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Resumo 

  

 O diabetes Mellitus (DM) é uma enfermidade endócrino-metabólica 

frequente, que afeta mais de 246 milhões de pessoas em nível global. A 

hiperglicemia está associada a complicações, disfunções e insuficiência de 

vários órgãos. O objetivo foi avaliar os efeitos do ômega-3 no estresse 

oxidativo e no processo inflamatório no tecido hepático de ratos diabéticos.

Foram utilizados 54 ratos Wistar machos, o DM foi induzido através de uma 

única injeção de estreptozotocina (70 mg/Kg). Os animais foram divididos em 6 

grupos e receberam ômega-3 na dose de 4g/Kg durante 15 dias e 30 dias.  O 

tratamento com o ômega-3 reduziu os níveis plasmáticos dos triglicerídeos nos 

animais diabéticos, porém não houve modificação significativa na glicemia e 

colesterol nesses animais. Nos animais diabéticos tratados com ômega-3 houve 

uma redução na lipoperoxidação, porém não significativa. A atividade da 

superóxido dismutase apresentou-se significativamente aumentada nos animais 

diabéticos em relação aos tratados com ômega-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 relação aos controles e 

os diabéticos tratados apresentaram uma diminuição significativa. A interleucina-1 

e a interleucina-6, avaliadas no tecido hepático por imunohistoquímica, 

mostraram-se significativamente aumentadas nos animais diabéticos e reduzidas 

nos animais tratados. Esses resultados parecem indicar que o tratamento com 

ômega3 IL-1, IL6 e COX-2, teve uma ação anti-inflamatória, porém  mais estudos 

são necessários para caracterizar uma ação do antioxidante. 

 

Palavras chaves: ômega-3, inflamação, 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 INTRODUÇÃO 

 

 O Diabetes Mellitus (DM) configura-se hoje como uma epidemia mundial, 

traduzindo-se em grande desafio para os sistemas de saúde de todo o mundo. 

O envelhecimento da população, a urbanização crescente e a adoção de 

estilos de vida pouco saudáveis como sedentarismo, dieta inadequada e 

obesidade são os grandes responsáveis pelo aumento da incidência e 

prevalência do diabetes em todo o mundo. (1) 

 Segundo estimativas da Organização Mundial de Saúde, o número de 

portadores da doença em todo o mundo era de 177 milhões em 2000, com 

expectativa de alcançar 350 milhões de pessoas em 2025. No Brasil são cerca 

de seis milhões de portadores, a números de hoje, e deve alcançar 10 milhões 

de pessoas em 2025. (2)  

Um indicador macroeconômico a ser considerado é que o diabetes 

cresce mais rapidamente em países pobres e em desenvolvimento e isso 

impacta de forma muito negativa devido à morbimortalidade precoce que atinge 

pessoas ainda em plena vida produtiva, onera a previdência social e contribui 

para a continuidade do ciclo vicioso da pobreza e da exclusão social. (1,2) 

O DM é um grupo de doenças metabólicas caracterizadas por 

hiperglicemia e associadas a complicações, disfunções e insuficiência de vários 

órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, coração e vasos 

sanguíneos. Pode resultar de defeitos de secreção e/ou ação da insulina 

envolvendo processos patogênicos específicos, por exemplo, destruição das 

células beta do pâncreas (produtoras de insulina), resistência à ação da 

insulina, distúrbios da secreção da insulina, entre outros. (2,3) 

É uma enfermidade endócrino-metabólica frequente, que afeta mais de 

246 milhões de pessoas em nível global. (3) É caracterizada pela poliúria, 

polidipsia, perda de peso apesar da polifagia, hiperglicemia, glicosúria, cetose, 

acidose e, em casos mais graves, o coma. Apresenta uma variedade de 

alterações bioquímicas, mas a fundamental, é a redução da entrada de glicose 

nos tecidos periféricos e o aumento na liberação de glicose circulante pelo 

fígado. (4,5)  
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O fígado possui um papel central na manutenção da euglicemia. A 

glicemia depende da ingestão de carboidratos, da gliconeogênese e da 

glicogenólise. Em condições normais, o fígado é o principal órgão responsável 

pela gliconeogênese. Na eventualidade de não haver necessidade de aumentar 

a glicemia, o tecido hepático e o muscular esquelético captam a glicose e a 

armazenam como glicogênio e gordura. (5,6) 

Existem diversas anormalidades no DM, como a diminuição da 

velocidade de condução nervosa, distúrbio da atividade motora gastrointestinal, 

diminuição no esvaziamento gástrico, anorexia, vômitos, diarreia e constipação. 
(7) 

No Brasil, o diabetes junto com a hipertensão arterial, é responsável pela 

primeira causa de mortalidade e de hospitalizações, de amputações de 

membros inferiores e representa ainda 62,1% dos diagnósticos primários em 

pacientes com insuficiência renal crônica submetidos à diálise. É importante 

observar que já existem informações e evidências científicas suficientes para 

prevenir e/ou retardar o aparecimento do diabetes e de suas complicações e 

que pessoas e comunidades progressivamente têm tido acesso a esses 

cuidados. (8) 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.2 Ômega-3 

 

2.2.1 Histórico 

 
 

O interesse dos pesquisadores sobre os benefícios do ácido graxo poli-

insaturado (AGPI) -3 teve início quando se observou que os esquimós da 

Groelândia apresentavam baixa incidência de doenças cardiovasculares a 

despeito de sua elevada ingestão de gorduras. Essa população consumia 

peixes de águas profundas e geladas abundantes em AGPI -3 de cadeia 

longa. (9) Tais observações levaram ao aumento das pesquisas sobre os efeitos 

benéficos e/ou preventivos desses ácidos graxos em uma série de condições 

clínicas como doenças cardiovasculares, artrite reumatóide, asma, entre 

outras. (9,10) 
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Os ácidos graxos poli- -3 exercem uma grande 

variedade de efeitos biológicos e são estudados em várias condições clínicas 

distintas como doença coronariana, hipertensão, hiperlipidemia, câncer, 

diabetes, doenças renais e em doenças inflamatórias. (10)  

Os ácidos graxos -3 provenientes da dieta são componentes 

essenciais para cada célula viva, sendo especialmente importantes para a 

integridade das estruturas da bicamada lipídica da membrana celular. Eles são 

também fontes importantes de energia e são precursores para numerosos 

compostos biologicamente ativos. Humanos podem sintetizar todos os lípidos 

necessários para uma boa saúde com excessão dos pertencentes às famílias 

do -3 e -6.(11) 

 Burr & Burr verificaram em experiências com ratos que os ácidos graxos 

essenciais eram o linoléico, linolênico e araquidônico. Durante as duas últimas 

décadas, tem-se percebido que a quantidade de ácido graxos de cadeia longa 

(AGCL) consumido na dieta pode influenciar profundamente nas respostas 

biológicas. (12,13) 

As fontes dos ácido -3 são: acido linolênico, encontrado em 

folhas verdes e em sementes oleaginosas, como também na semente de 

linhaça, mostarda e óleo de soja; ácido docosahexaenóico (DHA) e ácido 

eicosapentaenóico (EPA) presentes principalmente nos peixes de águas frias 

(como a cavala, o arenque e o salmão). Os peixes brancos magros (como 

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

 

2.2.2 Metabolismo dos ácidos graxos -3 

 
 

O ácido eicosapentanóico (EPA) e ácido docosahexaenóico (DHA) são 

considerados nutricionalmente essenciais e derivados exclusivamente de 

peixes, são também chamados de óleo de peixe e podem ser encontrados em 

formulações preparadas pela indústria alimentícia e farmacêutica e contém 

uma mistura variável de EPA e DHA numa proporção de 2:1. (16)  

O ácido araquidônico (AA) é o mais comum precursor de eicosanóides 

(prostaglandinas, leucotrienos, tramboxanos, isoprostanos, etc); EPA é o 



15

precursor mais comum de prostaglandinas da série 3 e de leucotrienos da série 

5 e o mais abundante ácido graxo poli-insaturado presente no óleo de peixe. O 

DHA é o ácido graxo poli-insaturado mais abundante nos tecidos 

(especialmente no SNC) e pode exercer efeitos parcialmente por conversão a 

EPA. (17) 

 Os ácidos graxos -3, como o ácido alfa-linolênico, ácido 

eicosapentaenóico e o ácido docosahexaenóico, são ácidos carboxílicos poli-

insaturados, em que a dupla ligação está no terceiro carbono a partir da 

extremidade oposta à carboxila (figura 1). O mecanismo proposto para o 

benefício dos AGPI -3 parece estar relacionado à incorporação destes ácidos 

graxos nas membranas celulares. (17) 

 

 
Figura 1  Estrutura química dos ácidos Eicosapentaenóico (a) e Docosahexaenóico (b). 
 
 

O aumento da ingesta de ácidos graxos -3 na dieta causa a substituição 

parcial dos ácidos graxos -6, especificamente do ácido araquidônico (AA) das 

membranas fosfolipídicas. Os AGPI -3 EPA e DHA podem ser liberados da 

membrana celular pela ação da enzima fosfolipase A2 e metabolizados pela 

enzima ciclooxigenase (COX) que levam à formação das prostaglandinas da 

série 2 (PGH2), tramboxanos (TX) e leucotrienos (LT), mediadores de um 

amplo espectro de atividades biológicas (figuras 2 e 3). (18) 

 

(b) 

(a) 
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Figura 2 - Metabolismo do Ômega- -6), mediadores bioquímicos AA, COX e TX, envolvidos na 

inflamação, infecção, lesão tecidual, modulação do sistema imune e agregação plaquetária. [Fonte: 

Hirayama, et a.,l (2012) Adaptado para o estudo] 
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Figura 3 - Metabolismo do ômega-3 ( -3), mediadores bioquímicos EPA, DHA, COX e PGI3, que atuam 

no processo anti-inflamatório e não inibem o sistema imune. [Fonte: Hirayama, et a.,( 2012) Adaptado para 

o estudo] 

 - - -9 competem entre si, pela 

enzima-chave clássica e comum para 

todas as vias metabólicas (19,20,21) e apresentam maior afinidade pelos 

substratos mais altamente insaturados. Logo, devido a essa natureza 

competitiva, cada ácido graxo pode interferir no metabolismo do outro, 

apresentando implicações nutricionais -6 irá reduzir o 

-3, levando possivelmente a uma deficiência nos seus 

metabólitos, incluindo o ácido eicosapentaenóico. (22) 

O DHA e o EPA interferem no sistema imune competindo com o ácido 

araquidônico (AA) no metabolismo da cicloxigenase na membrana celular. O 

AA em altas concentrações (1,5g/dia por 50 dias) compromete o sistema 

imunológico destacando-se o aumento da proliferação linfocitária, produção de 
(23) 

Os ácidos gra -3 também inibem a enzima dessaturase, que 

diminui a produção de ácido araquidônico e conseqüentemente de tromboxano 

A2 -3 reduz a relação desses ácidos graxos 

- -3) a níveis baixos de 3:1, esta condição propicia alterações indesejáveis 

na coagulação sangüínea (como aumento do tempo de hemorragia, diminuição 

da agregação plaquetária, viscosidade do sangue e fibrinogênese, aumento da 

deformidade eritrocitária, diminuindo a tendência para formação de trombos) e 

na própria resposta, inflamatória. (24,25) 

  Porém, quando foram avaliados pacientes submetidos à cirurgia de 

artéria coronariana e que in -3, não foi identificado aumento nos casos 

de hemorragia devido à ingestão desses ácidos graxos (26). A -6 

-3 pode influenciar na formação de neurotransmissores e prostaglandinas, 

fatores que são vitais para manter a função cerebral normal. (25,26) 
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2.3 Consenso Nutricional 

 
As RDAs (Recommend Dietary Allowances) não estipulam a quantidade 

de lipídios que devem ser assimilados através da alimentação. Entretanto, a 

ingestão de gorduras, segundo o Guia Alimentar para Americanos e o National 

Cholesterol Education Program, deve estar dentro de um limite de 30% do valor 

calórico total, dos quais 10% são provenientes de lipídios saturados, 10% poli-

insaturados e 10% monoinsaturados, ou seja, na proporção 1:1:1. A ingestão 

de colesterol deve manter-se abaixo de 300mg/dia. (27)  

A Sociedade Brasileira de Alimentação e Nutrição (SBAN) recomenda 

que o limite máximo de gordura na dieta fique em torno dos 30% e o mínimo 

em 20%, sugerindo também uma proporção aproximadamente igual entre os 

ácidos graxos saturados, ácidos graxos monoinsaturados e ácidos graxos poli-

insaturados. (28)  

Muitos estudos sugerem que a excessiva quantidade de ácidos graxos 

- -3 na dieta, promovendo assim razão desproporcional 

- -3, podem levar ao desenvolvimento das doenças crônicas. Em 

países onde a alimentação esta associada a um maior consumo de óleo de 

- - -3 atinge 4/1, tem sido 

observado que há redução de 70% das mortes associadas a doenças como 

aterosclerose. (28,29)  

A quantidade de gordura na dieta altera respostas celulares, mas vale 

salientar que não reagem sozinhas, sendo também influenciadas por outros 

nutrientes, tais como vitamina C e E, antioxidantes, glutamina e carboidratos. A 

necessidade de uma relação -3/ -6, na alimentação é de 1:5, relação esta 

considerada ideal, tolerando-se 1:10. Nos Estados Unidos, por exemplo, a 

media de proporção entre -3/ -6 e de 1:20-30, ou seja, valores altos de 

ômega 6 em relação ao -3. (29)  

 

2.4 Mecanismo inflamatório e anti-inflamatório 

 
 

O processo inflamatório é uma resposta de defesa ao trauma ou a 

infecções microbianas e é iniciado com a finalidade de extinguir o estímulo que 
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o desencadeou ou para remover um dano tissular. Muitas doenças como o mal 

de Alzheimer, diabetes, doenças cardiovasculares, asma, artrite reumatóide, 

periodontite, câncer e outras são resultantes de processos inflamatórios 

inapropriados ou excessivos que as iniciam e as acompanham de forma 

crônica. (30,31) 

Nas células com respostas inflamatórias há sempre altos níveis de AA e 

baixos níveis de outros ácidos graxos. Sendo assim, o ácido araquidônico está 

sempre em maior disponibilidade como precursor para a biossíntese dos 

eicosanóides que estarão envolvidos na modulação da intensidade e duração 

das respostas inflamatórias. Os aspectos patofisiológicos de sua ação 

dependem do tecido alvo, da natureza do estímulo, da produção e quantidade 

de eicosanóides que são produzidos e da sensibilidade das células alvo à sua 

ação. (32,33,34) 

No local da inflamação, neutrófilos produzem espécies reativas de 

oxigênio, que são de vital importância na atividade microbicida e inflamatória 

dessas células. A atividade microbicida é dependente da ativação do sistema 

NADPH oxidase, ou seja, da geração de espécies reativas de oxigênio, (burst 

respiratório) e mobilização de cátions no fagossomo. (36)  

-3 podem auxiliar na proteção de doença vascular 

aterosclerótica, artrite, pancreatite, alergias, pneumonia e outras doenças 

inflamatórias. Podem, por exemplo, modular o processo inflamatório dentro da 

parede do vaso sanguíneo alterando também a composição estrutural e celular 

da placa aterosclerótica em estado avançado de tal forma que pode reduzir a 

ruptura ou ulceração da placa, que é um processo que precede o infarto do 

miocárdio. (37, 38,) 

Quando administrados em voluntários saudáveis, os ácidos graxos poli-

insaturados -3 promovem uma diminuição da produção de citocinas pró-

inflamatórias interleucina (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF)-  induzidos 

por polissacarídeos bacterianos. Eles também modulam a ativação do fator 

nuclear kappa B (NFkB) que está envolvido na transcrição de vários genes 

envolvidos na inflamação aguda, arterosclerose e resposta imune. (39,40) 

-3 em 

diferentes parâmetros das alterações provocadas pelo diabetes como a 

disfunção endotelial, resistência à insulina e sensibilidade à insulina. Por outro 
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-3 

no desenvolvimento de risco para diabetes tipo II. (41,42) 

O AA é precursor de prostanóides de série 2 incluindo prostaciclina 

(PGI2), TXA2 e PGE2, o qual apresenta diversos efeitos pró-inflamatórios 

(indução de febre, eritema, aumento da permeabilidade vascular e 

vasodilatação), quando o EPA é percussor de prostanóides os quais são 

biologicamente menos ativos, PG e LT têm menores propriedades inflamatórias 

e TXA3 tem mínima atividade vasoconstritora e agregante plaquetário. (43,44) 

As propriedades anti-inflamatórias dos ácidos graxos -3 estão bem 

estabelecidas e uma possível ação antioxidante tem sido proposta 

principalmente em relação ao DHA que pode interferir com a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e /ou combatê-las devido às suas 

múltiplas duplas ligações. (44,45) 

 
 

2.4.1 Interleucina-1 

 

A produção de citocinas pró-inflamatórias como interleucina-1 (IL-1), 

interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF)-  ocorrem 

rapidamente após o trauma. Estas medeiam os sintomas associados com o 

trauma. Embora a resposta mediada por citocinas seja parte essencial para a 

cicatrização, a sua produção em excesso está associada com a severidade da 

doença em muitos processos inflamatório-infecciosos. TNF-  e IL- 1, por 

exemplo, são os principais mediadores da resposta inflamatória aguda e 

importante na ativação de células endoteliais e na expressão de moléculas de 

adesão, fato que contribui para o recrutamento e acúmulo de mais fagócitos na 

área inflamada. (46,47) 

A ação mais importante da IL-1 na inflamação deve-se aos efeitos que 

produz no endotélio, nos leucócitos e nos fibroblastos, bem como na indução 

das reações da fase aguda inflamatória. No endotélio, a IL-1 induz várias 

mudanças, a maioria relacionada ao nível de transcrição de gene para síntese 

de moléculas de adesão endotelial e mediadores químicos como citocinas, 

fator de crescimento, óxido nítrico e a produção de enzimas associadas à 

remodelação de células matrizes e aumento na superfície trombogênica do 
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endotélio. Associada ao TNF  induz a resposta de fase aguda à infecção ou 

agressão tecidual. (48,49)  

Essa atividade específica da IL-1, também desencadeada pelo monócito, 

liga-se estreitamente à regulação da leucopoese durante um processo 

infeccioso.  A IL-1 atua junto aos fibroblastos e às células endoteliais, 

estimulando a liberação de fatores de crescimento para granulócitos, 

macrófagos e monócitos. Além disso, libera o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF ) que estimula os linfócitos T a produzirem anticorpos específicos. (49, 

50,51) 

 

2.4.2 Interleucina-6 

 

A Interleucina (IL-6) é uma citocina com potente atividade antiviral, de 

grande atuação como resposta imunológica durante a fase aguda de uma 

infecção. Alguns estudos têm associação positivamente à produção de PGE2 

endógena e liberação de IL-6, os macrófagos são importantes receptores para 

responder ao processo inflamatório das PGE2 durante a inflamação, estudos 

mostram que os macrófagos respondem a PGE3 exógena ao sintetizar a IL-6, 

na produção de citocina inflamatória. (52,53)  

A IL-6 é expressa e secretada por macrófagos e adipócitos e está 

associada ao desenvolvimento de doenças relacionadas com a obesidade, tais 

como o diabetes tipo 2 e a resistência à insulina. Até um terço da IL-6 na 

circulação é proveniente dos adipócitos. (54) A produção de IL-6 é estimulada 

pela PGE2 e pelo NFkB sendo que está via pode ser inibida pelos 

antioxidantes polifenólicos. (55)  

A IL-6 atua no estímulo da unidade formadora de colônias de 

granulócitos e macrófagos (CSF-GM) e na célula-tronco. (50) 

 A produção de mutantes de IL-6 por células neoplásicas é um fator que 

contribui para o crescimento de linfócitos B leucêmicos, linfomas das células T, 

e no Sarcoma de Kaposi. A IL-6 anormal é polimórfica e uma dessas formas 

variantes ou mutantes de IL-6 está associada com a hipertrigliceridemia. (51.52)



22

2.4.3 Enzima Ciclooxigenase-2 (COX-2) 

 
 Apesar de a ciclooxigenase (COX) ter sido identificada há mais de 20 

anos, o maior progresso no entendimento de suas funções ocorreu na última 

década. O termo COX deve-se ao seu mecanismo de ação consistir na 

formação de peróxidos bicíclicos (endoperóxidos) a partir da oxigenação de 

ácidos graxos poli-insaturados. (56) 

 A ciclooxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina 

sintase, é a enzima chave na síntese de PG a partir de ácido araquidônico 

(AA). Expressão aberrante da COX-2 tem sido implicada na etiologia de 

diversos tumores. As funções mitogênicas e pró-inflamatórias da COX-2 estão 

ligadas principalmente à síntese de PGE2 exagerada.(57) 

 Existem duas isoformas homólogas da COX, sendo referidas como 

COX-1 e COX-2. Em quase todos os tecidos normais foi detectada a presença 

estrutural da COX-1, e níveis baixos a indetectáveis da COX-2, a qual pode ser 

expressa em maior quantidade mediante a presença de citocinas, fatores de 

crescimento e estimulantes tumorais, sugerindo sua relevância no câncer e em 

processos inflamatórios. (56,57) A COX-1 é considerada como fisiologicamente 

constitutiva, agindo como citoprotetora gástrica e mantenedora da homeostase 

renal e plaquetária e a COX-2 ou induzível, a qual surge apenas em situação 

de trauma tissular, inflamação etc. (58). 

 A expressão aumentada de COX-2 também tem sido implicada, na 

Doença de Alzheimer, além de outras condições neurológicas. Recentemente 

foi proposta a existência de uma terceira isoforma desta família enzimática, 

denominada COX-3, a qual, ao contrário da COX-1 e COX-2, não produziria 

prostanóides pró-inflamatórios, mas sim substâncias anti-inflamatórias. Tal 

evidência poderia explicar os períodos de remissão vistos em casos de 

doenças inflamatórias crônicas, como a artrite reumatóide. (59) 

 Os fenômenos inflamatórios através da via da ciclooxigenase (COX) têm 

sido implicados no desenvolvimento tumoral. Esta via sintetiza prostaglandinas 

a partir do ácido araquidônico e as isoformas COX-1 e COX-2 são enzimas 

fundamentais neste processo. Enquanto a primeira encontra-se expressa numa 

enorme variedade de tecidos, a COX-2 não se expressa na maioria deles em 
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condições normais, no entanto, os seus níveis aumentam drasticamente com 

estímulos que causem irritação ou inflamação. (60,61) 

 

2.5 Estresse Oxidativo 

 
 

 Dentre as Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) algumas são muito 

reativas como os radicais livres (RL) que ao reagirem com biomoléculas, 

causam diferentes danos biológicos que podem levar à morte celular. Os 

radicais livres são definidos como qualquer espécie química 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 situações 

fisiológicas ou patológicas e são danosos às células e ao organismo quando 

produzidos em grandes quantidades. (61,62)  

 Os RL reagem através de ligações covalentes ou reações bioquímicas 

em cadeia. Na primeira situação, uma união covalente ocorre quando dois 

radicais formam um par, combinando os seus elétrons desemparelhados. As 

reações bioquímicas em cadeia ocorrem quando reagem com outro não 

radical, e, ao final dessa reação, produzir-se-á outro radical. Além dessas duas 

vias, existem outras formas de obtenção de radicais livres, através da 

fagocitose na resposta inflamatória, em situações de exposição do organismo a 

radiações ionizantes, nas contaminações, poluição, excesso de exercício, 

hiperóxia e isquemia. (65) 

 A defesa do organismo contra ERO vai desde a prevenção da formação 

das ERO, da interceptação dos radicais formados e do reparo das células 

danificadas. Os sistemas que previnem a formação de ERO são considerados 

biomoléculas ligantes de metais (Fe e Cu), são os quelantes. Assim o quelante, 

eliminação pelo organismo ou impede que eles participem de reações químicas, 

pois previnem às células dos processos oxidativos catalisados por íons 

metálicos e como consequência a formação de RL. (65) 

 As enzimas são capazes de controlar e degradar o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e essas enzimas são encontradas nos peroxissomas. Dentre 
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as mais comuns encontram-se a catalase (CAT), D-amino oxidase, urato 

oxidase, -oxidase de ácidos graxos e glutationa peroxidase (GPx). O H2O2

apesar de não ser um radical livre, pode reagir com outro ânion superóxido, ou 

com metais de transição, formando o radical hidroxila (OH ).(64)  

 O radical hidroxila é uma ERO instável, sendo um dos mais potentes 

oxidantes em sistemas biológicos. É formado a partir da reação do H2O2 com um 

ânion superóxido ou com íons ferro e que não possui enzima que catalise sua 

remoção. Esse radical livre possui a capacidade de atravessar as membranas e 

reagir com biomoléculas, como lipídios insaturados e DNA, apesar de seu 

baixo tempo de meia vida. (66)  

Antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações, comparadas às de um substrato oxidável, retarda ou inibe 

significativamente a oxidação deste substrato. Os antioxidantes podem ser 

classificados em enzimáticos ou não enzimáticos. (67) 

Entre as principais defesas antioxidantes enzimáticas estão as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), responsáveis pela dismutação do radical ânion 

superóxido (O2
-) a catalase (CAT), responsável pela dismutação do (H2O2) e a 

glutationa peroxidase (GPx). A GPx, degrada, além do H2O2,outros peróxidos 

orgânicos. Assim as enzimas, antioxidantes evitam, impedem ou retardam a 

formação de RL mais lesivo o radical hidroxil e com isso o dano celular.(68,69)

Entre as principais defesas antioxidantes não enzimáticas da célula 

estão as vitaminas C e E, os carotenoides, os flavonoides e a glutationa. A 

glutationa é considerada o antioxidante não enzimático hidrossolúvel mais 

importante por participar de inúmeras reações de óxido-redução. (70) 
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA  

 

Nos últimos 100 anos, mudanças no padrão alimentar ocidental tem 

resultado em alterações no consumo de ácidos graxos da dieta, levando a um 

grande aumento na proporção dos ácidos graxos do tipo - -3. 

-6, ocorre seu aumento 

na circulação e nos tecidos, estimulando a produção de mediadores 

inflamatórios levando a uma maior incidência de doenças inflamatórias, 

incluindo asma, alergias, diabetes, doença cardiovascular e artrite.  

A Associação Brasileira do Coração (SBC) recomenda a ingesta 1g/kg 

-3 para a prevenção de doença cardiovascular e para pacientes com 

hipertrigliceridemia. Estudos demonstram que a combinação de medicação 

hipogl -3 parecem reduzir os efeitos colaterais do 

-3 

melhora a sensibilidade à insulina em roedores sendo indicado para tratamento 

da síndrome metabólica.  Embora muitos estudos comprovem o efeito anti-

-3, ainda não há consenso a respeito da 

dose adequada e mais estudos são necessários para elucidar o mecanismo de 

ação dessa substância.(71) 

Atualmente, pesquisadores investigam em diferentes tecidos de animais 

diabéticos buscando avaliar o efeito do estresse oxidativo e da inflamação e a 

possibilidade de utilizar uma substância com propriedades antioxidante e anti-

inflamatória a fim de proteger as células contra o dano oxidativo e inflamatório.  

O presente trabalho visa avaliar o tecido hepático de animais com 

diabetes mellitus induzido por administração de estreptozotocina (STZ) e o 

possível efeito protetor do ômega-3 -3) como adjuvante para o tratamento 

das complicações do diabetes. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Geral 

 

Investigar os efeitos da administração do ômega-3 na dose de 4g/kg 

sobre o estresse oxidativo e o processo inflamatório no fígado de ratos 

diabéticos. 

4.2 Específicos 

 
4.2.1 Determinar a glicemia e os níveis de colesterol e triglicerídeos no sangue; 

4.2.2 Identificar a IL-1, IL-6 e COX-2, no tecido hepático através de imuno-

histoquímica; 

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

ao ácido tiobarbitúrico TBARS;  

4.2.4 Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase, 

catalase e glutationa peroxidase no fígado.  

 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O estudo tem caráter de pesquisa experimental quantitativo e qualitativo. 

Para isso foi induzido o diabetes em ratos associado à administração do 

ômega-3. Neste estudo foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, 

provenientes do biotério da UFCSPA.  O peso médio dos animais no início do 

estudo foi de 180 gramas (g).  Os animais foram mantidos no biotério da 

UFCSPA, em caixas plásticas 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 água ad libitum. O diabetes 

mellitus (DM) foi induzido por uma única injeção intraperitoneal (i.p.) de 

estreptozotocina - STZ (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) na 



27

dose de 70 mg/Kg de peso corporal. (72) A STZ foi dissolvida em tampão citrato 

de sódio (0,1 M pH 4,5) e ácido cítrico (0,1M, pH 4,5) e administrada na região 

abdominal esquerda do animal cerca de 10 minutos após a diluição em solução 

tampão. Os animais do grupo controle receberam somente NaCl 0,9% i.p. no 

mesmo volume do tampão utilizado para dissolver a STZ. Foi realizada 

avaliação da glicemia 72h após a indução para determinação dos animais que 

apresentavam uma glicemia acima de 250 mg/dl, os quais foram considerados 

diabéticos. O período 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.  15 dias (CO+Ô15D): receberam 1ml de -3 na dose 

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

III.  30 dias (CO+Ô30D): receberam 1 ml de -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. -3 15 dias (DM+Ô15D): receberam 1 ml de -3 na 

dose de 4g/kg de peso por gavagem diariamente durante 15 dias após a 

indução da doença;  

VI. -3 30 dias (DM+Ô30D): receberam 1 ml de -3 na 

dose de 4g/kg de peso por gavagem diariamente durante 30 dias após a 

indução da doença. 

Após 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 hepático para 
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posteriores análises. Após, os animais foram eutanasiados por overdose de 

anestésicos.

5.2 Determinações da glicemia, TG e colesterol.

Para determinação da glicemia foi utilizado o teste enzimático 

colorimétrico Kit ENZI-COLOR, Bio Diagnóstica. Foram considerados 

diabéticos aqueles animais que apresentaram a concentração de glicose 

sanguínea acima de 250 mg/dl. (73) Para determinação dos níveis plasmáticos 

de TG e colesterol foi utilizado o kit comercial Labtest. A coleta de sangue foi 

realizada em dois momentos: a) 72h após a indução 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 sacrifício: os animais foram 

anestesiados com cetamina e xilasina e foram retiradas 2 alíquotas de 1ml de 

sangue do plexo retro-orbital.

5.3 Dosagem de Proteína 

A concentração de proteínas no homogeneizado do fígado foi 

determinada utilizando como padrão uma solução de albumina bovina 1mg/ml

(utilizaram-se volumes de 50, 100 e 150 ml). Colocou-se uma alíquota do 

homogeneizado (20 ml mL de água destilada e 2,0 ml do reativo C 

que foi preparado com 50 ml de NaHCO3 0,5 ml do reativo B1 (CuSO4.H2O 

1%) e 0,5 ml do reativo B2 (tartarato de sódio e potássio 2%). Após a adição 

do reativo C, aguardaram-se 10 minutos e colocou-se 0,2 ml de reativo de 

Folin Ciocalteau diluído na proporção 1:3 em água destilada. Após 30 minutos, 

realizou-se a medida em espectrofotômetro a 625 nm. (73)

5.4. Medida das Substâncias que Reagem ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

A lipoperoxidação foi determinada através da medida das substâncias 

que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). A técnica de TBARS consiste no 

aquecimento do material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e 
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consequente formação de um produto de coloração rósea, medido em 

espectrofotômetro a 535nm. O aparecimento de coloração ocorre devido à 

presença do malondialdeído e outras substâncias provenientes da 

peroxidação lipídica no material biológico. Foram colocados em tubo de ensaio, 

nesta ordem de adição, 0,5 ml de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25ml de 

água destilada, 0,75ml de ácido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25ml do 

homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidação formando 

uma base de Schiff, e o TCA teve função de desnaturar as proteínas presentes, 

além de acidificar o meio de reação. A seguir, agitou-se cada tubo, os quais 

foram aquecidos à temperatura de 100º C durante 15 minutos. Após, os tubos 

foram resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-butílico, 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 último, o 

produto corado foi retirado e realizado a leitura em espectrofotômetro (CARY 

3E-UV-Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 

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

 

5.5 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase SOD 

 

A SOD tem por principal função atuar na dismutação do ânion 

superóxido em H2O2 e O2, sendo que o primeiro é menos reativo que ânion 

superóxido e pode ser degradado por outras enzimas. A SOD pode ser 

classificada em três grandes grupos, segundo o metal que se encontra 

presente no sítio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a SOD-manganês, 

presente na matriz mitocondrial e a FeSOD existente somente nos 

procariontes e plantas.  

 

 

 

 

 

 

.- 
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A reação catalisada é a seguinte:  

 

 

SOD 

O2  +2H H2O2 + O2 

 

 

A técnica para determinação da SOD está baseada na inibição da 

reação do radical superóxido com adrenalina. A SOD presente na amostra em 

estudo compete pelo radical superóxido com o sistema de detecção.  Uma 

unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que inibe 50% a 

velocidade de formação de oxidação do detector (adrenalina). A oxidação da 

adrenalina leva à formação de um produto colorido, o adrenocromo, detectado 

espectrofotometricamente. A atividade da SOD é determinada medindo a

velocidade de formação do adrenocromo, observada a 480 nm, em um meio de 

reação contendo glicina-NaOH (50 mM, pH 10) e adrenalina (1mM).(68,75)  

 

5.6 Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx) 

 

 A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reação de hidroperóxidos 

com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto 

da redução do hidroperóxido, por isso, a sua atividade pode ser determinada 

medindo-se o consumo de NADPH, na presença de GSH e GR na reação de 

redução acoplada à reação da GPx.  

 

GPx     

ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H2O 

 

 Atividade da GPx é medida em um espectrofotômetro no comprimento 

de onda de 340 nm, onde é monitorada a diminuição da absorbância do 

NADPH, em um meio de reação contendo os seguintes reagentes: a) Solução 

tampão 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) 

.- 



31

Glutationa redutase (GR) 0,25 U/ml; f) Hidroperóxido de tert-butila 0,5 mM. Os 

resultados são expressos em nmoles por minuto por mg de proteína. (65) 

 

5.7 Atividade da Enzima Catalase (CAT)  

 

A enzima catalase catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio, segundo a seguinte reação.  

 

 

CAT 

2H2O2 2H2O + O2 

 

 

A velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio é diretamente 

proporcional à atividade enzimática e obedece a uma cinética de pseudo-

primeira ordem com respeito ao peróxido de hidrogênio. O ensaio consiste em 

medir a diminuição da absorção a 240 nm (longitude de onda pela qual absorve 

o peróxido de hidrogênio).  

A medida espectrofotométrica consistiu em colocar na cubetas o meio de 

reação (solução reguladora de fosfato 50 mM) com distintas alíquotas da 

amostra. Depois, fez-se um gráfico com uma linha de base. Em seguida, 

adicionaram-se 20 l de H2O2 300 mM. A concentração foi expressa em nmol

g de proteína. (59,65)  

 

5.8 Detecção Imuno-histoquímica da IL-1, IL-6 e COX-2 no tecido hepático

 
Para avaliação imuno-histoquímica foram utilizados 4 grupos: controle, 

-3 durante 15 dias e diabético tratado com 

-3 durante 30 dias. A técnica de imuno-histoquímica foi utilizada para 

localização e quantificação das interleucinas IL-1, IL-6 e enzima COX-2 no 

tecido hepático dos animais diabéticos e tratados com ômega3. 

Utilizou-se a marcação com o complexo de estreptavidina-biotina 

peroxidase (StreptABC, DAKO). Foram obtidos cortes de 3 m de espessura 

usando um micrótomo mecânico. Os cortes foram então deparafinados e 
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sucessivamente imersos em xilol e álcool etílico e submetidos à recuperação 

antigênica por calor usando o tampão citrato (10 mM, pH 6.0) por 15 minutos. 

O bloqueio da peroxidase foi realizado usando uma solução de peróxido de 

hidrogênio a 3% seguido de incubação com o anticorpo primário específico 

para cada citocina. As reações foram marcadas com diaminobenzidina (DAB, 

Sigma) solução a 60 mg% e contra-corados com hematoxilina de Harris 

(Merck).(59) Para cada reação, utilizou-se um controle positivo e dois controles 

negativos, esse primeiro pela ausência de anticorpo primário e o segundo, 

removendo o anticorpo secundário durante as etapas de reação.  

 

5.9 Análise Estatística  

 
Os valores obtidos nos experimentos foram expressos com média± erro 

padrão da média (EPM) para cada grupo experimental. Para a análise de 

múltiplas comparações usou-se o teste ANOVA one-way. Para analisar a 

significância entre os grupos estudados usou-se o Teste de Tukey como pós-

teste. Utilizou-se o software Statistical Package for Social Science (SPSS) 

versão 17.0. Para análise quantitativa das imagens de microestruturas de 

materiais de imuno-histoquímica, as imagens foram transferidas para o 

computador através do sistema OLYMPUS Master v.1.41 EX e as áreas 

marcadas foram quantificadas com o auxílio do software IMAGE J®. O nível 

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

 

5.10 Considerações Éticas 

 
 O estudo tem caráter de pesquisa experimental, os procedimentos com 

animais foram de acordo com o preconizado pela Comissão de Ética de Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto 

Alegre. Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CEUA, tendo o número do 

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

 

A caracterização do estado diabético dos animais em estudo foi 

realizada através do acompanhamento dos níveis glicêmicos e da evolução do 

peso corporal de cada animal, além da observação dos quadros de polifagia, 

polidipsia e poliúria durante o período de 30 dias após a indução e instalação 

do diabetes.  

 

6.1 Medidas da glicemia e dos níveis plasmáticos de colesterol e 
 triglicerídeos 

 

 Os animais controle apresentaram glicemia normal ao longo do período do 

experimento (30 dias). Os animais que receberam estreptozotocina para indução 

do diabetes apresentaram um aumento significativo (p<0,01) na glicemia como 

esperado pela característica do modelo utilizado. Os animais controle tratados 

com ômega-3 durante 15 e 30 dias não apresentaram alterações significativas 

nos níveis glicêmicos após o período de tratamento. Os animais diabéticos 

tratados durante 15 e 30 dias com ômega-3 mantiveram os níveis glicêmicos 

elevados, característico do quadro de diabetes, o tratamento com ômega-3 não 

reduziu a glicemia (Tabela 1 e gráfico 1). 

 Não foram observadas diferenças significativas nos níveis de colesterol 

plasmático nos diferentes grupos estudados. Os animais diabéticos não 

apresentaram diferença significativa (p<0,28) em relação ao controle e o 

tratamento com ômega-3, também não provocou mudanças significativas 

(Tabela1 e gráfico 2). 

Por outro lado, os níveis de triglicerídeos foram significativamente 

aumentados nos animais diabéticos quando comparados aos animais controle. O 

tratamento dos animais diabéticos com ômega 3 durante 30 dias foi capaz de 

reduzir significativamente (p<0,02) os triglicerídeos plasmáticos mantendo-os 

próximos aos valores dos animais controle, porém nos animais diabéticos 

tratados com ômega-3 durante 15 dias não foi observado esse efeito. Nos 

animais controle tratados com ômega não houve alteração nos triglicerídeos 

plasmáticos (Tabela1 e gráfico 3). 
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Tabela 1 Valores da glicemia e dos níveis plasmáticos do colesterol e triglicerídeos.

a diferença significativa dos controles .
b diferença significativa dos controles e do grupo DM+Ô30D.

Os resultados estão expressos como média±erro padrão da média (EPM), (p < 0,05).
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Glicemia

Gráfico 1 Valores de glicemia
a Diferença significativa da glicemia entre os grupos CO em relação os grupos DM e DM+Ô15D e 

DM+O30D.

média (EPM), (p < 0,05).

Parâmetros
Grupos

CO CO+Ô15D CO+Ô30D DM DM+Ô15D DM+Ô30D p
Glicemia

(mg/dl) 107,06±12,13 63,97±9,22 102,39±12,84 458,28±78,66a 475,44±37,45a 430,92±272,84a 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±64,30b 210,11±23,07b 72,97±58,42 0,02

a
a

a
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Gráfico 2  Valores de colesterol 

Não houve diferença significativa. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 
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Gráfico 3  Valores de triglicerídeos 
a Diferença significativa em relação aos grupos controles e do grupo DM+Ô30D. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 

 
 
 

6.2 Avaliação da lipoperoxidação (TBARS)  

 

 Observou-se um aumento significativo na liporeroxidação medida por 

TBARS nos animais diabéticos e nos animais controle tratados com ômega-3 

durante 15 e 30 dias. Nos animais diabéticos tratados com ômega-3 houve uma 

redução na lipoperoxidação, porém não foi significativa (Gráfico 4).  

a 
a 
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Gráfico 4 - Níveis de malondialdeído no tecido hepático dos animais (TBARS). 

a Diferença significativa do CO. 
b Diferença significativa do DM. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 

 
 

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

 
 A atividade da SOD apresentou-se significativamente aumentada nos 

animais diabéticos em relação aos animais controle tratados com ômega-3. Nos 

animais diabéticos tratados com ômega-3 houve uma redução na atividade da 

SOD, porém não significativa (Tabela 2 e gráfico 5). 

 A atividade da enzima glutationa peroxidase foi significativamente reduzida 

nos animais diabéticos da mesma forma que nos animais controle tratados com 

ômega-3. Os animais diabéticos tratados com ômega-3 durante 30 dias sofreram 

uma redução significativamente maior que os diabéticos (Tabela2 e gráfico 6). 

A atividade da catalase foi significativamente aumentada nos animais 

diabéticos em relação aos controles e os animais diabéticos tratados com ômega-

3 apresentaram uma diminuição significativa na atividade desta enzima (Tabela2 

e gráfico 7). 

 

 

 

a a a 

b 



37

 

 

Tabela 2  Atividade das enzimas SOD, GPx e CAT no tecido hepático dos animais controle, diabéticos, 

-3 nos diferentes grupos. 

Parâmetros 
 

Grupos 

CO CO+Ô15D CO+Ô30D DM DM+Ô15D DM+Ô30D p 

SOD (U/mg) 22,21±1,50 17,10±0,54 18,01±1,28 23,92±1,24a 19,13±0,82 21,90±1,60 0,01 
GPx 
(U/mg) 372,58±8,27 267,99±8,68b 267,13±6,32b 280,45±10,50b 271,68±9,04b 182,92±33,29bc 0,03 
CAT 
(U/mg) 0,41±0,07 - 0,73±0,25 4,87±0,50d - 1,79±0,60e 0,02 

 
 
adiferença significativa do CO+Ô15D e do CO+Ô30D.  
bdiferença significativa  do CO. 
cdiferença significativa do DM. 
ddiferença significativa dos CO. 
ediferença significativa do DM.  

Os resultados estão expressos média±erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 
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Gráfico 5  Atividade da enzima peróxido desmutase (SOD) 
a Diferença significativa  do grupo CO+Ô15D e CO+Ô30D. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 

 

 

 

 

a 



38

0

50

100

150

200

250

300

350

400

CO CO+Ô15D CO+Ô30D DM DM+Ô15D DM+Ô30D

GPx

 

 
Gráfico 6  Atividade da enzima glutationa peróxidase (GPx) 
a Diferença significatica do grupo CO. 
b Diferença significativa do grupo DM. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 
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Gráfico 7  Atividade da enzima catalase (CAT) 
a Diferença significatica dos grupos CO e CO+O30D. 
b Diferença significativa do DM. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 
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6.4 Localização e quantificação imuno-histoquímica  da IL-1, IL-6 e COX-2 

  

 Na figura 4B observa-se a presença de IL-1 identificada pela coloração 

marrom no parênquima hepático dos animais diabéticos. Nos animais controle 

(figura 4A) não foi identificada a presença da IL-1 e nos animais diabéticos 

tratados com ômega-3 durante 15 e 30 dias (figura 4C e 4D) observa-se uma 

diminuição na intensidade da marcação imuno-histoquímica para IL-1. A tabela 

3 e o gráfico 8, apresenta os resultados da quantificação da intensidade da 

marcação imuno-histoquímica da IL-1, indicando um aumento significativo da 

IL-1 nos animais diabéticos em relação ao controle e uma redução significativa 

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

 Na figura 5B observou-se a presença de IL-6 no tecido hepático dos 

animais diabéticos. Nos animais diabéticos tratados com ômega-3 durante 15 e 

30 dias houve uma redução na marcação da imuno-histoquímica para IL-6. A 

tabela 3 e o gráfico 9 apresentam os resultados da quantificação da intensidade 

da marcação imuno-histoquímica da IL-6, indicando um aumento significativo da 

IL-6 nos animais diabéticos em relação ao controle e uma redução significativa 

nos animais diabéticos tratados com ômega-3 durante15 e 30 dias. 

 Na figura 6B observa-se uma intensa marcação imuno-histoquímica para 

COX-2 no tecido hepático dos animais diabéticos (Tabela 3 e gráfico 10). Os 

animais controle também apresentaram marcação positiva para COX-2 e os 

animais diabéticos tratados com ômega-3 durante e 30 dias mostraram uma 

redução na intensidade da marcação quando comparados aos animais diabéticos 

e controle, o que não foi observado nos animais tratados com ômega durante 15 

dias. Na quantificação da intensidade da coloração, os animais diabéticos e 

controle apresentaram um aumento da COX-2 e os animais diabéticos tratados 

durante 30 dias tiveram uma redução significativa em relação aos animais 

diabéticos. 
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Tabela 3: Quantificação da marcação imuno-histoquímica da IL-1, IL-6 e COX-2 no tecido hepático. 

 
Parâmetros 
 

Grupos 

CO DM DM+Ô15D DM+Ô30D 
 

p 

IL-1 2,22 ± 0,485 23,66 ± 2,590a 7,44 ± 1,254a,b 5.55 ± 0,677a,b 0,01 

IL-6 3,77 ± 0,399 13,33 ± 3,237c 8,22 ± 0,619c,d 5,99 ± 2,257d 0,02 

COX-2 18, 44 ± 4,239  26,11 ± 5,825 24,66 ± 1,452 10,66 ± 2,038e 0,04 

 
a diferença significativa do grupo CO. 
b diferença significativa do grupo DM. 
c diferença significativa do CO. 
d diferença significativa do grupo DM. 
ediferença significativa dos demais grupos . 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão média (EPM) p 0,05 
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Gráfico 8 Quantificação da marcação imuno-histoquímica da interleucina-1 (IL-1)
a Diferença significativa do grupo CO.
b Diferença significativa do grupo DM.

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p< 0,001).

Figura 4 - Fotomicrografia do tecido hepático de animais, marcação imuno-histoquímica da citocina IL-

1 vista ao redor das células (Coloração: hematoxilina-eosina, aumento original de (400X)).

b
b
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Gráfico 9  Quantificação da marcação imuno-histoquímica da interleucina-6 (IL-6) 
a Diferença significativa do grupo CO.  
b Diferença significativa do grupo DM. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05). 

 

 

 
Figura 5 - Fotomicrografia do tecido hepático de animais, marcação imuno-histoquímica da citocina IL-

6 vista ao redor das células (Coloração: hematoxilina-eosina, aumento original de (400X)). 
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Gráfico 10 Quantificação da marcação imuno-histoquímica da enzima ciclooxigenase (COX-2)
a Diferença significativa do grupo DM e DM+Ô30D. 

Os resultados são expressos com média ± erro padrão média (EPM), (p < 0,05).

Figura 6 - Fotomicrografia do tecido hepatico de animais, marcação imuno-histoquímica da enzima

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

 O diabetes mellitus é uma síndrome crônica, caracterizada pela 

ausência absoluta ou relativa de insulina e/ou pela resistência à insulina. 

Constitui um problema de importância crescente em saúde pública. Sua 

incidência e prevalência estão aumentando, alcançando proporções 

epidêmicas. (76) 

 Está associado a complicações que comprometem a produtividade, a 

qualidade de vida e a sobrevida dos indivíduos. Além disso, acarreta altos 

custos para seu controle metabólico e para o tratamento de suas complicações. 
(77) 

Os modelos experimentais utilizados para o estudo do DM contribuem 

para o esclarecimento sobre a doença, suas causas e consequências. A 

indução química do diabetes em animais experimentais ocorre após a 

destruição seletiva das células -pancreáticas. As substâncias diabetogênicas 

mais usadas são a estreptozotocina (STZ) e o aloxano. (78) 

Neste estudo foi utilizado o modelo experimental de diabetes por STZ. A 

glicemia foi medida 72 horas após a indução 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 diário com ômega-3 não foi capaz de reduzir os níveis glicêmicos 

dos animais diabéticos. Outros estudos utilizando substâncias com potencial 

antioxidante como a quercetina(79), aminoguanidina (80) e sacaca também não 

promoveram redução na glicemia quando o tratamento é instituído após a 

instalação da doença. Porém, alguns autores observaram redução na glicemia 

quando o tratamento é iniciado antes da indução do diabetes. (81,82)  

 Em estudos utilizando suplementação com ômega-3 em pacientes com 

diabetes tipo II, também não foi observado alteração no controle glicêmico ou 

modificações na sensibilidade à insulina.(83) 

 Comparando pessoas saudáveis com pacientes portadores de diabetes 

tipo II, observou-se que a suplementação com ômega-3 pode ser capaz de 
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modular a ação da insulina mas não de reverter a resistência insulínica já 

estabelecida e portanto, não reduz a glicemia em pacientes diabéticos.(84) 

 Os níveis de colesterol total permaneceram inalterados, tanto nos 

animais diabéticos quanto naqueles que receberam suplementação com 

ômega-3. Os animais controles que receberam suplementação com ômega-3 

também não apresentaram alterações significativas. Em estudo realizado com 

animais com 60 dias de diabetes observou-se aumento nos níveis de colesterol 

total que não foram reduzidos pelo tratamento com sacaca. (81) 

 Por outro lado, os níveis de triglicerídeos foram significativamente 

aumentados nos animais diabéticos quando comparados aos controles.  O 

tratamento dos animais diabéticos durante 30 dias com o ômega-3 foi capaz de 

reduzir significativamente os triglicerídeos plasmáticos. 

 Estudos em pacientes com risco cardiovascular utilizando EPA e DHA, 

comparados com outros pacientes que utilizavam estatinas, observou-se 

resultados  semelhantes na redução dos TG plasmáticos.(85) 

A administração de ômega-3 em dois grupos de pacientes, um com 

hipertrigliceridemia e outro com risco cardiovascular, observou-se uma redução 

de 5% nos TG plasmáticos dos pacientes com hipertrigliceridemia e uma 

redução de 53% nos TG plasmático dos pacientes com risco 

cardiovascular.(86,87)   

O estresse oxidativo é um processo mediado pela formação de radicais 

livres diversos que resultam na degradação oxidativa dos lipídeos 

(lipoperoxidação) e de proteínas presentes nos diversos sistemas de 

membranas da célula. Esse processo pode ser iniciado por radicais derivados 

dos xenobióticos gerados em reações catalisadas pelas isoenzimas do 

citocromo-P450 ou ainda pela produção de radicais livres oriundos do oxigênio. 

A primeira consequência desse processo é a profunda alteração das 

propriedades físicas e químicas das membranas, causando perda das suas 

funções especializadas. (88) 

 A formação excessiva de radicais livres em muitas reações desempenha 

um papel crucial na patogênese das complicações crônicas do diabetes 

mellitus. As Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) são continuamente 

produzidas durante os eventos fisiológicos normais, sendo removidas por 
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mecanismo de defesa antioxidante. Em condições patológicas como as 

provocadas pelo diabetes mellitus, as ERO resultam em peroxidação lipídica e 

dano oxidativo. (63) 

O fígado é rico em mitocôndrias e importante para o metabolismo 

energético e o principal órgão que atua nos processos oxidativos e de 

detoxificação. Portanto, danos às mitocôndrias hepáticas vão agravar os 

distúrbios metabólicos no diabetes.  

No presente estudo observou-se um aumento significativo na 

liporeroxidação medida por TBARS no fígado dos animais diabéticos e nos 

animais controle tratados com ômega-3 durante 15 e 30 dias. Nos animais 

diabéticos tratados com ômega-3 houve uma redução na lipoperoxidação, que 

foi significativa apenas nos animais tratados durante 15 dias. Um aumento na 

geração de radicais livres pode conduzir à oxidação de lipídios e proteínas

que são importantes componentes das biomembranas.  

Níveis aumentados de TBARS têm sido encontrados em fígados de 

ratos diabéticos. Estudos que utilizaram a aminoguanidina, uma substância 

com potencial antioxidante, demonstraram redução na lipoperoxidação no 

fígado e no pulmão de animais com DM.(80, 89) 

 Estudos utilizando o flavonoide quercetina, sobre o estresse oxidativo 

hepático no modelo experimental de diabetes também mostrou redução na 

lipoperoxidação de membranas. (79.90) 

 O ômega-3 foi capaz de reduzir a lipoperoxidação no fígado, porém 

apenas com 15 dias de tratamento, essa redução não foi significativa com o 

tratamento mais prolongado.  

 O aumento da lipoperoxidação observado nos animais controle que 

receberam ômega-3 pode estar relacionado com sua capacidade de interagir 

com os fosfolipídeos de membrana, uma vez que uma ingesta aumentada de 

ácidos graxos -3 causa a substituição parcial dos ácidos graxos -6 

especificamente do ácido araquidônico (AA) das membranas fosfolipídicas. 

A enzima antioxidante superóxido  dismutase (SOD), é a primeira linha de 

defesa contra ataques de radicais livres a qual pode ser distinguida entre: 

citoplasmática, mitocondrial e extracelular. (91,92) 
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 A Superóxido-dismutase catalisa a dismutação do radical superóxido 

(O2
.-) em um peróxido (H2O2) menos lesivo, que posteriormente é degradado 

pela catalase ou glutationa peroxidase. (93) 

 No presente estudo a atividade da SOD apresentou-se significativamente 

aumentada nos animais diabéticos em relação aos animais controle tratados com 

ômega-3, 15 e 30 dias. Nos animais diabéticos tratados com ômega-3 houve uma 

redução na atividade da SOD, porém não significativa. Em um estudo utilizando 

a suplementação do ômega-3 ocorreu um aumento a expressão de genes de 

enzimas antioxidantes e genes associados à baixa regulação da produção de 

espécies reativas de oxigênio.(94) 

Outros estudos  com ratos que utilizaram ômega-3 como antioxidante, 

observaram aumento da atividade da SOD o que pode conduzir a uma 

importante eliminação de íons de superóxido, a qual pode, então, inibir a 

formação de radicais hidroxila.(95)  

Em outro estudo com a administração do ômega-3 em ratos, a atividade 

da SOD mostrou-se aumentada, associada com uma diminuição dos níveis de 

malondialdeído, um marcador de peroxidação lipídica. (96,97) 

No presente estudo a atividade da enzima glutationa peroxidase foi 

significativamente reduzida nos animais diabéticos da mesma forma que nos 

animais controle tratados com ômega-3. Os animais diabéticos tratados com 

ômega-3 durante 30 dias sofreram uma redução significativamente maior que os 

diabéticos não tratados. 

 A glutationa peroxidase é uma enzima que elimina os H2O2 e outros 

peróxidos orgânicos. Em recente estudo foi relatado uma relação linear entre o 

ácido docosahexaenóico em cultura de fibroblastos humanos e um grande 

aumento das enzimas antioxidante.(98) 

 Há uma mudança sobre as atividades das enzimas antioxidantes de 

diferentes órgãos em ratos diabéticos. (79) 

 A catalase (CAT) é reponsável por decompor o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) em água e oxigênio (O2). Assim as enzimas antioxidantes evitam, 

impedem ou retardam a formação do radical livre (RL) mais lesivo o radical 

hidroxil e com isso, impede o dano celular. (63) 
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Em nosso estudo a atividade da catalase foi significativamente aumentada 

nos animais diabéticos em relação aos controles e os animais diabéticos tratados 

com ômega-3 apresentaram uma diminuição 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 

hepático como em eritrócitos. (103) 

 Em estudos utilizando o pó da folha de amoreira, observou-se um 

aumento significativo na atividade da enzima CAT em animais diabéticos 

tratados.(104)  

 Embora alguns estudos mostrem que a atividade das enzimas SOD, 

catalase e glutationa peroxidase no DM seja reduzida 
(99)

outros autores 

apontam para o aumento da atividade em ratos diabéticos induzidos por STZ. 
(100,101) 

Essa aparente contradição pode ser devida à especificidade do tecido, 

variações na severidade ou duração da doença, ou outras condições 

experimentais. 
(102) 

Em nosso estudo, observamos que o tratamento com ômega-3 reduziu a 

atividade das enzimas antioxidantes, tanto nos animais diabéticos quanto nos 

animais controle. 

O processo inflamatório e a injúria tecidual induzem uma cascata 

complexa de eventos fisiológicos conhecidos como resposta inflamatória que 

promove proteção aos tecidos, restringindo os danos no local da infecção ou 

injúria, mas podendo ter efeitos deletérios quando de forma exacerbada. Em 

estágios iniciais da inflamação o tipo celular predominante é o neutrófilo, em 

fases mais tardias os monócitos e os linfócitos também migram para o local, 

amplificando o processo inflamatório. (105).   

 A reação inflamatória é acompanhada por uma resposta sistêmica 

conhecida por resposta de fase aguda. Esta resposta é caracterizada por febre, 

produção de diversos hormônios, leucocitose e produção de proteínas de fase 

aguda pelo fígado. Citocinas, como IL-1, IL-6, TNF- factor inibidor de 

leucemia (LIF - leukemia inhibitory factor) e oncostatina M (OSM) são 

produzidas no local da inflamação e desempenham papel crucial na resposta 
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de fase aguda, induzindo a produção de proteínas de fase aguda pelos 

hepatócitos. (105). 

Além disso, as ERO desencadeiam uma cascata inflamatória, por meio 

da produção de citocinas pró-inflamatórias tais como IL-6, as quais estão 

envolvidas na patogênese de complicações micro e macrovasculares. Com 

efeito, a presença dessas citocinas são frequentemente utilizados como 

marcadores da resposta inflamatória. O TNF- -1 e a IL-6, quando em 

altas concentrações, também ativam hepatócitos aumentando a síntese de 

proteínas séricas. O conjunto de proteínas séricas induzidas por estas 

citocinas constituem o que se denomina de resposta de fase aguda. (106). 

No presente estudo observa-se a presença de IL-1 no parênquima 

hepático dos animais diabéticos indicando um aumento significativo da IL-1 nos 

animais diabéticos em relação ao controle e uma redução significativa nos 

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

 A IL-6 é uma citocina pleiotrópica que influencia respostas imune-

antígeno-específicas e reações inflamatórias, sendo um dos maiores 

mediadores da fase aguda da inflamação. Estimula a produção de proteínas da 

fase aguda da inflamação nos hepatócitos e aumenta a concentração de zinco 

intracelular nestas células o que, teoricamente, previne a toxicidade causada 

pelo tetracloreto de metila. Tem ainda ação importante na atração de 

eosinófilos para o local de inflamação. (107) 

  Estudo em pacientes diabéticos e indivíduos saudáveis foi 

detectado um aumento significativo da IL-6 em pacientes diabéticos, mas sem 

complicações micro ou macrovascular, em comparação com indivíduos 

saudáveis (108,109). 

 Em outro estudo semelhante, a pesquisa focando a associação entre 

inflamação e obesidade, dislipidemia, hiperglicemia e em 553 pacientes jovens 

com DM, e 215 indivíduos saudáveis, encontraram níveis significativamente 

mais elevados de IL-6 no grupo de diabéticos, independentemente do peso ou 

concentração de Hemoglobina Glicada (HbA1c). (110) 

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

tipo I, Rosa e Flores relataram que a hiperglicemia aguda foi associada com o 
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aumento dos níveis de IL-6, IL-4, e IL-1, e estes níveis elevados persistiram por 

pelo menos 2h após o controle da glicose. (111) 

 Em outro estudo os resultados demonstram que a oxidação e as 

respostas inflamatórias são aumentadas no início do DM, mas mantêm-se 

inalteradas durante a progressão da doença. (112) 

 Resultados com a utilização do resveratrol indicaram que a citocina IL-1 

teve sua expressão reduzida no tecido hepático, porém houve um aumento da  

IL-6 no baço de ratos diabéticos.(113) 

Portanto, nos resultados observados neste estudo houve aumento na 

marcação imunohistoquímica para IL-1 e IL-6 no tecido hepático dos ratos 

diabéticos. Nos ratos diabéticos tratados com ômega-3 houve uma redução das 

citocinas no tecido hepático, isso demonstra que o ômega-3, talvez possa ter 

um efeito anti-inflamatório. 

 Durante a resposta inflamatória, mediadores protéicos, como citocinas, e 

lipídicos, como as prostaglandinas, juntamente com substâncias liberadas 

localmente, as quais incluem histamina, bradicinina e substância P, são 

responsáveis pela manutenção e amplificação do processo inflamatório. Dentre 

os muitos mediadores químicos associados à evolução e à amplificação da 

resposta inflamatória, as prostaglandinas, indubitavelmente, possuem papel de 

destaque (114). Prostaglandinas, moléculas biologicamente ativas derivadas do 

ácido araquidônico e outros ácidos graxos poli-insaturados, são liberadas por 

estímulos químicos ou mecânicos a partir dos fosfolipídios de membrana, sob a 

ação da fosfolipase A2 (PLA2). A COX-2, é codificada por um gene diferente, é 

expressa em resposta a estímulos inflamatórios e mitogênicos, sendo, portanto 

responsável pela formação das prostaglandinas associadas à resposta 

inflamatória. (115) 

 A COX-2 pode ser expressa constitutivamente em muitos tecidos, 

incluindo endotélio vascular, SNC e rins. Ademais, evidências recentes 

mostraram que ambas COX-1 e COX-2 estão envolvidas tanto em eventos 

fisiológicos quanto patológicos. De fato, uma resposta inflamatória plena é 

sustentada por prostanóides gerados tanto pela COX-1 quanto pela COX-2 (116).

.Além do envolvimento em processos inflamatórios, a COX-2 parece também 

estar implicada em crescimento e formação tumoral (117),  



51

 No presente estudo observou-se no tecido hepático dos animais controle 

significativa marcação da COX-2. Os animais diabéticos tratados com ômega-3 

durante 15 e 30 dias mostraram uma redução na expressão da COX-2, quando 

comparados aos animais diabéticos e controle.  

 Entre os mecanismos que podem explicar os efeitos benéficos do 

ômega-3 está a competição pelo substrato que previne a conversão de Ácido 

Araquidônico (AA) a eicosanóides pró-inflamatórios como as prostaglandinas 

(PG), leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX) pela cicloxigenase (COX) ou 

lipoxigenase (LOX). (118) 

 Estudos mostram que a composição lipídica das células imunes de 

roedores possui aproximadamente 15 a 20% de AG como do AA e pequenas 

-3. Quando a dieta destes animais é modificada em sua 

concentração de AG, também ocorre modificação na composição destes ácidos 

na membrana das células imunes. (119) 

 Neste estudo outra possibilidade de ação dos AGPI -3 está na 

competição com o estoque de AA levando à inibição da produção de 

eicosanóides pró-inflamatórios. Podem também servir como substrato 

alternativo para a ciclooxigenase (COX1 e COX2) resultando na formação de 

produtos menos potentes que os pró-inflamatórios. (120) 

 Nossos resultados demonstram que o tratamento com ômega-3 durante 

15 e 30 dias tem um efeito benéfico sobre os níveis de IL-1, IL-6 e COX-2 no 

tecido hepático. 
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8. CONCLUSÃO 

 O tratamento de ratos diabéticos com 4g/Kg de ômega-3 durante 15 e 30 

não foi capaz de reduzir a glicemia, não provocou mudanças nos níveis de 

colesterol, mas reduziu de forma significativa o nível dos TG plasmáticos nos 

animais tratados durante 30 dias, dados esses que apresentam 

correspondência com a literatura. 

Os animais diabéticos apresentaram um aumento na lipoperoxidação 

que foi reduzido significativamente nos animais tratados durante 15 dias, porém 

manteve-se elevado nos animais controle que receberam ômega e nos 

diabéticos tratados durante 30 dias. O tratamento com ômega-3 também 

reduziu a atividade das enzimas antioxidantes. Esses resultados parecem 

indicar que a dose e o tempo de tratamento podem promover um efeito pró-

oxidante. 

Nos animais diabéticos observou-se um aumento significativo na 

marcação imunohistoquímica das citocinas pró-inflamatórias, IL-1 e IL-6 e na 

enzima COX-2 o que caracteriza um aumento da resposta inflamatória no DM. 

O tratamento com ômega-3, tanto por 15 dias quanto por 30 dias, foi capaz de 

reduzir esses marcadores inflamatórios no tecido hepático dos animais 

diabéticos. 

Portanto, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possível 

sugerir um aumento do dano oxidativo e inflamatório relacionados ao diabetes, 

observados através do aumento da lipoperoxidação e das citocinas 

inflamatórias IL-1, IL-6 e da enzima COX-2 no fígado.   

O tratamento com ômega-3 apresentou em efeito importante na redução 

dos TG plasmáticos e nas citocinas inflamatórias, sugerindo um efeito positivo 

no controle das complicações do diabetes, porém mais estudos são 

necessários para caracterizar o possível efeito antioxidante do tratamento com 

ômega-3.  
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