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Resumo

O diabetes Mellitus (DM) é uma enfermidade enddécrino-metabdlica
frequente, que afeta mais de 246 milhdes de pessoas em nivel global. A
hiperglicemia esta associada a complicagdes, disfungdes e insuficiéncia de
varios 6rgaos. O objetivo foi avaliar os efeitos do 6mega-3 no estresse
oxidativo e no processo inflamatério no tecido hepatico de ratos diabéticos.
Foram utilizados 54 ratos Wistar machos, o DM foi induzido através de uma
unica injegao de estreptozotocina (70 mg/Kg). Os animais foram divididos em 6
grupos e receberam 6mega-3 na dose de 4g/Kg durante 15 dias e 30 dias. O
tratamento com o 6mega-3 reduziu os niveis plasmaticos dos triglicerideos nos
animais diabéticos, porém nao houve modificacdo significativa na glicemia e
colesterol nesses animais. Nos animais diabéticos tratados com 6mega-3 houve
uma reducdo na lipoperoxidagdo, porém nado significativa. A atividade da
superoxido dismutase apresentou-se significativamente aumentada nos animais
diabéticos em relacdo aos tratados com 6mega-3(w 3). A atividade da enzima
glutationa peroxidase foi significativamente reduzida nos animais diabéticos da
mesma forma que nos controles tratados. A atividade da catalase foi
significativamente aumentada nos animais diabéticos em relagdo aos controles e
os diabéticos tratados apresentaram uma diminuig&o significativa. A interleucina-1
e a interleucina-6, avaliadas no tecido hepatico por imunohistoquimica,
mostraram-se significativamente aumentadas nos animais diabéticos e reduzidas
nos animais tratados. Esses resultados parecem indicar que o tratamento com
Omega3 IL-1, IL6 e COX-2, teve uma agao anti-inflamatdria, porém mais estudos

sa0 necessarios para caracterizar uma acao do antioxidante.

Palavras chaves: 6mega-3, inflamacgao, estresse oxidativo, diabetes.



Abstract

Diabetes Mellitus (DM) is an endocrine-metabolic disease frequent,
affecting more than 246 million people globally. Hyperglycemia is associated
with complications, dysfunction and failure of various organs. The objective was
to evaluate the effects of using omega-3 in oxidative stress and inflammation in
the liver tissue of diabetic rats. We used 54 male Wistar rats, diabetes (DM)
was induced by a single intraperitoneal injection (ip) of streptozotocin - STZ (70
mg/kg body weight). The animals were divided into six groups and given
omega-3 (4g/Kg) for 15 days and 30 days. Treatment with omega-3 was able to
reduce levels of triglycerides in diabetic animals, but there was no change in
mean blood glucose levels and cholesterol in these animals. In diabetic animals
treated with omega-3 there was a reduction in lipid peroxidation, however not
significant. The activity of superoxide dismutase was significantly increased in
diabetic animals in relation to treaties with omega-3. The activity of the enzyme
glutathione peroxidase was significantly reduced in diabetic animals. The
catalase activity was significantly increased in diabetic animals compared to
controls and the treated diabetic showed a significant decrease. The interleukin-
1 and interleukin-6, evaluated in liver tissue by immunohistochemistry, were
significantly increased in diabetic animals and reduced in the treated animals.
These results seem to indicate that the treatment with omega3 during 15 and 30
days not decreased the blood glucose and lipid peroxidation in diabetic animals,
but altered the activity of antioxidant enzymes, reduced the levels of
triglycerides and marking the liver of interleukins 1 and 6 which may indicate
that the omega 3 had an anti-inflammatory action, although more studies are

needed to characterize a antioxidant action.

Keywords: omega-3, inflammation, oxidative stress, diabetes.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) configura-se hoje como uma epidemia mundial,
traduzindo-se em grande desafio para os sistemas de saude de todo o mundo.
O envelhecimento da populacdo, a urbanizacdo crescente e a adocido de
estilos de vida pouco saudaveis como sedentarismo, dieta inadequada e
obesidade sdo os grandes responsaveis pelo aumento da incidéncia e
prevaléncia do diabetes em todo o mundo. !

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude, o numero de
portadores da doenca em todo o mundo era de 177 milhdes em 2000, com
expectativa de alcangar 350 milhdes de pessoas em 2025. No Brasil sdo cerca
de seis milhdes de portadores, a numeros de hoje, e deve alcancar 10 milhdes
de pessoas em 2025. @

Um indicador macroecondmico a ser considerado € que o diabetes
cresce mais rapidamente em paises pobres e em desenvolvimento e isso
impacta de forma muito negativa devido a morbimortalidade precoce que atinge
pessoas ainda em plena vida produtiva, onera a previdéncia social e contribui
para a continuidade do ciclo vicioso da pobreza e da excluséo social. (2

O DM é um grupo de doengas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia e associadas a complicagdes, disfungdes e insuficiéncia de varios
orgaos, especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, coragdo e vasos
sanguineos. Pode resultar de defeitos de secregdo e/ou acédo da insulina
envolvendo processos patogénicos especificos, por exemplo, destruicdo das
células beta do pancreas (produtoras de insulina), resisténcia a acédo da
insulina, disturbios da secrecéo da insulina, entre outros. ¢

E uma enfermidade enddécrino-metabdlica frequente, que afeta mais de
246 milhdes de pessoas em nivel global. ® E caracterizada pela politiria,
polidipsia, perda de peso apesar da polifagia, hiperglicemia, glicosuria, cetose,
acidose e, em casos mais graves, o0 coma. Apresenta uma variedade de
alterac¢des bioquimicas, mas a fundamental, é a reducdo da entrada de glicose
nos tecidos periféricos e o aumento na liberagdo de glicose circulante pelo
figado. *°
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O figado possui um papel central na manutencdo da euglicemia. A
glicemia depende da ingestdo de carboidratos, da gliconeogénese e da
glicogendlise. Em condigbes normais, o figado € o principal érgéo responsavel
pela gliconeogénese. Na eventualidade de ndo haver necessidade de aumentar
a glicemia, o tecido hepatico e o muscular esquelético captam a glicose e a
armazenam como glicogénio e gordura. ¢

Existem diversas anormalidades no DM, como a diminuicdo da
velocidade de conducédo nervosa, disturbio da atividade motora gastrointestinal,
diminuicdo no esvaziamento gastrico, anorexia, vémitos, diarreia e constipacgéao.
(7

No Brasil, o diabetes junto com a hipertensao arterial, € responsavel pela
primeira causa de mortalidade e de hospitalizacbes, de amputagbes de
membros inferiores e representa ainda 62,1% dos diagndésticos primarios em
pacientes com insuficiéncia renal crénica submetidos & dialise. E importante
observar que ja existem informagdes e evidéncias cientificas suficientes para
prevenir e/ou retardar o aparecimento do diabetes e de suas complicacdes e
que pessoas e comunidades progressivamente tém tido acesso a esses

cuidados. ®

2. REFERENCIAL TEORICO

2.2 Omega-3

2.2.1 Histoérico

O interesse dos pesquisadores sobre os beneficios do acido graxo poli-
insaturado (AGPI) w-3 teve inicio quando se observou que os esquimoés da
Groelandia apresentavam baixa incidéncia de doencas cardiovasculares a
despeito de sua elevada ingestdo de gorduras. Essa populagdo consumia
peixes de aguas profundas e geladas abundantes em AGPl w-3 de cadeia
longa. ® Tais observacgoes levaram ao aumento das pesquisas sobre os efeitos
benéficos e/ou preventivos desses acidos graxos em uma série de condigdes
clinicas como doencas cardiovasculares, artrite reumatdide, asma, entre

outras. &9
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Os acidos graxos poli-insaturados do tipo w-3 exercem uma grande
variedade de efeitos biolégicos e sdo estudados em varias condigbes clinicas
distintas como doenga coronariana, hipertensdo, hiperlipidemia, cancer,
diabetes, doencas renais e em doencas inflamatdrias. '

Os acidos graxos w-3 provenientes da dieta s&o componentes
essenciais para cada célula viva, sendo especialmente importantes para a
integridade das estruturas da bicamada lipidica da membrana celular. Eles sé&o
também fontes importantes de energia e sdo precursores para numerosos
compostos biologicamente ativos. Humanos podem sintetizar todos os lipidos
necessarios para uma boa saude com excessao dos pertencentes as familias
do w-3 e w-6.""

Burr & Burr verificaram em experiéncias com ratos que os acidos graxos
essenciais eram o linoléico, linolénico e araquiddnico. Durante as duas ultimas
décadas, tem-se percebido que a quantidade de acido graxos de cadeia longa
(AGCL) consumido na dieta pode influenciar profundamente nas respostas
bioldgicas. (121¥

As fontes dos acidos graxos w-3 sdo: acido linolénico, encontrado em
folnas verdes e em sementes oleaginosas, como também na semente de
linhagca, mostarda e o6leo de soja; acido docosahexaendico (DHA) e acido
eicosapentaendico (EPA) presentes principalmente nos peixes de aguas frias
(como a cavala, o arenque e o salmao). Os peixes brancos magros (como

bacalhau e linguado) contém apenas quantidades pequenas de EPA e DHA.
(14,15)

2.2.2 Metabolismo dos acidos graxos w-3

O &cido eicosapentandico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA) sao
considerados nutricionalmente essenciais e derivados exclusivamente de
peixes, sdo também chamados de 6leo de peixe e podem ser encontrados em
formulagdes preparadas pela industria alimenticia e farmacéutica e contém
uma mistura variavel de EPA e DHA numa proporcéo de 2:1. (1

O &cido araquiddnico (AA) é o mais comum precursor de eicosandides

(prostaglandinas, leucotrienos, tramboxanos, isoprostanos, etc); EPA é o
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precursor mais comum de prostaglandinas da série 3 e de leucotrienos da série
5 e 0 mais abundante acido graxo poli-insaturado presente no 6leo de peixe. O
DHA é o acido graxo poli-insaturado mais abundante nos tecidos
(especialmente no SNC) e pode exercer efeitos parcialmente por conversao a
EPA. (")

Os acidos graxos w-3, como o acido alfa-linolénico, acido
eicosapentaendico e o acido docosahexaendico, sdo acidos carboxilicos poli-
insaturados, em que a dupla ligagdo estd no terceiro carbono a partir da
extremidade oposta a carboxila (figura 1). O mecanismo proposto para o
beneficio dos AGPI w-3 parece estar relacionado a incorporacéo destes acidos

graxos nas membranas celulares. '

EPA
(a)
)
Oﬁ/\/ = > 1
— _\ﬂ/z\/:\\/
- 3 5 "3 11 14 17 20
DHA (b)

I;
w

Figura 1 — Estrutura quimica dos acidos Eicosapentaendico (a) e Docosahexaendico (b).

O aumento da ingesta de acidos graxos w-3 na dieta causa a substituicao
parcial dos acidos graxos w-6, especificamente do acido araquidénico (AA) das
membranas fosfolipidicas. Os AGPI w-3 EPA e DHA podem ser liberados da
membrana celular pela agdo da enzima fosfolipase A2 e metabolizados pela
enzima ciclooxigenase (COX) que levam a formagédo das prostaglandinas da
série 2 (PGH2), tramboxanos (TX) e leucotrienos (LT), mediadores de um

amplo espectro de atividades bioldgicas (figuras 2 e 3). {®
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(dleos vegetais: soja, girassol e milho)

l

Acido aracddnico

anima cicloxigenase
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|
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PGH.
S 4 B

b A / \
PGF3

Prostaciclina Leucotrienos ;*
(PGl PGD;*

Agregante plaguetario

|

Vasoconstritor

Figura 2 - Metabolismo do Omega-6 (w-6), mediadores bioquimicos AA, COX e TX, envolvidos na
inflamacao, infeccdo, lesdo tecidual, modulacdo do sistema imune e agregacdo plaquetaria. [Fonte:
Hirayama, et a.,/ (2012) Adaptado para o estudo]

o3

(em menor quantidade: dleo de canola, soja, margatinas,
castanhas, semente de linhaga)

l
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e Acido docosahexaendico e dleo de matisco)

enzima cicloxigenase

PGG;
PGH;
PGE;
Tromboxano Az
(fraco agregador plaguetario
e vasoconstrictor) PGF3
Prostaciclina* Leucotrienos;*
PGl PGD; l

atua no processo
anti-inflamatdrio
prevenir a formagao de
coagulos e causar vasodilatacdo
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Figura 3 - Metabolismo do édmega-3 (w-3), mediadores bioquimicos EPA, DHA, COX e PGls, que atuam
no processo anti-inflamatério e ndo inibem o sistema imune. [Fonte: Hirayama, et a.,( 2012) Adaptado para

o estudo]

As séries de acidos graxos w-3, w-6 e w-9 competem entre si, pela
enzima A 6 dessaturase, que € uma enzima-chave classica e comum para
todas as vias metabdlicas °?%2) e apresentam maior afinidade pelos
substratos mais altamente insaturados. Logo, devido a essa natureza
competitiva, cada acido graxo pode interferir no metabolismo do outro,
apresentando implicagcdes nutricionais. Um excesso de w-6 ira reduzir o
metabolismo de w-3, levando possivelmente a uma deficiéncia nos seus
metabdlitos, incluindo o acido eicosapentaendico. ??

O DHA e o EPA interferem no sistema imune competindo com o acido
araquidénico (AA) no metabolismo da cicloxigenase na membrana celular. O
AA em altas concentragdes (1,5g/dia por 50 dias) compromete o sistema
imunologico destacando-se o aumento da proliferag&o linfocitaria, producéo de

citocinas e atividade de célula natural “Killer”. %3

Os acidos graxos w-3 também inibem a enzima dessaturase, que
diminui a producdo de acido araquidénico e consequentemente de tromboxano
A,. Logo, o aumento exagerado de w-3 reduz a relagdo desses acidos graxos
(w-6:w-3) a niveis baixos de 3:1, esta condigdo propicia altera¢des indesejaveis
na coagulagao sanguinea (como aumento do tempo de hemorragia, diminuigao
da agregacao plaquetaria, viscosidade do sangue e fibrinogénese, aumento da
deformidade eritrocitaria, diminuindo a tendéncia para formagao de trombos) e
na propria resposta, inflamatéria. ¢42°)

Porém, quando foram avaliados pacientes submetidos a cirurgia de
artéria coronariana e que ingeriram w-3, n&o foi identificado aumento nos casos
de hemorragia devido & ingestdo desses acidos graxos ®°* A proporcio de w-6
e w-3 pode influenciar na formagao de neurotransmissores e prostaglandinas,

fatores que s3o vitais para manter a funcao cerebral normal. ?>%)
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2.3 Consenso Nutricional

As RDAs (Recommend Dietary Allowances) nao estipulam a quantidade
de lipidios que devem ser assimilados através da alimentag&do. Entretanto, a
ingestao de gorduras, segundo o Guia Alimentar para Americanos e o National
Cholesterol Education Program, deve estar dentro de um limite de 30% do valor
caldrico total, dos quais 10% séo provenientes de lipidios saturados, 10% poli-
insaturados e 10% monoinsaturados, ou seja, na proporgéo 1:1:1. A ingestao
de colesterol deve manter-se abaixo de 300mg/dia. "

A Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo (SBAN) recomenda
que o limite maximo de gordura na dieta fique em torno dos 30% e o minimo
em 20%, sugerindo também uma propor¢ao aproximadamente igual entre os
acidos graxos saturados, acidos graxos monoinsaturados e acidos graxos poli-
insaturados. %)

Muitos estudos sugerem que a excessiva quantidade de acidos graxos
w-6 e a deficiéncia do w-3 na dieta, promovendo assim razdo desproporcional
de w-6/w-3, podem levar ao desenvolvimento das doencas crénicas. Em
paises onde a alimentagc&do esta associada a um maior consumo de 6leo de
peixe (w-3), e a razdo entre o consumo de w-6 e w-3 atinge 4/1, tem sido
observado que ha reducao de 70% das mortes associadas a doengas como
aterosclerose. ?4%°)

A quantidade de gordura na dieta altera respostas celulares, mas vale
salientar que ndo reagem sozinhas, sendo também influenciadas por outros
nutrientes, tais como vitamina C e E, antioxidantes, glutamina e carboidratos. A
necessidade de uma relagdo w-3/ w-6, na alimentacado é de 1:5, relagao esta
considerada ideal, tolerando-se 1:10. Nos Estados Unidos, por exemplo, a
media de proporcao entre w-3/ w-6 e de 1:20-30, ou seja, valores altos de

dmega 6 em relagdo ao w-3. %

2.4 Mecanismo inflamatoério e anti-inflamatoério

O processo inflamatério € uma resposta de defesa ao trauma ou a

infeccbes microbianas e é iniciado com a finalidade de extinguir o estimulo que



19

o desencadeou ou para remover um dano tissular. Muitas doengas como o mal
de Alzheimer, diabetes, doencas cardiovasculares, asma, artrite reumatdide,
periodontite, cancer e outras sdo resultantes de processos inflamatorios
inapropriados ou excessivos que as iniciam e as acompanham de forma
crénica. 03

Nas células com respostas inflamatorias ha sempre altos niveis de AA e
baixos niveis de outros acidos graxos. Sendo assim, o acido araquiddnico esta
sempre em maior disponibilidade como precursor para a biossintese dos
eicosandides que estardao envolvidos na modulagdo da intensidade e duracao
das respostas inflamatorias. Os aspectos patofisiologicos de sua agéo
dependem do tecido alvo, da natureza do estimulo, da producédo e quantidade
de eicosandides que sao produzidos e da sensibilidade das células alvo a sua
agéo. (32,33,34)

No local da inflamacédo, neutréfilos produzem espécies reativas de
oxigénio, que sdo de vital importéncia na atividade microbicida e inflamatoria
dessas células. A atividade microbicida € dependente da ativagdo do sistema
NADPH oxidase, ou seja, da geragao de espécies reativas de oxigénio, (burst
respiratdrio) e mobilizacdo de cations no fagossomo. ©)

Os AGPlI w-3 podem auxiliar na protecdo de doenca vascular
aterosclerdtica, artrite, pancreatite, alergias, pneumonia e outras doencgas
inflamatdrias. Podem, por exemplo, modular o processo inflamatério dentro da
parede do vaso sanguineo alterando também a composigéo estrutural e celular
da placa aterosclerética em estado avancado de tal forma que pode reduzir a
ruptura ou ulceragdo da placa, que é um processo que precede o infarto do
miocardio. 738

Quando administrados em voluntarios saudaveis, os acidos graxos poli-
insaturados w-3 promovem uma diminuicdo da produgcdo de citocinas pro-
inflamatdrias interleucina (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF)-a induzidos
por polissacarideos bacterianos. Eles também modulam a ativagado do fator
nuclear kappa B (NFkB) que esta envolvido na transcrigdo de varios genes
envolvidos na inflamacdo aguda, arterosclerose e resposta imune. 949

Alguns estudos tém testado a influéncia da suplementacédo com w-3 em
diferentes paradmetros das alteragcbes provocadas pelo diabetes como a

disfuncédo endotelial, resisténcia a insulina e sensibilidade a insulina. Por outro
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lado, existem fortes evidéncias epidemiologicas para um efeito protetor dos w-3
no desenvolvimento de risco para diabetes tipo II. 4142

O AA é precursor de prostandides de série 2 incluindo prostaciclina
(PGI2), TXA2 e PGE2, o qual apresenta diversos efeitos pro-inflamatorios
(indugdo de febre, eritema, aumento da permeabilidade vascular e
vasodilatagdo), quando o EPA é percussor de prostandides os quais s&o
biologicamente menos ativos, PG e LT tém menores propriedades inflamatorias
e TXA3 tem minima atividade vasoconstritora e agregante plaquetario. >4

As propriedades anti-inflamatérias dos acidos graxos w-3 estdo bem
estabelecidas e uma possivel acdo antioxidante tem sido proposta
principalmente em relacdo ao DHA que pode interferir com a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e /ou combaté-las devido as suas

multiplas duplas ligacdes. “4*°)

2.4 1 Interleucina-1

A produgédo de citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF)-a ocorrem
rapidamente apos o trauma. Estas medeiam os sintomas associados com o
trauma. Embora a resposta mediada por citocinas seja parte essencial para a
cicatrizacao, a sua produgdo em excesso esta associada com a severidade da
doenca em muitos processos inflamatorio-infecciosos. TNF-a e IL- 1, por
exemplo, sdo os principais mediadores da resposta inflamatéria aguda e
importante na ativacdo de células endoteliais e na expressdo de moléculas de
adesao, fato que contribui para o recrutamento e acumulo de mais fagécitos na
area inflamada. “647

A acgédo mais importante da IL-1 na inflamac&o deve-se aos efeitos que
produz no endotélio, nos leucdcitos e nos fibroblastos, bem como na inducao
das reagdes da fase aguda inflamatdria. No endotélio, a IL-1 induz varias
mudangas, a maioria relacionada ao nivel de transcricdo de gene para sintese
de moléculas de adesido endotelial e mediadores quimicos como citocinas,
fator de crescimento, 6xido nitrico e a produgdo de enzimas associadas a

remodelagdo de células matrizes e aumento na superficie trombogénica do
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endotélio. Associada ao TNFa induz a resposta de fase aguda a infecgao ou

agressao tecidual. 4849

Essa atividade especifica da IL-1, também desencadeada pelo mondcito,
liga-se estreitamente a regulacdo da leucopoese durante um processo
infeccioso. A IL-1 atua junto aos fibroblastos e as células endoteliais,
estimulando a liberagdo de fatores de crescimento para granulécitos,
macrofagos e mondcitos. Além disso, libera o fator de necrose tumoral alfa

(TNFa) que estimula os linfocitos T a produzirem anticorpos especificos. (49,
50,51)

2.4 .2 Interleucina-6

A Interleucina (IL-6) € uma citocina com potente atividade antiviral, de
grande atuagdo como resposta imunolégica durante a fase aguda de uma
infeccdo. Alguns estudos tém associagao positivamente a produgcdo de PGE2
enddgena e liberagcao de IL-6, os macrofagos sao importantes receptores para
responder ao processo inflamatério das PGE2 durante a inflamacgao, estudos
mostram que os macréfagos respondem a PGE3 exdgena ao sintetizar a IL-6,
na producio de citocina inflamatéria. ¢#%

A IL-6 é expressa e secretada por macrofagos e adipdcitos e esta
associada ao desenvolvimento de doencas relacionadas com a obesidade, tais
como o diabetes tipo 2 e a resisténcia a insulina. Até um terco da IL-6 na
circulagdo é proveniente dos adipécitos. ' A producdo de IL-6 é estimulada
pela PGE2 e pelo NFKkB sendo que esta via pode ser inibida pelos
antioxidantes polifendlicos. ©°

A IL-6 atua no estimulo da unidade formadora de colonias de
granulécitos e macrofagos (CSF-GM) e na célula-tronco. %

A produgdo de mutantes de IL-6 por células neoplasicas € um fator que
contribui para o crescimento de linfocitos B leucémicos, linfomas das células T,
e no Sarcoma de Kaposi. A IL-6 anormal é polimorfica e uma dessas formas

variantes ou mutantes de IL-6 esta associada com a hipertrigliceridemia. ®'-5?)
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2.4.3 Enzima Ciclooxigenase-2 (COX-2)

Apesar de a ciclooxigenase (COX) ter sido identificada ha mais de 20
anos, o maior progresso no entendimento de suas fungdes ocorreu na ultima
década. O termo COX deve-se ao seu mecanismo de ag&o consistir na
formacgao de peroxidos biciclicos (endoperoxidos) a partir da oxigenagédo de
acidos graxos poli-insaturados. ©©

A ciclooxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina
sintase, é a enzima chave na sintese de PG a partir de acido araquidénico
(AA). Expressédo aberrante da COX-2 tem sido implicada na etiologia de
diversos tumores. As fungbes mitogénicas e proé-inflamatérias da COX-2 estédo
ligadas principalmente a sintese de PGE2 exagerada.®”

Existem duas isoformas homdlogas da COX, sendo referidas como
COX-1 e COX-2. Em quase todos os tecidos normais foi detectada a presenca
estrutural da COX-1, e niveis baixos a indetectaveis da COX-2, a qual pode ser
expressa em maior quantidade mediante a presencga de citocinas, fatores de
crescimento e estimulantes tumorais, sugerindo sua relevancia no cancer e em
processos inflamatdrios. ©®°” A COX-1 é considerada como fisiologicamente
constitutiva, agindo como citoprotetora gastrica e mantenedora da homeostase
renal e plaquetaria e a COX-2 ou induzivel, a qual surge apenas em situagcéo
de trauma tissular, inflamacso etc. ©®"

A expressdo aumentada de COX-2 também tem sido implicada, na
Doenca de Alzheimer, além de outras condi¢gbes neuroldgicas. Recentemente
foi proposta a existéncia de uma terceira isoforma desta familia enzimatica,
denominada COX-3, a qual, ao contrario da COX-1 e COX-2, nao produziria
prostandides proé-inflamatérios, mas sim substancias anti-inflamatérias. Tal
evidéncia poderia explicar os periodos de remissao vistos em casos de
doencas inflamatdrias cronicas, como a artrite reumatéide. %

Os fendbmenos inflamatdrios através da via da ciclooxigenase (COX) tém
sido implicados no desenvolvimento tumoral. Esta via sintetiza prostaglandinas
a partir do acido araquidénico e as isoformas COX-1 e COX-2 sdo enzimas
fundamentais neste processo. Enquanto a primeira encontra-se expressa numa

enorme variedade de tecidos, a COX-2 ndo se expressa na maioria deles em
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condicdées normais, no entanto, os seus niveis aumentam drasticamente com

estimulos que causem irritagdo ou inflamag&o. %"

2.5 Estresse Oxidativo

Dentre as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) algumas sado muito
reativas como os radicais livres (RL) que ao reagirem com biomoléculas,
causam diferentes danos bioldgicos que podem levar a morte celular. Os
radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados,
sendo espécies paramagnéticas e altamente reativas, capazes de atacar
qualquer biomolécula Tais radicais podem ser formados em situagdes
fisiolégicas ou patologicas e sdao danosos as células e ao organismo quando
produzidos em grandes quantidades. 2

Os RL reagem através de ligagdes covalentes ou reagdes bioquimicas
em cadeia. Na primeira situacdo, uma unido covalente ocorre quando dois
radicais formam um par, combinando os seus elétrons desemparelhados. As
reagdes bioquimicas em cadeia ocorrem quando reagem com outro nao
radical, e, ao final dessa reacao, produzir-se-a outro radical. Além dessas duas
vias, existem outras formas de obtencdo de radicais livres, através da
fagocitose na resposta inflamatéria, em situagcdes de exposi¢ao do organismo a
radiagdes ionizantes, nas contaminagdes, poluicdo, excesso de exercicio,
hiperdxia e isquemia. ©*

A defesa do organismo contra ERO vai desde a prevencdo da formagao
das ERO, da interceptagcdo dos radicais formados e do reparo das células
danificadas. Os sistemas que previnem a formacédo de ERO sao considerados
biomoléculas ligantes de metais (Fe e Cu), s&o os quelantes. Assim o quelante,
“sequestra”, os ions metdlicos, formando quelados que possibilitam sua
eliminagéo pelo organismo ou impede que eles participem de reagdes quimicas,
pois previnem as ceélulas dos processos oxidativos catalisados por ions
metalicos e como consequéncia a formagao de RL. ©®

As enzimas sao capazes de controlar e degradar o peroxido de

hidrogénio (H,0O,) e essas enzimas sdo encontradas nos peroxissomas. Dentre
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as mais comuns encontram-se a catalase (CAT), D-amino oxidase, urato
oxidase, pB-oxidase de acidos graxos e glutationa peroxidase (GPx). O H,O,

apesar de ndo ser um radical livre, pode reagir com outro anion superoéxido, ou

com metais de transigdo, formando o radical hidroxila (OH*).®*

O radical hidroxila € uma ERO instavel, sendo um dos mais potentes

oxidantes em sistemas bioldgicos. E formado a partir da reagéo do H,0, com um

anion superoxido ou com ions ferro e que ndo possui enzima que catalise sua
remocao. Esse radical livre possui a capacidade de atravessar as membranas e
reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados e DNA, apesar de seu
baixo tempo de meia vida. ©®

Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentragdes, comparadas as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidagao deste substrato. Os antioxidantes podem ser
classificados em enzimaticos ou ndo enzimaticos. ©”

Entre as principais defesas antioxidantes enzimaticas estdo as enzimas

superéxido dismutase (SOD), responsaveis pela dismutagdo do radical anion

superéxido (02") a catalase (CAT), responsavel pela dismutagao do (H,0,)e a

glutationa peroxidase (GPx). A GPx, degrada, aléem do H,O, outros peréxidos

organicos. Assim as enzimas, antioxidantes evitam, impedem ou retardam a
formagao de RL mais lesivo o radical hidroxil € com isso o dano celular. 3%
Entre as principais defesas antioxidantes n&o enzimaticas da célula
estdo as vitaminas C e E, os carotenoides, os flavonoides e a glutationa. A
glutationa é considerada o antioxidante ndo enzimatico hidrossoluvel mais

importante por participar de inimeras reagdes de éxido-reducéo. "%
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Nos ultimos 100 anos, mudangas no padrdo alimentar ocidental tem
resultado em alteragdes no consumo de acidos graxos da dieta, levando a um
grande aumento na proporgao dos acidos graxos do tipo w-6 do que do w-3.
Em relagdo ao consumo elevado na alimentacdo do w-6, ocorre seu aumento
na circulacdo e nos tecidos, estimulando a produgdo de mediadores
inflamatérios levando a uma maior incidéncia de doencgas inflamatodrias,
incluindo asma, alergias, diabetes, doenga cardiovascular e artrite.

A Associagao Brasileira do Coragao (SBC) recomenda a ingesta 1g/kg
de w-3 para a prevencao de doenga cardiovascular e para pacientes com
hipertrigliceridemia. Estudos demonstram que a combinagdo de medicagao
hipoglicemiante e ingesta de w-3 parecem reduzir os efeitos colaterais do
tratamento para diabetes tipo Il. Ha evidéncias que a suplementacao com w-3
melhora a sensibilidade a insulina em roedores sendo indicado para tratamento
da sindrome metabdlica. Embora muitos estudos comprovem o efeito anti-
inflamatério da suplementacdo com w-3, ainda n&o ha consenso a respeito da
dose adequada e mais estudos sao necessarios para elucidar o mecanismo de
acdo dessa substancia.""

Atualmente, pesquisadores investigam em diferentes tecidos de animais
diabéticos buscando avaliar o efeito do estresse oxidativo e da inflamacao e a
possibilidade de utilizar uma substancia com propriedades antioxidante e anti-
inflamatdria a fim de proteger as células contra o dano oxidativo e inflamatério.

O presente trabalho visa avaliar o tecido hepatico de animais com
diabetes mellitus induzido por administracdo de estreptozotocina (STZ) e o
possivel efeito protetor do 6mega-3 (w-3) como adjuvante para o tratamento

das complicagdes do diabetes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar os efeitos da administragdo do émega-3 na dose de 4g/kg
sobre o estresse oxidativo e o processo inflamatério no figado de ratos

diabéticos.

4.2 Especificos
4.2.1 Determinar a glicemia e os niveis de colesterol e triglicerideos no sangue;

4.2.2 ldentificar a IL-1, IL-6 e COX-2, no tecido hepatico através de imuno-

histoquimica;

4.2.3 Avaliar o dano oxidativo através da medida das substancias que reagem

ao acido tiobarbiturico TBARS;

4.2.4 Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase no figado.

5 MATERIAIS E METODOS

O estudo tem carater de pesquisa experimental quantitativo e qualitativo.
Para isso foi induzido o diabetes em ratos associado a administracdo do
Omega-3. Neste estudo foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar,
provenientes do biotério da UFCSPA. O peso médio dos animais no inicio do
estudo foi de 180 gramas (g). Os animais foram mantidos no biotério da
UFCSPA, em caixas plasticas de 47x34x18cm, forradas com maravalha com 4
animais por caixa, com temperatura média de 22°C, ciclo de 12 horas
claro/escuro. Os animais receberam comida e agua ad libitum. O diabetes
mellitus (DM) foi induzido por uma unica injecdo intraperitoneal (i.p.) de
estreptozotocina - STZ (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) na
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dose de 70 mg/Kg de peso corporal. "? A STZ foi dissolvida em tamp3o citrato
de sodio (0,1 M pH 4,5) e acido citrico (0,1M, pH 4,5) e administrada na regi&o
abdominal esquerda do animal cerca de 10 minutos apds a diluicdo em solucéo
tampao. Os animais do grupo controle receberam somente NaCl 0,9% i.p. no
mesmo volume do tampdo utilizado para dissolver a STZ. Foi realizada
avaliagdo da glicemia 72h apds a indugéo para determinagao dos animais que
apresentavam uma glicemia acima de 250 mg/dl, os quais foram considerados

diabéticos. O periodo do estudo foi de 30 dias.

5.1 Grupos Experimentais:
Os animais foram divididos em 6 grupos com 9 animais por grupo

segundo o esquema abaixo.

I. Grupo Controle (CO): receberam 1ml de NaCl por gavagem diariamente

durante 30 dias;

II. Grupo Controle+w3 15 dias (CO+015D): receberam 1ml de w-3 na dose

de 4g/kg de peso por gavagem diariamente durante 15 dias;

I11. Grupo Controle+w3 30 dias (CO+030D): receberam 1 ml de w-3 na dose
de 4g/kg de peso por gavagem diariamente durante 30 dias;

IV.Grupo Diabético (DM): receberam 1ml de NaCl por gavagem diariamente

durante 30 dias;

V. Grupo Diabético+w-3 15 dias (DM+015D): receberam 1 ml de w-3 na
dose de 4g/kg de peso por gavagem diariamente durante 15 dias apos a

indugao da doenca;

VI.Grupo Diabético+w-3 30 dias (DM+0O30D): receberam 1 ml de w-3 na
dose de 4g/kg de peso por gavagem diariamente durante 30 dias apos a

inducéo da doenca.

Apos o término do tratamento, os animais foram anestesiados com 50
mg/Kg de cloridrato de xilasina (Rompum) e 100 mg/Kg de cloridrato de

cetamina (Ketalar) para a retirada do sangue e do tecido hepatico para
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posteriores analises. Apds, os animais foram eutanasiados por overdose de

anestésicos.

5.2 Determinagdes da glicemia, TG e colesterol.

Para determinacdo da glicemia foi utilizado o teste enzimatico
colorimétrico Kit ENZI-COLOR, Bio Diagnéstica. Foram considerados
diabéticos aqueles animais que apresentaram a concentragdo de glicose
sanguinea acima de 250 mg/dl. "® Para determinacéo dos niveis plasmaticos
de TG e colesterol foi utilizado o kit comercial Labtest. A coleta de sangue foi
realizada em dois momentos: a) 72h apos a indugdo com estreptozotocina: os
animais foram anestesiados com cetamina e xilasina e foram coletados 0,5ml
de sangue do plexo retro-orbital; b) no dia do sacrificio: os animais foram
anestesiados com cetamina e xilasina e foram retiradas 2 aliquotas de 1ml de

sangue do plexo retro-orbital.

5.3 Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteinas no homogeneizado do figado foi
determinada utilizando como padrdo uma solugdo de albumina bovina 1Tmg/ml
(utilizaram-se volumes de 50, 100 e 150 ml). Colocou-se uma aliquota do
homogeneizado (20 ml) em 7800JmL de agua destilada e 2,0 ml do reativo C
que foi preparado com 50 ml de NaHCO, 0,5 ml do reativo B1 (CuSO,.H,O
1%) e 0,5 ml do reativo B2 (tartarato de sddio e potassio 2%). Apos a adicao
do reativo C, aguardaram-se 10 minutos e colocou-se 0,2 ml de reativo de
Folin Ciocalteau diluido na proporg&o 1:3 em agua destilada. Ap6s 30 minutos,
realizou-se a medida em espectrofotdmetro a 625 nm. (®

5.4. Medida das Substancias que Reagem ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

A lipoperoxidagao foi determinada através da medida das substéncias
que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS). A técnica de TBARS consiste no

aquecimento do material homogeneizado na presenga de acido tiobarbiturico e
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consequente formacdo de um produto de coloragdo rosea, medido em
espectrofotdmetro a 535nm. O aparecimento de coloragdo ocorre devido a
presenca do malondialdeido e outras substancias provenientes da
peroxidacao lipidica no material biolégico. Foram colocados em tubo de ensaio,
nesta ordem de adigcéo, 0,5 ml de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25ml de
agua destilada, 0,75ml de acido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25ml do
homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidagdo formando
uma base de Schiff, e o TCA teve fungéo de desnaturar as proteinas presentes,
além de acidificar o meio de reacdo. A seguir, agitou-se cada tubo, os quais
foram aquecidos a temperatura de 100° C durante 15 minutos. Apéds, os tubos
foram resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de alcool n-butilico, para extrair o
pigmento formado. Os tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45
segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por ultimo, o
produto corado foi retirado e realizado a leitura em espectrofotometro (CARY
3E-UV-Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de

535nm. A concentracdo de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteina.
(69,74)

5.5 Atividade da Enzima Superdxido Dismutase SOD

A SOD tem por principal funcdo atuar na dismutacdo do anion

superéxido em H,0, e O,, sendo que o primeiro é menos reativo que anion

superoxido e pode ser degradado por outras enzimas. A SOD pode ser
classificada em trés grandes grupos, segundo o metal que se encontra
presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a SOD-manganés,
presente na matriz mitocondrial e a FeSOD existente somente nos

procariontes e plantas.
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A reacao catalisada é a seguinte:

02--+2H H,0,+ 0O,

A técnica para determinacdo da SOD estd baseada na inibicado da
reacao do radical superdoxido com adrenalina. A SOD presente na amostra em
estudo compete pelo radical superoxido com o sistema de detecgdo. Uma
unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que inibe 50% a
velocidade de formacgao de oxidagcdo do detector (adrenalina). A oxidagao da
adrenalina leva a formacao de um produto colorido, o adrenocromo, detectado
espectrofotometricamente. A atividade da SOD é determinada medindo a
velocidade de formag¢ao do adrenocromo, observada a 480 nm, em um meio de

reacdo contendo glicina-NaOH (50 mM, pH 10) e adrenalina (1mM).©&7)

5.6 Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reagdo de hidroperéxidos
com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto
da redugdo do hidroperdxido, por isso, a sua atividade pode ser determinada
medindo-se o consumo de NADPH, na presenga de GSH e GR na reagdo de

reducao acoplada a reagao da GPx.

GPx
ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,0

Atividade da GPx é medida em um espectrofotbmetro no comprimento
de onda de 340 nm, onde é monitorada a diminuicdo da absorbancia do
NADPH, em um meio de reagao contendo os seguintes reagentes: a) Solugéo
tampao de fosfatos 143 mM e EDTA 1 mM, com pH 7,5; b) NADPH 0,24 mM;

c) Azida 1 mM, utilizada para inibir a atividade da catalase; d) GSH 5 mM; e)
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Glutationa redutase (GR) 0,25 U/ml; f) Hidroperdxido de tert-butila 0,5 mM. Os

resultados sdo expressos em nmoles por minuto por mg de proteina. ¢*

5.7 Atividade da Enzima Catalase (CAT)
A enzima catalase catalisa a decomposi¢ao do peréxido de hidrogénio em

agua e oxigénio, segundo a seguinte reagao.

CAT
2H202 2H20 + o2

A velocidade de decomposigédo do perdxido de hidrogénio é diretamente
proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética de pseudo-
primeira ordem com respeito ao perdxido de hidrogénio. O ensaio consiste em
medir a diminui¢do da absorgado a 240 nm (longitude de onda pela qual absorve
o peroxido de hidrogénio).

A medida espectrofotométrica consistiu em colocar na cubetas o meio de
reacao (solugcdo reguladora de fosfato 50 mM) com distintas aliquotas da
amostra. Depois, fez-se um grafico com uma linha de base. Em seguida,
adicionaram-se 20ul de H,O, 300 mM. A concentragao foi expressa em nmol

(umoles ou picomoles) por mg de proteina. %%

5.8 Deteccao Imuno-histoquimica da IL-1, IL-6 e COX-2 no tecido hepatico

Para avaliagdo imuno-histoquimica foram utilizados 4 grupos: controle,
diabético, diabético tratado com w-3 durante 15 dias e diabético tratado com
w-3 durante 30 dias. A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para
localizacdo e quantificacdo das interleucinas IL-1, IL-6 e enzima COX-2 no
tecido hepatico dos animais diabéticos e tratados com 6mega3.

Utilizou-se a marcacdo com o complexo de estreptavidina-biotina
peroxidase (StreptABC, DAKO). Foram obtidos cortes de 3um de espessura

usando um micrétomo mecanico. Os cortes foram entdo deparafinados e
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sucessivamente imersos em xilol e alcool etilico e submetidos a recuperagéo
antigénica por calor usando o tampao citrato (10 mM, pH 6.0) por 15 minutos.
O bloqueio da peroxidase foi realizado usando uma solugéo de peréxido de
hidrogénio a 3% seguido de incubagdo com o anticorpo primario especifico
para cada citocina. As reagbdes foram marcadas com diaminobenzidina (DAB,
Sigma) solugdo a 60 mg% e contra-corados com hematoxilina de Harris
(Merck).®® Para cada reagao, utilizou-se um controle positivo e dois controles
negativos, esse primeiro pela auséncia de anticorpo primario e o segundo,

removendo o anticorpo secundario durante as etapas de reacgao.

5.9 Analise Estatistica

Os valores obtidos nos experimentos foram expressos com médiat erro
padrdao da média (EPM) para cada grupo experimental. Para a analise de
multiplas comparagdes usou-se o teste ANOVA one-way. Para analisar a
significancia entre os grupos estudados usou-se o Teste de Tukey como pds-
teste. Utilizou-se o software Statistical Package for Social Science (SPSS)
versao 17.0. Para analise quantitativa das imagens de microestruturas de
materiais de imuno-histoquimica, as imagens foram transferidas para o
computador através do sistema OLYMPUS Master v.1.41 EX e as areas
marcadas foram quantificadas com o auxilio do software IMAGE J®. O nivel

de significancia utilizado foi de 5% (p<0,05).

5.10 Consideracdes Eticas

O estudo tem carater de pesquisa experimental, os procedimentos com
animais foram de acordo com o preconizado pela Comiss&o de Etica de Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre. Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CEUA, tendo o numero do

parecer: 021/10 e protocolo 011/10.
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6. RESULTADOS

A caracterizagdao do estado diabético dos animais em estudo foi
realizada através do acompanhamento dos niveis glicémicos e da evolugao do
peso corporal de cada animal, além da observagado dos quadros de polifagia,
polidipsia e poliuria durante o periodo de 30 dias apds a indugéo e instalagao

do diabetes.

6.1 Medidas da glicemia e dos niveis plasmaticos de colesterol e
triglicerideos

Os animais controle apresentaram glicemia normal ao longo do periodo do
experimento (30 dias). Os animais que receberam estreptozotocina para indugéo
do diabetes apresentaram um aumento significativo (p<0,01) na glicemia como
esperado pela caracteristica do modelo utilizado. Os animais controle tratados
com O6mega-3 durante 15 e 30 dias ndo apresentaram alteragdes significativas
nos niveis glicémicos apos o periodo de tratamento. Os animais diabéticos
tratados durante 15 e 30 dias com 6mega-3 mantiveram os niveis glicémicos
elevados, caracteristico do quadro de diabetes, o tratamento com édmega-3 nao
reduziu a glicemia (Tabela 1 e grafico 1).

N&o foram observadas diferengas significativas nos niveis de colesterol
plasmatico nos diferentes grupos estudados. Os animais diabéticos né&o
apresentaram diferenga significativa (p<0,28) em relagdo ao controle e o
tratamento com 6Omega-3, também ndo provocou mudangas significativas
(Tabela1 e grafico 2).

Por outro lado, os niveis de triglicerideos foram significativamente
aumentados nos animais diabéticos quando comparados aos animais controle. O
tratamento dos animais diabéticos com émega 3 durante 30 dias foi capaz de
reduzir significativamente (p<0,02) os triglicerideos plasmaticos mantendo-os
proximos aos valores dos animais controle, porém nos animais diabéticos
tratados com 6mega-3 durante 15 dias nédo foi observado esse efeito. Nos
animais controle tratados com dmega n&o houve alteracdo nos triglicerideos

plasmaticos (Tabela1 e grafico 3).



Tabela 1 — Valores da glicemia e dos niveis plasmaticos do colesterol e friglicerideos.
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Para Grupos
arametros - - — -

CcO CO+015D CO+030D DM DM+015D DM+030D P
Glicemia
(mg/dl) 107,06+12,13 63,97+9,22 102,39+12,84 458,28+78,66° 475,44+37,45° 430,92+272,84° 0,01
Colesterol
(mg/dl) 68,12+3,32 55,10£7,48 51,17%4,44 65,52+11,73  65,52+7,42 72,97+4,56 0,28
TG (mg/dl) 59,02+7,82 57,94+10,35 58,73+10,10 148,54+64,30° 210,11£23,07° 72,97+58,42 0,02

@ diferenca significativa dos controles .

b diferenca significativa dos controles e do grupo DM+0O30D.

Os resultados estdo expressos como médiaterro padrdo da média (EPM), (p < 0,05).
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CO+O15D CO+O30D DM DM+O15D DM+O30D

Grafico 1 — Valores de glicemia

® Diferenca significativa da glicemia entre os grupos CO em relagdo os grupos DM e DM+0O15D e

DM+030D.

Os resultados acima sdo expressos como a médial /zerro padrédo média (EPM), (p < 0,05).



35

Colesterol
90 -
80

70 A

60

N\

7

(mg/ml)

CcoO co+015D CO+030D DM DM+O15D DM+O30D

Grafico 2 — Valores de colesterol
Nao houve diferenca significativa.

Os resultados sao expressos com média * erro padrédo média (EPM), (p < 0,05).

Triglicerideos
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Grafico 3 — Valores de triglicerideos
@ Diferenca significativa em relagdo aos grupos controles e do grupo DM+O30D.

Os resultados sao expressos com média * erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).

6.2 Avaliagao da lipoperoxidagao (TBARS)

Observou-se um aumento significativo na liporeroxidacdo medida por
TBARS nos animais diabéticos e nos animais controle tratados com 6mega-3
durante 15 e 30 dias. Nos animais diabéticos tratados com 6mega-3 houve uma

redugao na lipoperoxidagao, porém nao foi significativa (Gréfico 4).
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Grafico 4 - Niveis de malondialdeido no tecido hepatico dos animais (TBARS).
@ Diferenga significativa do CO.
b Diferenca significativa do DM.

Os resultados sao expressos com média * erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).

6.3 Atividade das enzimas, SOD, CAT e GPx, no tecido hepatico

A atividade da SOD apresentou-se significativamente aumentada nos
animais diabéticos em relacdo aos animais controle tratados com 6mega-3. Nos
animais diabéticos tratados com dmega-3 houve uma redugédo na atividade da
SOD, porém nao significativa (Tabela 2 e grafico 5).

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi significativamente reduzida
nos animais diabéticos da mesma forma que nos animais controle tratados com
Omega-3. Os animais diabéticos tratados com édmega-3 durante 30 dias sofreram
uma reducao significativamente maior que os diabéticos (Tabela2 e grafico 6).

A atividade da catalase foi significativamente aumentada nos animais
diabéticos em relagdo aos controles e os animais diabéticos tratados com émega-
3 apresentaram uma diminui¢ao significativa na atividade desta enzima (Tabela2

e grafico 7).
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Tabela 2 — Atividade das enzimas SOD, GPx e CAT no tecido hepatico dos animais controle, diabéticos,

diabéticos tratados com w-3 nos diferentes grupos.

R Grupos
Parametros P

co Cc0+015D C0o+030D DM

DM+O15D DM+030D p

SOD (U/mg) 22,21+1,50 17,10+0,54 18,01+1,28 23,92+1,24°
GPx

19,13+0,82 21,90+1,60 0,01

(U/mg) 372,58+8,27 267,99+8,68° 267,13+6,32° 280,45+10,50° 271,68+9,04° 182,92+33,29"° 0,03
CAT
(U/mg) 0,41+0,07 - 0,730,25 4,87+0,50° - 1,79+0,60° 0,02

adiferenca significativa do CO+015D e do CO+O30D.
bdiferenga significativa do CO.

“diferenca significativa do DM.

ddiferenga significativa dos CO.

“diferenca significativa do DM.

Os resultados estdo expressos médiazerro padrdo média (EPM), (p < 0,05).
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Grafico 5 — Atividade da enzima peréxido desmutase (SOD)
@ Diferenca significativa do grupo CO+015D e CO+O30D.

Os resultados sao expressos com média * erro padrédo média (EPM), (p < 0,05).
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Grafico 6 — Atividade da enzima glutationa perdxidase (GPx)

@ Diferenca significatica do grupo CO.

b Diferenca significativa do grupo DM.

Os resultados sao expressos com média * erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).
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Grafico 7 — Atividade da enzima catalase (CAT)

@ Diferenca significatica dos grupos CO e CO+030D.

b Diferenga significativa do DM.

Os resultados sao expressos com média * erro padrao média (EPM), (p < 0,05).
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6.4 Localizacéo e quantificacdo imuno-histoquimica da IL-1, IL-6 e COX-2

Na figura 4B observa-se a presenca de IL-1 identificada pela coloragao
marrom no parénquima hepatico dos animais diabéticos. Nos animais controle
(figura 4A) ndo foi identificada a presenca da IL-1 e nos animais diabéticos
tratados com 6mega-3 durante 15 e 30 dias (figura 4C e 4D) observa-se uma
diminuicao na intensidade da marcacao imuno-histoquimica para IL-1. A tabela
3 e o grafico 8, apresenta os resultados da quantificacdo da intensidade da
marcagao imuno-histoquimica da IL-1, indicando um aumento significativo da
IL-1 nos animais diabéticos em relagdo ao controle e uma redugao significativa

nos animais diabéticos tratados com 6mega-3 durante 15 e 30 dias .

Na figura 5B observou-se a presenca de IL-6 no tecido hepatico dos
animais diabéticos. Nos animais diabéticos tratados com 6mega-3 durante 15 e
30 dias houve uma redugdo na marcagédo da imuno-histoquimica para IL-6. A
tabela 3 e o gréafico 9 apresentam os resultados da quantificagéo da intensidade
da marcagao imuno-histoquimica da IL-6, indicando um aumento significativo da
IL-6 nos animais diabéticos em relagdo ao controle e uma redugéao significativa
nos animais diabéticos tratados com émega-3 durante15 e 30 dias.

Na figura 6B observa-se uma intensa marcagédo imuno-histoquimica para
COX-2 no tecido hepatico dos animais diabéticos (Tabela 3 e grafico 10). Os
animais controle também apresentaram marcacao positiva para COX-2 e os
animais diabéticos tratados com émega-3 durante e 30 dias mostraram uma
reducao na intensidade da marcacéo quando comparados aos animais diabéticos
e controle, o que n&o foi observado nos animais tratados com 6mega durante 15
dias. Na quantificagdo da intensidade da coloracdo, os animais diabéticos e
controle apresentaram um aumento da COX-2 e os animais diabéticos tratados
durante 30 dias tiveram uma reducdo significativa em relagdo aos animais

diabéticos.



Tabela -3: Quantificacdo da marcagéo imuno-histoquimica da IL-1, IL-6 e COX-2 no tecido hepatico.
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Grupos
Parametros . .
coO DM DM+015D DM+030D p
IL-1 2,22 +0,485 23,66 * 2,590° 7,44 + 1,254%° 5.55+0,677*" 0,01
IL-6 3,77 £ 0,399 13,33 £ 3,237° 8,22 + 0,619°¢ 5,99 + 2,257° 0,02
COX-2 18, 44 + 4,239 26,11 + 5,825 24,66 + 1,452 10,66 * 2,038° 0,04

@ diferenca significativa do grupo CO.

b diferenca significativa do grupo DM.

¢ diferenca significativa do CO.

d diferenca significativa do grupo DM.
“diferenca significativa dos demais grupos .

Os resultados estao expressos como média + erro padréo média (EPM) p 0,05
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Grafico 8 — Quantificagdo da marcag&o imuno-histoquimica da interleucina-1 (IL-1)
@ Diferenca significativa do grupo CO.
® Diferenca significativa do grupo DM.
Os resultados s&o expressos com média + erro padrao média (EPM), (p< 0,001).

Figura 4 - Fotomicrografia do tecido hepatico de animais, marcagdo imuno-histoquimica da citocina IL-

1 vista ao redor das células (Coloragdo: hematoxilina-eosina, aumento original de (400X)).
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Grafico 9 — Quantificagdo da marcagao imuno-histoquimica da interleucina-6 (IL-6)
@ Diferenga significativa do grupo CO.
® Diferenca significativa do grupo DM.
Os resultados s&o expressos com média + erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).

Figura 5 - Fotomicrografia do tecido hepatico de animais, marcagdo imuno-histoquimica da citocina IL-

6 vista ao redor das células (Coloragdo: hematoxilina-eosina, aumento original de (400X)).
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Gréfico 10 — Quantificacdo da marcacéo imuno-histoquimica da enzima ciclooxigenase (COX-2)
@ Diferenga significativa do grupo DM e DM+0O30D.
Os resultados séo expressos com média + erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).

Figura 6 - Fotomicrografia do tecido hepatico de animais, marcagédo imuno-histoquimica da enzima

COX-2 vista ao redor das células, aumento original de (400X).
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7. DISCUSSAO

O diabetes mellitus € uma sindrome crbnica, caracterizada pela
auséncia absoluta ou relativa de insulina e/ou pela resisténcia a insulina.
Constitui um problema de importancia crescente em saude publica. Sua
incidéncia e prevaléncia estdo aumentando, alcangando proporgdes
epidémicas. (©

Esta associado a complicagdes que comprometem a produtividade, a
qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. Além disso, acarreta altos
custos para seu controle metabdlico e para o tratamento de suas complicagdes.
(77)

Os modelos experimentais utilizados para o estudo do DM contribuem
para o esclarecimento sobre a doencga, suas causas e consequéncias. A
indugdo quimica do diabetes em animais experimentais ocorre apos a
destruigdo seletiva das células B-pancreaticas. As substancias diabetogénicas
mais usadas s&0 a estreptozotocina (STZ) e o aloxano. ('®

Neste estudo foi utilizado o modelo experimental de diabetes por STZ. A
glicemia foi medida 72 horas apds a indugdo do diabetes e no momento da
morte dos animais (30 dias). Os animais mantiveram uma glicemia
significativamente maior que os animais controle durante todo o experimento e
o tratamento diario com émega-3 nao foi capaz de reduzir os niveis glicémicos
dos animais diabéticos. Outros estudos utilizando substancias com potencial
antioxidante como a quercetina’®" aminoguanidina ®® e sacaca também nzo
promoveram reducado na glicemia quando o tratamento é instituido apds a
instalagdo da doenga. Porém, alguns autores observaram redug¢ao na glicemia
quando o tratamento & iniciado antes da induc&o do diabetes. ©182

Em estudos utilizando suplementagdo com dmega-3 em pacientes com
diabetes tipo Il, também nao foi observado alteragdo no controle glicémico ou

modificacdes na sensibilidade & insulina.®

Comparando pessoas saudaveis com pacientes portadores de diabetes

tipo Il, observou-se que a suplementagcdo com 6mega-3 pode ser capaz de
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modular a agdo da insulina mas nao de reverter a resisténcia insulinica ja
estabelecida e portanto, ndo reduz a glicemia em pacientes diabéticos.®

Os niveis de colesterol total permaneceram inalterados, tanto nos
animais diabéticos quanto naqueles que receberam suplementagdo com
Omega-3. Os animais controles que receberam suplementagdo com dmega-3
também nao apresentaram alteragdes significativas. Em estudo realizado com
animais com 60 dias de diabetes observou-se aumento nos niveis de colesterol
total que nao foram reduzidos pelo tratamento com sacaca. "

Por outro lado, os niveis de triglicerideos foram significativamente
aumentados nos animais diabéticos quando comparados aos controles. O
tratamento dos animais diabéticos durante 30 dias com o 6mega-3 foi capaz de
reduzir significativamente os triglicerideos plasmaticos.

Estudos em pacientes com risco cardiovascular utilizando EPA e DHA,
comparados com outros pacientes que utilizavam estatinas, observou-se
resultados semelhantes na reducéo dos TG plasmaticos.®”

A administracdo de 6mega-3 em dois grupos de pacientes, um com
hipertrigliceridemia e outro com risco cardiovascular, observou-se uma redugéo
de 5% nos TG plasmaticos dos pacientes com hipertrigliceridemia e uma
reducdo de 53% nos TG plasmatico dos pacientes com risco

cardiovascular.®%8")

O estresse oxidativo € um processo mediado pela formacao de radicais
livres diversos que resultam na degradagdo oxidativa dos lipideos
(lipoperoxidagdo) e de proteinas presentes nos diversos sistemas de
membranas da célula. Esse processo pode ser iniciado por radicais derivados
dos xenobidticos gerados em reacgbes catalisadas pelas isoenzimas do
citocromo-P450 ou ainda pela producéo de radicais livres oriundos do oxigénio.
A primeira consequéncia desse processo € a profunda alteracdo das
propriedades fisicas e quimicas das membranas, causando perda das suas

funcdes especializadas.

A formacao excessiva de radicais livres em muitas reagdes desempenha
um papel crucial na patogénese das complicagbes cronicas do diabetes
mellitus. As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) s&o continuamente

produzidas durante os eventos fisiolégicos normais, sendo removidas por
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mecanismo de defesa antioxidante. Em condigbes patolégicas como as
provocadas pelo diabetes mellitus, as ERO resultam em peroxidacgao lipidica e

dano oxidativo. ¢

O figado é rico em mitocondrias e importante para o metabolismo
energético e o principal 6érgao que atua nos processos oxidativos e de
detoxificagdo. Portanto, danos as mitocOndrias hepaticas vao agravar os
disturbios metabdlicos no diabetes.

No presente estudo observou-se um aumento significativo na
liporeroxidagdo medida por TBARS no figado dos animais diabéticos e nos
animais controle tratados com d6mega-3 durante 15 e 30 dias. Nos animais
diabéticos tratados com 6mega-3 houve uma reducdo na lipoperoxidagao, que
foi significativa apenas nos animais tratados durante 15 dias. Um aumento na
geragao de radicais livres pode conduzir a oxidacédo de lipidios e proteinas
gue sao importantes componentes das biomembranas.

Niveis aumentados de TBARS tém sido encontrados em figados de
ratos diabéticos. Estudos que utilizaram a aminoguanidina, uma substancia
com potencial antioxidante, demonstraram reducdo na lipoperoxidagao no
figado e no pulméao de animais com DM.®% 89

Estudos utilizando o flavonoide quercetina, sobre o estresse oxidativo
hepatico no modelo experimental de diabetes também mostrou redugédo na

lipoperoxidagéo de membranas. %%

O 6mega-3 foi capaz de reduzir a lipoperoxidagdo no figado, porém
apenas com 15 dias de tratamento, essa redugédo néao foi significativa com o

tratamento mais prolongado.

O aumento da lipoperoxidacdo observado nos animais controle que
receberam 6mega-3 pode estar relacionado com sua capacidade de interagir
com os fosfolipideos de membrana, uma vez que uma ingesta aumentada de
acidos graxos w-3 causa a substituigdo parcial dos acidos graxos w-6
especificamente do acido araquidénico (AA) das membranas fosfolipidicas.

A enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), é a primeira linha de
defesa contra ataques de radicais livres a qual pode ser distinguida entre:

citoplasmatica, mitocondrial e extracelular. ©192
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A Superédxido-dismutase catalisa a dismutagdo do radical superoxido

(O0,7) em um peroéxido (H,O,) menos lesivo, que posteriormente é degradado

pela catalase ou glutationa peroxidase. ©*

No presente estudo a atividade da SOD apresentou-se significativamente
aumentada nos animais diabéticos em relagdo aos animais controle tratados com
O6mega-3, 15 e 30 dias. Nos animais diabéticos tratados com émega-3 houve uma
reducéo na atividade da SOD, porém n&o significativa. Em um estudo utilizando
a suplementagdo do 6mega-3 ocorreu um aumento a expressao de genes de
enzimas antioxidantes e genes associados a baixa regulagdo da producao de

espécies reativas de oxigénio.®

Outros estudos com ratos que utilizaram émega-3 como antioxidante,
observaram aumento da atividade da SOD o que pode conduzir a uma
importante eliminacdo de ions de superdxido, a qual pode, entdo, inibir a
formacgao de radicais hidroxila.®®

Em outro estudo com a administracdo do 6mega-3 em ratos, a atividade
da SOD mostrou-se aumentada, associada com uma diminui¢do dos niveis de

malondialdeido, um marcador de peroxidacéo lipidica. 59"

No presente estudo a atividade da enzima glutationa peroxidase foi
significativamente reduzida nos animais diabéticos da mesma forma que nos
animais controle tratados com 6mega-3. Os animais diabéticos tratados com
Omega-3 durante 30 dias sofreram uma redugéo significativamente maior que os
diabéticos nao tratados.

A glutationa peroxidase € uma enzima que elimina os H,O, e outros
peréxidos organicos. Em recente estudo foi relatado uma relagao linear entre o
acido docosahexaendico em cultura de fibroblastos humanos e um grande

aumento das enzimas antioxidante.®

Ha uma mudancga sobre as atividades das enzimas antioxidantes de

. o . f o 79
diferentes 6rgaos em ratos diabéticos- 79)

A catalase (CAT) é reponsavel por decompor o peroxido de hidrogénio
(H202) em agua e oxigénio (O2). Assim as enzimas antioxidantes evitam,
impedem ou retardam a formagao do radical livre (RL) mais lesivo o radical

hidroxil € com isso, impede o dano celular. ©*
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Em nosso estudo a atividade da catalase foi significativamente aumentada
nos animais diabéticos em relagao aos controles e os animais diabéticos tratados
com Omega-3 apresentaram uma diminui¢do significativa na atividade desta
enzima.

Em estudos utilizando o flavonoide quercetina, observou-se um
aumentado na atividade das enzimas antioxidantes, sugerindo que este
flavonoide conserva a atividade das enzimas SOD e CAT, tanto no tecido
hepatico como em eritrocitos. (1%

Em estudos utilizando o p6 da folha de amoreira, observou-se um
aumento significativo na atividade da enzima CAT em animais diabéticos
tratados.*

Embora alguns estudos mostrem que a atividade das enzimas SOD,

: : : : 99
catalase e glutationa peroxidase no DM seja reduzida ( )outros autores

apontam para o aumento da atividade em ratos diabéticos induzidos por STZ.

100,101 .~ . N ipe .
( ) Essa aparente contradicdo pode ser devida a especificidade do tecido,

variagbes na severidade ou duracdo da doenga, ou outras condi¢cdes

. . (102)
experimentais.

Em nosso estudo, observamos que o tratamento com dmega-3 reduziu a
atividade das enzimas antioxidantes, tanto nos animais diabéticos quanto nos
animais controle.

O processo inflamatério e a injuria tecidual induzem uma cascata
complexa de eventos fisioldgicos conhecidos como resposta inflamatéria que
promove protegao aos tecidos, restringindo os danos no local da infecgdo ou
injuria, mas podendo ter efeitos deletérios quando de forma exacerbada. Em
estagios iniciais da inflamagao o tipo celular predominante é o neutréfilo, em
fases mais tardias os mondcitos e os linfécitos também migram para o local,
amplificando o processo inflamatério. (%%

A reacao inflamatéria € acompanhada por uma resposta sistémica
conhecida por resposta de fase aguda. Esta resposta é caracterizada por febre,
producao de diversos horménios, leucocitose e producédo de proteinas de fase
aguda pelo figado. Citocinas, como IL-1, IL-6, TNF-a, factor inibidor de
leucemia (LIF - leukemia inhibitory factor) e oncostatina M (OSM) séo

produzidas no local da inflamagao e desempenham papel crucial na resposta
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de fase aguda, induzindo a produgdo de proteinas de fase aguda pelos
hepatdcitos. 1%

Além disso, as ERO desencadeiam uma cascata inflamatéria, por meio
da producao de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-6, as quais estdo
envolvidas na patogénese de complicagbes micro e macrovasculares. Com
efeito, a presenga dessas citocinas sdo frequentemente utilizados como
marcadores da resposta inflamatéria. O TNF-a, a IL-1 e a IL-6, quando em
altas concentragdes, também ativam hepatédcitos aumentando a sintese de
proteinas séricas. O conjunto de proteinas séricas induzidas por estas
citocinas constituem o que se denomina de resposta de fase aguda. ("%

No presente estudo observa-se a presenga de IL-1 no parénquima
hepatico dos animais diabéticos indicando um aumento significativo da IL-1 nos
animais diabéticos em relagdo ao controle e uma redugao significativa nos

animais diabéticos tratados com dmega-3 durante 15 e 30 dias .

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica que influencia respostas imune-
antigeno-especificas e reagdes inflamatorias, sendo um dos maiores
mediadores da fase aguda da inflamag&o. Estimula a produgéo de proteinas da
fase aguda da inflamagao nos hepatdcitos e aumenta a concentragdo de zinco
intracelular nestas células o que, teoricamente, previne a toxicidade causada
pelo tetracloreto de metila. Tem ainda acdo importante na atracao de

eosindfilos para o local de inflamagéo- ")

Estudo em pacientes diabéticos e individuos saudaveis foi
detectado um aumento significativo da IL-6 em pacientes diabéticos, mas sem
complicagdes micro ou macrovascular, em comparagdo com individuos

saudaveis (198.109)

Em outro estudo semelhante, a pesquisa focando a associagao entre
inflamacéao e obesidade, dislipidemia, hiperglicemia e em 553 pacientes jovens
com DM, e 215 individuos saudaveis, encontraram niveis significativamente
mais elevados de IL-6 no grupo de diabéticos, independentemente do peso ou

concentragdo de Hemoglobina Glicada (HbA1c). ("°)

Assim, de acordo com um estudo com 22 criancas portadoras de DM

tipo I, Rosa e Flores relataram que a hiperglicemia aguda foi associada com o
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aumento dos niveis de IL-6, IL-4, e IL-1, e estes niveis elevados persistiram por
pelo menos 2h apds o controle da glicose "'

Em outro estudo os resultados demonstram que a oxidagdo e as
respostas inflamatdrias sdao aumentadas no inicio do DM, mas mantém-se

inalteradas durante a progresséo da doenca. (1'%

Resultados com a utilizagdo do resveratrol indicaram que a citocina IL-1
teve sua expressao reduzida no tecido hepatico, porém houve um aumento da

IL-6 no bago de ratos diabéticos.('"®

Portanto, nos resultados observados neste estudo houve aumento na
marcagao imunohistoquimica para IL-1 e IL-6 no tecido hepatico dos ratos
diabéticos. Nos ratos diabéticos tratados com émega-3 houve uma redugao das
citocinas no tecido hepatico, isso demonstra que o émega-3, talvez possa ter

um efeito anti-inflamatoério.

Durante a resposta inflamatoria, mediadores protéicos, como citocinas, e
lipidicos, como as prostaglandinas, juntamente com substancias liberadas
localmente, as quais incluem histamina, bradicinina e substéncia P, sao
responsaveis pela manutengao e amplificacdo do processo inflamatério. Dentre
os muitos mediadores quimicos associados a evolucdo e a amplificacdo da
resposta inflamatéria, as prostaglandinas, indubitavelmente, possuem papel de
destaque """ Prostaglandinas, moléculas biologicamente ativas derivadas do
acido araquidonico e outros acidos graxos poli-insaturados, sédo liberadas por
estimulos quimicos ou mecanicos a partir dos fosfolipidios de membrana, sob a
acgao da fosfolipase A2 (PLA2). A COX-2, é codificada por um gene diferente, é
expressa em resposta a estimulos inflamatérios e mitogénicos, sendo, portanto
responsavel pela formacdo das prostaglandinas associadas a resposta
inflamatdria. (')

A COX-2 pode ser expressa constitutivamente em muitos tecidos,
incluindo endotélio vascular, SNC e rins. Ademais, evidéncias recentes
mostraram que ambas COX-1 e COX-2 estdo envolvidas tanto em eventos
fisiologicos quanto patolégicos. De fato, uma resposta inflamatoéria plena é
sustentada por prostandides gerados tanto pela COX-1 quanto pela COX-2 ("°)
Além do envolvimento em processos inflamatérios, a COX-2 parece também

estar implicada em crescimento e formac&o tumoral ('
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No presente estudo observou-se no tecido hepatico dos animais controle
significativa marcagdo da COX-2. Os animais diabéticos tratados com émega-3
durante 15 e 30 dias mostraram uma reducdo na expressdo da COX-2, quando
comparados aos animais diabéticos e controle.

Entre os mecanismos que podem explicar os efeitos benéficos do
dmega-3 estd a competicdo pelo substrato que previne a conversdo de Acido
Araquidénico (AA) a eicosanoides pro-inflamatorios como as prostaglandinas
(PG), leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX) pela cicloxigenase (COX) ou
lipoxigenase (LOX). ("8

Estudos mostram que a composicédo lipidica das células imunes de
roedores possui aproximadamente 15 a 20% de AG como do AA e pequenas
concentragbes de w-3. Quando a dieta destes animais é modificada em sua
concentracido de AG, também ocorre modificacdo na composicao destes acidos
na membrana das células imunes. "9

Neste estudo outra possibilidade de acdo dos AGPI w-3 estd na
competicdo com o estoque de AA levando a inibicdo da producao de
eicosandides pro-inflamatorios. Podem também servir como substrato
alternativo para a ciclooxigenase (COX1 e COX2) resultando na formacao de
produtos menos potentes que os pré-inflamatorios. (129

Nossos resultados demonstram que o tratamento com émega-3 durante
15 e 30 dias tem um efeito benéfico sobre os niveis de IL-1, IL-6 e COX-2 no

tecido hepatico.
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8. CONCLUSAO

O tratamento de ratos diabéticos com 4g/Kg de dmega-3 durante 15 e 30
nao foi capaz de reduzir a glicemia, ndo provocou mudangas nos niveis de
colesterol, mas reduziu de forma significativa o nivel dos TG plasmaticos nos
animais tratados durante 30 dias, dados esses que apresentam
correspondéncia com a literatura.

Os animais diabéticos apresentaram um aumento na lipoperoxidagao
que foi reduzido significativamente nos animais tratados durante 15 dias, porém
manteve-se elevado nos animais controle que receberam émega e nos
diabéticos tratados durante 30 dias. O tratamento com Omega-3 também
reduziu a atividade das enzimas antioxidantes. Esses resultados parecem
indicar que a dose e o tempo de tratamento podem promover um efeito pro-
oxidante.

Nos animais diabéticos observou-se um aumento significativo na
marcagao imunohistoquimica das citocinas pré-inflamatdrias, IL-1 e IL-6 e na
enzima COX-2 o que caracteriza um aumento da resposta inflamatéria no DM.
O tratamento com dmega-3, tanto por 15 dias quanto por 30 dias, foi capaz de
reduzir esses marcadores inflamatérios no tecido hepatico dos animais
diabéticos.

Portanto, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel
sugerir um aumento do dano oxidativo e inflamatoério relacionados ao diabetes,
observados através do aumento da lipoperoxidagdo e das citocinas
inflamatdrias IL-1, IL-6 e da enzima COX-2 no figado.

O tratamento com émega-3 apresentou em efeito importante na redugao
dos TG plasmaticos e nas citocinas inflamatoérias, sugerindo um efeito positivo
no controle das complicacbes do diabetes, porém mais estudos sao
necessarios para caracterizar o possivel efeito antioxidante do tratamento com

Omega-3.
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