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RESUMO

O aumento da prevaléncia de doengas cronicas, como obesidade e diabetes mellitus
tipo 2 (DM-2) representa um grave problema de saulde publica em diversos paises,
inclusive no Brasil. O elo entre tais doencas é a resisténcia a insulina (RI). TEM
SIDO proposto que a obesidade leva a uma quadro de inflamacao suclinica que
resulta em ri. Apesar dos avangos das pesquisas nessa area, 0 conhecimento
permanece limitado. Neste sentido, diversos estudos vém investigando possiveis
formas de tratamento e/ou prevengdo. O consumo de 6leo de peixe (fonte natural de
Omega 3) tem sido apontado por muitos autores um importante fator para o
tratamento das doencas associadas a RI. DESSA FORMA, O objetivo DO
PRESENTE estudo foi avaliar os efeitos da suplementagéo de dleo de peixe sobre a
acdo da insulina e inflamacédo no tecido hepéatico de camundongos. Para isso, 0s
camundongos foram suplementados com diferentes doses de 6leo de peixe (1mg,
5mg, 10mg e 50 mg) ao dia, por 21 dias. Foi avaliada a glicemia de jejum no dia O,
14 e 21° Estes resultados mostraram que a dose de 10mg ocasionou redugdo mais
significativos na glicemia, no 14° e 21° dias.. Como a dose de 10mg mostrou ter
melhores efeitos, essa dose foi utilizado nos demais experimentos. A partir de
amostras de tecido hepatico observamos que 10 mg de dleo de peixe, diminui a
fosforilagcdo de moléculas inflamatérias JNK e IKK e da expressdo de NF-«kB no
tecido hepético. Esta diminuicdo foi acompanhada do aumento da atividade de
moléculas da via da insulina IR, IRS e Akt. Assim, os resultados sugerem que a
suplementagcdo com Oleo de peixe pode reduzir inflamacdo, melhorando a

resisténcia a insulina no tecido hepatico.

Palavras-chave: Oleo de peixe. Omega 3. Via molecular da insulina. Inflamagéo.
Tecido hepatico.
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1 INTRODUCAO

A homeostase da glicose é regulada por complexos mecanismos que
envolvem ingestdo alimentar, exercicio fisico e acdo hormonal (SALTIEL, KAHN,
2001). A insulina € um horménio anabdlico que regula a homeostase de glicose em
diversos niveis, inibindo a gliconeogénese e glicdlise no tecido hepético e
estimulando a captagéo periférica de glicose principalmente nos tecidos muscular e
adiposo (DE SOUZA et al, 2010; PAULI et al, 2008). Desequilibrios nesses
complexos mecanismos de regulagdo nos tecidos alvos da insulina levam a RI
(AGUIRRE et al, 2000; PRADA et al, 2005).

A RI apresenta um componente genético que ainda ndo foi
completamente elucidado, aumentando as chances do desenvolvimento dessa
anormalidade em individuos da mesma familia. Porém, a obesidade e consumo de
dieta rica em gordura saturada tem sido apontada com um importante fator para o
desenvolvimento da Rl em individuos predispostos geneticamente (SCHENK;
OLEFSKY, 2008; SHOELSON; LEE, 2003). A RI frequentemente pode ser detectada
muitos anos antes do aparecimento de doencas como hipertenséo arterial sistémica
(HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), doencas cardiovasculares (DCV) entre outras
(REAVEN, 1993; REAVEN, 2011).

A insulina € um hormdnio anabdlico com efeitos metabdlicos potentes. Ela
€ secretada pelas células B do pancreas em resposta ao aumento da glicemia. As
etapas que ocorrem apos a ligacdo da insulina ao seu receptor de membrana s&o
complexas e altamente reguladas. Estudos conseguiram definir muitos eventos
especificos que regulam a transdugdo do sinal insulinico, entretanto mecanismos
ainda necessitam ser elucidados. A insulina utiliza fosforilagc&o e interagdes proteina-
proteina como ferramentas fundamentais para transmitir seu sinal. O receptor de
insulina pertence a uma familia de receptores de fatores de crescimento que tém
atividade tirosina quinase intrinseca (YOUNGREEN, 2007). ApGs a ligacdo da
insulina ao receptor, este sofre autofosforilacdo em mudltiplos residuos de tirosina,
ativando diversas moléculas até a transmissdo do sinal em direcdo ao efeito celular
final, como ativagdo da sintese de glicogénio e inibicdo da gliconeogénese nos
hepatdcitos. Desajustes nestes complexos mecanismos levam a Rl (SCHENK;
OLEFSKY, 2008).



Modular a via de sinalizag&o celular desse horménio € um desafio para os
pesquisadores e representa chances significativas de buscar novas formas de
prevencdo e tratamento da Rl e patologias a ela associadas. Farmacos, exercicio
fisico e nutrientes (DAVIDSON et al, 2007; ROPELLE et al, 2006) tém sido alvo de
estudos e demonstraram grandes beneficios em aumentar a atividade da via
molecular da insulina, diminuindo a RI. Dentre tais nutrientes, destaca-se os acidos
graxos poliinsaturados (AGPI) da familia do 6mega 3. Os principais alimentos fontes
de 6mega 3 séo o leite materno e os peixes de agua fria, que contém os é&cidos
graxos eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e docoexaendico (DHA, 22:6n-3). Do
ponto de vista fisiologico, a acdo do 6mega trés estd relacionada a diminuicdo nos
niveis de triglicérideos e LDL séricos, prevencdo de DCV, perda de peso e
diminuicdo da glicemia (LEE et al, 2011). Diversos beneficios do émega 3 vém
sendo apontados e possivelmente as suas fungdes mais importante no organismo se
devem a capacidade antiinflamatéria (FLACHS et al, 2011; KIECOLT-GLASER et al,
2011).

Embora as pesquisas demonstrem os beneficios do consumo émega 3, a
ingestdo pela maior parte da populagdo ocidental é baixa em virtude do consumo
diminuido de peixes em geral e o dificil acesso aos peixes de regides de aguas frias.
Por isso, a suplementacdo com o 6leo de peixe vem sendo considerada uma forma
eficaz e de baixo custo para aumentar a ingestdo desse nutriente. Outra dificuldade
é a falta de informacdes indicando doses seguras para a suplementacdo (FEDACKO
et al, 2007).

Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi estabelecer dose e tempo que
resultassem aumento da via de sinalizagéo da insulina e diminuigéo da inflamagéao
no tecido hepéatico de camundongos. Nosso estudo baseia-se na hipotese de que a
administracdo de uma dose especifica de 6leo de peixe administrada por tempo
especifico levard a diminuig&do da inflamagéo, resultando no aumento da atividade da
via da insulina no tecido hepético que € um importante regulador da homeostase da
glicose.

Pesquisas cientificas envolvendo seres humanos possuem limitacdes
metodoldgicas e éticas. Dessa forma, as pesquisas com animais apresentam-se
como uma alternativa fundamental. Tais pesquisas permitem o controle de diversas
variaveis, ja que os animais podem ser mantidos sob condi¢cdes ambientais rigidas

(LEE, COX, 2011). O conhecimento decorrente de suas experimentacdes podera ser
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extrapolado para a melhoria da saude humana, pois 0s mecanismos a serem
analisados nos animais correspondem, até certo ponto, aos dos seres humanos.
Inclusive o uso de nutrientes ou compostos bioativos que favorecam a agao da
insulina.
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2.0BJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da suplementagcédo de 6leo de peixe sobre a acdo da

insulina e inflamacéo no tecido hepatico de camundongos.

2.2 Objetivo Especifico

a) Avaliar os efeitos da curva dose-resposta e tempo-dependente na glicemia de
camundongos;

b) Avaliar os efeitos da suplementacdo de 6leo de peixe na fosforilacdo de
moléculas da via da insulina IR, IRS1 e Akt no tecido hepatico de
camundongos;

c) Avaliar os efeitos da suplementagdo de 6leo de peixe na expressdo de NFkB

e fosforilagdo de IKK e JNK no tecido hepatico de camundongos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Resisténcia a insulina: epidemiologia, etiologia e consequéncias

A Rl é um fendbmeno biolégico complexo definido como um estado de
menor resposta metabdlica aos niveis circulantes desse horménio. Neste quadro
clinico, observa-se concentracdo anormalmente elevada de insulina
(hiperinsulinemia) em detrimento da quantidade necessaria para a estimulacdo das
células (STERN et al, 2005). A acdo da insulina torna-se significativamente
diminuida, resultando em alteracBes nos diferentes sistemas organicos. Ja foi
descrito Rl nos tecidos hipotalamico, adiposo, muscular, cardiaco, vascular e
hepatico (DA LUZ et al, 2010; DE SOUZA et al, 2010; EL-BASSOSSY et al, 2011;
MEDEIROS et al, 2010; ROPELLE et al, 2010). A Rl € um quadro complexo que
compromete o organismo do ponto de vista fisiol6gico, bioquimico e molecular.
Pesquisas sobre a RI vém despertando o interesse de pesquisadores de todo
mundo, sendo intensamente estudada em seus diversos aspectos.

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2007) recomenda que o estudo
realizado por Stern et al (2005) sejam difundidos como critérios para se definir
resisténcia a insulina em estudos clinicos ou na pratica clinica. Tal pesquisa utilizou
a maior coletanea de resultados de clamp euglicémico associando dados de
diferentes popula¢gbes. Foram desenvolvidos critérios clinicamente viaveis e
rotineiros, tendo como base a definicdo de resisténcia a insulina no método padréo-
ouro (clamp euglicémico). Foram avaliados 2.321 resultados de clamp, sendo 2.138
em individuos n&o-diabéticos. Os resultados préaticos resumidos desse estudo
definem resisténcia a insulina na pratica clinica por meio de trés modelos, que
utilizam o indice de Massa Corporal, critérios clinicos e determinacdes de lipides.

Para classificag@o dos niveis de glicose sanguinea, a SBD (2007) baseia-
se nos niveis de glicemia de jejum de no minimo 8 horas, de acordo com a seguinte
classificagdo: normal, <100; tolerancia a glicose diminuida >100 a <126; e DM, =126.
Para o diagnéstico de DM outros sinais clinicos e bioguimicos também devem ser
levados em consideragéao.

Poucos estudos demonstram a prevaléncia da Rl em diferentes

populagBes. S@o mais comuns estudos epidemioldégicos sobre doencas ja
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instaladas. Dados epidemiologicos do National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANHES) Il (1988-1994) e NHANHES 1999-2002 demonstram a
prevaléncia de RI de 25% e 34,8%, respectivamente, na populagdo nédo diabética
acima de 20 anos dos Estados Unidos da América. Foi constatado que em paralelo
com a epidemia de obesidade, a hiperinsulinemia aumentou significativamente na
populagdo ndo diabética, o que aponta aumento da RI. O aumento da prevaléncia foi
de 35,1%, quando comparados NHANHES Il e NHANHES 1999-2002 (LI et al,
2006).

A etiologia da RI é complexa e vem sendo associada a diversos fatores,
como: predisposicdo genética, obesidade, consumo excessivo de gordura saturada,
sedentarismo, envelhecimento, estresse e inflamacdo. Estes fatores podem
ocasionar defeitos na via molecular da insulina, ocasionando a Rl (REAVEN, 2005).
Embora, as bases genéticas transmissiveis da RI sejam inquestionaveis,
isoladamente séo insuficientes para explicar o alarmante aumento da incidéncia em
todo mundo em curto espaco de tempo; tal aumento é mais bem explicado pelas
mudancgas comportamentais ocorridas nas ultimas décadas (HAMILTON et al, 2007).

As tendéncias genéticas a Rl e doencas associadas vém apresentando
maior expressao diante das transformagcfes no padrédo alimentar associado aos
baixos niveis de atividade fisica observados na sociedade atual, em conseqiiéncia
do processo de modernizacdo (MORTON et al., 2006; STEIN; COLDITZ, 2004).
Dentre os fatores alimentares, € evidente que ha um consumo excessivo de energia,
principalmente de fontes lipidicas. A transicdo nutricional, a ocidentalizacdo dos
padrbes alimentares, o aumento excessivo do consumo de alimentos
industrializados e ricos em gorduras, especialmente as de origem animal tornaram a
populacdo predispostas a instalagédo do quadro de obesidade e doengas croénicas,
precedida ou acompanhada, pelo quadro de resisténcia a insulina (KOPELMAN,
2000).

O risco de desenvolvimento de RI esta diretamente associada com o grau
de obesidade em individuos geneticamente predispostos, especialmente a
obesidade abdominal (SALAZAR et al, 2011). Inimeros fatores associados a
obesidade podem regular negativamente & acdo da insulina. As pesquisas vém
demonstrando que muitos desses fatores, inclusive citocinas inflamatérias, séo
produzidos pelos adipécitos em proporcdo a quantidade de gordura corporal no

organismo. Entretanto, as bases moleculares envolvidas nestas anormalidades
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ainda ndo foram completamente elucidadas (GREGOR, HOTAMISLIGIL, 2011;
HORN, HOTAMISLIGIL, 2011).

A preocupagdo com a Rl se remete ao fato de ela estar associada a
etiologia de diversas doencas cronicas, tais como: DM-2, DCV, esteatose hepética
ndo alcodlica, HAS, sindrome dos ovarios policisticos, dislipidemias, obesidade e
outras. Em 1988, Reaven propds originalmente o conceito “sindrome metabdlica”
(SM), esta sindrome é composta pela associacdo de diversos fatores de risco,
ligados por um elo, a RI. Entretanto, somente em 1998 houve uma definicdo da SM
com reconhecimento internacional proposta pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS). Diversas definicdes surgiram de oOrgdos internacionais e todas incluem
alteracbes de tolerAncia a glicose e/ou resisténcia a insulina como critério de
diagnostico (ALBERTI, ZIMMET, 1998; SBD, 2007). A literatura ndo demonstrou se
a Rl é a responsavel direta por todas essas doencas. Entretanto, a relacdo entre RI
e essas alteracdes metabdlicas é aceita universalmente. Estudos vém descrevendo
a associacdo entre RI, inflamac&o e obesidade como um importante fator para o
desenvolvimento das alteragcdes metabdlicas e patologias que compde a sindrome
(REAVEN, 2011b).

No quadro de RI, observa-se a diminuigdo da capacidade de resposta a
insulina em diferentes tecidos. A Rl no hipotalamo, resulta em diminuicdo da
termogénese e aumento da ingestéo alimentar (DE SOUZA et al, 2005; ROPELLE et
al, 2009). No tecido muscular periférico, a diminuicdo da acdo da insulina esta
associada a prejudicada captacdo de glicose (PAULI et al, 2008). No tecido adiposo,
além da diminuida captacgédo de glicose, observa-se o estimulo da lipélise (DA LUZ et
al, 2010). Ja no tecido hepético, a RI esta associada ao aumento da glicélise e
gliconeogénese (DE SOUZA et al, 2010) triglicérideos e lipoproteinas de baixa
densidade (VLDL), associando-se reducdo do colesterol contido na lipoproteina de
alta densidade (HDL-c) e aumento da densidade das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). O comprometimento da agdo da insulina ocasiona defeitos na
regulacdo do metabolismo glicidico e lipidico, que s&o comuns nas diversas doencgas
mencionada acima (BODEN, 2011; SALTIEL, KAHN, 2001)

Estudos demonstram que a deterioragdo do metabolismo de carboidratos
precede o DM-2. Além disso, essa doenca progride em paralelo a piora da acdo da
insulina. Inicialmente, as células B pancreaticas compensam o quadro de resisténcia

a insulina aumentando significativamente a secrecdo desse hormdnio,
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caracterizando a hiperinsulinemia. Entretanto, com a progressao da Rl desenvolve-

se o DM-2, quadro caracterizado por hiperglicemia (ALBERTI, ZIMMET, 1998) .
Compreender os mecanismos envolvidos na resisténcia a insulina é

fundamental para o desenvolvimento de novas formas de prevengao e tratamento da

Rl e doencas associadas.

3.2 Via molecular dainsulina

Para compreensdo dos mecanismos moleculares atualmente
relacionados a resisténcia a insulina, faz-se necessario a caracterizacdo da via
molecular desse hormbnio até seus efeitos fisioldgicos.

A insulina € um hormdnio peptidico composto por duas cadeias de
aminoacidos, que através de complexos mecanismos é secretada no sangue pelas
células B das llhotas de Langherans do pancreas. A liberagdo do hormdnio, que tem
meia vida de seis minutos, é estimulada em resposta ao aumento dos niveis
circulantes de glicose, &cidos graxos e aminoacidos. Apés 10 a 15 minutos é
depurada da circulagdo (YOUNGREN, 2007).

A sinalizagdo intracelular da insulina inicia-se apés a sua ligagdo ao
receptor especifico de membrana, denominado receptor de insulina (IR) (Figura 1).
Trata-se de uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta por
duas subunidades alfa (a) e duas subunidades beta () (SALTIEL, KAHN, 2001). As
subunidades a encontram-se extracelularmente, enquanto as subunidades B séo
proteinas transmembranas. A insulina liga-se a por¢cdo a do seu receptor,
estimulando a autofosforilagdo cruzada das porcdes B, que apresentam atividade
tirosina quinase intrinseca. A partir deste evento, o IR torna-se apto a levar adiante a
transducéo do sinal de insulina. A ativacdo do IR estimula a fosforilagéo em tirosina
de diversos substratos, entre eles, o substrato do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1/2)
(HOTAMISLIGIL et al, 1996). A fosforilagdo das proteinas IRSs leva a criagcdo de
sitios de ligacdo para outras proteinas como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
promovendo sua ativacdo. A PI3K é fundamental na regulagdo da mitogénese,
diferenciacdo celular e efeitos metabdlicos estimulados pela insulina. E um dimero
composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85).

A fosforilacdo dos sitios de tirosina das proteinas IRSs ao dominio protéico com
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homologia a Src 2 (SH2), da subunidade p85 da PI3K ativa o sitio catalitico
associado (BACKER et al, 1992). A enzima catalisa a fosforilacdo dos
fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3
fosfato, fosfatidilinositol-3,4 difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato. A ativacdo da
PI3K aumenta a fosforilagdo em serina da proteina serina/treonina quinase B (Akt)
(ALESSI, COHEN, 1998; DOWNWARD, 1998; CHEN et al, 2001).

Antiapoptose

Figura 1 - Via molecular da insulina

A Akt atua aumentando a captacao periférica de glicose principalmente no
tecido muscular e adiposo por aumentar a translocagdo dos transportadores de
glicose (GLUTs), do citoplasma para a membrana plasmatica, o que resulta em
captacao celular de glicose por difuséo facilitada ap6s a ingestéo alimentar (ABEL et
al, 2001). No tecido adiposo, a Akt apresenta funcéo antilipolitica, por meio do qual
inibe a liberacéo de acidos graxos dos adipdcitos. A insulina inibe a proteina quinase
A (PKA), ativando a fosfodiesterase AMP ciclico especifica (PDE38), que reduz os
niveis de AMP ciclico nos adipdcitos, resultando na inibicdo da enzima lipase
hormonio sensivel (SUTHERLAND et al, 1996; THIRONE et al, 2004).
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Ja no tecido hepatico o horménio atua na manutencdo do equilibrio de
glicose plasmética, sendo estimulado de acordo com o estoque de nutrientes
disponiveis no organismo (ALESSI, COHEN, 1998; CARTEE, DEAN, 1994). A
insulina inibe a producdo hepéatica de glicose por inibir a gliconeogénese e
glicogendlise. O horménio inibe a gliconeogénese por meio de vias de sinalizacao
que envolvem fatores de transcricdo da familia forkhead (FoxO) e o coativador 1 alfa
do receptor ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a). Com isso, observa-se
a inibicdo da transcricdo de genes que codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK), frutose-1,6-bifosfatase e glicose-6-fosfatase. Por outro lado, aumenta a
transcricdo de genes de enzimas glicoliticas como glicoquinase e piruvato quinase
(SAKAKURA et al, 2001).

Ainda, a insulina estimula a glicogénese em musculo e figado. Este
evento é resultado da desfosforilagdo da enzima glicogénio-sintetase. Quando
ativada, a Akt fosforila e inativa a glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3), diminuindo a
fosforilacdo da glicogénio-sintase e aumentando sua atividade. A insulina também é
capaz de desfosforilar a glicogénio sintase diretamente, ativando a proteina
fosfatase 1, via PI3K (CAMPBELL et al, 1988; CROSS et al, 1995).

3.3 Viainflamatoéria e RI

Jé que os efeitos da insulina sdo mediados por altera¢des na fosforilagcao
e expressdo de moléculas, a reducdo na atividade quinase do IR e IRSs €& um
importante fator para a manifestagdo da Rl (TANIGUCHI et al, 2006; THIRONE et al,
2006). Defeitos nos mecanismos moleculares de sinalizagéo da insulina, como serao
descrito a seguir, levam a resisténcia a este horménio (GUAL et al, 2005).

A partir da descoberta da insulina, em 1922, doengas relacionadas a
deficiéncia de acao deste horménio foram atribuidas & reduzida secrecgéo insulinica.
Porém, uma década depois, Himsworth (1936) estudando pacientes diabéticos,
propds que a fisiopatologia da doenca estaria relacionada a prejudicada
sensibilidade & insulina e ndo a deficiéncia de secrecdo do hormdnio.
Posteriormente, consolidou-se a relagdo entre DM-2, resisténcia insulinica e outras
doengas crbnicas (BASTARD et al, 2006). Ap0s a caracterizacdo da atividade

tirosina quinase do IR e da sua capacidade de transdugédo do sinal da insulina,
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identificou-se, em quadros clinicos de RI, a reducdo da fosforilagdo de proteinas da
via de transducgédo desse hormonio, tais como IR, IRS-1 e IRS-2 (ASANTE-APPIAH,
KENNEDY, 2003). Mecanismos moleculares associados a uma redugdo da
fosforilacdo em tirosina de proteinas envolvidas na sinalizagdo da insulina passaram
a ser o foco da investigagao da fisiopatologia envolvida na génese da obesidade e
doengas relacionadas. Neste contexto, identificou-se que tais proteinas com
atividade tirosina quinase podem ser fosforiladas em residuos serina, e tal fendmeno
pode levar a uma atenuac¢do do sinal molecular gerado pela ligagédo da insulina ao
seu receptor (HOTAMISLIGIL et al, 1996; ALESSI, COHEN, 1998), caracterizando o
principal mecanismo de resisténcia a insulina descrito na literatura.

A obesidade vem sendo estritamente associada a inflamacao subclinica
cronica caracterizada por produgdo anormalmente elevada de citocinas, aumento de
proteinas de fase aguda e ativacdo de complexas vias de sinaliza¢cdo na maioria dos
individuos. Estudos sugerem que a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias séo
importantes mediadores das alteragbes na sinalizagéo intracelular de insulina
(PRADA et al, 2005). A obesidade e a ingestao de dieta hiperlipidica a base gordura
saturada séo fatores de risco no desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM-2,
causando aumento dos niveis plasmaticos de &cidos graxos livres e acumulo
excessivo de gordura corporal. Estudos apontam a relag@o da resisténcia a insulina
a diversos fatores, como: horménios derivados dos adipdcitos, estresse de reticulo
endoplasmatico e a via inflamatéria (BODEN et al., 1994; RON e WALTER, 2007).
Contudo, a relacdo entre lipideos e resisténcia a insulina é complexa e o preciso
mecanismo ainda néo foi completamente elucidado.

Estudos tém revelado a ligacdo entre vias pro-inflamatérias e vias que
regulam o metabolismo, em especial, aquelas ativadas em resposta a insulina. As
citocinas proé-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a
Interleucina 1 beta parecem desempenhar um papel central nestas conexdes. O
TNF-a liga-se ao seu receptor (TNFR1), resultando na ativagdo de substratos
intracelulares envolvidos no controle da transcricdo de genes de reposta
inflamatoria, regula proteinas relacionadas ao controle de apoptose e modula
respostas de crescimento e diferenciagdo celular em diversos tecidos (AMARAL et
al, 2006; GUPTA, 2002; HOTAMISLIGIL et al, 1996). Uma das principais moléculas
intermediarias da via de sinalizagdo do TNF-a € a serina quinase JNK (c-jun N-—

terminal quinase). Quando ativada, a JNK tem a fung¢é@o primaria de promover a



19

associacdo dos produtos dos genes de resposta imediata c-Jun e c-Fos, resultando
na formacdo do fator de transcricdo dimérico ativador da proteina 1 (AP-1)
(DEMPSEY et al, 2003; MACEWAN, 2002). Porém, a atividade serina quinase da
JNK pode também atuar sobre outros substratos, inclusive as moléculas da via da
insulina, como IRS-1 e IRS-2 (AGUIRRE et al, 2000; SHOELSON; LEE, 2003).
Quando fosforiladas em serina pela JNK, a possibilidade de fosforilagdo em tirosina
pelo receptor de insulina é prejudicada, o que contribui para resisténcia a transducéo
do sinal da insulina através da cascata (HIROSUMI et al, 2002; TUNCMAN et al,
2006).
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Figura 2- Mecanismos moleculares de RI

Os substratos do receptor de insulina também podem sofrer fosforilagdo
em serina por agdo de outra via pro-inflamatéria, a via IKK (lkappaB quinase) /IkB
(inibidor de quinase kappa beta) /NF-kB (fator de transcricdo kappa B). Esta via pode
ser ativada pelo TNF-a, assim como por outras citocinas pro-inflamatoérias. A

ativacdo da IKK induz a dissociacdo do complexo IkB/NFkB, porém também pode
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promover a fosforilagdo em serina dos IRSs, a¢c&do que compromete a transdugao do
sinal da insulina através desta via (ARKAN et al, 2005). Diversos estudos tém
defendido que nutrientes também podem modular as proteinas pro-inflamatorias
(SCHENK, SABERI, OLEFSKY, 2008).

3.4 Oleo de peixe e a Rl

A Rl é determinada pela associagdo de inumeros fatores, e esta
multicausalidade dificulta sua prevencdo e tratamento. Diante disso, 0
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas terapéuticas vém despertando os
interesses de pesquisadores de todo mundo (BASTARD et al, 2006). Por estar
relacionada ao desenvolvimento de muitas doengas crbnicas exige um tratamento
longo e meticuloso (REAVEN et al, 2005). Atualmente, a prevencéo e tratamento da
Rl e doencas crbnicas associadas baseiam-se na terapia farmacoldgica e
nutricional, cirurgia e préatica de exercicios fisicos (DAVIDSON et al, 2007; ROPELLE
et al, 2006).

Esté claramente estabelecida na literatura a relagdo entre a alimentagéo
adequada e qualidade de vida. Por outro lado, a alimentagdo excessiva
(principalmente hiperlipidica) € um fator que contribui para o desenvolvimento ou
aumento da resisténcia a insulina (SCHENK, SABERI, OLEFSKY, 2008). Ja, o
consumo de dmega 3 vem sendo recomendado com o objetivo de recuperar a saude
e 0 bem estar fisico, garantindo ao individuo a melhora da qualidade de vida por
meio da perda gradativa de peso ponderal e reversdo das alteracdes metabdlicas e
hormonais (BALK et al, 2006).

A SBD (2007) recomenda que o consumo de &cidos graxos
poliinsaturados (AGPI) atinja até 10% do valor caldrico total. Entretanto, n&o foram
estabelecidas recomendacdes relacionadas as doses seguras para suplementacao.
O consumo de 6émega 3 contribui favoravelmente para diminuicdo nos niveis de
triglicérideos e LDL séricos, prevencdo de DCV, perda de peso e diminuigdo da
glicemia (LEE et al, 2011), reduzindo os fatores deletérios ao organismo. Além disso,
vem se demonstrando o efeito anti-inflamatério do dmega 3 (ESLICK et al, 2009).
Entretanto, ndo estdo estabelecidas na literatura as necessidades diarias de 6mega

3 ou doses seguras para a suplementagéo.
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Os beneficios do dmega-3 vém sendo foco de estudo desde a década de
70, quando Bang e Dyerberg apontaram baixas taxas de morte por DCV em
esquimds da Groelandia (BANG, DYERBERG, 1972). E esta prote¢do contra DC
estaria relacionado ao alto consumo de &acidos graxos 6mega 3 (5 a 10g/dia, 13% do
total de lipideos ingeridos) decorrente da dieta & base de peixes marinhos, focas e
baleias (BANG, DYERBERG, HIJIOORNE, 1976). Dessa forma, nas Ultimas décadas,
inOmeros estudos indicaram os beneficios do 6mega 3 no crescimento,
desenvolvimento, prevengdo de doencas cardiovasculares, hipertensdo, cancer,
doengas inflamatérias, DM e outros (HARRIS, 2004).

Os acidos graxos da familia 6mega-3 eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e
docosaexaendico (DHA, 22:6n-3), derivados do alfa-linolénico (ALA, 18:3n-3) s&o
acidos graxos semi-essenciais classificados como poliinsaturados por apresentarem
mais de uma insaturagdo na cadeia carbOnica. As principais fontes alimentares de
EPA e DHA séo o leite materno e peixes marinhos de agua fria (salmédo, atum,
bacalhau, cavalinhas e cavalas) (VERGiLIO et al, 2000). J4, o ALA é encontrado em
Oleos vegetais, como canola e linhaca.

Os lipideos possuem fungBes diversificadas no organismo. Participam da
regulacdo de atividades metabdlicas, funcionam como depdsito energético, sdo
componentes estruturais de todas as membranas plasmaticas e participam funcdes
cerebrais e a transmissdo de impulsos nervosos. Os &cidos graxos séo classificados
como nutrientes por serem essenciais ao organismo humano, entretanto, alguns
deles vém sendo foco de inimeros estudos por exercerem fungdes como compostos
bioativos de alimentos (BENATTI et al, 2004).

Com a confirmagé&o do papel benéfico do 6mega 3 na acado metabdlica da
insulina, inumeros estudos buscaram elucidar quais sdo os mecanismos moleculares
pelo qual este acido graxo como estimulador fisiologicamente relevante da
homeostase de glicose em diferentes tecidos. Diversos mecanismos vém sendo
propostos para acdo do EPA e DHA na modulagdo da via insulina. Foram
identificadas caracteristicas antiinflamatérias e antioxidantes no &cido graxo
poliinsaturado, d8mega 3, dois fatores importantes na resisténcia a insulina (SURESH
e DAS, 2003). Devido a inumeras a¢bes moleculares, o émega 3 vém sendo
considerada uma sustancia antiinflamatéria e por isso vém sendo foco de estudo no
tratamento da RI, alteragdo fisiolégica e estritamente relacionada a inflamacéo
(FLACHS et al, 2011).
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Estudos de intervengdo em seres humanos sao limitados e tem
apresentado resultados varidveis. Estudos epidemiolégicos com humanos indicam
que dmega 3 € capaz de reduzir o desenvolvimento de resisténcia a insulina e
diabetes. Por outro lado pesquisas de intervengdo em modelos animais mostraram
que a dieta hiperlipidica (principalmente saturadas e A&cidos graxos trans) e
hiperglicidica (principalemnte sacarose) induz resisténcia a insulina (DE SOUZA et
al, 2005).

Numa revisdo de diversos trabalhos realizados com animais e seres
humanos, observou-se que a suplementacdo com Omega 3 tem significativa
relevancia clinica na prevencdo da resisténcia a insulina. Os beneficios da
suplementagéo ocorrem quando associados ao estilo de vida saudavel que incluem
perda de peso, exercicios fisicos, reducdo do consumo de acucar refinado, acidos
graxos 6mega 6, saturados e trans (MISRA et al, 2010).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a ingestdo de 6leo de peixe,
fonte natural de 6mega 3, nos primeiros anos da infancia retarda o desenvolvimento
da intoleréncia a glicose ao longo da vida (STENE, JONER, 2003). Os mecanismos
moleculares apontados estéo relacionados a capacidade de melhorar a transducéo
do sinal insulinico e a seus efeitos antiiflamatorios.

Diversos mecanismos foram descritos a fim de explicar os beneficios do
Omega 3. O consumo de 6mega 3 na dieta favorece a incorporagcédo de EPA nos
fosfolipideos de membrana, substituindo o acido araquidénico (AA, 20:3n-6) que é
utilizado na sintese de eicosanoides com acéo pro-inflamatéria (prostaglandinas e
leucotrienos), por meio da acdo das enzimas coclooxigenase e lipooxigenase. E
importante salientar que as prostaglandinas produzidas a partir do EPA contribuem
menos para o processo inflamatério do que aqueles derivados do AA (TULL et al,
2009).

Outra possivel explicagdo e que necessita mais estudos é a fungdo dos
acidos graxos 6mega 3 na modulagéo da acdo de moléculas da via inflamatoria, tais
como: TNF-a, JNK, NFkB, IKK, IkB e outras (SURESHI; DAS, 2003). O papel anti-
inflamatoério do 6mega 3 nas Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) tem
sido amplamente relatado. Melhora na via de sinalizagdo da insulina pela agéo
antiinflamatoria do 6mega 3 pode ser uma possivel explicagdo para os beneficios do
consumo deste nutriente.

Como citado anteriormente, a relagcéo entre a via da insulina e o controle
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da homeostasia da glicose pelo tecido hepatico tem seu elo na proteina Akt, no fator
de transcrigéo Foxo e na proteina GSK-3. E possivel, mas ainda nio foi comprovado
que a capacidade do 6mega 3 de modular a via inflamatdria no tecido hepatico seja
capaz de aumentar a sensibilidade a insulina, entre outros motivos, levando ao
aumento da atividade da sintese de glicogénio e diminuindo a via gliconeogénica por
ativar a via de agéo da insulina (IRS/PI3K/AKkt).

Sendo assim, estudos que avaliem se a suplementagdo com diferentes
doses de Oleo de peixe podem melhorar as vias de inflamag&o e exercer modulacao
positiva sobre a via de sinalizagdo da insulina no tecido adiposo, o que poderia
resultar em efeitos sobre a glicemia necessitam ser realizados a fim de descobrir
novas formas de prevencéo do DM-2 e patologias associadas.

Dessa forma, é consenso que citocinas inflamatérias atuam sobre a via de
sinalizacdo de insulina, levando a resisténcia a esse horménio. Por outro lado, o
consumo de nutrientes com acéo antiinflamatéria pode melhorar a sensibilidade a
insulina por meio de efeitos entre outros tecidos, no figado por reduzir o status
inflamatorio. Entretanto ndo é conhecido se a melhora da sensibilidade & insulina
pela suplementacdo de 6leo de peixe esta relacionado aos efeitos de melhorar a
sensibilidade & insulina e a diminuicdo do status inflamatorio no tecido hepético.

Esses resultados mostrariam mecanismos moleculares associados a
resisténcia a insulina e via inflamatéria, acrescentando maior conhecimento acerca
dos beneficios do estilo de vida saudavel para portadores de patologias, como
obesidade e diabetes tipo 2. Estudos com este objetivo representam um grande
avango no conhecimento acerca dos beneficios do estilo de vida saudéavel, refletindo
na melhora da qualidade de vida da populacdo, prevencdo de mortes evitaveis,

assim como em menor gastos com tratamento e reabilitacé&o.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados 50 ratos camundongos Swiss, machos, pesando 35-40g,

e com dois meses idade. Eles foram obtidos a partir do Centro de Bioterismo da
UNESC e alojados em uma sala com temperatura controlada (24 ° C), com ciclo 12 h
claro-escuro. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento.. Todos o0s
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios e procedimentos
descritos pelas National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of
Experimental Animals e foram aprovados pelo comité de ética da Universidade do
Extremo Sul Catarinense. Os animais foram separados aleatoriamente em cinco
grupos e receberam o tratamento por 21 dias:

o controle (cont) (n=10): recebeu &gua por gavagem;

o 1mg (n=10): recebeu 1 mg de dleo de peixe por gavagem;

o 5mg (n=10): recebeu 5 mg de 6leo de peixe por gavagem;

o 10mg (n=10): recebeu 10 mg de 6leo de peixe por gavagem;

o 50mg (n=10): recebeu 50 mg de 6leo de peixe por gavagem.

4.2.2 Parametros metabdlicos e fisiolégicos

Os niveis sanguineos de glicose foram determinados utilizando
glicosimetro nos dias: 0, 7, 14 e 21 para a realizacdo da curva dose-resposta e

tempo-dependente.

4.3 Extracao dos tecidos

Os camundongos foram anestesiados com tiopental sédico (4mg/100g de
peso corporal) e para controle de anestesia foram observados os reflexos pedal e de
cornea antes de qualquer procedimento experimental. As amostras do tecido
hepatico foram extraidas e homogeneizadas em tamp&o de imunoprecipitacio
contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de
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s6dio, 100mM de fluoreto de sédio, 10mM de EDTA, 10mM de ortovanadato de
sédio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado de cada
amostra foi entdo centrifugado a 11.000 rpm por 30 minutos. No sobrenadante foi
determinada a concentracdo de proteina utilizando o método de Bradford
(BRADFORD , 1976). Em seguida, as proteinas foram desnaturadas pela fervura em

Laemmli (LAEMMLI, 1970) e armazenadas a -80°C para andlises por Western blot.

4.4 Andlises de proteinas por imunoblotting

Amostras do tecido hepético dos grupos avaliados foram aplicadas em gel
de poliacrilamida para separagdo por eletroforese (SDSPAGE). As proteinas
separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
aparelho de transferéncia da BIORAD. A membrana de nitrocelulose foi incubada
durante 12 horas com anticorpos especificos de nosso interesse. A ligagdo de
anticorpo a proteinas ndo especificas foi minimizada pela pré-incubagdo da
membrana de nitrocelulose com tampé&o de bloqueio (5% de leite em pd desnatado;
10mmol/L de Tris; 150mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por 2 horas. A
membrana original foi estripada e reblotada com B-actina. As membranas foram
expostas ao anticorpo secundario conjugado com peroxidase para a detecgdo por
quimioluminescente. A visualizacdo de proteinas das bandas foi realizada por
exposicdo de membranas ao RX (Kodak). As bandas identificadas na
autorradiografia foram quantificadas por meio de densitometria Optica através do

programa Scion Image.

4.5 Anticorpos e reagentes

Os anticorpos de IR fosforilado, IRS1 fosforilado, Akt fosforialada, anti-
IKK, antifosfoNFkB e anti-JNK foram obtidos da Cell Signaling Technology (Beverly,
MA). s anticorpo anti-a-Tubulina foi obtido da Santa Cruz Technology (Santa Cruz,
CA). Os reagentes de rotina utilizados foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Foi utilizado um éleo de peixe vendido comercialmente, de facil acesso para a

populacido em geral.
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4.5 Andlises estatisticas

Para analise estatistica, utilizamos o software SPSS (versdo 3.0). Os
dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) two-way para comparacao
entre os grupos. O teste de Bonferroni foi empregado para analise de multipla
comparacdo post-hoc, quando necessario. Os resultados foram expressos como
média erro padrdo da media, empregando o nivel de significancia estatistica de p <
0,05.
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5 APRESENTACAO E ANALISE DOS DADOS

O aumento da prevaléncia de DCNT, tais como DCV, obesidade e DM-2
representa um grave problema de salde publica em diversos paises, inclusive no
Brasil. O elo entre as diversas doencas cronicas é a Rl (REAVEN, 2011b). O
controle da RI é fundamental para a prevencdo ou tratamento de diversas doencgas
(BASTARD et al, 2006).

As moléculas pré inflamatorias sdo importantes para o perfeita resposta
do sistema imune inato, no entanto a exacerbagdo dessa via pode interferir na
correta agdo de varias substancias, inclusive da insulina. Isso pode acarretar em
instalagdo do quadro conhecido com resisténcia a insulina. Distirbios na via
inflamatoria, mais especificamente a exacerbacao dela, precedem e acompanham a
progresséo da Rl e doencas a ela associadas, como DM-2 e obesidade (REAVEN,
1988). O circulo vicioso tem inicio com a ingestéo elevada de gordura saturada e/ou
o tecido adiposo armazenado em excesso no organismo, seguidos pelo processo
inflamatorio, que traz prejuizos a via de sinalizagdo da insulina, levando a um quadro
caracterizado por RI, hiperinsulinemia e, ainda, favorecimento ao depoésito de
gordura no organismo e o desenvolvimento de doencgas. Dessa forma, o acumulo de
gordura corporal pode reiniciar o ciclo (HOTAMISLIGIL et al, 1996).

O comprometimento dos mecanismos que regulam a homeostase da
glicose associa fisiopatologia da obesidade a RI e DM-2. Apesar dos avangos das
pesquisas nessa area, o conhecimento permanece limitado. Por isso, diversos
estudos vém buscando novas formas de tratamento e prevencdo dessas alteragdes.
O consumo de 6mega 3 tem sido apontado por muitos autores um importante fator
para o tratamento das DCNT, contribuindo favoravelmente para a diminuicdo do
peso, triglicerios, LDL-c (DAVIDSON, et al, 2006), glicemia, hiperinsulinemia, entre
outros (SURESHI, DAS, 2003). Fatores bioquimicos e metabdlicos podem contribuir
para melhora da homeostasia da glicose apos a suplementacéo com 0Oleo de peixe
(HARRIS, 2004). Esses beneficios fazem com que a quantidade de ingeridos acidos
graxos poliinsaturados seja um importante fator a ser levado em consideragdo na
prevencao e tratamento de doencas, como DM-2 e DCV.

Com base nisso e com o objetivo de avaliar os mecanismos moleculares
envolvendo a acéo da suplementacdo com 6leo de peixe na inflamacéo e resisténcia

a insulina, no primeiro momento do presente trabalho foram realizadas uma curva
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dose-resposta e curva tempo-dependente. Para tanto, o0s animais foram
suplementados com diferentes doses de 6leo de peixe durante 21 dias e a glicemia
de jejum fora avaliada. Para isso, a amostra do sangue foi obtida através de um

corte na extremidade da cauda, segundo o protocolo.
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Figura 1 — Curva dose-resposta e tempo-dependente. Efeitos da suplementacdo de dleo de
peixe em diferentes doses e diferentes tempos de tratamentos na glicemia de jejum de

camundongos. *p<0.05, ratos suplementados versus grupo controle; #p<0.05, grupo 50mg no
21°dia versus grupo 50mg no 14°dia

Y

A figura 1 mostra os dados relativos a curva dose-resposta e tempo-
dependente na glicemia de jejum de camundongos controle e suplementados com
diferentes doses de 6leo de peixe do dia 0 ao 21°. Os animais suplementados com 5
mg/kg e 10 mg/kg apresentaram niveis de glicemia de jejum significativamente
menores quando comparados ao grupo controle a partir do 14° (80mg/dL) e 21° dia
(105 mg/dL), respectivamente. Em adi¢do, o grupo 10 mg apresentou reducéo
significativa da glicemia no 21° dia em relagéo ao 14° dia (51 mg/dL).

Os grupos suplementados com 5 e 10 mg apresentaram alteragdes
glicémicas importantes, com a diminuigdo significativa da glicemia de jejum.
Coletivamente, estes achados demonstraram que a acdo potencial do 6éleo de peixe
em melhorar a agdo da insulina é dependente da dose e do tempo de tratamento. De
forma interessante, a menor e a maior dose ndo demonstraram efeito na glicemia

dos animais, neste experimento. Além disso, foi possivel constatar os efeitos da
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suplementagdo com o 6leo de peixe apenas ap6s o0 14° dia no grupo 10mg e no 21°
no grupo 5mg.

Diante dos resultados, para a proxima etapa do estudo, a dose 10
mg/kg/dia durante 21 dias foi selecionada. Entdo, amostras do tecido hepatico foram
removidas para andlises moleculares de moléculas inflamatérias e se essas
correlacionam-se com a melhora da glicemia e via da insulina. A nutricdo na
prevencdo e tratamento de doencgas relacionadas a Rl vem sendo intensamente
estudadas, porém os mecanismos moleculares que associam a ingestdo de 6mega
3, via inflamatdria e via da insulina no hepatdcito ainda nédo havia sido investigadas.

A figura 2 demonstra a fosforilagdo de IKK e JNK e expressdo de NFkB
no tecido hepatico de camundongos submetidos a suplementacdo de 10 mg/kg de
Oleo de peixe. Amostras do figado foram removidas dos grupos estudados apés 12
horas de jejum. Os extratos dos musculos obtidos foram incubados com anticorpos
de pJNK, pIKK e NFkB. As figuras 2A e 2B demonstrou que a suplementagdo com
Oleo de peixe reduziu significativamente a atividade da via de sinalizagdo IKK/NFkB
no tecido hepatico de camundongos, reduzindo a fosforilacdo da IKK em 30% e a
expressdo da NFkB em 35%, quando comparado ao grupo controle. Além disso, nos
animais 10 mg, observamos a diminuigdo da fosforilagdo da JNK de 40%, quando
comparado ao grupo controle.

Nutrientes e hormOnios parecem ser importantes participantes do
complexo e integrado sistema de controle da homeostasia da glicose, entretanto,
ndo h& uma causa especifica para a etiologia da resisténcia a insulina em todos os
individuos obesos; € provavel que os mecanismos exatos diferem entre individuos e
entre populagdes (SCHENK, SABERI, OLEFSKY, 2008). Diante disso,
pesquisadores de todo o mundo vém sendo atraidos pela busca de fatores que
modulam a sensibilidade insulinica.

Diversos mecanismos inflamatérios podem estar envolvidos na
patogénese da resisténcia a insulina nos tecidos periféricos. E consenso que alguns
dos mecanismos moleculares envolvem altera¢des na acdo de moléculas chaves da
via inflamatéria JNK e NF-kB (ARKAN et al, 2005; LEE et al, 2003).



30

>
m

150

150
1254

il

]

&
1

L

MFkB expression
(% do controle)

sk

Fosforilagdo da IKK
(% do controle)

-
N:.n-ug
O th O
L i 1l

B = D
ot o OO
L0 i i

O

100 5

-y

P

[4.]
i

50 4

Fosforitagao da JNK
(% do conftrole)
o
|

P
th
1

-
-
D Corirole

anti-JMNK - ‘ - Olen de peixe

Figura 2 — Efeitos da suplementacao de 10mg de 6leo de peixe na sinalizacdo na fosforilagéo
da IKK e JNK e expressdo de NFkB no hepatdcito de camundongos. *p<0.05, ratos
suplementados versus grupo controle.

Possiveis intervencbBes terapéuticas ndo farmacologicas vém sendo
apontadas para a prevencdo e tratamento de DCV. Além do inquestionavel valor
energético e distribuicdo de macro e micronutrientes da dieta, outros fatores vém
emergindo como importantes determinantes do sucesso da terapia. Exercicio fisico,
alimentos, nutrientes e compostos bioativos tém demonstrado eficiéncia terapéutica,
inclusive do ponto de vista molecular (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008).

A ingestdo de alimentos funcionais com propriedades que vao além de
sua qualidade de fonte de nutrientes tem demonstrado contribuir para a prevengéo
da resisténcia a insulina e DM-2. No entanto, os efeitos destes nutrientes do ponto
de vista molecular ainda ndo foram completamente estabelecidos, sendo
importantes mais estudos. Os mecanismos moleculares apontados estéo

relacionados a capacidade de melhorar a transdug@o do sinal insulinico e a seus
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efeitos antiiflamatorios.

Consistente com as caracteristicas antiinflamatérias demonstradas em
estudos anteriores (FLACHS et al, 2011; TULL et al, 2009), no tecido hepético de
animais que receberam o 10 mg/kg de 6leo de peixe observou-se uma diminuicao
significativa do status inflamatério em comparacdo ao grupo controle, evidenciado
pela diminui¢cdo significativa da atividade da JNK e IKK e expressdo NF-kB no tecido
hepético.

Para a confirmagéo e compreenséo das alteragbes metabdlicas ocorridas
apds suplementagdo com o Oleo de peixe, as importantes proteinas responsaveis
pela transducdo do sinal insulinico IR, IRS-1 e Akt foram avaliadas. Para isso, foi
injetado insulina (10-6 mol L") na veia porta de camundongos controle.. A figura 3
demonstra a fosforilagdo de IR, IRS-1 e Akt no tecido hepéatico de camundongos
suplementados com 10mg de dleo de peixe. O tecido hepético foi removido dos
grupos estudados apo6s doze horas de jejum. Nos animais controle apds a
administragcédo de insulina, observamos aumento da fosforilagéo do IR, do IRS-1 e da
Akt, quando comparados com 0s animais controle que receberam salina. Apdés 21
dias de suplementacdo com 10 mg de Oleo de peixe, a atividade da via de
sinalizagdo da insulina foi aumentada no tecido hepético dos camundongos,
aumentando a fosforilagdo do IR em 33%, do IRS-1 em 34% e da Akt em 42%
comparados com o grupo controle que recebeu salina.

Os resultados deste estudo foram semelhantes aos anteriores (DA LUZ,
et al, 2010; DE SOUZA et al, 2010), j& que em animais controle, apos a injecdo de
insulina, observou-se o aumento da fosforilacdo das proteinas da via da insulina IR,
IRS-2, e Akt, demonstrando a preservacéo da sensibilidade das células hepaticas ao
horménio. J4, nos animais que receberam o suplemento, foi observado um aumento
significativo da atividade destas mesmas moléculas, em comparacdo ao grupo
controle, demonstrando aumento da acdo da insulina. Neste contexto, € possivel
que a diminuicdo da glicemia e aumento da atividade da via da insulina ap6s a
suplementagdo com Oleo de peixe descrita neste estudo seja atribuida em parte a
diminuicdo das moléculas da via inflamatéria. Varias evidéncias clinicas,
epidemiolégicas e experimentais foram realizadas na ultima década e tém conectado
moléculas inflamatorias as doengas metabdlicas, particularmente obesidade.

O tecido hepético deve considerado um 6rgdo ativo na manutengédo da

glicemia e sua atividade pode estar relacionada a alguns dos efeitos benéficos da
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suplementacgéo de 6leo de peixe sobre a sensibilidade a insulina e o metabolismo. A
sinalizacdo da insulina desempenha um papel importante no controle da expresséao
génica de enzimas gliconeogénicas, incluindo a PEPCK, que catalisa a etapa
limitante da gliconeogénese hepatica (SUTHERLAND et al, 1996). Mais
especificamente, a sinalizacdo da insulina no hepatécito diminui a produgcédo de
glicose pelo figado. Coletivamente, os dados evidenciam que a suplementacao com
0 Oleo de peixe melhora a sinalizacdo da insulina e este mecanismo envolve a
diminuic&o na inflamacao no tecido hepético de camundongos.

O presente estudo apresenta limitagdes na metodologia. Embora a
literatura demonstre que uma reducéo da inflamacéo resulta na melhora da agéo da
insulina, ndo conseguimos confirmar isso neste estudo. E provavel que os dois
eventos ocorreram em paralelo. No entanto, ja que este € um estudo descritivo, a
descoberta de que o tratamento crénico com o 6leo de peixe na dose de 10mg/kg
reduz os marcadores inflamatorios € uma possivel explicagdo, dentre varias, de
como o Omega 3 atua beneficamente melhora da acdo da insulina. Estes resultados
confirmam a hipétese e demonstram que a via inflamatoéria nos hepatdcitos pode ser
reduzidos pela suplementacéo com o 6leo de e que isso leva a melhora na agéo da
insulina e pode ser uma Otima estratégia ndo farmacoldgica para reversdo da
resisténcia a insulina. Entretanto, mais estudos necessitam ser realizados a fim de
estabelecer doses seguras de suplementagdo do 6leo de peixe rico em dmega 3
para humanos. Além disso, estudos com o objetivo de avaliar possiveis efeitos

colaterais pelo uso prolongado necessitam ser realizados.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a suplementagcdo de 6leo de peixe
diminuiu a glicemia de camundongos de forma dependente do tempo e da dose. Os
efeitos mais relevantes foram observados com a dose de 10mg e suplementacao por
21 dias além disso, este estudo demonstrou que a suplementagdo com o 6leo de
peixe reduz a expressdo e atividade de moléculas pro-inflamatérias (JNK, NFkB e
IkB) no figado de camundongos. O estudo demonstrou também que estas alteragbes
foram acompanhadas com o aumento da atividade de IR e IRS1 e Akt, o que
significa aumento na transdugdo no sinal insulinico. Assim, estes dados sugerem
que o Oleo de peixe aumenta a sinalizagdo intracelular da insulina e isso esta

relacionado a reducgéo da via inflamatoria no tecido hepético.
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