
al., de horas machos adultos grupos PUFAs reduziu
(2019) 1.000 mg (n=49) secrecao
(21,3% de induzida  por
EPA e LPS de TNF-a,
11,4% de IL-6 e IL-1B, e
DHA) estimulam a
secregao da
citocina
antiinflamatdria
IL-10 nas
primeiras 17 e
48h.
Hintze et 5 mg/kg 24 horas Dieta com 8 semanas Camundongos n=12 Elisa Sangue A expressao de
al,, 2,5%, 5% C57BL6/J. IL-5, 1L-6, IL-
(2016) e 10% e da machos adultos 10 e IL-12
proporg¢ao foram afetados
n-6:n-3 (1: pelo teor de 5 e
I, 10: 1 e 10% de o-3-
20: 1) PUFAs
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Anez- 5 mg/kg 2 ou 14 horas Dieta 4 semanas Camundongos 6 RT-PCR m- Figado Tratamento
Bustillos p6s prandial cetogénica machos adultos grupos  RNA (n=5 por com ®-3-
L., (2019) com éster n=50 Elisa grupo) PUFAs reduzir
etilico *pré e Sangue TNF-alfa e IL-6
(92% EPA pos apos LPS/2
e DHA, prandial horas pos
Pronova prandial.
BioPharm
a
Norge AS,
Sandefjord
, Noruega)
Dang, R 500 A cada 2 dias, Gavagem 3 semanas Ratos Sprague 4 Western Cortex e O pré
et al., pg/kg/dia no total de 7 de -Dawley grupos  blot e RT- hipocampo tratamento com
(2018) injecdes 1,5 g/kg adultos (n=8) PCR m- ®-3-PUFAs
(EPA RNA reduziu
34%, DHA neuroinflamac¢a
24%,) o induzida por

LPS de IL-1B e
IL-6 no cortex e
hipocampo.




Tabela 2: Estudos experimentais com inflamag¢ao de baixo grau
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Estudo Modelo do estudo Animais Métodos Resultados
Autor LPS Tratamento Animais n Anilise  Orgio alvo Marcadores
Q-3-PUFAs inflamatorios
Dose Incubacgao Dose Tempo de
tratamento
MézeSova, 1 10 horas Suplemento 10 semanas Ratos  Wistar 4 grupos  Elisa Sangue ®-3-PUFA reduziu
L et al ., mgkg oral 30 machos (n=46) Rins niveis de Proteina C
(2013) dose mg/kg/dia adultos reativa e radicais
unica (57% EPA e livres mantendo a
43% de atividade renal
DHA) controlada.
Frimmel 1 24 horas Dieta 10 semanas Ratos ~ Wistar 4 grupos  Elisa Sangue ®-3-PUFA diminui
K et al ., mgkg enriquecida machos (n=24) Endotélio a inflamagao
(2014) dose com 30 adultos adrtico moderada, pela
unica mg/kg/dia redugdo de
(57% EPA e Cx40, CD68 ¢
43% de Proteina C reativa
DHA) no tecido aortico.
Carlson et 1 4 horas Dieta com 12semanas Camundongos 5 grupos  Elisa Sangue IL-6, TNF-a
al., (2016) mg/kg 3% de dleo C57B16 machos (n=50) Figado significativamente
dose de peixe adultos mais altos em apds
unica purificado tratamento com LPS
e w-3-PUFA
Krizak et 1 24 horas Dieta 10 semanas Ratos ~ Wistar 4 grupos  Elisa Sangue ®-3-PUFA reduziu a
al., (2016) mg/kg enriquecida machos (n=24) Endotélio expressao de
dose com 30 adultos adrtico proteina C reativa,
unida mg/kg/dia CD68 e radicais
livres sem afetar
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(57% EPA e

expressao de

43% de ocludinas no tecido
DHA) aortico.
Labrousse 0,12 3 horas Dieta com 17 dias Camundos 4 grupos  Elisa Sangue A deficiéncia de -
FV, et al,, pg /g 5% de C57BL6 /) (n=30) Figado 3-PUFAs exacerbou
(2018) dose gordura com homens e Microglia a produgdo de IL-6
unica uma razio mulheres TNFa induzida por
LA / ALA adultos e LPS no sangue
alta, neonatos materno. Na
balanceada placenta, a producao
ou deficiente de IL-6 induzida por
de Q-3 LPS também foi
PUFA exacerbada
na prole deficientes
em ®-3 PUFAs
Shi et al., 0,6 24 horas Solucao 1 ou5dias Ratos Sprague- 4 grupos  RT- Hipocampo ®-3-PUFAs reduziu
(2020) mg/kg ou 5 dias salina Dawley (n=48) PCR e m-RNA de TLR4 e
dose contendo neonatos com 3 Western NF-kB no dia 1 ou 5
unica 10% ou 20% dias blot apos LPS. (p<0,05).
de Q-3
PUFA
Gomes et 0,15 24 horas 50 uL EPA 180 dias Camundongos 4 grupos  Elisa Hipocampo, ®-3-PUFAs reduziu
al., (2018) mg / 43%, DHA C57B) /6 (n=24) corpo os niveis de IL-1B e
kg 20%, outro machos idosos estriado e atenuou IL-6 no
dose n-3: 2% (2 anos) cortex pré- hipocampo, corpo
unica frontal estriado e cortex
pré-frontal induzido
por LPS. (p <0,001)
Shi et al., 1 24 horas 50 pL de 2semanas Camundongos 3 grupos  Elisa cortex LPS induziu
(2017) mg/kg 6leo de C57BL machos (n=15) frontal, neuroinflamagdo em

peixe

adultos

diferentes
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dose (contendo 5 hipocampoe regides do cérebro,
unida mg de EPA e hipotalamo  com niveis
30 mg de aumentados de
DHA) citocinas, incluindo
IL-6, TNF-a,
e IL-1B. O pré-
tratamento com 6leo
de peixe bloqueou o
aumento de
citocinas e
supressdao de p56
(subunidade do
NfKb).
Delpech et 125 2,6,12 ou Dieta com 8semanas Camundongos 2 grupos  Elisa Hipocampo IL-1 mais expresso
al., (2015) pg / 24 horas 5% o6leo de machos C57Bl16 (n=21) em animais
kg colza (rica /] Dieta deficientes em ®-3-
dose em acido o- jovens (21 adequada PUFAs apos 6
unica linolénico, semanas pos e horas. IL-1, IL-6 €
18:3n-3; natal) deficiente TNF-alfa estiveram
'dieta mais altos apos 2h
balanceada LPS e voltaram a
com PUFA reduzir ap6s 24h
n-3") independente da
presenca de ®-3-
PUFA:s.
Hecker et 0,01 4,24 ¢ 48 200 ul-LCT 3 dias Camundongos 4 grupos  Elisa Pulmao Animais com ®-3-
al., (2014) mg/kg horas (40%) / BALB PUFAs, houve a
dose MCT (50%) adultos diminui¢ao da
unica / FO (10%) invasao de
(Lipoplus leucocitos,
20% ®) vazamento de
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proteinas, atividade
de mieloperoxidase
e producdo de TNF-
0 em seu espago

alveolar apos
desafio com LPS.
Ling et al., 1 4 horas 3,3 mg de 2semanas Ratos Sprague- 3 grupos  Elisa Sangue e A presenca de DHA
(2012) mg/kg DHA Dawley machos n=39 Figado reduziu a expressao
dose adultos de Proteina C
unica reativa,
TNF, IL-6
plasmatico
aumentou em todos
os grupos apos LPS,
exceto IL-6.
Dinel et 0,1 3 horas Acréscimo 35 dias Camundongos 2 cortes Elisa Hipocampo O tratamento com
al.,, (2016) mg/ de 0.2% de (21 +14) suicos adultos n=40 LPS aumentou IL-
kg DHA na machos e 1B p <0,05 e TNFa (
dose dieta fémeas p <0,001) no
unica materna. (camundongos hipocampo dos
CD1) animais com dieta
balanceada (DHA e
ARA). O acréscimo
DHA 0,2% diminuiu
a acido araquidonico
no cérebro.
Rey C, et 0,1 24 horas Dieta com 8 semanas Camundongos 8 grupos  RT- Hipocampo A suplementacdo de
al. (2019) mg / 67% adultos C57Bl6 n=40 PCR m- PUFA reduziu
kg 6leo de / RNA significativamente a
dose peixe producdo de IL-1 e
unica TNF-alfa apés 24h




sendo 18,1%
PUFAs n-3,
1,1% ALA e
17,0% (n-6 /
n-3 =0,8)

22
de inflamacao
induzida por LPS.
(p<0,05 e p <0,01).

Legenda: LCT: Triglicerideo de cadeia longo; MCT: Triglicerideos de cadeia média; FO: Oleo de peixe; HCO: 6leo de coco hidrogenado; AA: Acido araquidénico; DHA:

acido graxo docosahexaenoico; PCR: Proteina C reativa
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados indicam que as dietas enriquecidas com ®-3-PUFAs tém um
impacto significativo na reducdo da amplificacdo da resposta inflamatoria sistémica apos
endotoxemia com LPS. A presenga do LPS aumentou os niveis de citocinas pro
inflamatorias na corrente sanguinea, estimulando uma resposta celular intensa em diversas
situagdes, tais como: neuroinflamacdo, hipoperfusdo pulmonar e renal, permeabilidade
vascular, sepse e choque séptico. Observamos que uma dose, mesmo que moderada, de LPS
¢ conhecida por acionar a transducdo de sinal associada a inflamagao sistémica incluindo
citocinas resolutivas como IL-10. Segundo Sekhon-Loodu e colaboradores (2014), no grupo
de roedores que recebeu LPS, a expressdo de IL-10 foi 18 vezes maior que no grupo
controle. Esse aumento ainda se mostrou mais elevado no grupo LPS que recebeu o
tratamento com ®-3-PUFAs.

Os ®-3-PUFAs inseridos na dieta, foi capaz de diminuir a resposta inflamatoria e
melhorar sobrevida global apds a administracdo de endotoxina. [28, 38] Os demais estudos
ndo traduzem os melhores resultados para a sobrevida, tendo em vista que a inflamagao ¢
uma resposta adaptativa do hospedeiro, os estudos buscaram elucidar estados inflamatorios
cronicos e outros parametros ligados a morte séptica. Como de acordo com achados de Liu
e colaboradores (2015), que observou a queda gradual do peso corporal nos animais que
receberam 6leo de peixe contendo 63% de EPA e DHA apds serem desafiados com LPS,
comparado com a suplementacao de 6leo de milho. Esse estudo foi encerrado quando o peso
corporal médio no grupo LPS atingiu 20% de seu valor inicial. Os ®-3-PUFA além de
reduzirem significativamente a perda de peso, também atenuaram o estado inflamatdrio,
duas principais manifestacdes da sepse que podem aumentar a incidéncia de morte.

O aumento de biomarcadores pré-inflamatorios e anti-inflamatorios fazem parte da
resposta inflamatdria resolutiva. [1] Porém, quando a dieta fornece ®-3-PUFAs observamos
um efeito pro-resolutivo mais eficaz. O contetido de w-3-PUFAs e w-6 em diversos tecidos
¢ importante para a regulacdo da inflamagdo sist€émica. [24] Uma dieta que esteja
desbalanceada ou que possua um aumento de oferta de gorduras saturadas parece afetar
negativamente a resposta inflamatoria. Presume-se que o 4cido graxo 6mega 6, assim como
o acido araquiddnico, seja mais pro-inflamatdrio por meio de sua produgdo de eicosandides

da série 2, como prostaglandina e prostaciclina, e leucotrienos da série 4. [25]
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O LPS também ¢ conhecido por induzir a producdo de fosfolipase A2, que sinaliza
a liberacdo de 4cido araquidonico do plasma e dos tecidos lipidicos e enzimas
ciclooxigenase-2 e que converte AA em prostaglandinas e outros mediadores para a
produgdo e resolugdo de inflamacao. [26]

Observamos que a expressao de citocinas pro-inflamatorias mediada por TLR4 e
NF-kB foi significativamente aumentada em resposta a administragdo sistémica de LPS. O
tratamento com ®-3-PUFAs parece atenuar a resposta inflamatéria, reduzindo a expressao
de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1p e estimulando a secrecdo da citocina anti-
inflamatoria como IL-10 em diferentes doses de LPS, antes ou junto ao momento da
infeccdo. [21,27,28]

O LPS pode afetar 6rgaos como rim, pulmao, figado e cérebro em um grau diferente
por meio de mecanismos moleculares [29,38]. O estudo de Carlson et al., 2016 observou
um aumento da resposta inflamatdria com a presenga de 6leo de peixe purificado quando
comparado aos demais grupos. Esse aumento da resposta inflamatoria sistémica também
refletiu em um aumento da resposta imune, o que, em certas circunstancias, pode ser
benéfico, como, por exemplo, na corre¢do da deficiéncia de acidos graxos essenciais.
[28,37]

Entende-se, também, que no 6leo de peixe nativo ou ndo purificado, EPA e DHA
estdo presentes em 25-30% dos acidos graxos totais e AA em, aproximadamente, 0,5-1%
com a maioria restando acidos graxos saturados, o que justificaria um possivel efeito
diferente dos w-3-PUFAs na resposta inflamatoria, um fato que ocorre devido, em parte, a
produgdo de prostandides da série 3 e leucotrienos da série 5 [30] e desempenha um papel
importante na regulacdo na conversao enzimatica em mediadores derivados de lipidios. [18].
O DHA e o EPA podem ser enzimaticamente convertidos na familia de resolvinas da série
D e E, respectivamente, e disponibilizados para conversdo enzimdtica em resolvinas,
protectinas e maresinas, que sdo bioativas para resolucdo da inflamacdo. [31,32]

A familia de resolvinas da série E tem uma atividade que promove a redugdo dos
neutrofilos ao regular a infiltragdo do tecido, aumentando a producdo de neutrofilos
apoptoticos pelos macrofagos e a depuragao linfatica dos fagocitos. [33] Isso leva a reducdo
da inflamacdo dérmica, peritonite, migracao de células dendriticas e producdo de IL-12 e
bloqueia a ativagdo e a agregagdo plaquetdria, além de regular a producdo de citocinas pro-
inflamatorias por células dendriticas. [34] J4 a familia de resolvinas da série D aumenta a

sobrevivéncia em um modelo de camundongo de sepse, por meio da produgdo de 6xido
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nitrico, bem como modifica os receptores de adesdo dos leucdcitos e diminui carga
bacteriana, contribuindo para a regulagdo da inflamacao sistémica. [34,35,36]

Nossos dados fornecem informagdes sobre como os m-3-PUFAs podem influenciar
a resposta inflamatoéria sistémica frente a infec¢do, mas também sugerem um papel crucial

da composicao da dieta como estratégia preventiva e terapéutica aplicavel.

6 LIMITACOES DO ESTUDO

As principais limitacdes identificadas estdo relacionadas ao tempo de tratamento
utilizado em cada estudo. Nao ¢ possivel estabelecer um padrdo de tempo para intervengao
com ®-3-PUFAs [18]. Entretanto, o tempo e a dose LPS estabeleceram a intensidade do
processo inflamatorio, que variou de inflamacdo de baixo grau a um quadro de sepse de
acordo com os achados nas tabelas 1 e 2. Observamos também que a propor¢ao de w-3-
PUFAs e ®-6 variou ou, entdo, ndo foi ressaltada pelos estudos. E sabido que, para a
regulacdo da inflamagdo sistémica, essa propor¢do deve ser equilibrada, entendendo que a

presenga de ®-3-PUFAs ndo determina sozinho o efeito anti-inflamatoério [24].

7 CONCLUSAO

Os modelos animais desempenham um papel importante na pesquisa. Mesmo com
limitacdes, observamos que a presenca do ®-3-PUFAs foi capaz de mimetizar a
amplificacdo da resposta inflamatdria mesmo em quadros mais severos de inducdo a
inflamacdo. Para restaurar a homeostase, os acidos graxos 6mega-3 DHA e EPA e o 4cido
araquidonico 6mega-6 estdo disponiveis em locais de inflamagdo, porém os ®-3-PUFA
direcionam as principais caracteristicas da resolu¢do da inflamagdo, incluindo a inibi¢ao da
migracdo de neutrofilos, o aumento da fagocitose de macrofagos de neutréfilos apoptoticos
e a supressdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias.

Os resultados dessa revisdo ndo apenas fornecem informagdes sobre como o0s
lipidios podem influenciar a resposta infecciosa ao LPS, mas também sugerem um papel
para os ®-3-PUFAs de prevengdo e de terapia aplicavel frente a regulacdo da resposta
inflamatoria.

Esta revisdo englobou diferentes niveis de inflamacao e doses de tratamento com -
3-PUFA, podendo servir de apoio para trabalhos futuros, economizando tempo de pesquisa

e recurso financeiro e preservando a vida de animais que serviram de modelos para tais
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investigagdes. Nesse viés, trabalhos futuros podem usar os dados desta revisao para elaborar

pesquisas e expandir os mecanismos dos ®-3-PUFAs.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse projeto de dissertacdo estdo inseridos em um grande projeto
coordenado pela profa. Julia Dibios Moreira e a profa. Leticia Carina Ribeiro, colaboradora
desta proposta, ao ser contemplada com o edital Universa/CNPq em 2013, colocou em
pratica modelos experimentais aqui propostos na linha de pesquisa. Junto ao grupo de estudo
e pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina, Translacional Nutrition
Neurocienciense.

A investigagdo da literatura existente serd utilizada para projetos experimentais
futuros. Visto que na literatura ndo hé padronizagdo do protocolo com LPS e w-3-PUFAs,
encontramos obstaculos na comparacao dos resultados. Por isso, uma amplificagdo dessa
revisdo com estudos in vitro ¢ pretendida, assim como a elaboragdo de um modelo
experimental.

O presente projeto representa grande contribuicdo para o entendimento dos
diferentes mecanismos atribuidos aos ®-3-PUFAs sobre a inflamagao sistémica. Sabendo
que uma dieta desbalanceada, com aumento de gorduras saturadas e 4cidos graxos dmega 6
parecem afetar negativamente a resposta inflamatoria. Além disso, sera possivel elaborar
protocolos com a utilizacgdo do LPS como agente infeccioso em diferentes niveis de
inflamagdo e oOrgdos alvos para estratégias cientificas e terapéuticas que elucidem a

regulagdo da resposta inflamatoria.
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