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RESUMO 

Oliveira Filho RS. Impacto da infusão parenteral de emulsão lipídica contendo óleo 
de peixe sobre a peroxidação lipídica e defesas antioxidantes no fígado de ratos 
[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 
2020. 
 

Ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (AGPIs -3) eicosapentaenoico (EPA) e 

docosahexaenoico (DHA), naturalmente encontrados em altas concentrações no 

óleo de peixe (OP), são conhecidos por suas propriedades anti-inflamatórias. 

Estudos experimentais e clínicos revelaram que AGPIs -3 também podem 

conferir potencial proteção antioxidante para o organismo. Recentemente, emulsão 

lipídica (EL) contendo OP e triglicérides de cadeia média (TCMs) tornou-se 

disponível como parte integral de soluções de terapia nutricional parenteral. Como 

TCMs são substrato lipídico energético preferencial para a mitocôndria, esta nova 

EL poderia propiciar maior disponibilidade celular de EPA e DHA para outras 

funções biológicas, como por exemplo, combate ao estresse oxidativo. Infusão de 

EL enriquecida com OP se associou com a melhora da atividade de enzimas 

antioxidantes e menor peroxidação lipídica em humanos. Por outro lado, infusão 

parenteral de EL composta exclusivamente por triglicerídeos de cadeia longa 

(TCL) se associou com redução de defesas antioxidantes no fígado de ratos. Nós 

avaliamos, experimentalmente, o impacto da infusão parenteral de duas EL’s 

compostas por TCL/TCM contendo ou não OP sobre o estresse oxidativo no fígado 

de ratos. Após cateterização do sistema venoso central, ratos Lewis isogênicos 

foram aleatoriamente e proporcionalmente subdivididos em 4 grupos, de acordo 

com o tipo de ELs selecionadas de maneira a administrar 4,3g de gordura/kg de 

peso corpóreo (6 mL/dia). Os grupos estudados foram: 1) Controle basal (CB) sem 

intervenção cirúrgica; 2) SHAM – realizada passagem de CVC, porém sem infusão 

de EL; 3) TCL/TCM: controle do tratamento, submetido à administração 

endovenosa de EL composta por 50% de óleo de soja (OS) e 50% de TCM; e 4) 

TCL/TCM/OP: com administração parenteral, de EL composta por 40% OS, 50% 

TCM e 10% OP. Após o período de infusão parenteral de 48 ou 72 horas, os 

animais foram submetidos a eutanasia para coleta de tecido hepático. 

Posteriormente, dosamos o fator de transcrição gênica Nrf2, biomarcador de 

peroxidação lipídica F2 Isoprostano e enzimas antioxidantes glutationa peroxidase 

(Gpx), catalase (CAT), e superóxido dismutase (SOD) no fígado de ratos. Nossos 

resultados apontaram, em ambos os períodos estudados, no grupo de ratos 

tratados com infusão parenteral de EL composta por TCL/TCM/OP maiores níveis 

de Nrf2, de enzimas antioxidantes Gpx, CAT e SOD, além de menor taxa de F2 

isoprostano no fígado em comparação aos grupos TCL/TCM, SHAM e CB. Em 

conclusão, sugerimos que a administração parenteral de EL composta pela mistura 

de TCL/TCM/OP promove menor peroxidação lipídica e contribui para o combate 

ao estresse oxidativo no fígado de ratos.  

Descritores: Ácido eicosapentaenoico; Óleos de peixe; Nutrição parenteral; 

Estresse oxidativo; Peroxidação lipídica; Enzimas antioxidantes; Fígado; Ratos. 
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ABSTRACT 

Oliveira Filho RS. Impact of parenteral infusion of fish oil containing lipid emulsion 

on lipid peroxidation and antioxidant defenses in rat liver [dissertation]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2020. 

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) eicosapentaenoic (EPA) and 

docosahexaenoic (DHA), naturally found in high concentrations in fish oil (FO) are 

known for their anti-inflammatory properties. On the other hand, studies have 

shown that PUFAs can also confer potential antioxidant protection. Experimental 

and clinical studies have shown that PUFAs can also confer potential antioxidant 

protection to the body. Recently, a lipid emulsion (LE) containing FO and medium 

chain triglycerides (MCTs) has become available for the nutrition support of 

patients requiring parenteral nutritional therapy. As MCTs are preferred energy 

substrate for lipid mitochondria, this new LE could provide greater availability of 

EPA and DHA for other biological functions, such as in combating oxidative stress. 

Parenteral infusion of LE enriched with FO has been shown to improve antioxidant 

enzymes activity and promote less lipid peroxidation in humans. Differently,  

parenteral infusion of LE composed exclusively by long chain triglycerides (LCT) 

reduced the antioxidant defenses in the liver of rats. In the present study, we 

evaluated, experimentally, the parenteral infusion impact of FO on oxidative stress 

in rats liver by infusing two LE's composed of LCT/MCT containing or not FO. After 

central venous system catheterization, Lewis rats were randomly and proportionally 

subdivided into 4 groups, according to the type of parenteral solution, to deliver 

4.3g fat/kg body weight (6mL/day). The groups studied were: 1) Basal control 

group; 2) SHAM Group – with catheterization of the central venous system, but 

without LE infusion; 3) LCT/MCT Group: treatment control, submitted to LE 

administration composed of 50% soybean oil (SO) and 50% MCT; 4) LCT/MCT/FO 

Group: experimente group, infused with LE composed of 40% SO, 50% MCT and 

10% FO. After the parenteral infusion period of 48 or 72 hours, the animals were 

euthanized to collect liver tissue. Subsequently, we dosed the gene transcription 

factor Nrf2, the lipid peroxidation biomarker F2 Isopostane and the antioxidant 

enzymes glutathione peroxidase (Gpx), catalase (CAT), and superoxide dismutase 

(SOD) in rat’s liver. We observed, after parenteral infusion of LE composed of 

LCT/MCT/FO, the highest levels of Nrf2,  antioxidant enzymes Gpx, CAT and SOD, 

in addition to lower rates of isoprostane F2 in the liver of rats in both periods 

studied, compared to LCT/MCT, Sham and Basal Control groups. Therefore, our 

data could suggest that parenteral administration of LE composed of LCT/MCT/FO 

promoted less lipid peroxidation and reduced oxidative stress in rat liver. 

Descriptors: Eicosapentaenoic acid; Fish oils; Parenteral nutrition; Oxidative 

stress; Lipid peroxidation; Antioxidant enzymes; Liver; Rats. 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - Mecanismos oxidantes, antioxidantes e estresse oxidativo 

  

 Espécies reativas de oxigênio (EROs) são produtos normais do 

metabolismo celular aeróbico e podem desempenhar papel vital na ativação de 

vias de sinalização, em resposta a alterações de condições ambientais 

externas ou internas à célula. EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

desempenham ainda papeis fisiológicos importantes, como controle da pressão 

sanguínea, sinalização celular, apoptose e fagocitose de agentes 

patogênicos1,2. Adiciona-se que esses e outros agentes oxidantes também 

podem ter efeitos tóxicos à célula.  

 Basicamente, os efeitos tóxicos de agentes oxidantes se associam ao 

dano de macromoléculas, como açúcares, DNA, proteínas e lipídeos3,4. A 

membrana celular constitui um dos focos de atuação de agentes oxidantes. A 

manutenção da integridade de sua camada fosfolipídica é vital para funções 

celulares e pode ser interrompida pela ação de agentes oxidantes. Além disso, 

membranas de organelas intracelulares (mitocôndria, retículo endoplasmático, 

núcleo) também podem constituir alvo de dano oxidativo, por apresentarem 

estrutura bilipídica e variedade de proteínas e açúcares em sua constituição.  

 Os efeitos tóxicos oxidantes são evitados por mecanismos naturais 

orgânicos, redutores ou antioxidantes. O sistema antioxidante que atenua a 

ação deletéria das EROs e ERNs pode ser classificado como enzimático e não 

enzimático. O sistema enzimático inclui a participação de enzimas 

antioxidantes, consideradas de “primeira linha”: A-superóxido dismutase (SOD), 

que catalisa a dismutação do ânion radical superóxido (O2
-) a peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e O2 (Figura 1 A); B- catalase (CAT), que atua na 

decomposição de H2O2 a H2O e O2 (Figura 1 B); e C- glutationa peroxidase 

(GPx), que atua sobre peróxidos em geral, com a utilização da glutationa como 

cofator (Figura 1 C)4. Essas enzimas de “primeira linha” limitam os níveis 

intracelulares de radicais livres e de outros compostos oxidativos, em 

condições fisiológicas ou na vigência de estresse1.  
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Figura 1 - Sistema antioxidante enzimático 

 

 

Adaptado Halliwell B e cols
1
. 

Legenda – Reações antioxidantes de enzimas de primeira linha (A) superóxido dismutase 
(SOD), (B) catalase (CAT) e (C) glutationa peroxidase (GPx). 

 

O sistema antioxidante não enzimático é formado por muitos agentes, 

com destaque para glutationa (GSH, principal composto antioxidante 

intracelular), tocoferóis, ascorbato, ácido úrico e β-caroteno. Proteínas de 

transporte de metais de transição, como transferrina (transporte de ferro) e 

ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidação do ferro para ser captado pela 

transferrina)1, também fazem parte importante do sistema antioxidante não 

enzimático.  

As enzimas de primeira linha do sistema antioxidante enzimático e a 

glutationa estão predominantemente presentes no meio intracelular entretanto, 

agentes do sistema antioxidante não enzimático localizam-se 

predominantemente no meio extracelular. No sangue circulam importantes 

antioxidantes, como vitaminas C, E, β-caroteno, bem como biomarcadores do 

dano oxidativo causados após a ação das ERO’s e ERN’s, como 

malondialdeído (MDA), F2-isoprostanos e outros derivados da peroxidação 

lipídica das membranas celulares1.  

 Estresse oxidativo é o desequilíbrio entre produção de oxidantes e sua 

eliminação por mecanismos antioxidantes.  Doenças crônicas inflamatórias são 

frequentemente acompanhadas por estresse oxidativo, com diminuição da 

atividade de defesas antioxidantes e/ou aumento da produção de agentes 
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oxidantes. É o caso, por exemplo, do aumento de F2-isoprostanos em doenças 

de origem pulmonar e de EROs em hepatopatias5,6,7.  

 A inflamação per si, especialmente crônica, é reconhecida como fator 

de risco importante para a ocorrência de estresse oxidativo, e vice-versa. O 

mecanismo envolvido nessa relação não é claro mas, durante a inflamação, 

leucócitos são recrutados para o local do dano e podem causar uma "explosão 

respiratória" (respiratory burst) - essencial para a eliminação de patógenos, 

embora  favoreça a liberação e acúmulo de EROs no local do dano8. 

 Esse cenário pode ser agravado pela produção de eicosanoides e 

citocinas por células inflamatórias, que sinalizam para maior recrutamento de  

leucócitos para o local da lesão, sustentam e intensificam a liberação de EROs. 

Por sua vez, esses mediadores-chave podem ativar cascatas de transdução de 

sinal e atividade de fatores de transcrição que podem mediar  respostas de 

estresse celular imediatas e intensificar a inflamação, o que incluir o fator de 

transcrição nuclear κapa B (NF-B). Este ambiente oxidativo / inflamatório 

prolongado conduz a um ciclo vicioso, que pode culminar em repetidos danos 

celulares8.  

 

1.2 - Ácidos graxos poli-insaturados (AGPIs) ômega-3  

 

Ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (AGPIs -3) compreendem  

família de ácidos graxos de cadeia longa, cuja primeira dupla-ligação encontra-

se entre o terceiro e quarto carbono, a partir do radical metil de sua cadeia 

carboxílica9. Alguns de seus membros, abundantes no óleo de peixe, 

especialmente ácidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA), têm 

propriedades biológicas com especial interesse clínico. AGPIs -3 são 

importante fonte de energia, participam da síntese de hormônios e estruturas 

celulares, do transporte de vitaminas lipossolúveis, e de sinalizações intra e 

extracelulares. Em adição, os AGPIs -3 EPA e DHA têm ações anti-

inflamatórias e antioxidantes importantes10.  

AGPIs -3 e -6 participam diretamente da resposta imunológica, por 

servirem como substrato para a síntese de mediadores imunológicos 
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lipídicos
11

. Mediadores lipídicos, que compreendem os eicosanoides e 

mediadores lipídicos especializados da resolução inflamatória (SPMs), têm 

papel definido na resposta vascular e no recrutamento de leucócitos, do início 

até a resolução da inflamação
11

. 

Frente a um estímulo antigênico, eicosanóides são críticos para iniciar o 

processo inflamatório. Eles são formados, nas vias enzimáticas de 

cicloxigenase e lipoxigenase,  de forma competitiva, a partir de EPA e do ácido 

araquidônico (AA) da família n-6. Assim, a maior disponibilidade de EPA pode 

diminuir a produção de eicosanoides pró-inflamatórios e pró-trombóticos 

derivados de AA, como prostaglandina (PG) E2, PGI2 e leucotrieno (LT) LTB4, 

e aumentar a síntese de eicosanoides com menor potencial inflamatório e com 

papel antitrombótico (PGE3, LTB5)
10

. 

Como parte dos eventos sequenciais da inflamação, AGPIs -3 podem 

ser desviados da produção de eicosanóides para dar início à síntese de 

resolvinas, protectinas e maresinas. Esses mediadores lipídicos especializados 

são coletivamente chamados de SPMs, por contra-regularem mediadores pró-

inflamatórios, e reduzirem a magnitude e duração da inflamação. Além disso, 

os SPMs estimulam reepitelização, cicatrização de feridas e regeneração de 

tecidos em modelos experimentais
12

.  

AGPIs -3 ainda são associados com inibição da produção de citocinas 

pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-6
11

, por mecanismos que incluem  

regulação da expressão de genes via receptores nucleares ativados por 

proliferador de peroxissomos (PPAR)
14

. Quando ativados, PPARs 

(principalmente PPAR-gama) podem se ligar diretamente a outros fatores de 

transcrição, como NF-B, e inibir a transcrição de genes envolvidos na 

resposta inflamatória, que incluem citocinas, moléculas de adesão e outros 

mediadores com importante potencial inflamatório
14,15

. Adicionalmente, uma 

vez incorporadas em membranas, as moléculas altamente insaturadas de 

AGPIs -3 podem modificar a estrutura caracteristicamente rígida de rafts 

lipídicos, tornando-as mais fluidas e assim dificultar a ativação de receptores 

imunológicos a eles associados
16

.  
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1.3 - Papel dos AGPIs ômega-3 nas defesas antioxidantes 

 

Em conjunto, os efeitos anti-inflamatórios de AGPIs -3 podem contribuir 

para diminuição da produção de EROs, com potencial efeito antioxidante para 

o organismo
8
. No entanto, sua característica poli-insaturada pode propiciar  

peroxidação lipídica. Ocorre que átomos de oxigênio são mais propensos a se 

incorporarem em região insaturada (dupla ligação), e formarem peróxidos 

lipídicos oxidantes
18

. A peroxidação de AGPIs -3 pode ser evitada com a 

administração conjunta de antioxidantes, como alfa-tocoferol, como acontece , 

de rotina, em emulsões lipídicas parenterais
9,11,18

. 

Cabe destacar ainda, que o efeito antioxidante de AGPIs -3 parece 

prevalecer em que pese serem esses ácidos graxos altamente insaturados. 

Observações experimentais encontraram poderoso efeito antioxidante do óleo 

de peixe e seus AGPIs -3 isolados, em modelos de asma
19

 e radioterapia em 

câncer
20

, com aumento de atividade de enzimas antioxidantes como SOD, CAT 

e GPx (Figura 3). Os mecanismos envolvidos especificamente nessa ação 

antioxidante dos AGPIs -3 permanecem por serem compreendidos, mas 

parecem envolver ativação de fator de transcrição de genes citoprotetores, 

como o Nfr2 (Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2) – Figura 2
21-23

. 
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Figura 2 - Mecanismos propostos para os efeitos inibidores modulados 
por ácidos graxos ômega-3 e seus metabólitos sobre a via NFkB e 
estresse oxidativo. 

 
Legenda: Em vermelho, fatores que induzem a produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs); e em verde, fatores antioxidantes. No estresse oxidativo ocorre aumento da produção 
de EROs, que se sobrepõe a mecanismos antioxidantes. A produção de EROs pode ser 

diminuída por ácidos graxos ômega-3 (AGPIs -3) e seus metabólitos, por inibirem inflamação 
(ex: síntese de citocinas) mediada NFkB; bem como a atividade de enzimas antioxidantes (ex: 
superóxido dismutase) pode ser estimulada por esses AGPIs, via ativação de Nrf2. O resultado 
é a diminuição de estímulos pró-oxidantes e aumento daqueles antioxidantes, com potencial 
restabelecimento da homeostase oxidativa. 

 

O fator de transcrição Nfr2 atua em nível nuclear e, na sua forma inativa, 

permanece sequestrado no citoplasma por uma proteína, a Keap1 (do inglês, 

Kelch-like ECH associated protein 1). A Keap1 precisa ser fosforilada para que 

Nfr2 se transloque para o núcleo e exerça sua função. No núcleo, Nrf2 liga-se 

ao ARE (do inglês, Antioxidant Response Elements), para iniciar o processo de 

resposta à sobrevivência celular com ativação de defesas antioxidantes
21-23

.  

Experimentalmente, a suplementação de EPA ou DHA, na forma isolada 

em modelos de estresse, se associou com aumento de expressão da via Nfr2 / 

ARE no núcleo celular21-23. A adição de EPA em culturas de células hepáticas 

se correlacionou com maior concentração de Nrf2 no citoplasma e núcleo  

celulares e aumento da atividade de enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx21. 

O DHA (o ácido graxo poli-insaturado mais encontrado na natureza) se 

relaciona com modulação favorável de mecanismos antioxidantes, como 

aumento da expressão gênica de Nrf2, de enzimas tiorredoxina e Gpx; e 
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inibição da super-expressão de vias da cicloxigenase-2 (COX2) e NADPH 

oxidase 4 (NOX4) via NF-B, com atenuação de dano inflamatório e 

oxidativo22,23,24.  

A ativação da via Nrf2 por EPA e DHA parece ser independente da 

fosforilação de Keap1 e ocorrer apenas na presença de agente agressor 

(Figura 3)25. É possível que esses AGPIs possam ter efeito sinergético quando 

administrados conjuntamente, como parte do óleo de peixe, e, assim, promover 

proteção oxidativa. No entanto, essa hipótese permanece por ser melhor 

explorada.  

 

Figura 3 – Mecanismos propostos de ativação das defesas antioxidantes 
modulado pela ação sinérgica de ácidos eicosapentaenoico e docosahexaenoico 
na vigência de estresse. 

 

Adaptado Casañas-Sánchez e cols
25

 
Legenda: Em vigência de estresse, ácidos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico 
(DHA) da camada fosfolipídica de membranas celulares aumentam a concentração 
citoplasmática de Nrf2 (Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2), não sequestrada por 
Keap1 (Kelch-like ECH associated protein 1). Nfr2 transloca-se para o núcleo da célula e liga-
se ao ARE (Antioxidant Response Elements). Em seguida ocorre ligação dessas duas 
proteínas (Nrf2 e ARE), via heterodimerização, com consequente ativação de genes 
responsáveis pela síntese de enzimas antioxidantes. 
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1.4 - Defesas antioxidantes no fígado 

 

Sabe-se que o fígado é órgão central para metabolismo de nutrientes e 

tem importante função fisiológica por ser considerado usina metabólica do 

organismo. As atividades metabólicas desse tecido são essenciais para  prover  

material energético para cérebro, músculo e outros órgãos periféricos26.  

O fígado remove dois terços da glicose do sangue (glicose proveniente 

da dieta) e deixa o restante para a utilização para outros tecidos. A glicose 

removida tem uma gama de destinos, embora o fígado pouco a utilize para 

suas próprias necessidades energéticas27. A maior parte da glicose é 

convertida em glicogênio e desta maneira, armazenada neste tecido. O 

excesso de glicose é metabolizado a Acetil-CoA, utilizado para formar ácidos 

graxos, colesterol e sais biliares. A via das pentoses também utiliza glicose 

para a produção de NADPH que será utilizado para biossínteses redutoras. O 

fígado pode também produzir e liberar glicose para o sangue, por meio de 

degradação de glicogênio e ativação de gliconeogênese. O fígado desempenha 

também importante papel no metabolismo do lactato, em sua transformação, 

para a produção de glicose e glicogênio, por meio do Ciclo de Cori26-29. 

A regulação do metabolismo lipídico também é desempenhada pelo 

fígado. Ele determina o destino dos ácidos graxos no organismo. Quando há 

alimento abundante, os ácidos graxos derivados da dieta ou sintetizados pelo 

fígado são secretados no sangue na forma de lipoproteína de muito baixa 

densidade, ou são exportados para o tecido adiposo e incorporados aos 

triglicerídeos. Contudo, no jejum prolongado, o fígado transforma os ácidos 

graxos em corpos cetônicos26-29.  

Além disso, o fígado também desempenha papel essencial no 

metabolismo de aminoácidos ao absorver a maior parte deles, e deixar o 

restante para ser utilizado pelos tecidos periféricos. O uso prioritário dos 

aminoácidos é para a síntese protéica e não para o catabolismo, mas quando 

ocorre catabolismo, ele se inicia com a remoção do nitrogênio. Os α-cetoácidos 
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são então utilizados para a gliconeogênese ou para a síntese de ácidos graxos. 

Eles também são fonte de energia para o próprio fígado26-29. 

O fígado também é responsável pela síntese de enzimas antioxidantes 

Gpx, SOD e CAT para atuação local, com o objetivo de reduzir os danos 

causados pelas EROs e ERNs. Por ser órgão central do metabolismo, o fígado 

também pode sofrer danos graves em virtude da produção exacerbada de 

radicais livres, principalmente, superóxido, peróxido de hidrogênio e radical 

hidroxila30.  

Eventos fisiológicos como a respiração celular, principalmente a cadeia 

transportadora de elétrons, contribuem para produção de radicais livres. Os 

níveis elevados de EROs podem culminar em lesão mitocondrial grave, 

oxidação de proteínas celulares, modificações no DNA, peroxidação lipídica e 

elevado estresse oxidativo hepático. Além disso, condições especiais como, 

por exemplo, colestase e esteatose hepática podem ocorrer após uso 

prolongado de nutrição parenteral ricas em AGPI -6. Esses eventos podem 

favorecer a produção excessiva de radicais livres, redução das defesas 

antioxidantes e consequentemente gerar danos ao tecido hepático30-31.  

Com base nessas observações, o fígado foi, por nós, escolhido para 

avaliar o efeito de EL enriquecida com óleo de peixe sobre a peroxidação 

lipídica e defesas antioxidantes teciduais. 
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2. Racional do Estudo 

____________________________________ 
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2 - RACIONAL DO ESTUDO 

2.1 - Contribuição científica 

 

 Diversas doenças comuns podem se associar com estresse oxidativo, 

particularmente em pacientes hospitalizados cirúrgicos e em estado crítico 

grave. Esses doentes têm propensão para hipercatabolismo e podem se 

apresentar em alto risco nutricional, desnutridos32,33 e / ou em síndrome de 

caquexia33. Atualmente, a terapia nutricional parenteral (TNP) é recomendada 

para manter/recuperar o estado nutricional desses pacientes, quando a 

nutrição oral ou enteral é impossível, contraindicada ou insuficiente34. 

A administração de gordura, como fonte de energia não-glicídica de alta 

densidade calórica (9 kcal/g) e de ácidos graxos (AG) essenciais, é parte 

integral da TNP e se dá pela infusão de emulsões lipídicas (ELs). De acordo 

com suas características físico-químicas, ácidos graxos podem influenciar de 

diferentes formas a composição de fosfolípides das membranas celulares e, 

consequentemente, funções celulares. As propriedades nutricionais, estruturais 

e reguladoras individuais de lipídios têm impacto significante em funções 

fisiológicas importantes, incluindo funções hemodinâmicas, de oxigenação, 

metabólicas e imunológicas
36

. 

O uso de gordura via parenteral na prática clínica teve início em 1961, 

com o desenvolvimento de emulsão lipídica composta por óleo de soja (ELOS). 

Apesar de clinicamente segura para pacientes estáveis, dados experimentais 

indicaram que ELOS pode influenciar negativamente funções imunológicas em 

função de seu alto conteúdo em AGPIs -6363. Por conta de sua elevada 

insaturação e síntese de eicosanoides e outras moléculas inflamatórias os 

AGPIs -6 podem contribuir para liberação de EROs e inflamação. 

Experimentalmente, a administração parenteral de ELOS se associa à inibição 

de enzimas antioxidantes GPx, CAT e SOD hepáticas37. 

Essas observações, entre outras, sugeriram que ELOS poderia acentuar 

quadros inflamatórios e oxidativos de pacientes instáveis e motivaram o 

desenvolvimento de ELs alternativas. Essas novas ELs foram desenhadas, 

basicamente, para reduzir a oferta de AGPIs n-6, por meio da substituição 



33 

 

parcial de OS por triglicerídeos de cadeia média (TCM), óleo de oliva (OO), e / 

ou óleo de peixe (OP). Assim, atualmente as ELs disponíveis para uso clínico 

são compostas por diferentes fontes de gordura e fornecem diferentes tipos e 

proporções de AGs. Dentre elas, as ELs com óleo de peixe são de particular 

interesse, por serem rica fonte de AGPIs -3
38

. 

Diretrizes brasileira39, americana40 e europeia41 atuais, que norteiam a 

conduta em terapia nutricional parenteral, sugerem evitar o uso de ELOS em 

pacientes críticos, e recomendam a prescrição de ELs compostas por TCM, 

TCL e AGPIs 3 respeitando a tolerância e a condição clínica do paciente. Em 

recente estudo meta-analítico, Pradelli e colaboradores42 concluíram que a 

administração de EL enriquecida de óleo de peixe em pacientes adultos sob 

cuidados intensivos se associa com redução de infecções, desenvolvimento de 

sepse, tempo de internação em UTI e hospitalar. 

Em estudo experimental desenvolvido no laboratório Metanutri do LIM-

35, observamos que a infusão parenteral de OP por 48h prévia à indução de 

pancreatite aguda, se associou com expressão de enzimas antioxidantes Gpx e 

SOD no pulmão e baço de ratos. Entretanto, este efeito não foi observado para 

os ratos do grupo SHAM43,44. 

Nossa hipótese considera, em estudo experimental, que emulsão lipídica 

contendo AGPIs -3, infundida por via parenteral, possa atenuar o estresse 

oxidativo no fígado. Caso ela se confirme, será uma vantagem adicional para o 

uso de ELs contendo óleo de peixe como melhor opção para pacientes 

hospitalizados com necessidade de nutrição parenteral43,44. 
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35 

 

3 – OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o impacto da infusão parenteral de emulsão lipídica contendo 

óleo de peixe sobre peroxidação lipídica e estresse oxidativo no fígado de 

ratos.  

 

3.2 - Objetivos específicos 

 

Avaliar em amostras de plasma e tecido hepático de ratos tratados por 

48 e 72 horas com infusão de diferentes ELs contendo ou não óleo de peixe: 

 

1. Concentrações plasmáticas e teciduais dos AGPIs; 

2. Níveis hepáticos do fator de transcrição gênica Nfr2; 

3. Níveis hepáticos do biomarcador de peroxidação lipídica F2 

isoprostano; 

4. Níveis hepáticos de enzimas antioxidantes GPx, SOD e CAT. 
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4 - MÉTODOS  

4.1 - Local de execução do estudo  

 

O presente estudo experimental foi realizado no Laboratório de 

Investigação Médica 35 (LIM 35) do Hospital das Clínicas da FMUSP, no grupo 

Metanutri em parceria com o Laboratório de Bromatologia da Faculdade de 

Saúde Pública da Universidade de São Paulo (FSP-USP). 

 

4.2 - Animais  

 

Foram utilizados ratos isogênicos Lewis, machos, com peso médio de 

350 gramas provenientes do Biotério do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). Com base em estudos anteriores desenvolvidos por nossa equipe 

e publicados em artigos nacionais e internacionais, foram estudados 6 animais 

por grupo.  

As normas de proteção e cuidados aos animais de experimentação, bem 

como o descarte de suas carcaças, foram feitas de acordo com as 

recomendações da Comissão de Ética em Uso de Animais da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (CEUA – FMUSP). O presente estudo 

foi previamente aprovado pelo CEUA – FMUSP, protocolo nº 025/17 (Anexo A). 

 

4.3 - Delineamento Experimental 

 

O delineamento experimental desta investigação foi baseado no estudo 

desenvolvido por Morais e cols45 com o objetivo de utilizar número reduzido de 

animais por experimento. Estes projetos foram desenvolvidos no LIM 35 e 

apresentam o mesmo desenho metodológico, no entanto ambos expõem 

hipóteses e objetivos distintos. 

 Os ratos foram distribuídos em diferentes grupos experimentais de 

acordo com o tempo e tipo de infusão parenteral a que foram submetidos, 

conforme descrito na Figura 4. Para efeitos de comparação, além dos grupos 
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experimentais, foram criados os grupos controle basal (CB) e sem infusão 

(SHAM). O grupo SHAM é um controle puro do procedimento cirúrgico de 

cateterização da veia jugular, portanto sem nenhum tipo de infusão parenteral. 

Enquanto o grupo CB fornece dados de comparação dos animais em seu 

estado natural, sem intervenção.  

 

Figura 4 – Distribuição dos ratos conforme grupos experimentais. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. 

 

4.4 - Ambientação dos animais  

 

Previamente aos procedimentos experimentais, os animais foram 

mantidos por 5 dias em gaiolas individuais, sob temperatura controlada (20 - 

25°C), com dieta padrão AIN 93M (Anexo B), água ad libitum e ciclos diuturnos 

de luz.  
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Durante o período de ambientação e ao longo do tempo de infusão ou 

não das emulsões lipídicas, os animais receberam dieta oral padrão AIN 93M 

20g por dia. Esta quantidade diária de ração foi padronizada pelo nosso grupo 

em consonância com Manual de Cuidados em Procedimentos com Animais de 

Laboratório do Biotério de Produção Experimental da FCF-IQ/USP46.  

A Figura 5 ilustra as diferentes etapas do protocolo experimental, desde 

a ambientação dos animais até eutanásia.  

 

 

Figura 5 – Ilustração do protocolo experimental.  

 

Legenda - CVC: cateter venoso central 

 

4.5 - Cateterização do sistema venoso central  

 

Para acesso parenteral, os animais foram submetidos à cateterização do 

sistema venoso central47. Após anestesia com injeção intraperitoneal de 

cloridrato de Cetamina 80 mg/Kg (Ketamin-S®, do Laboratório Cristália, Brasil) 

e cloridrato de Xilazina 8,0 mg/Kg (Rompun 2%® do Laboratório Bayer, Brasil) 

e a assepsia local com álcool iodado a 2%, os animais foram tricotomizados na 

região ventral do pescoço, supraclavicular direita e retroauricular da região 

dorsal do pescoço.  
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Os animais foram submetidos à cateterização da veia jugular direita 

externa. Com o animal em decúbito dorsal horizontal, foi realizada a incisão 

transversa de aproximadamente 1,0 cm na região supra clavicular direita. 

Posteriormente, o animal foi posicionado em decúbito ventral e com auxílio de 

uma agulha Intracath (Biotecno Produtos Plásticos e Médicos Ltda, São Paulo), 

a partir da borda distal da incisão, o tecido subcutâneo foi tunelizado em 

direção à região dorsal, com exteriorização a 1,0 cm da região retro auricular.  

Pelo interior de um dispositivo de acesso foi passado cateter de silicone 

(Ciencor® Brasil), de aproximadamente 1,0 mm de diâmetro e 70,0 mm de 

comprimento, o qual foi tracionado pelo túnel em direção a incisão ventral. Em 

seguida foi fixada na região dorsal do animal uma peça intermediária, 

representada por agulha anatomicamente adequada para ratos e soldada a 

uma pequena peça metálica que possui duas asas laterais do tipo “borboleta”. 

Essas laterais contêm dois orifícios paralelos em cada extremidade para 

fixação ao dorso do animal por meio de dois pontos separados, utilizando-se 

para isto, fio mononylon 3-0 estéril, agulhado e não absorvível (Shalon® 

suturas, Brasil), que atravessa a pele e tecido subcutâneo.  

Em seguida, os animais foram colocados em decúbito dorsal, 

procedendo se identificação, dissecção e reparo da veia jugular direita com fio 

de algodão torcido 4-0, estéril, pré-cortado, não absorvível e não agulhado 

(Polycot®- Ethicon, New Jersey, EUA). A veia jugular externa foi então ligada 

distalmente e cateterizada na sua porção proximal pelo tubo de silicone 

posicionado anteriormente, contendo solução fisiológica heparinizada. A 

incisão da pele foi suturada de forma contínua com fio mononylon 3-0 e 

desinfetada com álcool iodado 2%. As etapas da passagem de CVC 

encontram-se descritas na figura 6. 
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Figura 6 – Fases da cateterização do sistema venoso central. 

 

 

 

 

4.6 - Infusão endovenosa de soluções e emulsões parenterais 

 

Após cateterização do sistema venoso central, os animais foram 

distribuídos em gaiolas metabólicas individuais, conectando-se a “borboleta” ao 

intermediário de infusão, denominado swível, que gira em torno de seu eixo 

permitindo a livre movimentação do animal48. Ao swível foi conectado um 

perfusor (Perfusor Space®, BBRAUN) de 150 cm, para infusão gravitacional, 

específico para a bomba de infusão modelo de seringa, o Perfusor Space® 

(BBraun Melsugen).  

Por meio desses artefatos, os animais receberam infusão contínua de 6 

mL de solução salina 0,9%, na velocidade de 0,25mL/h, durante as primeiras 

24 horas após a cateterização. Após este período de 24 horas para 

estabilização clínica pós cateterização, os animais do grupo SHAM tiveram 
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seus cateteres fechado, e foram mantidos sem infusão conforme protocolo, 

enquanto os outros grupos experimentais receberam as suas respectivas ELs.  

Os animais dos grupos experimentais receberam por mais 48 ou 72 

horas infusão parenteral de emulsão lipídica contendo óleo de soja e 

triglicerídeos de cadeia média (TCL/TCM Lipofundin® 20%, Bbraun) ou 

emulsão lipídica contendo 40% de óleo de soja, 50% de TCM de óleo de coco 

e 10% de óleo de peixe (TCL/TCM/OP - Lipidem® 20%, BBraun), de maneira a 

administrar 4,3g de gordura/kg de peso corpóreo ( 6 mL), na velocidade de 

0,25 mL/h. As composições de ácidos graxos de ambas ELs encontram-se nas 

tabelas  1 e 2. 

 

Tabela 1 - Composição das emulsões lipídicas estudadas: TCL/TCM 

(Lipofundin® 20%) e TCL/TCM/OP (Lipidem® 20%). 

Emulsão 

Lipídica 

Composição TG 

(g/L) 

Energia 

(kcal/ml) 

OS 

(g/L) 

OP 

(g/L) 

TCM 

(g/L) 

Vit.E 

(mg/L) 

TCL/TCM 

50% Óleo de soja; 

50% Óleo de coco 
200 2 100 0 100 170 

TCL/TCM/OP 

40% Óleo de soja; 

50% Óleo de coco; 

10% Óleo de peixe 

200 2 80 20 100 190 

Legenda - OP: óleo de peixe; OS: óleo de soja; TCM: triglicerídeos de cadeia média; 

TG: triglicérides; Vit E: vitamina E. Dados fornecidos pelo fabricante (B. Braun, Melsungen - 

Alemanha). 
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Tabela 2 – Distribuição dos ácidos graxos das emulsões lipídicas 

estudadas (mg/ml): TCL/TCM (Lipofundin® 20%) e TCL/TCM/OP (Lipidem® 

20%). 

Ácido graxo  TCL/TCM TCL/TCM/OP 

Caprílico - C8:0  18,64 18,48 
Cáprico - C10:0 13,43 23,91 
Palmítico - C16:0 5,33 4,91 
Palmitoleico - C16:1(n-7) - 0,16 
Esteárico - C18:0 2,06 12,06 
Oleico - C18:1(n-9) 8,23 7,20 
Octadecenoico - C18:1(n-7) 0,57 0,68 
Linoleico - C18:2(n-6) 15,50 13,05 
Alfa Linolênico - C18:3(n-3) 1,67 1,52 
Docosanoico - C20:0 0,16 0,16 
Eicosenoico - C20:1(n-9) 0,17 0,19 
Eicosatetraenoico - C20:4 (n-6) 0,29 0,35 
Docosenoico - C22:1 (n-9) - 0,16 
Eicosapentanoico - C20:5 (n-3) - 2,14 
Docosapentanoico - C22:5 (n-3) - 0,20 
Docosahexaenóico - C22:6 (n-3) - 1,70 
Fonte Sala-Vila e cols

49
. Dados fornecidos pelo fabricante (B. Braun, Melsungen - Alemanha). 

 

4.7 – Eutanásia e colheita de sangue 

 

Os animais foram anestesiados, por meio de injeção intraperitoneal de 

cloridrato de Cetamina 80 mg/Kg (Ketamin-S®, do Laboratório Cristália, Brasil) 

e cloridrato de Xilazina 8,0 mg/Kg (Rompun 2%® do Laboratório Bayer, Brasil), 

e submetidos à punção cardíaca (para coleta de sangue em tubos 

heparinizados) e laparotomia (para coleta do fígado). As amostras de sangue 

foram submetidas à centrifugação (1800 rpm, 20ºC, 10 min) para obtenção de 

plasma. O material biológico coletado foi armazenado em freezer -80ºC 

(plasma) e em solução de formol tamponado 10% (tecidos). 
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4.8 - Análise por cromatografia gasosa  

 

A avaliação do perfil de AG no plasma e fígado foi feita por 

cromatografia gasosa em aparelho cromatógrafo (cromatógrafo Agilent 7890 A 

GC System, equipado com coluna capilar J&W DB-23 60m x 250µm x 0,15 µm 

Agilent 122-2361) de alta resolução, com detector de ionização em chama 

(FID), do LIM-35, locado no Laboratório de Desenvolvimento de Alimentos 

Funcionais – FSP, Universidade de São Paulo.  

Os procedimentos cromatográficos empregados foram feitos de acordo 

com Iverson e cols50, com algumas adaptações específicas que se fizeram 

necessárias para otimizar as análises das amostras plasmáticas do estudo, de 

acordo com variáveis de seletividade, linearidade, precisão e exatidão, limites 

de detecção e quantificação específicos. Os ácidos graxos foram avaliados por 

padronização externa, utilizando seus padrões de referência (Sigma) para 

obtenção da curva de calibração50.  

A avaliação do perfil de AGPIs foi conduzida de acordo com as seguintes 

abordagens: 1. Avaliação do conteúdo total de AGPIs -3 e -6; 2. Avaliação 

do conteúdo de alfa linoleico (AL), oleico, EPA, DHA e AA; 3. Avaliação da 

razão AGPIs -3: -6; 4. Avaliação da razão EPA:AA; 5. Avaliação da razão 

oleico:linoleico. A inclusão da análise de AGPIs n-6 se justifica porque parte 

das propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes de AGPIs -3 é atribuída à 

sua capacidade de competir com AGPIs -6 para incorporação celular e 

síntese de mediadores inflamatórios, em especial AA. 
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4.9 - Análise do fator de transcrição gênica, enzimas antioxidantes e 

marcador de peroxidação lipídica no fígado 

 

Para avaliação do fator de transcrição gênica Nrf2, biomarcador de 

peroxidação lipídica F2 isoprostano e enzimas antioxidantes Gpx, CAT e SOD, 

foram utilizados ensaios do tipo imuno enzimático ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay).  

Para o preparo da amostra biológica, 100mg de fígado foram 

enxaguados com PBS gelado (0,01M, pH 7,4) para remoção do excesso de 

sangue. Posteriormente o tecido foi fragmentado em pedaços pequenos e 

homogeneizado com PBS (9 ml para cada 1g). Na sequência, a amostra foi 

sonicada e posteriormente centrifugada por 5 minutos a 5000xg e 

sobrenadante foi coletado para análise. 

Foram utilizados materiais e reagentes providos por kit específico para 

cada proteína estudada. Procedeu-se a dosagem no tecido hepático e o ensaio 

foi realizado conforme metodologia descrita no kit de análise (Fine Test ®, 

Wuhan, China).  

 

4.10 - Análise estatística  

 

As análises estatísticas foram realizadas com uso do Sofware R 3.5.3, 

versão 2019 com participação essencial do estatístico Guaraci Requena. 

Utilizou-se o teste Kolmogorov-Mirnov para verificação da normalidade da 

amostra. Quando a variável quantitativa foi de distribuição normal, foram 

utilizados valores de média e desvio padrão; caso contrário, foram utilizados 

valores de mediana, valores mínimo e máximo e intervalo interquartis. Para 

comparação entre variáveis quantitativas, utilizaram-se os testes t de Student, 

para variáveis com distribuição normal, e Mann-Whitney, para as outras 

variáveis. Além disso, foram utilizados os testes de Análise de Variância 

(ANOVA) e Kruskal-Wallis, para avaliar diferença entre três ou mais variáveis. 

Para todos os testes, consideraram-se como diferença estatisticamente 

significante valores de p<5% (p<0,05). 
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5 - RESULTADOS 

5.1 - Dados gerais da amostra 

Dos ratos previamente selecionados para o presente estudo, 57 tiveram 

a passagem de CVC concluída com sucesso. No entanto, 15 ratos foram 

excluídos do estudo por dois motivos: sete evoluíram a óbito dentro das 

primeiras 24 horas após implantação do CVC - período de estabilização pós-

procedimento cirúrgico; e oito morreram entre 24h e 48h após passagem de 

CVC. 

Portanto, 42 ratos completaram o protocolo experimental sem evidencia 

de problemas mecânicos relacionados ao CVC ou seus dispositivos. Durante o 

período de infusão das diferentes ELs, não foram identificadas alterações 

clínicas relativas ao estado geral dos ratos conforme registros diários de 

evolução clínica. Na figura 7 está descrita a distribuição dos ratos conforme os 

grupos estudados. 

Figura 7 – Distribuição dos ratos conforme grupo experimental. 

 

Legenda - CB: controle basal; CVC: cateter venoso central; SHAM: grupo sem infusão de 

emulsão lipídica; TCL/TCM: triglicerídeos de cadeia longa / triglicérides de cadeia média; 

TCL/TCM/OP: triglicerídeos de cadeia longa / triglicérides de cadeia média / óleo de peixe.  
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5.2 - Alteração de peso corpóreo 

 

As alterações de peso constatadas no período do estudo foram 

registradas em prontuário físico conforme cada grupo experimental. No 

entanto, não se observou diferenças com significado estatístico  na alteração 

de peso dos ratos no período entre o dia da implantação do CVC (0h) e o dia 

da eutanásia (48h ou 72h). Os valores médios de peso inicial e final dos ratos 

que completaram o protocolo experimental estão descritos na tabela 3. 

 

Tabela 3 – Caracterização do peso no dia da passagem de cateter venoso 

central (T0h) e no dia da eutanásia (T48h ou T72h) conforme grupo 

experimental. 

Peso corpóreo (g) T0h T48h P 

SHAM 355,8 (+2,7) 353 (+3,5)  

TCL/TCM 358 (+3,6) 359,8 (+6,9) >0,05 

TCL/TCL/OP 357,7 (+3,3) 355 (+1,4)  

 T0h T72h  

SHAM 367,7 (+9,04) 371,3 (+11,41)  

TCL/TCM 360,7 (+10,17) 359,2 (+9,7) >0,05 

TCL/TCL/OP 356,3 (+7,5) 354 (+7,9)  

Legenda - SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: triglicerídeos de cadeia 

longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de cadeia longa / 

triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe.  

 

 

5.3 – Consumo oral de ração 

 

Nos cinco dias de ambientação que precederam a passagem de CVC, 

todos os ratos ingeriram diariamente todas as 20g de ração ofertadas conforme 

descrito no protocolo experimental.  

Entretanto nós observamos que houve uma redução significativa no 

consumo de ração em todos os grupos de animais no tempo 48h em 
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comparação ao dia de implantação do CVC (T0h). Os menores registros de 

consumo de ração foram observados no grupo TCL/TCM/OP, 15g para tempo 

48h e 8,5g em 72h. 

Os ratos incluídos no período 72h que não receberam infusão de EL, os 

do grupo SHAM, restabeleceram o consumo diário de ração. Enquanto os 

grupos que receberam a infusão de ELs (TCL/TCM ou TCL/TCM/OP) 

apresentaram baixa aceitação no consumo de ração para este mesmo período. 

No entanto é importante considerar que apenas o grupo TCL/TCM apresentou 

redução estatisticamente significante no consumo de ração para o tempo 72h 

quando comparado ao T0h, dia de implantação do CVC (p=0,03).  

As medianas do consumo de ração dos ratos conforme o tipo de 

intervenção e tempo estão descritas na tabela 4. 

 

Tabela 4 – Quantidade de ração consumida no dia da implantação de 

cateter venoso central (T0h) e no dia da eutanásia (T48h ou T72h) 

conforme grupo experimental. 

Ração consumida (g) T0h T48h T72h 

CB 19 (17 – 20) - - 

SHAM 20 (20 – 20) 15,5 (14 – 16)* 20 (15 – 20) 

TCL/TCM 20 (20 – 20) 16,5 (15 – 18)* 10 (4 – 20)** 

TCL/TCL/OP 20 (20 – 20) 15 (14 – 16)* 8,5 (7 – 16) 

Legenda - CB: controle basal, s/intervenção cirúrgica; SHAM: grupo sem infusão de emulsão 

lipídica; TCL/TCM: triglicerídeos de cadeia longa / triglicerideos de cadeia média; TCL/TCM/OP: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. Valores 

expressos em mediana, (valor mínimo e valor máximo). *T0h vs T48h - p=0,033; **T0h vs T72h 

- p=0,034. 
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5.4 - Avaliação da composição de ácidos graxos no tempo 48 horas 

 

5.4.1 - Oleico, linoleico e araquidônico no plasma 

 

A concentração plasmática, de todos os ácidos graxos, encontrada nos 

ratos para o grupo CB foi considerada como basal para todos os animais neste 

estudo.  

Observou-se aumento estatisticamente significante nas concentrações 

dos ácidos graxos oleico, linoleico e ARA, após 48h de infusão com ambas ELs 

em comparação aos grupos CB e SHAM. 

Por outro lado, os níveis de linoleico (p=0,02) e ARA (p=0,02) foram 

estatisticamente maiores no grupo TCL/TCM em comparação ao grupo 

TCL/TCM/OP. Todos estes dados estão representados no gráfico 1. 

 

Gráfico 1 – Concentração de ácidos graxos ômega 6 e ômega 9 (ppm) 

encontrados no plasma de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica 

por 48 horas nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

 

*CB vs SHAM; CB vs TCL/TCM; CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM; SHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 



51 

 

5.4.2 - Eicosapentaenoico e docosahexaenóico no plasma 

 

Não foram detectados níveis de EPA e DHA no plasma dos ratos 

pertencentes aos grupos CB, SHAM e TCL/TCM no tempo 48h. Entretanto, 

taxas de EPA e DHA foram encontradas no plasma dos ratos do grupo 

TCL/TCM/OP no período 48h de infusão. As concentrações de EPA e DHA 

estão apresentados no gráfico 2. 

 

Gráfico 2 – Concentração dos ácidos graxos ômega 3 (ppm) encontrados 

no plasma de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 48 horas 

nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

*CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 
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5.4.3 - Oleico, linoleico e araquidônico no fígado 

 

No fígado dos ratos do grupo CB, os ácidos graxos oleico, linoleico e 

ARA, apresentaram níveis inferiores quando comparados aos outros três 

grupos experimentais.  

No entanto, a concentração de linoleico (p=0,02) e ARA (p=0,02) foi 

estatisticamente maior no grupo TCL/TCM quando comparada ao grupo 

TCL/TCM/OP.  

Os níveis do ácido graxo oleico foram maiores nos grupos de ratos que 

receberam a infusão parenteral independente do tipo de EL em comparação 

aos outros grupos de ratos que não receberam este tratamento.  

Porém, o grupo de ratos que recebeu TCL/TCM/OP por 48h apresentou 

os maiores índices de oleico em relação aos outros grupos (Gráfico 3).   

 

Gráfico 3 – Concentração dos ácidos graxos ômega 6 e ômega 9 (ppm) 

encontrados no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica 

por 48 horas nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

*CB vs SHAM; CB vs TCL/TCM; CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM; SHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 
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5.4.4 - Eicosapentaenoico e docosahexaenóico no fígado 

 

Semelhante aos dados encontrados no plasma, não foram detectados 

níveis de EPA e DHA no fígado dos ratos dos grupos CB, SHAM e TCL/TCM. 

Por outro lado, EPA e DHA foram identificados no fígado dos ratos do grupo 

que recebeu TCL/TCM/OP. Estes dados foram apresentados no gráfico 4. 

 

Gráfico 4 – Concentração dos ácidos graxos ômega 3 (ppm) encontrados 

no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 48 horas 

nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

 

*CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 
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5.5 - Avaliação do conteúdo dos ácidos graxos no tempo 72 horas 

 

5.5.1 - Oleico, linoleico e araquidônico no plasma 

 

 Os grupos de ratos que não receberam tratamento com diferentes ELs, 

os grupos CB e SHAM, apresentaram as menores taxas dos ácidos graxos 

oleico, linoleico e ARA no plasma. 

Por outro lado, os níveis desses ácidos graxos no plasma dos ratos que 

receberam o tratamento com TCL/TCM ou TCL/TCM/OP por 72h, não 

demonstraram diferenças estatisticamente significantes como mostra o gráfico 

5.  

 

Gráfico 5 – Concentração dos ácidos graxos ômega 6 e ômega 9 (ppm) 

encontrados no plasma de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica 

por 72 horas nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

 

*CB vs SHAM; CB vs TCL/TCM; CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM; SHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

 

 

 

 



55 

 

5.5.2 - Eicosapentaenoico e docosahexaenóico no plasma 

  

Não foram constatados níveis de EPA e DHA no plasma dos ratos dos 

grupos CB, SHAM e TCL/TCM no tempo 72h.  

Entretanto, apenas o EPA foi encontrado no plasma de ratos do grupo 

que recebeu TCL/TCM/OP por 72h. (Gráfico 6).  

 

Gráfico 6 – Concentração dos ácidos graxos ômega 3 (ppm) encontrados 

no plasma de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 72 horas 

nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

 

*CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 
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5.5.3 - Oleico, linoleico e araquidônico no fígado 

 

Interessantemente, os níveis dos ácidos graxos linoleico e ARA, foram 

maiores no grupo de ratos que receberam TCL/TCM/OP por 72h.  

Enquanto os níveis de linoleico (p=0,026) e ARA (p=0,02) foram 

menores nos ratos do grupo TCL/TCM quando comparado ao grupo 

TCL/TCM/OP (Gráfico 7). 

 

Gráfico 7 – Concentração dos ácidos graxos ômega 6 e ômega 9 (ppm) 

encontrados no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica 

por 72 horas nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

*CB vs SHAM; CB vs TCL/TCM; CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM; SHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 
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5.5.4 - Eicosapentaenoico e docosahexaenóico no fígado 

 

 Não foram detectados EPA e DHA no fígado dos ratos do grupo CB e 

SHAM, por outro lado, foram identificados EPA e DHA no fígado dos ratos do 

grupo TCL/TCM/OP.  

Interessantemente, foi detectado apenas DHA no fígado dos ratos 

tratados com TCL/TCM por 72h (Gráfico 8). 

 

Gráfico 8 – Concentração dos ácidos graxos ômega 3 (ppm) encontrados 

no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 72 horas 

nos grupos: controle basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP.  

 

 

*CB vs TCL/TCM; CB vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ˠSHAM vs TCL/TCM; SHAM vs TCL/TCM/OP p<0,05 

ᵻTCL/TCM vs TCL/TCM/OP p<0,05 
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5.5.5 - Razões entre: -3: -6, EPA: ARA e Oleico: Linoleico 

  A razão entre AGPI -3: -6 foi calculada por meio da soma dos valores 

absolutos de EPA e DHA (para -3) dividida pela soma dos valores absolutos de 

linoleico e AA (para -6). Para o cálculo da razão EPA: ARA e oleico: linoleico, 

foram utilizados os valores absolutos de cada AG. 

Apenas o grupo de ratos que recebeu a infusão parenteral de EL 

composta por TCL/TCM/OP apresentou expressivas razões de -3: -6 e EPA: 

ARA. Principalmente no grupo de ratos que foram tratados por 48h. 

Interessantemente, nós identificamos uma modesta razão -3: -6 no grupo 

TCL/TCM para o período de 72h conforme aponta a tabela 5. 

Os maiores valores para razão oleico: linoleico foram encontrados no 

plasma e fígado dos ratos do grupo que recebeu TCL/TCM/OP em ambos os 

períodos 48h e 72h.  

Tabela 5 – Razão entre ácidos graxos ômega-3: ômega-6; EPA: ARA e oleico: 

linoleico no plasma e fígado de ratos após a infusão parenteral de diferentes 

emulsões lipídicas por 48 ou 72 horas. 

Grupos Razão  

-3: -6 

Razão  
EPA:ARA 

Razão  
Oleico:Linoleico 

Plasma T48h T72h T48h T72h T48h T72h 

SHAM 0 0 0 0 1,26: 1 1,39: 1 

TCL/TCM 0 0 0 0 1,81: 1 3,52: 1 

TCL/TCL/OP 3,67: 1 0,1: 1 6,78: 1 0,1: 1 1,94: 1 2,91: 1 

Fígado T48h T72h T48h T72h T48h T72h 

SHAM 0 0 
 

0 0 1,53: 1 1,79: 1 

TCL/TCM 0 0,2: 1 0 0 1,87: 1 2,94: 1 

TCL/TCL/OP 0,2: 1 0,2: 1 0,12: 1 0,08: 1 3,38: 1 3,29: 1 

Legenda - ARA: araquidônico; EPA: eicosapentaenóico SHAM: grupo sem infusão de emulsão 

lipídica; TCL/TCM: triglicerídeos de cadeia longa / triglicérides de cadeia média; TCL/TCM/OP: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe.  
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5.6 - Avaliação do fator de transcrição gênica Nrf2 no fígado  

O fator de transcrição gênica Nrf2 foi identificado em todos os grupos 

estudados, inclusive no fígado de ratos do grupo CB que não sofreram estresse 

cirúrgico (tabela 6).  

Tabela 6 – Quantificação de Nrf2 no fígado de ratos após infusão ou não 

de emulsão lipídica por 48 ou 72 horas nos grupos SHAM, TCL/TCM, 

TCL/TCM/OP e 0 hora para o grupo CB. 

 T48h T72h 

Nrf2 (pg/mg)  Mediana Mínimo Máximo Mediana Mínimo Máximo  

SHAM 21,24 13,27 36,59 33,25 29,63 34,87 

TCL/TCM 21,07 13,48 31,26 27,49 16,75 31,92 

TCL/TCL/OP 42,44 23,63 93,11 52,66 40,79 187,12 

  T0h     

Nrf2 (pg/mg) Mediana Mínimo Máximo    

CB 33,62 22,70 47,56    

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. Valores expressos em mediana, valor 

mínimo e valor máximo. 

A mediana de Nrf2 observada no grupo de ratos que recebeu a infusão 

de EL composta por TCL/TCM foi de 21,07 pg/mg, enquanto o grupo TCL/TCM/OP 

apresentou uma mediana duas vezes maior 42,44pg/mg.  

Nós observamos diferença estatística na comparação entre os grupos 

SHAM vs TCL/TCM/OP (p=0,027) e TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o 

tempo de 48h. A dispersão dos valores e seus respectivos outliers estão 

apresentados no gráfico 9. 
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Gráfico 9 – Quantificação do fator de transcrição gênica Nrf2 (pg/mg) 

encontrado no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 

48 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05. 

Para o período de 72h, o Nrf2, no grupo de ratos que recebeu infusão 

parenteral de EL composta por TCL/TCM, apresentou mediana de 27,49 pg/mg, 

inferior ao grupo TCL/TCM/OP com  valor de 52,66 pg/mg.  

Após análise estatística dos dados, observamos diferença significativa 

na comparação entre todos os grupos estudados: SHAM vs TCL/TCM/OP 

(p=0,027); CB vs TCL/TCM/OP (p=0,043) e TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) 

para o tempo de 72h conforme indica o gráfico 10. 
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Gráfico 10 – Quantificação do fator de transcrição gênica Nrf2 (pg/mg) 

encontrado no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 

72 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05; TCL/TCM/OP vs CB p<0,05. 

5.7 - Avaliação do marcador de peroxidação lipídica F2 Isoprostano no fígado  

Identificamos o biomarcador de estresse oxidativo F2 isoprostano em 

todos os grupos estudados, inclusive no fígado de ratos do grupo CB que não 

sofreram estresse cirúrgico conforme se observa na tabela 7.  
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Tabela 7 – Quantificação de F2 isoprostano no fígado de ratos após 

infusão ou não de emulsão lipídica por 48 ou 72 horas nos grupos SHAM, 

TCL/TCM, TCL/TCM/OP e 0 hora para o grupo CB. 

 T48h T72h 

F2 Isoprostano (pg/mg)   Mediana Mínimo Máximo Mediana Mínimo Máximo  

SHAM 1,40 0,16 4,10 0,69 0,58 0,73 

TCL/TCM 1,52 1,10 3,21 1,01 0,74 3,01 

TCL/TCL/OP 0,59 0,10 0,82 0,35 0,25 0,41 

  T0h     

F2 Isoprostano (pg/mg)   Mediana Mínimo Máximo    

CB 1,70 1,19 2,78    

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. Valores expressos em mediana, valor 

mínimo e valor máximo. 

A mediana de F2 isoprostano observada no grupo que recebeu infusão 

parenteral de EL composta por TCL/TCM por 48h foi de 1,52 pg/mg, quantidade 

superior em comparação ao grupo TCL/TCM/OP,  que foi 0,59 pg/mg. 

Após análise dos dados, nós constamos diferença estatística 

significativa na comparação entre os grupos: TCL/TCM/OP vs CB (p=0,043) e 

TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o tempo de 48h conforme mostra o 

gráfico 11. 
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Gráfico 11 – Quantificação do biomarcador de peroxidação lipídica F2 

isoprostano (pg/mg) encontrado no fígado de ratos após infusão ou não de 

emulsão lipídica por 48 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e 

TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs CB p<0,05. 

O grupo de ratos que recebeu infusão parenteral de EL composta por 

TCL/TCM/OP por 72h apresentou mediana de 0,35 pg/mg, enquanto o grupo 

TCL/TCM apresentou mediana quase três vezes maior (1,01 pg/mg) para este 

mesmo período. 

Após verificação dos dados, foi observada diferença estatisticamente 

significantiva na comparação entre todos os grupos estudados: TCL/TCM/OP vs 

CB (p=0,043); TCL/TCM/OP vs SHAM (p=0,027); TCL/TCM vs SHAM (p=0,027) e 

TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o tempo de 72h. A dispersão dos 
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valores de F2 isoprotano com seus respectivos outliers foram descritos no gráfico 

12.  

Gráfico 12 – Quantificação do biomarcador de peroxidação lipídica F2 

isoprostano (pg/mg) encontrado no fígado de ratos após infusão ou não de 

emulsão lipídica por 72 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e 

TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05; TCL/TCM/OP vs CB p<0,05; TCL/TCM vs SHAM p<0,05.  
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5.8 - Avaliação da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase 

A enzima antioxidante GPx foi detectada em todos os grupos estudados, 

inclusive no fígado de ratos do grupo CB que não sofreram estresse cirúrgico 

(tabela 8).  

A mediana de Gpx observada no grupo que recebeu infusão parenteral 

de EL composta por TCL/TCM por 48h foi de 52,33 pg/mg, enquanto o grupo 

TCL/TCM/OP apresentou mediana duas vezes maior, 108,01 pg/mg. 

Tabela 8 – Quantificação da enzima antioxidante Gpx no fígado de ratos 

após infusão ou não de emulsão lipídica por 48 ou 72 horas nos grupos 

SHAM, TCL/TCM, TCL/TCM/OP e 0 hora para o grupo CB. 

 T48h T72h 

Gpx (pg/mg)   Mediana Mínimo Máximo Mediana Mínimo Máximo  

SHAM 57,84 32,36 217,46 53,64 42,94 57,95 

TCL/TCM 52,33 26,74 78,92 53,35 52,00 60,65 

TCL/TCL/OP 108,01 78,20 217,46 87,17 71,42 328,66 

  T0h     

Gpx (pg/mg)   Mediana Mínimo Máximo    

CB 56,24 39,95 94,93    

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. Valores expressos em mediana, valor 

mínimo e valor máximo. 

Foi constatada diferença estatisticamente significante na comparação 

entre os grupos TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o tempo de 48h 

conforme aponta o gráfico 13. 
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Gráfico 13 – Quantificação da enzima antioxidante glutationa peroxidase 

(pg/mg) encontrada no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão 

lipídica por 48 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e 

TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05. 

No período 72h, nós observamos que o grupo de ratos que recebeu a 

infusão parenteral de EL composta por TCL/TCM apresentou mediana de 53,35 

pg/mg, enquanto o grupo TCL/TCM/OP foi de 87,17 pg/mg. 

Foi identificada diferença estatisticamente significativa na comparação 

entre os grupos: TCL/TCM/OP vs CB (p=0,043); TCL/TCM/OP vs SHAM (p=0,027); 

e TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o tempo de 72h. A dispersão dos 

valores de Gpx com seus respectivos outliers foram descritos no gráfico 14.  
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Gráfico 14 – Quantificação da enzima antioxidante glutationa peroxidase 

(pg/mg)   encontrada no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão 

lipídica por 72 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e 

TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05; TCL/TCM/OP vs CB p<0,05. 
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5.9 - Avaliação da enzima antioxidante Catalase 

A enzima antioxidante CAT foi detectada em todos os grupos estudados, 

inclusive no fígado de ratos do grupo CB que não sofreram estresse cirúrgico.  

A mediana de CAT observada no grupo que recebeu infusão parenteral 

de EL composta por TCL/TCM por 48h foi de 66,67 mIU/mg , enquanto o grupo 

TCL/TCM/OP apresentou mediana superior, 117,13 mIU/mg (tabela 9). 

Tabela 9  – Quantificação da enzima antioxidante CAT no fígado de ratos 

após infusão ou não de emulsão lipídica por 48 ou 72 horas nos grupos 

SHAM, TCL/TCM, TCL/TCM/OP e 0 hora para o grupo CB. 

 T48h T72h 

CAT (mIU/mg)   Mediana Mínimo Máximo Mediana Mínimo Máximo  

SHAM 50,82 30,99 77,19 61,77 43,85 74,01 

TCL/TCM 66,67 33,00 83,56 56,54 53,21 65,34 

TCL/TCL/OP 117,13 57,45 236,89 94,83 55,14 363,37 

  T0h     

CAT (mIU/mg)    Mediana Mínimo Máximo    

CB 59,98 41,57 92,61    

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. Valores expressos em mediana, valor 

mínimo e valor máximo. 

Nós identificamos diferença estatisticamente significante na comparação 

entre todos grupos estudados: TCL/TCM/OP vs CB (p=0,043); TCL/TCM/OP vs 

SHAM (p=0,027); TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o tempo de 48h 

conforme indica  o gráfico 15. 
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Gráfico 15 – Quantificação da enzima antioxidante catalase (mIU/mg) 

encontrada no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 

48 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05; TCL/TCM/OP vs CB p<0,05. 

Nós observamos que no período 72h, o grupo de ratos que recebeu 

infusão parenteral de EL composta por TCL/TCM apresentou mediana de 56,54 

mIU/mg, enquanto o grupo TCL/TCM/OP mostrou mediana de 94,83 mIU/mg. 

Foi identificada diferença estatisticamente significativa na comparação 

entre os grupos: TCL/TCM/OP vs SHAM (p=0,027); e TCL/TCM/OP vs TCL/TCM 

(p=0,027) para o tempo de 72h conforme se pode ver no gráfico 16. 
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Gráfico 16 – Quantificação da enzima antioxidante catalase (mIU/mg)  

encontrada no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão lipídica por 

72 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05. 
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5.9.1 - Avaliação da enzima antioxidante Superóxido Dismutase 

A enzima antioxidante SOD foi detectada em todos os grupos 

estudados, inclusive no fígado de ratos do grupo CB que não sofreram estresse 

cirúrgico (tabela 10).  

Tabela 10 – Quantificação da enzima antioxidante SOD no fígado de ratos 

após infusão ou não de emulsão lipídica por 48 ou 72 horas nos grupos 

SHAM, TCL/TCM, TCL/TCM/OP e 0 hora para o grupo CB. 

 T48h T72h 

SOD (ng/mg)   Mediana Mínimo Máximo Mediana Mínimo Máximo  

SHAM 1,17 0,96 1,69 1,38 1,11 1,55 

TCL/TCM 1,02 0,67 1,52 1,41 1,35 1,47 

TCL/TCL/OP 2,55 1,81 4,95 2,53 1,51 10,02 

  T0h     

SOD (ng/mg)   Mediana Mínimo Máximo    

CB 1,23 0,90 2,25    

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. Valores expressos em mediana, valor 

mínimo e valor máximo. 

A mediana de SOD observada no grupo que recebeu infusão parenteral 

de EL composta por TCL/TCM por 48h foi de 1,02 ng/mg, enquanto o grupo 

TCL/TCM/OP apresentou mediana duas vezes e meia maior para este mesmo 

período, 2,55 ng/mg. 

Foi constatada diferença estatisticamente significativa na comparação 

entre os grupos: TCL/TCM/OP vs SHAM (p=0,027)   TCL/TCM/OP vs TCL/TCM 

(p=0,027) para o tempo de 48h conforme indica o gráfico 17. 
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Gráfico 17 – Quantificação da enzima antioxidante superóxido dismutase 

(ng/mg)  encontrada no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão 

lipídica por 48 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e 

TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05. 

 

Nós observamos que no período 72h, o grupo de ratos que recebeu 

infusão parenteral de EL composta por TCL/TCM apresentou mediana de 1,41 

ng/mg, enquanto o grupo TCL/TCM/OP mostrou mediana de 2,53 ng/mg. 

Foi identificada diferença estatisticamente significativa  na comparação 

entre todos grupos estudados: TCL/TCM/OP vs CB (p=0,043); TCL/TCM/OP vs 
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SHAM (p=0,027); e TCL/TCM/OP vs TCL/TCM (p=0,027) para o tempo de 72h 

conforme aponta o gráfico 18. 

Gráfico 18 – Quantificação da enzima antioxidante superóxido dismutase 

(ng/mg)  encontrada no fígado de ratos após infusão ou não de emulsão 

lipídica por 72 horas nos grupos: Controle Basal, SHAM, TCL/TCM e 

TCL/TCM/OP. 

 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. TCL/TCM/OP vs TCL/TCM p<0,05; 

TCL/TCM/OP vs SHAM p<0,05; TCL/TCM/OP vs CB p<0,05. 

Na tabela 11 nós apresentamos de forma dinâmica e resumida o 

impacto da infusão ou não de diferentes EL’s sobre os marcadores 

antioxidantes no fígado de ratos conforme protocolo experimental. 
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Tabela 11 – Impacto da infusão ou não de diferentes EL’s sobre os 

marcadores antioxidantes no fígado de ratos conforme protocolo 

experimental. 

 0 hora 48 horas 72 horas 

Marcador CB SHAM TCL/TCM TCL/TCM/OP SHAM TCL/TCM TCL/TCM/OP 

Nrf2 (pg/mg) 33,62 21,24 21,07↓ 42,44↑ 33,25 27,49↓ 52,66↑ 

F2 isoprostanos 

(pg/mg) 

1,70 1,40 1,52↑ 0,59↓ 0,69 1,01↑ 0,35↓ 

Gpx (pg/mg)   56,24 57,84 52,33↓ 108,01↑ 53,64 53,35↓ 87,17↑ 

CAT (mIU/mg)    59,98 50,82 66,67↓ 117,13↑ 61,77 56,54↓ 94,83↑ 

SOD (ng/mg)   1,23 1,17 1,02↓ 2,55↑ 1,38 1,41↓ 2,53↑ 

Legenda - CB: controle basal; SHAM: grupo sem infusão de emulsão lipídica; TCL/TCM: 

triglicerídeos de cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média; TCL/TCM/OP: triglicerídeos de 

cadeia longa / triglicerídeos de cadeia média / óleo de peixe. ↓: menor; ↑: maior. Valores expressos 

em mediana. 
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6. Discussão 

____________________________________ 
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6 - DISCUSSÃO 

O presente estudo experimental buscou verificar se a infusão parenteral 

de uma emulsão lipídica enriquecida com OP contribui para menor peroxidação 

lipídica e combate ao estresse oxidativo no tecido hepático de ratos Lewis. O 

delineamento experimental do estudo incluiu diferentes EL’s enriquecidas ou 

não com OP a fim de determinar se de fato existe o potencial efeito 

antioxidante. Como grupo controle, utilizamos animais infundidos com EL de 

perfil lipídico muito similar à EL teste, com exceção de seu conteúdo de OP, o 

que permitiu observar efeitos específicos das duas emulsões sobre a proteção 

antioxidante no fígado dos animais. 

6.1 - Dos animais 

Estudos em nutrição experimental com ratos têm sido muito utilizados 

devido à facilidade de manuseio, adaptação ao ambiente laboratorial e 

reprodução de protocolos experimentais51.  

Ratos da linhagem Lewis são considerados isogênicos e foram 

elaborados a partir do cruzamento de animais consanguíneos por gerações 

consecutivas, gerando populações estáveis e geneticamente homogêneas. A 

homogeneidade genética destes ratos possibilitou a utilização de número 

reduzido de animais por experimento pela maior uniformidade dos resultados 

encontrados52. 

 No presente estudo foram padronizados seis ratos Lewis isogênicos por 

grupo experimental, tendo como base resultados positivos e publicados 

previamente pelo nosso grupo de pesquisa43,44.  

Nesta investigação, foram selecionados 56 ratos para compor os grupos 

experimentais conforme protocolo de infusão das EL’s. No entanto, sete ratos 

morreram nas primeiras 24h após passagem de CVC e oito ratos morreram no 

período entre 24h e 48h após a realização do mesmo procedimento cirúrgico.  
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Algumas complicações em cirurgia experimental descritas na literatura 

podem explicar os possíveis motivos de morte dos ratos no presente estudo 

como, por exemplo, a oclusão do CVC, presença de trombos pulmonares e/ou 

outros órgãos, hemorragia, choque hemorrágico, infecção no local da 

implantação do cateter, sepse, choque séptico, dentre outras causas de morte 

súbita. No entanto, essas intercorrências relacionadas ao procedimento 

cirúrgico não foram investigadas em nossa pesquisa por não ser o objetivo 

desta investigação53. 

A realização do acesso venoso central conforme técnica padronizada 

por Yamagushi e cols47, que consiste na cateterização da veia jugular externa, 

também muito utilizada em estudos prévios publicados pelo nosso grupo.  

A utilização do cateter venoso de silicone acoplado à peça giratória 

intermediária (Swivel) desenvolvida artesanalmente pelo Grupo METANUTRI, 

em parceria com a Escola Politécnica da USP, viabilizou a livre movimentação 

dos animais e possibilitou a infusão das EL’s propostas sem registro de 

intercorrências durante o período analisado, já que permitiu total mobilização 

do animal dentro das gaiolas individuais54.  

6.2 - Da alteração de peso 

O acompanhamento de peso corporal em ratos durante protocolos de 

pesquisas é importante em estudos que avaliam os efeitos de infusão 

parenteral de diferentes EL’s. Em situações de estresse e/ou processos 

inflamatórios após implantação de CVC, a presença de edema ou ganho 

excessivo de peso corpóreo podem comprometer os resultados do estudo.   

Garla e cols55 não encontraram redução significativa de peso corpóreo 

no grupo de ratos que recebeu infusão parenteral de EL contendo óleo de 

peixe por 72 horas em modelo experimental de pancreatite aguda.  

Em vigência de estresse agudo como, por exemplo, pancreatite aguda 

ou mesmo após procedimento cirúrgico, é comum a retenção de fluidos 

corporais. Em casos mais críticos da doença pode ocorrer anasarca que 
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compromete a identificação precisa de perda de peso e consequentemente 

pode mascarar os possíveis resultados sobre o peso corpóreo55-56.  

Por outro lado, perda de massa corporal e de massa absoluta de órgãos 

como fígado, pâncreas, pulmões e rins em ratos, foram relatadas em estudos 

que investigaram os efeitos de longos períodos de infusão de nutrição 

parenteral. Em estudo desenvolvido por Xu e cols57, foi observada redução 

significativa no peso corpóreo de ratos após cinco dias de infusão de nutrição 

parenteral de EL enriquecida com ácidos graxo ômega-6.  

No presente estudo nós não identificamos redução significativa no peso 

dos ratos nos períodos analisados. É importante considerar que em nossa 

investigação o tempo máximo de infusão de EL’s foi até 72h. É possível que 

com maior tempo de infusão, talvez notássemos alterações significativas de 

peso nos ratos. 

Nandivada e cols31 relataram ganho de peso corporal em ratos que 

receberam infusão parenteral composta por diferentes ELs por período de 20 

dias. Sabe-se que ratos com ganho excessivo de peso ou obesos, apresentam 

maior peroxidação lipídica, elevada produção de EROs e estresse oxidativo no 

fígado30.  

Portanto, a ausência de ganho de peso corporal excessivo nos ratos do 

nosso estudo, pode ter contribuído para menor estímulo ao estresse oxidativo 

no tecido hepático dos ratos. 

6.3 - Do consumo de ração 

A avaliação do consumo oral de ração foi realizada por meio de registros 

de pesagem de resto-ingestão dos ratos. A quantidade de ração ofertada e o 

resto-ingestão por rato foram diariamente registrados em prontuário físico e 

feitos sempre no mesmo horário para todos os grupos experimentais.  

Nos cinco dias de ambientação que precederam a passagem de CVC, 

todos os ratos consumiram as 20g de ração, ofertadas diariamente conforme 

protocolo experimental, ingestão próxima a essa até o dia da passagem do 
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CVC para todos os grupos estudados. Dados semelhantes de consumo de 

ração foram observados por Li e cols58, com ingestão média entre 21g e 24g de 

ração AIN93M no período de 90 dias de investigação. 

Por outro lado, identificamos redução significativa no consumo de ração 

para todos os grupos de ratos durante a infusão das EL’s, independente do 

tempo e tipo de EL administrada. Esta baixa aceitação alimentar observada nos 

ratos, após o procedimento cirúrgico e infusão de EL’s, pode ser explicada pela 

atuação de citocinas pró-inflamatórias como, por exemplo, TNF-α, IL-1β e IL-6. 

Estas citocinas podem ser encontradas em concentrações expressivas em 

pacientes portadores de diferentes tipos de cateteres59.  

Em vigência de processo inflamatório, acontecem alterações do 

metabolismo, mediadas por hormônios (glicorticóides, catecolaminas e 

glucagon), citocinas (TNF, IL-1, IL-6) que reduzem a aceitação alimentar. No 

entanto, por não ser o objetivo desta investigação, essas citocinas não foram 

dosadas por nós60. 

O controle na oferta diária de ração, realizada nesta investigação, teve 

como objetivo limitar a ocorrência de vieses relacionados à elevada ingestão de 

nutrientes, principalmente de gorduras provenientes da ração quando ofertada 

ad libitum.   

Em estudo desenvolvido por Santos e cols61, os pesquisadores 

verificaram  esteatose hepática e resistência à insulina em ratos que receberam 

dieta padrão AIN93M ad libitum. Levando esse estudo em consideração, 

compreendemos que a oferta de ração AIN93M ad libitum no período de 

ambientação e durante o período de infusão parenteral de EL’s por 48h ou 72h, 

também poderiam favorecer o desenvolvimento de esteatose hepática.  

É importante considerar que no presente estudo, a avaliação de defesas 

antioxidantes foi realizada, especificamente, no fígado dos ratos. Assim, limitar 

fatores que poderiam comprometer a função hepática dos ratos, como por 

exemplo, a oferta exagerada de nutrientes e portanto ganho excessivo de peso 

corporal, foi de interesse para nosso estudo. 

Além de promover esteatose hepática, sabe-se que o consumo de 

quantidades elevadas de energia pode propiciar ambiente mais oxidativo no 

fígado de ratos62. O excesso de gordura pode estimular o desenvolvimento de 
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estresse oxidativo sistêmico em ratos. Este fato foi observado em ratos com 

resistência a insulina e que apresentaram maior peroxidação lipídica após 

verificação de elevados níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), EROs como peróxido de hidrogênio, além de redução na atividade 

das enzimas antioxidantes no fígado30. 

Portanto com o intuito de prevenir estresse oxidativo no tecido hepático, 

o presente estudo não ofertou ração ad libitum no período de investigação e 

seguiu a recomendação máxima de 20g/dia de ração AIN93M para ratos 

adultos. Esta quantidade foi determinada pelo nosso grupo de pesquisa em 

concordância com Manual de Cuidados em Procedimentos com Animais de 

Laboratório do Biotério de Produção Experimental da FCF-IQ/USP que sugeriu 

o intervalo entre 10g e 20g de ração por dia46. 

   

6.4 - Do conteúdo dos ácidos graxos 

Na literatura há registros de estudos experimentais e clínicos que 

avaliaram os efeitos antioxidantes após administração de AGPIs-3 por via 

enteral ou parenteral. No entanto, até onde pudemos averiguar, poucos 

estudos investigaram se houve a incorporação desses AGPIs-3 no plasma ou 

órgão alvo durante o protocolo proposto.  

Hagi e cols63 demonstraram que o pico de incorporação de AGPI 

infundidos via nutrição parenteral ocorreu em 72h. No entanto, em recente 

estudo desenvolvido em nosso laboratório por Morais AT45, foi observado que o 

pico de incorporação no tecido hepático ocorreu de forma mais precoce, em até 

48h de infusão. 

 Portanto, com base em estudos prévios desenvolvidos pelo nosso 

laboratório Metanutri, entendemos ser importante identificar previamente se, os 

AG infundidos via nutrição parenteral foram de fato incorporados no plasma e 

no fígado dos ratos após o tratamento proposto. Seguindo essa linha de 

raciocínio, nosso grupo de pesquisa é pioneiro, em território nacional, na 

avaliação prévia de incorporação dos ácidos graxos oleico, linoleico, EPA e 

DHA no plasma e em tecidos de ratos tratados com diferentes EL’s45,55. 
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6.5 - Ácido oleico  

O ácido oleico tem uma dupla ligação localizada entre os carbonos 9 e 

10 do grupo metil final, sintetizado por todos os mamíferos , ele  é designado  

ácido graxo monoinsaturado 9 (AGMI-9)64,65.  

Os ácidos graxos encontrados no plasma e no fígado de ratos do 

presente estudo refletem os tipos de lipídios presentes na dieta ofertada. 

Análise da ração utilizada no nosso protocolo experimental apontou presença 

de AGMI-9 na composição da AIN93M (Anexo B). Além dos lipídios 

provenientes do consumo de ração, houve, também em nosso estudo, 

administração parenteral de EL’s com diferentes concentrações de ácidos 

graxos que impactaram diretamente nos resultados de incorporação celular. 

Identificamos elevados índices de AGMI-9 no plasma e fígado de ratos 

em todos os grupos estudados e, principalmente nos grupos que receberam a 

infusão parenteral de diferentes EL’s. Esses apresentaram maiores valores de 

razão oleico:linoleico após 72h de infusão.  

Além da ração consumida, vale ressaltar que existem AGMI-9 na 

composição das EL’s estudadas. Provavelmente por estes motivos, foram 

identificadas expressivas taxas de AGMI-9 no plasma e no fígado dos ratos 

analisados. Principalmente nos grupos que receberam a dieta por via oral 

(ração) associada à infusão parenteral de EL’s. 

Em relação à incorporação destes AGs, estudos clínicos e experimentais 

relataram presença de AGMI-9 no plasma e tecidos após infusão de EL’s. 

Maciá-Botejara e cols66 detectaram a presença de AGMI-9 no cérebro de 

coelhos após infusão parenteral de EL composta com TCL/TCM por sete dias. 

Em estudo desenvolvido com humanos recém-nascidos pré-termo, AGMI-9 foi 

detectado no plasma do grupo sob  infusão parenteral de EL de TCL/TCM por 

14 dias67. Sala-Vila e cols49 também confirmaram a presença de AGMI-9 em 

células hepáticas tratadas por 72h com EL enriquecida por óleo de peixe 

(TCL/TCM/OP). 
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Existem registros do efeito antioxidante de AGMI-9, mas com 

resultados ainda controversos. Por exemplo, após estudar o efeito de AGMI-9 

em plaquetas isoladas do plasma humano, não se encontrou efeito 

estatisticamente significativo na atividade da enzima antioxidante Gpx68.  

Na mesma linha, a infusão parenteral de EL composta por óleo de oliva 

em recém-nascidos pré-termo por 14 dias por Wang e cols67 também não se 

associou com efeito significativo na peroxidação lipídica após dosagem de 

MDA, capacidade antioxidante total e atividade de enzimas antioxidantes GPx 

e SOD.  

Por outro lado, o efeito do consumo de azeite de oliva (25ml/dia) rico em 

compostos fenólicos sobre a peroxidação lipídica foi avaliado em 200 

indivíduos saudáveis. Houve significativa redução no consumo de ácido 

linoleico, e o aumento de uma unidade na razão ácido oleico/linoleico se 

associou com diminuição de 4,2 mg/L no valor de F2 isoprostano69.  

Há fortes evidências de que o efeito antioxidante do AGMI-9 esteja 

associado aos componentes fenólicos presente em alta quantidade em azeites, 

principalmente naqueles cultivados e produzidos em solo europeu69,70. No 

entanto, nós não identificamos o registro de compostos fenólicos nas 

informações descritas no rótulo das EL’s selecionadas para o nosso estudo. 

Portanto imaginamos que a presença deste AGMI-9 no plasma e fígado dos 

ratos não afetaria os nossos resultados. 

6.6 - Ácido linoleico (AL) e araquidônico (AA) 

Os AGPI -6 são essenciais para funções celulares normais, e atuam 

como precursores para síntese de ácidos graxos polinsaturados de cadeia 

longa como AA. Esses AGPI -6 fazem parte de numerosas funções celulares 

como a integridade de membranas, atividade das enzimas de membrana, 

interações lipídio-proteína e síntese de eicosanóides como as PG, LT e 

tromboxanos71. 
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 Entretanto, essas EL’s, ricas em AGPI -6, foram associadas com 

prejuízos em termos de hiperlipidemia, disfunção hepática e promoção do 

estresse oxidativo em modelo experimental72,73.  

No presente estudo os níveis de ácido linoleico e ARA foram maiores no 

plasma e no fígado dos ratos que receberam infusão parenteral de TCL/TCM 

por 48h. Consequentemente, os ratos que receberam esta EL composta por 

OS, obtiveram as menores razões: -3: -6 e EPA: ARA. 

Nossos resultados corroboram com dados disponíveis na literatura. 

D’Ascenzo e cols74, demonstraram elevadas concentrações de AL e ARA no 

plasma de humanos recém-nascidos pré-termo que receberam solução de 

nutrição parenteral composta por TCL/TCM. Enquanto Nandivada e cols31 

detectaram a presença de AL e ARA no fígado de ratos que receberam 

nutrição parenteral composta por OS.   

O uso de EL composta por OS foi relacionado com esteatose hepática 

em ratos. Acontece que as EL’s enriquecidas com TCL contribuem para maior 

atuação das enzimas Acetil CoA carboxilase α e acetil CoA carboxilase β 

(AACC) que tem importante papel na lipogênese de novo31.  

A importância deste processo é seu possível papel no desenvolvimento 

de dislipidemias e acúmulo de gordura corporal. Embora lipogênese de novo 

seja altamente ativa em roedores, sua contribuição para o fluxo de ácidos 

graxos em humanos merece mais investigação75. 

Fatores nutricionais podem afetar a expressão das enzimas que 

participam da lipogênese de novo, como a ACC, que catalisa a carboxilação da 

acetil-CoA, reação mais importante na regulação da síntese de novo de ácidos 

graxos, e a ácido graxo sintase, que tem como produto final o palmitato.  

Fórmulas ricas em TCL aumentaram a expressão destas enzimas lipogências, 

enquanto AGPI -3 as reduziram31. 
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Após 72 horas de infusão de TCL/TCM, as taxas de ácido linoleico e 

ARA detectadas no tecido hepático foram menores em comparação ao período 

48h. 

Após processos de transporte plasmático, os AG podem ser utilizados 

como fonte de energia e componentes estruturais de membranas. Adiciona-se 

que, ARA e EPA podem ser precursores de eicosanóides. Os AG também são 

importantes em uma série de sistemas fisiológicos, e como mediadores das 

respostas imune e inflamatório. Em nosso estudo, é possível que a redução 

nos níveis de linoleico e ARA no tempo 72h, tenha ocorrido em função da 

atividade de enzimas dessaturases, que posteriormente poderiam contribuir 

para síntese de seus respectivos mediadores inflamatórios. No entanto, a 

atuação destas enzimas dessaturases e as concentrações destes mediadores 

inflamatórios não foram dosados no presente estudo, pelo fato de não compor 

os nossos objetivos76. 

Com base nas informações dos estudos supracitados, pesquisadores 

reportaram que EL’s ricas em AGPI n-6 se associam ao desenvolvimento de 

colestase e acentuam processos inflamatórios. Além disso, experimentalmente, 

a infusão parenteral de fórmulas enriquecidas com OS reduziram defesas 

antioxidantes no fígado dos ratos37. 

Em estudo clínico com pacientes recém-nascidos pré-termo que 

receberam nutrição parenteral com EL composta por TCL/TCM por 14 dias, 

Wang e cols67 não observaram efeitos positivos na atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e GPx. Portanto, EL’s ricas em AGPI -6, parecem não 

contribuir no combate ao estresse oxidativo por não apresentarem impactos 

positivos na atividade de enzimas antioxidantes. Entretanto, AGPI -6 parecem 

contribuir para o desenvolvimento de lipogênse de novo, colestase, maior 

peroxidação lipídica e estresse oxidativo. 
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6.7 - Ácidos eicosapentaenóico e docosahexaenóico  

Dentre os nutrientes capazes de modular a resposta imunológica e 

inflamatória incluem-se AGPI -3, em especial EPA e DHA. AGPI -3 

participam diretamente da resposta do sistema imunológico ao se incorporarem 

em fosfolípides de membranas celulares e competirem como substrato 

alternativo contra AGPI -6, na síntese de mediadores inflamatórios da família 

dos eicosanóides, e como interruptores da inflamação, denominados 

resolvinas77,78. 

Na presente investigação, não foram detectados níveis de EPA e DHA 

no plasma e no fígado dos ratos que receberam a infusão parenteral de 

TCL/TCM por 48h. No entanto, como esperado por nós, EPA e DHA, 

componentes de óleo de peixe foram encontrados no plasma e no tecido 

hepático de ratos que receberam EL composta por TCL/TCM/OP em 48h. 

Podemos observar também que, no período 48 horas, no grupo TCL/TCM/OP, 

as razões -3: -6 e EPA: ARA foram mais expressivas no plasma em 

comparação ao fígado. 

A incorporação de EPA e DHA também foi encontrada no fígado de ratos 

que receberam infusão parenteral de emulsão lipídica composta por OS e OP 

(1:1), porém o período avaliado pelos pesquisadores foi de 20 dias, muito 

superior ao período analisado em nosso estudo31. Em nossa investigação, 

nota-se que a incorporação de EPA e DHA ocorreu de forma mais precoce 

(48h) no grupo que recebeu TCL/TCM/OP, enquanto no estudo de Hagi e 

cols63, o pico de incorporação desses AGPI -3 ocorreu em 72h.  

No período 72 horas, nós detectamos níveis de EPA no plasma dos 

ratos que receberam a infusão de TCL/TCM/OP, mas não DHA. Possivelmente 

por este motivo, verificamos uma reduzida razão -3: -6 e EPA: ARA para 

este mesmo grupo, neste período. Podemos especular que o DHA presente no 

plasma dos animais, no tempo 48h, poderia ter sido transportado e captado 

para outros tecidos, como por exemplo, o fígado com a finalidade de 
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incorporar-se na estrutura e composição de membranas. Justifica-se pois às 

72h de infusão de TCL/TCM/OP, nós encontramos, no fígado, EPA e DHA. 

Chamou nossa atenção termos identificado apenas DHA, no fígado de 

ratos do grupo que recebeu TCL/TCM por 72h, com discreta razão ômega 3: 

ômega 6. Nossos resultados estão concordes com os de Baker e cols que, 

também encontraram DHA presente no fígado ratos que receberam EL de 

OS78.  

  Neste caso, vale considerar que o fígado é o órgão mais danificado por  

EROs62. Poderíamos sugerir que células hepáticas teriam captado DHA, 

proveniente da camada fosfolipídica de células degradadas em virtude da 

atuação de EROs. Esta hipótese tem valia na medida em que AGPI -6 estão 

associados a efeitos pró-inflamatórios, com potencial apoptótico, importante 

produção de ERO’s, maior peroxidação lipídica e morte celular. 

É fato que a ração padrão industrializada ofertada aos nossos animais 

possui AGPIs -3 em sua composição, o que poderia repercutir nos achados 

do presente estudo. Entretanto, devemos considerar que, a quantidade de 

AGPIs -3 presente na ração é muito baixa (0,05%) e está na forma de ALA. 

ALA deve passar por diversos processos de elongamento e dessaturação para 

ser convertido em EPA e DHA, e essa taxa de conversão geralmente é muito 

baixa. Adiciona-se que os animais dos grupos CB e SHAM, também foram 

alimentados com a mesma ração e não apresentaram taxas de incorporação 

de EPA e DHA. 

6.8 Do fator de transcrição gênica NRF2  

O Nrf2 é considerado regulador chave da resposta antioxidante do 

organismo. É responsável por induzir a expressão de genes que codificam 

proteínas e enzimas antioxidantes, além de enzimas da fase II de detoxificação 

do metabolismo. Desta forma, Nrf2 desempenha mecanismo de importância 

crítica para proteção e sobrevivência celular. Dentre os seus genes alvo estão 

a heme oxigenase 1 (HO-1), SOD, CAT, NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 
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(NQO1), glutationa S transferase (GST), glutationa redutase (GR), GPx, 

tioredoxina (Trx) e glutamato cisteína ligase (GCL)79.  

A função do Nrf2 não é limitada somente à resposta antioxidante e de 

detoxificação. Ele também é responsável pela modulação da expressão de 

mais de 200 genes, com função em diversos outros processos celulares, que 

incluem função mitocondrial, regulação metabólica, proliferação celular e 

resposta inflamatória80,81.  

O Nrf2 estar relacionado com tantas outras funções, e expresso de 

forma ubíqua no organismo, sugere que ele funcione como sensor celular que 

comanda reprogramação metabólica para combater estímulos estressores, e, 

assim, aumentar a capacidade de sobrevivência celular e restauração da 

homeostase82
. Adiciona-se que, Nrf2 confere proteção celular específica, ao 

modular a expressão de genes de acordo com a necessidade de cada célula83.  

A capacidade do Nrf2 em ativar genes citoprotetores permite que ele 

seja muito diverso na proteção hepática. Experiências realizadas com ratos 

knock-out - Nrf2-/- revelaram, nestes animais, maior suscetibilidade e dano 

hepático quando expostos a situações de estresse84,85. 

No presente estudo, nós observamos redução significativa nos valores 

de Nrf2 nos grupos SHAM e TCL/TCM em comparação ao grupo TCL/TCM/OP. 

Nossa hipótese é que a redução de Nrf2 no fígado dos ratos que sofreram a 

passagem de CVC, mas sem infusão de OP, tenha ocorrido como mecanismo 

de proteção celular em resposta ao trauma.  

Por outro lado, a presença de EPA e DHA nas camadas fosfolipídicas 

das membranas celulares poderiam conferir favorável reprogramação 

metabólica no combate ao estresse oxidativo86. No presente estudo, nós 

observamos que o grupo de ratos sob infusão parenteral de EL composta por 

TCL/TCM/OP, apresentou valores estatisticamente superiores de Nrf2 em 

comparação o grupo TCL/TCM. É possível que este efeito tenha ocorrido em 

função da presença dos metabólitos do OP, o EPA e DHA, que estavam 

disponíveis nas camadas fosfolipídicas das células no tecido hepático. No 

entanto o mecanismo que descreve a ativação do Nrf2 permanece alvo de 

muitos pesquisadores.  
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Até o momento, sabe-se que a incorporação dos AGPI -3 na 

membrana plasmática das células é determinante para ativação do Nrf2. 

Considerando o papel central do Nrf2 nos processos de resposta adaptativa 

celular em resposta ao estresse oxidativo, a adição de EPA em culturas de 

células hepáticas se associou com maior concentração de Nrf2 no citoplasma e 

no núcleo das células21. DHA também está relacionado com modulação 

favorável de mecanismos antioxidantes, como aumento da expressão gênica 

de Nrf2 e inibição da superexpressão das vias da COX2 e da NOX4 via NF-B, 

atenuando o dano inflamatório e oxidativo22. Estudos relataram que EPA e 

DHA, ambos foram responsáveis pela ativação de proteína quinase p38MAPK 

que está relacionada a via de sinalização e ativação do fator de transcrição 

gênica Nrf287,88. 

No presente estudos a EL enriquecida com OP apresentou nível maior 

de Nrf2 em comparação ao grupo TCL/TCM em ambos os períodos avaliados. 

É possível que EPA e DHA possam ter efeito sinérgico quando administrados 

conjuntamente, como parte do óleo de peixe, e promover proteção celular 

contra o dano oxidativo. Essa hipótese pode ser corroborada pelos achados de 

Sakai e cols89. Nesse estudo os pesquisadores demonstraram que EPA e DHA 

tiveram papel similar na superexpressão de mRNA e responsáveis pela síntese 

de moléculas de proteção antioxidante via ativação do fator de transcrição Nrf2.  

6.9 - Do biomarcador de peroxidação lipídica F2 - Isoprostanos  

O F2 isoprostano é um isômero semelhante à prostaglandina, 

quimicamente estável, gerado pela reação entre AGPI em fosfolipídios da 

membrana e radicais livres ou ERO. O F2-isoprostano é considerado marcador 

de peroxidação lipídica padrão ouro e identificado como excelente e sensível 

biomarcador de dano oxidativo lipídico in vivo. De fato, verificou-se que os F2-

isoprostanos estão elevados em síndromes potencialmente associadas ao 

estresse oxidativo como, por exemplo, doenças hepáticas90.  

No presente estudo, identificamos F2 isoprostano em todos os grupos 

experimentais. As amostras de tecido hepático dos ratos do grupo 

TCL/TCM/OP apresentaram valores significativamente menores de F2 
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isoprostano em comparação ao grupo controle que recebeu TCL/TCM. Neste 

caso é importante considerar que a EL do grupo tratamento, possui reduzida 

concentração de TCL, somada a presença de TCM e adição de OP em sua 

formulação. É possível que a composição diferenciada dos AGPI nesta EL, 

possa ter contribuído para menor peroxidação lipídica no fígado dos ratos. 

Estes dados corroboram com os achados de Yeh e cols91, que após 7 dias de 

infusão parenteral de AGPI -3, verificaram menor peroxidação lipídica no 

fígado de ratos.  

AGPI podem conferir efeitos pro e/ou antioxidantes. Estes efeitos podem 

surgir dependendo do tipo e concentração de AGPI disponíveis e incorporados 

em camadas fosfolipídicas das membranas celulares. AGPI -6, em especial 

ARA, podem favorecer cenário mais pro-oxidante. Nesse contexto, Nunzio e 

cols92 relataram elevadas taxas de peroxidação lipídica em cultura de células 

hepáticas suplementadas exclusivamente com ARA na concentração de 60μM 

por 21 horas.  

Portanto o próprio ARA pode contribuir para produção exacerbada de 

EROs em células HepG2 através da ativação de NADPH oxidase e elevadas 

taxas de peroxidação lipídica93. Além disso, sabe-se que a produção 

aumentada dessas EROs pode estar relacionada a síntese de eicosanóides 

derivados do metabolismo do ARA, como por exemplo, PGH2, PGF2 e LTB492. 

Por outro lado, é possível que os AGPI-3 ao competirem pela via da ciclo-

oxigenase-2 e Nox-4 podem contribuir com menor produção de ERO’s e 

consequentemente reduzir danos às membranas celulares e a produção de F2 

isoprostanos94. 

Existem outros ensaios clínicos que avaliaram o efeito de diferentes EL’s 

enriquecidas ou não com OP sobre peroxidação lipídica e níveis de F2 

isoprostanos em flúidos biológicos. Webb e cols95 estudaram o efeito da 

infusão parenteral EL’s compostas por OO (ClinOleic®) ou OS (Intralipid®) em 

pacientes recém-nascidos internados em UTI. Os autores observaram que as 

duas EL’s avaliadas foram bem toleradas pelos pacientes, e não identificaram 

alteração significativa nos níveis de F2 isoprostano após 5 dias de infusão.  
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Neste mesmo cenário, Deshpande e cols96 também investigaram o efeito 

da infusão parenteral de EL composta por OO (ClinOleic®) ou OS (Intralipid®) 

em pacientes recém-nascidos pré-termo (<28 semanas). Os pesquisadores 

não observaram efeitos significativos sobre os níveis de F2 isoprostanos após 

5 dias de infusão parenteral.  

Ainda, Deshpande e cols97 optaram por avaliar o efeito da infusão 

parenteral de EL enriquecida com OP sobre a peroxidação lipídica. Em estudo 

randomizado, pacientes recém-nascidos pré-termo (28-30 semanas) 

receberam por 7 dias infusão parenteral de diferentes EL’s enriquecidas com 

OO (Clinoleic®) ou OP (SMOFlipid®). Desta vez, o grupo de pacientes que 

recebeu EL enriquecida com OP apresentou redução significativa nos níveis de 

F2 isoprostanos em comparação ao grupo OO.  

Experimentalmente, Sun e cols98 avaliaram o efeito de EL composta 

exclusivamente por OP (Omegaven®) em ratos expostos a lesão intestinal 

induzida por radiação. Os ratos tratados com EL composta por OP (15 

ml/kg/dia) por 10 dias apresentaram menor peroxidação lipídica em 

comparação ao grupo salina. 

Em nosso estudo, o grupo de ratos que recebeu a EL composta por 

TCL/TCM/OP apresentou menor peroxidação lipídica no tecido hepático em 

comparação ao grupo controle, TCL/TCM. É possível que a adição de OP na 

composição desta nova EL, possa ter contribuído para menor peroxidação 

lipídica no fígado dos ratos. 

A nossa hipótese é que EPA e DHA, presente na formulação da EL do 

grupo tratamento, uma vez incorporados às camadas fosfolipídicas das células, 

possam atuar diretamente na inibição de vias COX2 e NOX4, responsáveis 

também, pela produção exacerbada de ERO’s. Além disso, é importante 

considerar a concentração reduzida de ARA, importante mediador para síntese 

de F2 isoprostanos. Portanto a inibição da superexpressão destas importantes 

vias de sinalização celular, poderia contribuir diretamente para redução na 

disponibilidade de radicais livres no meio extracelular e favorecer ao ambiente 

menos oxidativo.  
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6.9.1 Das enzimas antioxidantes 

Os biomarcadores de estresse oxidativo mais relevantes em pesquisa 

científica são aqueles relacionados a defesas antioxidantes, muito  

representados pelas enzimas antioxidantes GPx, CAT e SOD. Pesquisadores 

têm estudado os efeitos da infusão de AGPI -3 sobre esses biomarcadores de 

estresse oxidativo, com resultados conflitantes99,100. 

O mecanismo pelo qual o AGPI -3 poderia potencializar a ação de 

enzimas antioxidantes ainda não foi completamente elucidado, no entanto 

sabe-se que esses efeitos podem ocorrer pela ativação do fator de transcrição 

gênica Nrf2 conforme discutido por nós anteriormente. 

No presente estudo, ao lado do fator de transcrição gência Nrf2, nós 

avaliamos em amostras de fígado dos ratos as enzimas GPx, CAT e SOD que 

constituem a primeira linha de defesa antioxidante contra as ERO’s. Ao 

considerar que, o fígado é órgão central do metabolismo e principal alvo de 

radicais livres, a atuação crônica de ERO’s pode ocasionar em danos hepáticos 

irreversíveis. A ação de enzimas antioxidantes, que atuam de forma conjunta e 

sinérgica, poderia promover mecanismos de defesa local contra esses agentes 

agressores62.  

Na presente investigação, nós investigamos o impacto da infusão 

parenteral de EL enriquecia com OP sobre as defesas antioxidantes no fígado 

dos ratos. Nossos resultados apontaram que, a infusão parenteral de 

TCL/TCM/OP por 48 ou 72 horas apresentou melhora significativa nas defesas 

antioxidantes representada pelas enzimas GPx, CAT e SOD.  

De nota, os animais que receberam TCL/TCM apresentaram valores 

significativamente menores dessas enzimas antioxidantes, em consonância 

com os dados de Lespine e cols37. Os referidos autores relataram que a infusão 

parenteral de EL composta por OS (Ivelip®), foi capaz de reduzir a atividade 

das enzimas GPx, CAT e SOD no fígado de ratos37. 

Estudos clínicos e experimentais avaliaram o efeito de diferentes AGPI 

no combate ao estresse oxidativo. Wang e cols67, em estudo randomizado com 
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156 crianças pré-termo que receberam por 14 dias infusão parenteral de 

fórmulas enriquecidas com OO (Clinileic®), OS (Intralipid®) ou OS/TCM 

(Lipofundin®), não observaram efeitos significativos sobre a peroxidação 

lipídica e ação das enzimas antioxidantes SOD e GPx. 

Yildizdas e cols99, em estudo randomizado com 67 pacientes pre-termo, 

avaliaram o efeito da infusão parenteral de fórmulas enriquecidas com OO 

(Clinoleic®) ou OP (SMOFlipid®) sobre estresse oxidativo. Neste estudo, os 

pesquisadores observaram que a infusão parenteral de OP não apresentou 

efeito significativos sobre as enzimas SOD e GPx. No entanto, o grupo que 

recebeu SMOFlipid®, apresentou menor peroxidação lipídica. 

Baena-Gómez e cols100, estudaram as principais alterações nos 

sistemas de defesa antioxidante em pacientes pediátricos após transplante de 

células hematopoiéticas. Os pacientes receberam infusão parenteral de EL 

composta por TCL (Intralipid®) ou TCL/TCM/OP (Lipoplus®) por 10 dias. Os 

autores relataram aumento significativo de alfa tocoferol no grupo que recebeu 

EL rica em OP, entretanto não foram observados efeitos positivos sobre a 

atividades das enzimas antioxidantes Gpx, CAT e SOD. 

Com o objetivo de investigar o efeito da nutrição parenteral sobre o 

estresse oxidativo hepático em ratos, Bechynska e cols86 analisaram o efeito da 

infusão de diferentes EL’s no período de 12 dias. Os autores não observaram 

efeitos significativos sobre a peroxidação lipídica avaliada pela dosagem de 

MDA. No entanto, o grupo de ratos que recebeu a infusão de EL enriquecida 

com OP (mistura de Intralipid® e Omegaven®), apresentou aumento 

significativo na expressão dos genes Hmox-1, Nqo1, Gclc mRNA, além das 

NQO1 e GCLC protein diretamente relacionados com as defesas antioxidantes 

no fígado dos ratos86. 

Os resultados de Bechynska e cols86, de forma parcial, estão em 

consonância com nossos resultados, pois nossos achados reforçam que EL’s 

ricas em OP podem apresentar um potencial efeito protetor no combate ao 

estresse oxidativo no tecido hepático.  
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Por outro lado, resultados de diferentes estudos que investigaram o 

potencial efeito antioxidante do AGPI -3 ainda são controversos, com ações 

benéficas, neutras ou até negativas, dependendo do biomarcador de estresse 

oxidativo medido. Os autores que observaram efeito benéfico no estresse 

oxidativo sugeriram que o efeito poderia estar relacionado às propriedades 

imuno-moduladoras e anti-inflamatórias dos AGPI -3 e à sua capacidade de 

atuar com fatores de transcrição gênica e aumentar as enzimas antioxidantes, 

o que poderia contribuir para reduzir a geração de ERO e outros agentes de 

estresse oxidativo.  

No entanto, a heterogeneidade dos pacientes nos estudos 

randomizados, as diferenças na duração do tratamento, doses e métodos para 

avaliar o estresse oxidativo dificultam o entendimento sobre o potencial efeito 

do AGPI-3 na redução do estresse oxidativo. 

6.9.2 – Das diretrizes de terapia nutricional e estudos de meta-análises  

Em pacientes graves a resposta à doença crítica inclui alterações no 

padrão metabólico para utilização de substratos energéticos. Em situação de 

estresse agudo/crônico, os lipídios constituem fonte importante de energia, 

principalmente para células hepáticas e músculo esquelético. Além de servirem 

como fonte de energia e componentes das estruturas celulares, os lipídios 

podem modular respostas em processos inflamatórios, oxidativos e contribuir 

para desfechos clínicos positivos em terapia intensiva101.  

Com o objetivo de evitar a deficiência de ácidos graxos essências como 

linoleico e alfa-linolênico, a diretriz americana de terapia nutricional, ASPEN, 

recomenda a infusão máxima de 2,5g/kg/dia de emulsão lipídica como 

componente da solução de nutrição parenteral para pacientes adultos102. A 

sociedade europeia, ESPEN, sugere o intervalo entre 1 – 1,5 g/kg/dia de 

gorduras, de acordo com as fases da doença crítica. A diretriz da ESPEN 

complementa que a prescrição de emulsões lipídica parenterais enriquecidas 

com EPA e DHA (0,1 – 0,2 g/kg/dia de OP) pode ser considerada em pacientes 

com necessidade de cuidados intensivos103. 



94 

 

A diretriz brasileira de terapia nutricional proposta pela BRASPEN39 

segue as mesmas recomendações publicadas pelo ESPEN expert group - 

Lipids in the Intensive Care104. A BRASPEN recomenda que emulsões lipídicas 

devam ser parte integral em fórmulas de nutrição parenteral e infundidas de 

forma contínua em pacientes críticos. Para composição da fórmula, é 

recomendada quantidade reduzida de AGPI -6, que pode ser balanceada 

através da adição de diferentes EL’s, como OO, TCM e OP39,104. 

Os efeitos benéficos da mistura de diferentes EL’s em nutrição 

parenteral foram verificados por meio de estudos experimentais e clínicos. 

Grau-Carmona e cols105 em estudo multicêntrico, prospectivo, randomizado e 

duplo cego em pacientes críticos, verificaram redução significativa nas taxas de 

infecção no grupo de pacientes que recebeu a infusão de EL composta por 

TCL/TCM/OP em comparação ao grupo TCL/TCM.  

Estudos meta analíticos também avaliaram o efeito da infusão parenteral 

de EL’s tradicionais em comparação com novas EL’s que foram ou não 

enriquecidas com OP. Entre os estudos analisados, foi observado que a 

administração de OP revelou-se benéfica quanto ao tempo de ventilação 

mecânica e morbidade em pacientes sépticos42,106-110.  

Em estudo de revisão Kreymann e cols111 encontraram melhora 

significativa em taxas de infecção em pacientes cirúrgicos graves que 

receberam a infusão de EL enriquecida de OP em comparação com outros 

tipos de EL’s compostas por TCL ou TCL/TCM. No entanto, muitos estudos 

apresentaram baixa qualidade metodológica. 

Em consonância com recomendações de diretrizes nacionais e 

internacionais de terapia nutricional, a prescrição de emulsões lipídicas 

parenterais enriquecida com OP tem sido prática clínica em pacientes 

graves39,103,104. No entanto, a potencial contribuição do OP sobre os processos 

inflamatórios, função imunológica, defesas antioxidantes no desfecho clínico de 

pacientes graves necessita ser mais explorado. Há poucos estudos de alta 
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qualidade metodológica registrados na literatura e os que estão disponíveis, em 

algumas situações, apresentam resultados mais conflitantes112. 

Em pacientes graves que receberam OP existem estudos que 

encontraram redução em processos inflamatórios e oxidativos, melhora em 

variáveis de ventilação mecânica e menor tempo de internação. No entanto, 

estudos meta analíticos ainda não nos fornecem uma imagem clara do impacto 

da infusão parenteral de OP em pacientes críticos. O fator limitante destes 

estudos realizados até o momento é o pequeno número de pacientes e a 

qualidade não uniforme da metodologia aplicada112. 
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7 – CONCLUSÕES 

Nas condições do presente estudo em que ratos Lewis foram 

submetidos à infusão parenteral de EL composta por TCL/TCM ou 

TCL/TCM/OP nos períodos de 48 ou 72 horas, pode - se concluir que: 

 

1. A infusão parenteral de EL composta por TCL/TCM/OP está associada a 

menor peroxidação lipídica no tecido hepático em comparação ao grupo 

que recebeu TCL/TCM em ambos os períodos; 

2. Os maiores níveis do fator de transcrição Nrf2 e de enzimas 

antioxidantes Gpx, CAT e SOD identificados nos animais sob infusão 

parenteral de EL composta por TCL/TCM/OP, sugerem potencial 

antioxidante do óleo de peixe.  

3. EL enriquecida com OP pode conferir menor peroxidação lipídica e 

contribuir no combate ao estresse oxidativo no fígado de ratos. 
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9 - ANEXOS 

9.1 - Anexo A – Aprovação CEUA. 
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9.2 - Anexo B - Composição de ácidos graxos da ração AIN-93M ofertada aos 

animais durante o período experimental. 
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9.3 - Anexo C – Resumo apresentado no 39th ESPEN Congress 2017 na 
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