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RESUMO

Diabetes mellitus (DM) representa um grupo de distirbios metabdlicos que
apresentam em comum a hiperglicemia. Atualmente, a classificagdo proposta pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) para a DM baseia-se na forma de tratamento.
Assim, pode-se classifica-la em DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos
especificos de DM. DM tipo 1 é caracterizado pela destruicdo autoimune das células
B pancreaticas produtoras de insulina. Individuos diabéticos apresentam elevada
incidéncia de doencas cardiovasculares e infecciosas. Acidos graxos poliinsaturados
0mega-3 (AGPI n3) sao lipidios essenciais e estdo relacionados a reducdo da
triacilglicerolemia e colesterolemia. Estes AGPlI n3 podem modular a funcdo das
células imunitarias através de alteracdes na estrutura das membranas celulares,
modulando vias de transducdo de sinais e a producdo de mediadores lipidicos.
Assim, nosso estudo objetivou avaliar os efeitos dos AGPI n3 sobre parametros
bioguimicos sanguineos e fungdo das células imunitarias em ratos diabéticos.
Diabetes experimental foi induzida em ratos da linhagem Wistar machos adultos
através da injecdo intravenosa de estreptozotocina (45 mg/kg). Apés a constatacao
do quadro diabético (7 dias ap0s a inoculagcdo) os animais foram divididos em 8
grupos: controle ou diabético (C ou D), suplementado com 6leo de peixe (OP e
D/OP) ou gordura de coco (GC e D/GC) (1g/kg b.c.), e tratados com insulina (D/OP/I
D/GC/l) (4Ul).Foram analisados glicemia, triacilglicerolemia e colesterolemia e
alguns parametros da funcionalidade de macrofagos obtidos da cavidade peritoneal
dos ratos e neutrofilos sanguineos, como a fagocitose de zimosan, retencédo de
vermelho neutro, producdo de anion superoxido (O;) e de peroxido de hidrogénio
(H20,2) (EROS). Proliferacdo de linfécitos mesentéricos estimulados com
Concanavalina A também foi avaliada. Diabetes experimental resultou em
hiperglicemia e hipertriacilglicerolemia. Suplementacdo com 6leo de peixe reduziu a
triacilglicerolemia (35%) e colesterolemia (46%) nos animais diabéticos e, o
tratamento com insulina reduziu estes parametros nos grupo D/GC/I (46% e
57%).Diabetes experimental aumentou (31,4%) a fagocitose de macréfagos
peritoneais, porém reduziu a retencéo de vermelho neutro (33,7%) e a producéo das
EROS (49,8% e 42,5%, para anion e peroxido), enquanto suplementacdo com 0leo
de peixe aumentou (102,7%) a retencdo de vermelho neutro e a producdo das
EROS (42,5% e 43,1% para anion e peroxido) e, ja o tratamento com insulina
resultou em reducdo de todos estes parametros. JA em neutrofilos sanguineos,
diabetes experimental resultou em aumento na retencédo de vermelho neutro (43,7%)
e reducdo na producdo de H,O, (33,7%). J& a suplementacdo com 6leo de peixe
aumentou a fagocitose (115%), retencéo de vermelho neutro (20,8%) e producao de
H,0, (56,4%). O tratamento com insulina promoveu aumento na producao de H,0,
somente no grupo D/GC/I (33,4%). Com relacdo a proliferacdo de linfécitos, houve
reducéo (49,5%) para os linfocitos obtidos de animais néao diabéticos suplementados
com Oleo de peixe ou gordura de coco. Diabetes experimental resultou em reducéo
(50%) na proliferacdo e, o tratamento com insulina restaurou este parametro nos
dois grupos tratados, D/OP/I e D/GC/I. Nossos resultados sugerem que 6leo de
peixe reduz o risco de doencas cardiovasculares e melhora a funcionalidade das
células imunitarias em individuos diabéticos.

Palavras-chave: diabetes, insulina, 4cidos graxos poliinsaturados émega-3, 6leo de
peixe, sistema imunoldgico, glicemia, perfil lipidico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a group of disorders that have in common hyperglycemia.
Currently, World Healthy Organization (WHO) classified DM as a treatment form.
Therefore, DM has been classified in type 1 DM, type 2 DM, gestational DM and
other specific forms. Type 1 DM is characterized by autoimmune process that destroy
insulin-producing B cells. Diabetic individuals presents high incidence of infectious
and cardiovascular disease. Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n3 PUFA) are
lipids and have been related to triacylglycerolemia and colesterolemia reduction. Yet
n3 PUFA modulate immune cells function through membrane cells structure,
pathways signals modulation and lipids mediators production. Thereby, our study
aimed to investigate n3 PUFA effects on blood biochemical parameters and immune
cells function in diabetic rats. Experimental diabetes was induced in male Wistar rats
through streptozotocin (45mg/kg) intravenous injection. After diabetic (7 days after
induction), status animals were divided into 8 groups: control or diabetic (C or D), fish
oil supplemented (OP and D/OP) or coconut fat supplemented (GC and D/GC) and
insulin treated (D/OP/I and D/GC/I). Glycemia, triacylglycerolemia and colesterolemia
were measured some parameters of immune cells function like zimosan
phagocytosis, neutral red retention, superoxide and hydrogen peroxide production
(ROS). Macrophage were obtained from peritoneal cavity and neutrophils from the
blood. Mesenteric lymphocyte proliferation stimulated with Concanavalin A were also
evaluated. Experimental diabetes resulted in hyperglycemia and
hypertriacylglycerolemia. Fish oil supplementation reduced triacylglycerolemia (35%)
and colesterolemia (46%) in diabetic animals. Insulin treatment reduced this
parameters in the group D/GC/I (46% and 57%). Experimental diabetes increased
macrophage phagocytosis (31,4%), nevertheless reduced neutral red retention (33,7%)
and ROS production (49,8% and 42,5%, for superoxide and peroxide). Fish oil
supplementation increased neutral red retention (102,7%) and ROS production (42,5% e
43,1% for superoxide and peroxide), and insulin treatment resulted in reduction of all this
parameters. In neutrophils, experimental diabetes increased neutral red retention (43,7%) and
hydrogen peroxide production (33,7%). Fish oil supplementation also increased phagocytosis
(115%), neutral red retention (20,8%) and hydrogen peroxide production (56,4%). Insulin
therapy only increased hydrogen peroxide production (33,4%) in animals supplemented with
coconut oil. Fish oil and coconut fat reduced lymphocyte proliferation (49,5%) in control
animals. Experimental diabetes also reduced proliferation (50%) and insulin therapy restored
this parameter in both treated groups. Our data suggest that fish oil reduce the risk of
cardiovascular disease and ameliorates immune cells function.

Keywords: diabetes, n3 PUFA, fish oil, immune system, glycemia, lipid profile.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) compreende uma série de distarbios metabdlicos
apresentando em comum hiperglicemia (SBD, 2006). Isto ocorre em decorréncia
de defeitos na secrecédo da insulina, na sua acdo ou em ambos (SBD, 2006;
ADA, 2002). Diversos processos patogénicos estdo relacionados com o
desenvolvimento de DM que variam desde a destruicdo auto-imune das células
B pancreaticas a anormalidades que resultam em resisténcia a agao da insulina
nos tecidos alvo, tais como musculo esquelético e tecido adiposo (ADA, 2002).
Como consequéncia, resultam deficiéncias no metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, como mostrado na figura 1 (ABOU-SEIF; YOUSSEF, 2004).

Uma explicagcdo viavel para a ocorréncia dessas anormalidades
metabdlicas é que, em todos os tipos de diabetes, o papel anabdlico da insulina
estd comprometido e, na maioria das vezes, 0 glucagon opde-se ao efeito da
insulina sobre o figado, estimulando a glicogendlise e a gliconeogénese, porém
possuindo pouco efeito sobre a utilizacao periférica da glicose. Assim, promove
aumento na producéo hepatica de glicose, reduz a sua captacao pelos tecidos
periféricos, além de diminuir a conversao de glicose em glicogénio pelo figado e
o resultado disto é acentuada hiperglicemia. Cetoacidose resulta do aumento da
taxa lipolitica no tecido adiposo e, consequentemente maiores concentracdes de
acidos graxos livres (AGL) no plasma, que sdo como substratos para sintese de
corpos cetbnicos. Hipertriacilglicerolemia é devido a maior producdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), através da sintese de
triacilglicerois promovida pelos AGL que derivam do tecido adiposo. Além do fato
de, nos individuos diabéticos, haver menor degradacédo de lipoproteinas pela
menor atividade da enzima lipase de lipoproteinas (insulina estimula sintese e
acdo desta enzima). Ainda, a inibicdo da protedlise e a maior captacdo de
aminoéacidos estimulada pela insulina estdo comprometidas na DM. O resultado
disto é o aumento nas concentracbes plasmaticas de dois importantes

aminodcidos, alanina e glutamina, sendo estes utilizados como substratos para a
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gliconeogénese hepatica e renal, respectivamente (GILMAN, 2003; CHAMPE et
al., 2006).

SANGUE

GLICOGENIO I

GLICOSE-6-p ") G| |COSE GLICOSE

= PIRUVATO mummmmp ACETIL-CoA » | COrRPOS CETONICOS |
@ A : =
< TRIACILGLICEROL 4
4d “SIRIACILGLICERO)
o ’ ~
[ .
S /[ > A
o VLDL AIDOS G iceroL

< GRAXOS

T

AMINOACIDOS

Figura 1 — Interrelacbes teciduais no DM1 (adaptado de CHAMPE et al.,
2006).

A incidéncia da DM véem aumentando de forma epidémica (WILD et al.,
2004) com projecBes de atingir 300 milhdes de individuos no mundo em 2030
(SBD, 2006). Estudos sobre a populacao brasileira mostram que a mortalidade
por DM apresenta acentuado aumento com o progredir da idade, variando de 0,58
(por 100 mil habitantes) na faixa etaria de 0-29 anos e de 181,1 (por 100 mil
habitantes) para a de 60 anos ou mais. Este aumento se relaciona a modificacdes
no estilo de vida com prevaléncia de sedentarismo e alimentagcédo inadequada que
pode resultar em obesidade, além do envelhecimento populacional e maior
urbanizacéo (SBD, 2006). Assim, segundo a Federacéo Internacional do Diabetes
(IDF, 2008), em 2025 haveréa cerca de 146 milhGes de pessoas com idade entre
40-59 anos com diabetes e cerca de 147 milhdes com idade acima de 60 anos.
Da mesma forma com relacdo a influéncia da urbanizacéo, é esperado para 2025
gue o numero de individuos diabéticos em areas urbanas atinja 182 milhGes

enquanto em areas rurais, 61 milhdes.
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Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2006), a classificacao atual da
DM deve ser feita levando-se em conta a etiologia da doenca e, ndo mais a forma
de tratamento. Assim, pode-se classificar a DM em 4 classes clinicas diferentes, a
saber: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e outros tipos especificos de DM. A
categoria pré-diabetes ndo é considerada uma entidade clinica e, sim um fator de
risco para o desenvolvimento de DM e doencas cardiovasculares (SBD, 2006;
ADA, 2002).

1.1.1 Alteracdes na DM

A hiperglicemia cronica esta associada com complicacbes que surgem a
longo prazo, envolvendo 6rgaos como olhos, rins e coracdo (ADA, 2002), sendo
também associada com acelerada doenca macrovascular arteriosclerotica,
resultando ao individuo diabético maior risco de infarto agudo do miocardio e
amputacdes. Ha estreita correlacdo entre hiperglicemia e complicagdes cronicas
da diabetes (BROWNLEE, 2001). Enquanto insulina exdgena e outras
medicacdes, como hipoglicemiantes, podem controlar muitos aspectos da
doenca, complicacdes que afetam rins, sistema vascular e nervos periféricos sao
comuns e extremamente custosos em termos de longevidade e qualidade de vida
(ROLO; PALMEIRA, 2006). Complicacdes vasculares cronicas representam a
principal causa de morbidade e mortalidade em individuos com DM. Assim,
diversas desordens bioquimicas associadas com complicacbes vasculares
coexistem na DM, tais como hiperlipidemia e estresse oxidativo, e parecem
explicar o aumentado risco de doencas vasculares (ABOU-SEIF; YOUSSEF,
2004).

Complicacdes vasculares da diabetes dividem-se em macrovasculares ou
cardiovasculares e microvasculares (tais como retinopatia, neuropatia e
nefropatia). Diversos estudos demonstram a presenca de marcadores de danos
induzidos por radicais livres na circulacdo de individuos diabéticos, bem como
reduzida capacidade antioxidante (MARTIN-GALLAN et al., 2003; JAY; HITOMI;
GRIENDLING, 2006). Segundo o estudo do Diabetes Control and Complications
Trial (1993) tratamento intensivo com insulina efetivamente atrasou o inicio e
diminuiu a progressdo das complicacdes a longo prazo da DM em individuos
diabéticos tipo 1 (MARTIN-GALLAN et al., 2003). Assim, pode-se considerar o
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papel da hiperglicemia em induzir estresse oxidativo e, isto ocorre através de
diversos mecanismos (JAY; HITOMI; GRIENDLING, 2006).

A hiperglicemia intracelular se correlaciona com aumentado metabolismo
da glicose nas células e, consequentemente maior geracdo de NADH. Assim,
mais elétrons sao transferidos ao oxigénio pela cadeia transportadora de elétrons
da mitocdndria, originando anion superéxido. Sabe-se que &anion superéxido
aumenta a concentracdo de diacilglicerol (DAG) que ativa proteina quinase C
(PKC) (JAY; HITOMI; GRIENDLING, 2006). PKC ¢ ativada por DAG em células
vasculares em cultura, retina e glomeérulo de animais diabéticos. Ativagdo da PKC
causa alteracdo de fluxo sanguineo na retina e rim por diminuir a producdo de
oxido nitrico e aumentar a atividade de endotelina-1. Além disso contribui para o
aumentado acumulo de proteinas da matriz microvascular, bem como maior
producéo do inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) e ativacdo do fator
nuclear kB (NFkB) em células vasculares e endoteliais em cultura (BROWNLEE,
2001).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) produzidas pela mitocondria,
perante hiperglicemia, sdo capazes de danificar o DNA das células, causando
ativacdo da poli-adenosina difosfato (ADP)-ribose polimerase, que reduz a
atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Menor atividade desta enzima
estimula a via do poliol, da PKC e a formac&o de produtos finais de glicacédo
avancados (BROWNLEE, 2001).

A glicacdo nao-enzimatica, descrita pela primeira vez por Louis Camille
Maillard no inicio do século 20, envolve a reacdo entre o grupo carbonil (aldeido
ou cetona) de um acucar redutor com grupos amino livres de biomoléculas, tais
como proteinas, para formar rapidamente uma base de Schiff. Rearranjos
intramoleculares ocorrem dando origem aos produtos de Amadori, 0s quais
sofrem uma série de outros rearranjos incluindo reacdes de desidratacdo e
condensacao, originando os produtos finais de glicacdo avancada (AGES)
(WAUTIER; SCHIMIDT, 2004; HUIJBERTS; SCHAPER; SCHALKWIJK, 2008).
AGEs interagem com o seu receptor especifico (RAGE), o qual distribui-se entre
células endoteliais, macréfagos e células musculares (BAYNES, 1999) e
promove a geracdo de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente
estimulo de fatores de transcrigdo, como NFkB (JAY; HITOMI; GRIENDLING,

2006), incluindo a expressdo de citocinas e fatores de crescimento por
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macrofagos e células mesangiais, tais como interleucina 1, fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e fator de crescimento transformante B (TGF-B). Também
promove a expressdo de moléculas pro-coagulantes e pré-inflamatérias por
células endoteliais. Além disso, AGEs modificam proteinas da matriz extracelular
podendo diminuir a elasticidade de grandes vasos (BROWNLEE, 2001).

Ativacdo da via do poliol, por hiperglicemia, promove geracdo de EROS
através da atuacdo de duas enzimas. Uma delas é a aldose redutase que utiliza
NADPH para reduzir glicose a sorbitol, o0 que em condi¢cdes normoglicémicas
praticamente ndo ocorre. Reducdo de NADPH reduz regeneragédo de glutationa
e, assim promove estresse oxidativo. A enzima sorbitol desidrogenase oxida
sorbitol a frutose com producdo de NADH e, como dito anteriormente, ocorre
maior geragao de anion superoxido mitocondrial. Além disso, sorbitol causa dano
osmotico pelo fato de nédo difundir-se facilmente pelas membranas celulares
(BROWNLEE, 2001; JAY; HITOMI; GRIENDLING, 2006).

1.1.2 Diabetes mellitus tipo 1

A DM tipo 1 normalmente resulta da destruicdo auto-imune das células 3
pancreaticas produtoras de insulina (GIANANI; EISENBARTH, 2005; HOMANN;
EISENBARTH, 2006; SBD, 2006; VON HERRATH; SANDA; HEROLD, 2007).
Porém, existem casos, cerca de 10%, em que ndo ha evidéncias de
autoimunidade, ou seja, a diabetes ndo € acompanhado de insulite autoimune e
€ denominado DM1 idiopatico (GILMAN, 2003; SBD, 2006). Insulite é definida
como um infiltrado inflamatério contendo um grande numero de células
mononucleares e linfécitos T CD8 ocorrendo ao redor das ilhotas pancreaticas
individuais (NOTKINS; LERNMARK, 2001). Esta atividade inflamatoria é limitada
as ilhotas que contém insulina e apresenta além dos linfdcitos, proteinas do
sistema complemento e anticorpos (NARENDRAN; ESTELLA; FOURLANOS,
2005). A descoberta de forte ligacdo entre DM1 e genes do sistema antigeno
leucocitario humano (HLA), na década de 70, permitiu grande avan¢co no
conhecimento da etiologia autoimune da doenca, visto o papel desses genes na
apresentacdo de antigenos (NOTKINS; LERNMARK, 2001). Os genes

localizados na regido HLA contribuem em cerca de 40% com o risco de
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desenvolver a doenca (NARENDRAN; ESTELLA; FOURLANOS, 2005), havendo
alguns haplotipos pertencentes a regido de classe Il do HLA que se
correlacionam com a susceptibilidade em desenvolver a doenga enquanto outros
apresentam forte associacdo negativa com a mesma (ATKINSON;
EISENBARTH, 2001; NOTKINS; LERNMARK, 2001).

Outra descoberta importante da década de 70 também possibilitou a
determinacdo de autoimunidade para a etiologia da doenca. Foi a descoberta, no
plasma de individuos diabéticos a presenca de autoanticorpos, os quais foram
denominados de anticorpos das ilhotas pancreaticas (NOTKINS; LERNMARK,
2001). Durante o desenvolvimento da DM1 trés autoantigenos séo extremamente
importantes, sdo eles a insulina, descarboxilase do acido glutamico (GAD) e
antigeno associado a ilhota (IA-2), e sao alvos do sistema imunitario humano
(BRESSON; VON HERRATH, 2004).

Pode-se dividir a progressdo da destruicdo autoimune das células
pancreaticas em trés estagios: recrutamento de linfocitos T especificos as células
das ilhotas pancreaticas; sua ativacado pelas células apresentadoras de antigenos
carregando peptideos derivados dos autoantigenos e; o acumulo de linfécitos T
nas ilhotas pancreaticas. A efetiva destruicdo das células pode ocorrer através da
producdo de moléculas efetoras pelos linfocitos, tais como fator de necrose
tumoral a (TNF- a) e interferon y (IFN- y), ou perforinas (BRESSON; VON
HERRATH, 2004).

Além da contribuicdo de fatores genéticos para o desenvolvimento da
DM1, fatores ambientais também desempenham importante papel no aumento da
incidéncia da doenca (DEVENDRA; LIU; EISENBARTH, 2004). Determinantes
de risco ambiental podem ser classificados em trés grupos: infeccdes virais, dieta
e toxinas (como derivados N-nitrosos) (ATKINSON; EISENBARTH, 2001). Com
relacdo as viroses somente a sindrome da rubéola congénita tem sido
conclusivamente associada a doenca (EISENBARTH et al., 2004) e, no minimo
40% das criancas nascidas de maes infectadas no inicio da gestacdo
desenvolverdo anticorpos contra as ilhotas e cerca de metade delas terdo DM1
(FOURLANOS et al., 2005). A influéncia da dieta diz respeito a ingestao precoce
de cereal ou gluten como promotores de DM1, podendo envolver um mecanismo
de resposta imune aberrante a antigenos dos cereais em um sistema imune

associado a mucosa intestinal imaturo em individuos susceptiveis (DEVENDRA,;
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LIU; EISENBARTH, 2004), bem como amamentacdo versus introdugcéo precoce
de leite de vaca (ATKINSON; EISENBARTH, 2001).

Assim, estudos que promovam melhor entedimento da imunopatogénese e
imunogenética facilitardo a predicao da doenca e, consequentemente permitirdo
estudos focados na prevencdo e tratamento, através da utilizacdo de terapias
imunomoduladoras ou que afetam, de alguma forma, as diversas vias envolvidas
no complexo processo levando a destruicdo das células f (BRESSON; VON
HERRATH, 2004; GIANANI; EISENBARTH, 2005).

1.1.2.1 Insulina no Tratamento da DM1

A descoberta da insulina, em 1921 atribuida a Frederick G. Banting e
Charles H. Best, a qual permitiu o tratamento de uma condi¢do até entao fatal, foi
uma das mais importantes descobertas médicas do século 20 (GILMAN, 2003;
HIRSCH, 2005).

Insulina € horménio anabdlico que controla a homeostase da glicose e,
também o crescimento e diferenciacdo celular (CARVALHEIRA; ZECCHIN;
SAAD, 2002). Sua secrecao é feita pelas células B das ilhotas pancreaticas,
através do estimulo por substancias metabolizaveis pela mesma, como o0s
aminoacidos, e sendo a glicose o secretagogo mais importante (HABER et al.,
2001; CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Ela controla a homeostase da
glicose através da gliconeogénese e glicogendlise hepatica e por aumentar sua
captacao periférica (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

Insulina € sempre necessaria no tratamento de individuos diabéticos do
tipo 1 (SBD, 2006) e técnicas cada vez mais inovadoras nos processos de
fabricacdo das insulinas comerciais geram produtos que atendem as
necessidades de todos os tipos de usuarios (MOORADIAN; BERNBAUM;
ALBERT, 2006). Um dos problemas levantados em relacdo ao uso de insulina
exdégena era a ndo reproducdo da rapida elevacdo e declinio normais da
secrecdo de insulina feita fisiologicamente e a difusdo da insulina diretamente na
circulagdo sistémica sem a passagem pela ciculacdo porta (GILMAN, 2003).
Entretanto, analogos de insulina cada vez mais mimetizam a secrecédo de insulina
humana fisiologica através da modulacdo do inicio e duragdo de sua acédo (DE

WITT; HIRSCH, 2003). Assim, sdo produzidos analogos de insulina
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considerados, de modo geral, em insulinas de acao réapida, intermediaria e longa
(GILMAN, 2003; HIRSCH, 2005).

Em termos farmacocinéticos, é considerado que insulinas de acao rapida,
como as insulinas padrbes regulares, apresentam picos 2-3 horas apoés injecao
subcutanea e agem por 6-8 horas, tendo um inicio de acdo em 0,5-1 hora apos
administracdo. Esse tipo de insulina tem como alvo reducdo de hiperglicemia
pos-prandial. O ideal seria que essa insulina fosse aplicada 30-40 minutos antes
das refei¢cdes, porém individuos diabéticos tendem aplicd-la no momento das
refeicdes. Assim, analogos da insulina regular com inicio de acdo mais rapido
(12-30 minutos) e picos entre 0,5-1,5 horas apds administracdo, e que agem por
3-4 horas foram produzidos. Entre eles estdo a insulina lispro e aspart, que
ampliam os picos pos-prandiais de insulina injetados subcutaneamente
(GILMAM, 2003; MOORADIAN; BERNBAUM; ALBERT, 2006; SBD, 2006).

Dentre as insulinas de acao intermediaria estdo a insulina com protamina
neutra de Hagedorn (NPH) e a insulina lenta. Estas insulinas apresentam
dissolugcdo mais gradual quando administradas subcutaneamente, portanto seu
inicio de acdo ocorre 2-4 horas apés sua injecao, com seu pico entre 4-10 horas
e duracao da acdo que pode ser maior que 15 horas. Por outro lado, insulinas de
acao longa incluem insulina ultralenta e glargina. Estes tipos de insulinas
apresentam inicio de acdo muito lento (podendo chegar até 6 horas) e pico de
acao tao prolongado que acabam por oferecer concentracdo basal de insulina
durante todo o dia. Sua a¢éo dura até 24 horas (GILMAM, 2003; MOORADIAN;
BERNBAUM; ALBERT, 2006; SBD, 2006).

Através do estudo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT, 1993)
ficou clara a importancia do controle glicémico intensivo no individuo diabético
tipo 1. Este estudo mostrou que, com mais de 2-3 doses de insulinas de
diferentes acdes, € possivel reduzir a incidéncia das complicacées crénicas do
DM, com 76% de reducdo nos casos de retinopatia, 60% nos de neuropatia e
39% nos de nefropatia nos individuos tratados intensivamente. Enquanto outro
estudo (DCCT, 2005) mostrou reducédo de 57% nos eventos clinicos severos, tais
como infarto do miocardio ndo-fatal ou morte por doenga cardiovascular, e 42%
de reducdo na ocorréncia do primeiro evento cardiovascular nos individuos com

tratamento intensivo.
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1.1.3 Outros tipos de Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) compreende estado metabdlico complexo,
envolvendo resisténcia a insulina associada a insuficiente secrecdo deste
horménio (RENARD; OBBERGHEN, 2006). De modo geral, este tipo de diabetes
compreende aproximadamente 90-95% dos casos (SBD, 2006) e esta fortemente
correlacionado a obesidade (POLONSKY, 2006). Sua alta prevaléncia € ligada a
epidemia da obesidade associada a estilos de vida cada vez mais sedentarios e
a habitos alimentares inadequados, como por exemplo alto teor de gordura
saturada (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001). Resisténcia a insulina é um quadro
relacionado tanto a obesidade quanto a DM2, porém para um individuo obeso ser
portador de DM2 é necessario que as células B deste paciente sejam incapazes
de compensar completamente a diminuida sensibilidade a insulina dos tecidos
(KHAN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

Hiperglicemia ndo € a Unica caracteristica importante da DM2, a qual
normalmente estd acompanhada de outras anormalidades bioquimicas e
fisioloégicas que compreendem a Sindrome Metabdlica (PICKUP; CROOK, 1998).
Esta sindrome apresenta uma série de fatores de risco para o desenvolvimento
de doenca cardiovascular, que inclui o préprio quadro de DM2, além de
dislipidemia, hipertensdo, obesidade visceral, hipercoagulabilidade e
microalbuminuria (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

A DM gestacional é qualquer forma de intolerancia a glicose com inicio ou
diagndstico durante a gestacao, caracterizando-se por um quadro de resisténcia
a insulina associada com disfungao de células B pancreaticas. Este tipo de DM é
importante pois afeta 1-14% de todas as gestacfes e esta associada com maior
risco de mortalidade e morbidade perinatal (SBD, 2006). O fator causador da DM
gestacional é desconhecido, entretanto considera-se que hormdnios produzidos
pela placenta e que auxiliam no desenvolvimento do bebé poderiam originar
resisténcia a insulina na mae (IDF, 2008). Considera-se que mulheres com DM
gestacional tendem a ser obesas e apresentam resisténcia a insulina crbnica,
como mostrado pela presenca de marcadores inflamatorios, tais como TNF-a e
proteina C reativa, além de altas concentracdes de leptina e reduzidas de
adiponectina, fatores que conhecidamente ligam obesidade e resisténcia a

insulina. Alteragdes nas vias de sinalizagcdo da insulina, localizagdo subcelular
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anormal de transportadores GLUT4 e reduzida expressao do receptor ativado por
proliferador de peroxissomas (PPAR-y) tém sido documentadas no musculo
esquelético e tecido adiposo de mulheres portadoras de DM gestacional
(BUCHANAN; XIANG, 2005).

Dentro da classe de outros tipos especificos de DM inclui-se
apresentacdes clinicas relacionadas a defeitos genéticos na fungao das células
(como defeitos no gene da glicoquinase), defeitos genéticos na acdo da insulina
(como DM lipoatréfico), doencas do pancreas exocrino (como neoplasia e fibrose
cistica) e outras condicbes (como endocrinopatias, DM induzida por
medicamentos ou agentes quimicos ou por infec¢Bes). O pré-diabetes aparece
como um quadro clinico intermediario entre a homeostase normal da glicose e a
DM. O individuo com pré-diabetes apresenta glicemia de jejum alterada e
intolerancia a glicose, com valores glicémicos superiores aos de referéncia,
porém inferiores ao critério diagnostico de DM (SBD, 2006; ADA, 2008).

1.2 SISTEMA IMUNOLOGICO

E reconhecido que individuos diabéticos apresentam elevada incidéncia
de infeccbes como resultado de deficiéncias na capacidade de defesa do
organismo. Se esta anormalidade é resultado da hiperglicemia, resisténcia a
insulina ou hipoglicemia ainda n&o é claro (GUPTA et al., 2007).

O sistema imunolégico € definido como o conjunto de células, tecidos e
moléculas que agem como intermedidrios na defesa do organismo contra as
infeccdes, conferindo imunidade e sendo essa a sua funcéo fisioldégica (ABBAS,;
LICHTMAN, 2007). Componentes do sistema imunolégico realizam suas funcdes
através da geracdo de mecanismos de defesa diversos, que variam desde
barreiras mecanicas, tais como desempenhada pela pele, até células possuindo
moléculas de receptores capazes do reconhecimento de antigenos, além da
capacidade de geracdo de memdria imunolégica por alguns tipos celulares
(GENNERY; CANT, 2006). O sistema imunolégico compreende duas divisdes
funcionalmente diferentes: imunidade inata e adaptativa (MEDZHITOV,
JANEWAY, 2000; CALDER; KEW, 2002). De maneira geral, a principal diferenca

entre estes dois componentes do sistema imunoldgico reside nos mecanismos e
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receptores utilizados para o reconhecimento imunolégico (MEDZHITOV;
JANEWAY, 2000).

Imunidade inata ocorre como primeira linha de defesa contra agentes
infecciosos. Sua principal funcéo € impedir a entrada de patdégenos no organismo
e, caso entrem, elimina-los rapidamente. Barreira mecanica desempenhada pelo
epitélio exerce excelente protecdo contra a entrada de patégenos. Caso esta
barreira seja sobrepujada, células fundamentais na imunidade inata, como
macrofagos e neutroéfilos, agem objetivando o controle do processo infeccioso. A
imunidade inata age de duas maneiras principais: destruicdo direta do patégeno
através das proteinas do sistema complemento ou por produtos téxicos liberados
pelas células e através do processo de fagocitose. Este reconhecimento dos
patdogenos pelos fagoécitos causa a geracdo de diversos mediadores (como
prostaglandinas e citocinas) que resultam em resposta inflamatoria, promovendo
acumulo de fagocitos no local da infeccao e objetivando conter a propagacao do
agente infeccioso (CALDER; KEW, 2002; JANEWAY et al., 2007).

Macrofagos residem nos tecidos e sé@o as primeiras células a encontrar 0os
patogenos. Derivam de progenitores localizados na medula éssea, pertencentes
a linhagem mieldide e representam a forma madura dos mondcitos circulantes.
Sao encontrados em grande numero em varios tecidos, em associacdo com o
trato gastrintestinal, pulméao, figado e baco (ROITT; DELVES, 2000; JANEWAY et
al., 2007). Embora os macrofagos sejam os primeiros a encontrar o patdégeno,
rapidamente recrutam outro tipo de fagocito, os neutrofilos. Estas células
representam a segunda maior familia de fagocitos e sdo também denominados
leucdcitos neutrofilicos polimorfonucleares. Apresentam meia-vida curta e sao
abundantes no sangue, mas ndo estdo presentes em tecidos de individuos
saudaveis (JANEWAY et al., 2007).

Fagdcitos possuem receptores localizados em sua superficie celular que
reconhecem estruturas padrdes conservadas de patdgenos e podem assim,
discriminar o préprio do ndo-préprio. Dentre estes receptores incluem-se aqueles
gue reconhecem determinadas moléculas de acgUcar encontradas na superficie
dos patdgenos, como o receptor de manose, que quando ativados sdo capazes
de promover diretamente a fagocitose (GENNERY; CANT, 2006; JANEWAY et
al., 2007). Existem, também, alguns receptores de sinalizacdo que sao

importantes na inducdo da imunidade adaptativa. Estes receptores sé&o
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semelhantes ao Toll, que foi descrito pela primeira vez na mosca-das-frutas, e
séo evolutivamente conservados. Agem como receptores de sinalizagcdo. Assim,
sdo capazes de sinalizar em resposta aos proteoglicanos bacterianos ou
lipopolissacarideos, promovendo ativacdo do fator de transcricdo nuclear kB e
inducdo de diversos genes, como aqueles para citocinas, quimiocinas e
moléculas co-estimuladoras, que sdo importantes para o inicio da resposta
adaptativa (JANEWAY et al., 2007).

Fagocitose é um processo complexo realizado por macréfagos, neutréfilos
e células dendriticas apés a ligacdo dos receptores fagociticos que estdo na
superficie dessas células com antigenos ou opsoninas, desencadeando vias de
sinalizacdo que resultam em morte do patégeno ou processamento para sua
apresentacao a outras células (NIEDERGANG; CHAVRIER, 2004). Entretanto, a
destruicdo do patogeno ndo depende somente do seu englobamento, mas sim da
formacéo de vesicula intracelular, denominada fagossoma e, posteriormente de
sua maturacao. Apos a ativacdo dos receptores fagociticos e desencadeamento
de vias de sinalizacéo, processos como remodelacéo de polimeros de actina e da
membrana para formacédo de pseudopodos resultam no fagossoma. A posterior
fusdo deste com outras vesiculas intracelulares resulta em sua maturacao e
capacita o fagossoma a destruir aquelas particulas englobadas através da
atuacao de enzimas liticas e do complexo NADPH oxidase do fagdcito (SCOTT;
BOTELHO; GRINSTEIN, 2003; NIEDERGANG; CHAVRIER, 2004; STUART;
EZEKOWITZ, 2005; YEUNG et al., 2006).

Individuos diabéticos apresentam alteracbes nas funcfes normais de
neutroéfilos, o que inclui quimiotaxia, aderéncia, fagocitose e morte intracelular.
Estados hiperglicémicos reduzem a capacidade fagocitica e podem atuar inibindo
a geracao de espécies reativas de oxigénio por inibir a enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase, enzima responsavel pela formacdo de NADP (GUPTA et al.,
2007).

A capacidade de reconhecimento especifico do antigeno e a geracédo de
memodria imunolégica sdo mecanismos de defesa evoluidos, e representam
caracteristicas da imunidade adaptativa (LAROSA; ORANGE, 2008). Linfécitos
sdo as principais células que executam as fungbes pertinentes a esse
componente da resposta imunoldgica. Eles apresentam receptores de superficie

de uma Unica especificidade gerados através de recombinacdo génica,
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garantindo grande diversidade no reconhecimento do antigeno (JANEWAY et al.,
2007; GENNERY; CANT, 2006). Podem ser classificados em linfocitos B,
linfécitos T e células natural killer (NK). Ap6s o encontro com antigeno ocorre o
processo de proliferagdo ou expanséo dos linfécitos, aumentando o ndmero de
células capazes de responder a um antigeno em particular (CALDER; KEW,
2002; JANEWAY et al., 2007).

Imunidade humoral é aquela mediada por linfécitos B, 0s quais
amadurecem, na medula 6ssea, para tornarem-se células produtoras de
anticorpos. Anticorpos agem neutralizando patdégenos e toxinas, promovendo
opsonizacéo e ativando o complemento (LAROSA; ORANGE, 2008). A formacéo
de complexos entre antigeno/anticorpo e antigeno/complemento/anticorpo
favorece o reconhecimento por fagocitos que, entdo iniciam o processo de
fagocitose (DELVES; ROITT, 2000).

Linfécitos T sdo responsaveis pela imunidade mediada por células
(CALDER; KEW, 2002). Estas células amadurecem no timo e podem se tornar
células T citotoxicas (marcadas pela expressao da molécula de superficie celular
CD8) ou células T auxiliares (marcadas pela expressao de CD4), estas ultimas
atuando principalmente na secrecédo de citocinas. Linfocitos T auxiliares dividem-
se, ainda em células T auxiliares tipo 1 (Thl) que secretam interleucina 2 (IL2) e
interferon-y (IFN- y), mas n&o interleucina 4, 5 ou 6, enquanto as células T
auxiliares tipo 2 (Th2) secretam interleucina 4, 5, 6, e 10, mas nao interleucina 2
(IL2) e interferon-y (IFN- y). De maneira resumida, células Th1 auxiliam na
imunidade celular por ativar macrofagos e células T citotoxicas, enquanto células
Th2 estimulam as células B a produzirem anticorpos (DELVES; ROITT, 2000).

E acreditado que individuos diabéticos, principalmente aqueles com pobre
controle da doenca, apresentam deficiéncias relacionadas com imunidade
mediada por células. Assim, ha menor capacidade proliferativa de linfocitos T de
diabéticos, porém esta supressdo nao é claramente compreendida, embora
menor producdo de interleucina 2 tenha sido encontrada por mondcitos destes
individuos (LIU et al., 2005).
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1.3 ACIDOS GRAXOS

Lipidios constituem grupo heterogéneo de moléculas com a caracteristica
comum de hidrofobicidade e, assim podem ser extraidas dos tecidos por
solventes apolares. Eles desempenham fun¢des criticas para manutencdo da
homeostase do organismo, tais como fun¢Bes regulatérias ou de coenzimas e
aquelas desempenhadas pelas prostaglandinas e hormonios esteréides, além de
manter sob condi¢des normais as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a
transmissdo dos impulsos nervosos. Adicionalmente sdo a principal fonte de
energia para o organismo (CHAMPE et al., 2006; MARTIN et al., 2006).

Ingestéo de lipidios compreende 25-45% do total de energia consumida em
muitos paises industrializados (BENATTI et al., 2004). Lipidios dietéticos incluem
mono-, di- e triacilglicerdis, esfingolipidios, acidos graxos livres, colesterol,
esterdis de plantas, pigmentos e vitaminas lipossoliveis. Acidos graxos
representam um tipo de gordura ou lipidio (FRITSCHE, 2006). De forma geral, os
acidos graxos podem ser classificados em saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados, dependendo da presenca e numero de insaturacdes na molécula
(DEFILIPPIS; SPERLING, 2006). A maioria dos acidos graxos ingeridos na dieta
correspondem as gorduras saturadas, bem como monoinsaturadas e,
guantidades modestas de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) (BENATTI et al.,
2004).

1.3.1 Acidos Graxos Poliinsaturados Omega 3

Acidos graxos poliinsaturados (AGPI) sdo moléculas que apresentam duas
ou mais duplas liga¢Bes na configuracao cis. Ha duas familias principais de AGPI:
a familia 6Gmega 3 e 6mega 6, onde os mais conhecidos componentes destas
familias sdo o acido a-linolénico e acido linoléico, respectivamente e séo
considerados &cidos graxos essenciais, pois s6 podem ser adquiridos através da
dieta. A principal fonte de acidos graxos 6mega 6 (AGPI n6) sdo 6leos vegetais
(como 6leo de soja), enquanto peixe e outros 0Oleos vegetais (como 6leo de
linhaca) representam importante fonte de acidos graxos poliinsaturados émega 3
(AGPI n3) (BENATTI et al., 2004).
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Se, por um lado, fatores genéticos determinam a susceptibilidade de
individuos desenvolverem alguma doenca, fatores ambientais, dentre eles a dieta,
determinam quais individuos susceptiveis desenvolverdo certa doenca
(SIMOPULOS, 2002). Dieta relaciona-se com desenvolvimento de doenca
cardiovascular, dislipidemias, obesidade, diabetes, doencas inflamatérias e
cancer (BENATTI et al., 2004). A dieta das sociedades modernas baseia-se em
maior consumo de acidos graxos saturados e um desequilibrio na razdo AGPI
Omega6/6mega 3, com consumo maior de &cidos graxos AGPI n6 e declinio de
AGPI n3. Nas populacdes que dependiam de caca e extrativismo (FIGURA 2)
para sobrevivéncia, o consumo de AGPI n3 e n6 era praticamente 0 mesmo. Apés
a Revolugédo Industrial e, concomitantemente o aparecimento de técnicas
industriais modernas, foram desenvolvidos Oleos vegetais com menor proporcao
de AGPI n3 e maior de AGPI n6, pois a quantidade de acido graxo a-linolénico
(AGPI n3) presente teve problemas organolépticos (SIMOPOULOS, 1991). O
maior consumo de gréos de cereais das sociedades atuais esta associado para o
aparecimento de condi¢cbes como diabetes, obesidade, hipertensdo, com maior
risco de doenca cardiovascular, visto a maior quantidade de carboidratos e n6 e
menores concentracdes de AGPI n3 e antioxidantes encontrados nestes graos
(SIMOPOULOS, 2002).
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Figura 2 — Esquema ilustrando mudancas na dieta ao longo dos anos
(adptado de SIMOPOULOS, 2002).
Enquanto acidos graxos saturados sao considerados fatores de risco para

o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCV), os 6leos de peixe, ricos
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em acidos graxos 6mega 3 (AGPI n3), estdo associados com menor risco (DCV)
(DAS, 2000). Acidos graxos n3 dietéticos alteram a composi¢do da membrana
das células promovendo importantes efeitos em processos de sinalizacdo e
comunicacdo dentro e entre as células. Sdo também precursores de certos
eicosanoides. Estes &cidos graxos competem com os &cidos graxos n6,
particularmente o &cido araquidénico (AA), pela incorporacdo na membrana e
posterior metabolismo a eicosanodides, através da competicdo por enzimas
envolvidas neste metabolismo (FIGURA 3) (SURETTE, 2008).

ACIDO LINOLEICO ACIDO a LINOLENICO
(18:2n6) (18:3 n3)
l A6 l A6
ACIDO y LINOLENICO 18413
(18:3n6)
l ALONGASE
ALONGASE
ACIDO DI-HOMO y LINOLENICO 20:4n3
(20:3n6)
q
- LOX A
" LT SERIE 5
l A5 ‘\
ACIDO EICOSAPENTAENOICO
ACIDO ARAQUIDONICO (20:5n3)
PG/TX SERIE 3 COX l

COX / \LOX
ACIDO DOCOSAHEXAENOICO

PG/TX SERIE 2 LT SERIE 4 (22:6n3)

Figura 3 — Metabolismo dos acidos graxos n3 e n6. (COX — ciclooxigenase,;
LOX — lipooxigenase; LT — leucotrieno; PG — prostaglandina; TX
— tromboxano)

Eicosandides é o nome dado a uma grande familia de acidos graxos de
vinte carbonos oxigenados e que se divide em trés grupos, os prostandides
(prostaglandinas e tromboxanos) gerados através da via da enzima
ciclooxigenase (COX), os leucotrienos formados pela via da lipooxigenase
(LOX) e os epoxidos gerados pela via do citocromo P450 (SMITH, 1989).
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Os acidos graxos n6 originam prostandides da série 2 e leucotrienos da
série 4 que apresentam caracteristicas pré-inflamatérias, enquanto os &cidos
graxos n3 déo origem a prostanoides da série 3 e leucotrienos da série 5 com
propriedades anti-inflamatérias. Assim, o alto consumo de &cidos graxos n6
resulta em desordens imunolégicas, doencas inflamatérias e cardiovasculares,
sendo recomendavel o maior consumo de acidos graxos da familia n3
(MARTIN et al., 2006).

Além de seus efeitos anti-inflamatérios mediados pela menor producao
de eicosandides pré-inflamatérios, os &cidos graxos n3 também agem
controlando o processo inflamatério por modular a expressdo de moléculas de
adesdo, tais como selectinas e VCAM-1 (molécula de adesdo célula -
vasculatura 1), que participam nas intera¢cdes dos neutréfilos com o endotélio
vascular. Isto é conseguido atraves da modulacdo das vias de sinalizacao
associadas com o fator de transcrigdo nuclear kB (NFkB). Acidos graxos n3
podem agir também diretamente em receptores nucleares, como 0 receptor
retindide X, que opera como fator de transcricdo. Ainda, mondcitos cujas
membranas sdo enriquecidas com AGPI n3 produz quantidades reduzidas de
citocinas, tais como TNF-a e interleucina 13, que agem aumentando a resposta
inflamatdria (CALDER, 2002; SURETTE, 2008). Portanto, com relagdo aos
efeitos antiinflamatorios dos acidos graxos n3 podemos considerar que
diminuem o conteudo de acido araquidénico das membranas resultando em
sintese de eicosandides derivados de n6 diminuida (GIUGLIANO; CERIELLO;
ESPOSITO, 2006), pois a incorporacdo de acidos graxos n3 na membrana
celular ocorre com concomitante substituicdo de acido araquidénico pelo acido
eicosapentaendico (EPA) ou docosahexaendico (DHA), portanto menos
substrato esta disponivel para producdo de eicosandides (como PGE,,
Tromboxano A, e LTB,), ja que esses ultimos sao produzidos a partir do acido
araquidénico (AA) (BROWNING, 2003; LOMBARDO; CHICCO, 2006;
CALDER, 2006). Dessa forma, ocorre uma competicdo entre EPA e AA para a
sintese de leucotrienos e prostaglandinas em nivel de COX e LOX
(SIMOPOULOS, 1991).

Acidos graxos n3 agem sobre a expressdo génica, atuando na via de
sinalizagdo do NFkB, diminuindo a expressao de citocinas pré-inflamatorias, e

sobre os PPAR’s (receptor ativado pelo proliferador de peroxissomos) 0s quais
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podem interferir e, até mesmo antagonizar a ativacdo de outros fatores de
transcricdo, tais como o proprio NFKB (CALDER, 2002). Podemos dizer que
AGPI n3 suprimem genes lipogénicos e glicoliticos, como a glicoquinase,
complexo da piruvato desidrogenase, acetilCoa carboxilase, piruvato quinase e
acido graxo sintase, enquanto também aumentam a codificacdo de genes
relacionados a oxidacao lipidica e termogénese ocasionando maior expressao
de proteinas tais como carnitina-palmitoil-transferase, HMG-Coa sintase,
transportadores de &cidos graxos e acilCoa sintase, incluindo o gene UCP-3
(CLARKE, 2000). Porém, o efeito de AGPI n3 na supressdo de genes
lipogénicos parece estar mais ligado com a expresséao e localizagéo nuclear de
SREBP1 (proteina ligante do elemento regulatorio esterol), fator de transcricdo
que é ligado por AGPI, os quais diminuem a estabilidade de seu RNAmM
(CLARKE, 2000). Entretanto, nem todos os genes de enzimas lipogénicas sao
suprimidos pela ligacdo de AGPI a SREBP-1, indicando que h& outro fator de
trancricdo secundario controlado por SREBP-1 (CLARKE, 2000). Estudos
mostram que esse fator secundario pode ser o HNF-4 (fator nuclear hepatico
4), membro da superfamilia de receptores esterdides que, liga-se a ésteres de
acil Coa graxo, e possui elementos de resposta em genes de enzimas como
FAS (&cido graxo sintase) e piruvato quinase (CLARKE, 2000).

Os &cidos graxos n3 tém demonstrado efeitos benéficos no que diz
respeito a problemas cardiovasculares, o que pode ser observado em estudos
epidemiologicos, metabolicos e em animais (GIUGLIANO; CERIELLO;
ESPOSITO, 2006) e um papel chave na prevencdo e tratamento de
dislipidemias, diabetes tipo 2, resisténcia a insulina e hipertenséo
(LOMBARDO; CHICCO, 2006), bem como apresentando atividade
antiinflamatéria (GIUGLIANO; CERIELLO; ESPOSITO., 2006; LOMBARDO;
CHICCO, 2006), antitrombética, antiarritmica e propriedades vasodilatadoras
(LOMBARDO; CHICCO, 2006).

O efeito de acidos graxos n3 na dislipidemia pode ser observado pela
reducdo das concentracfes de triacilglicerois (TG), através de reducdo na
sintese de VLDL e de TG hepética. Isto p6de ser confirmado por uma revisao
de estudos em humanos conduzida em 1997, mostrando que 4g de n3/dia

reduziu em 25-30% as concentracdes de TG séricos, aumentou em 5-10% as
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concentracfes de LDL e também aumentou em 1-3% as de HDL (ZATSICK;
MAYKET, 2007).

A incorporacéo de acidos graxos n3 na membrana de células imunitarias
exerce importante papel na modulacdo do sistema imunolégico exercida por
n3. Assim, AGPI n3 pode afetar a capacidade fagocitica de neutrofilos e
macrofagos, sinalizagcdo na célula T e capacidade de apresentacdo de
antigenos de maneira dose-dependente (CALDER, 2008). E conhecido que
AGPI n3 reduz a proliferacao de linfécitos T e B estimulados por mitégenos,
além de diminuir a producgéo de interleucina 2 por linfocitos e também reduzir a
atividade das células NK. Acidos graxos n3 também modulam a producédo de
citocinas por macrofagos, como dito anteriormente (SWEENEY; PURI; REEN,
2005).

Estudos demostram que n3 mantém a atividade do receptor de insulina,
do IRS-1 (substrato do receptor da insulina-1) e, consequentemente da PI-3-
quinase e GLUT4, assim ocasionando um aumento de glicose-6-fosfato
acompanhado por maior sintese de glicogénio (CORCORAN; LAMON-FAVA;
FIELDING, 2007).

Sirtori et al. (1998) mostrou que o tratamento por um periodo de seis
meses de pacientes diabéticos com AGPI n3 causou deterioracdo do controle
glicémico um ano apds o tratamento. Sendo que outros estudos mostram
efeitos adversos de AGPI n3 no controle glicémico tais como aumento no
requerimento de insulina, aumento de hemoglobina glicada e aumento da
glicemia de jejum e pdés-prandial em pacientes diabéticos do tipo 1 e do tipo 2
(DE CATERINA et al.,, 2007). Estes efeitos indesejaveis ocorrem em altas
doses de AGPI ne (1-16g/dia). Foi demonstrado que AGPI n3 pode ser
benéfico para mulheres diabéticas em gestacdo, o qual auxilia a prevenir que
seus filhos desenvolvam anormalidades metabdlicas ligadas a macrossomia
(BOURRE, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A incidéncia da DM1 vem aumentando de forma paralela a observada
para a diabetes mellitus tipo 2 e, embora seja conhecida como doenca da
infancia sua incidéncia €& comparavel em adultos (DEVENDRA; LIU;
EISENBARTH, 2004). Como DM1 pode ser modulado por fatores dietéticos,
genéticos e ambientais (NARENDRAN; ESTELLA; FOURLANOS, 2005), a
influéncia da dieta pode ser considerado fator determinante.

Considerando-se que se trata de uma doencga cuja patogénese implica
em quadro inflamatorio crénico (NARENDRAN; ESTELLA; FOURLANOS, 2005)
além de um quadro sugestivo de imunossupressdao (McMANUS et al., 2001), e
levando-se em conta a relativa tendéncia de individuos diabéticos
apresentarem maior incidéncia de infeccOes, a suplementacdo dietética com
nutrientes que apresentem atividade anti-inflamatoria e possibilitem melhor
atividade do sistema imunolégico é essencial.

O oleo de peixe (rico em AGPI n3) tém demonstrado efeitos benéficos
em processos inflamatdrios, através de sua atividade antiinflamatoria
(GIUGLIANO; CERIELLO; ESPOSITO, 2006; LOMBARDO; CHICCO, 2006),
além de sua capacidade de modular células do sistema imunolégico (CALDER,
2008).

O efeito de AGPlI n3 na DM pode ser demonstrado por estudos
conduzidos pela suplementacdo com doses anti-inflamatérias de DHA in utero
gue bloqueiam eventos inflamatorios das ilhotas, prevenindo assim o
desenvolvimento de DM1 em criancas de alto risco genético para a doenca
(NORRIS et al., 2007). Da mesma forma, estudos em animais mostraram que
AGPI n3 diminiu insulite pancreatica e hiperglicemia em animais com diabetes
experimental induzido por estreptozotocina (DE CATERINA et al., 2007). Além
de melhorarem funcéo de linfocitos, neutréfilos e macréfagos, alterando fatores
como capacidade fagocitica, producdo de EROS e proliferacdo linfocitaria
(SAKER, 2006; POMPEIA et al., 2000).

Assim, a suplementacdo com AGPI n3 pode trazer beneficios para
individuos apresentando o quadro diabético tipo 1, podendo ocasionar

melhoras tanto no aspecto bioquimico quanto imunolégico.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da suplementacdo com éleo de peixe, rico em AGPI n3
sobre parametros bioquimicos plasméaticos e funcionalidade de células do
sistema imunitério de ratos diabéticos.

Para alcancar estes objetivos investigaremos:

» Concentracdes plasmaticas de glicose, triacilglicerol e colesterol total;

= Atividade fagocitaria, volume lisossomal, producéo de peréxido de hidrogénio
e producdo de anion superéxido de macrofagos peritoneais e neutréfilos
sanguineos;

= Capacidade proliferativa de linfocitos mesentéricos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar com aproximadamente 70 dias
de idade (peso aproximado de 200 g) obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias
Bioldgicas, Campus Centro Politécnico da Universidade Federal do Parand,
Curitiba, Parana. Os mesmos foram mantidos em ciclo claro/escuro (22/10 h) e
temperatura constante (23°C = 1°C, aproximadamente) em gaiolas coletivas
contendo 5 animais por grupo. Os animais foram divididos em 8 grupos: Controle
alimentado com racéo (C) ou suplementado com 6leo de peixe (OP) ou gordura
de coco (GC), diabetizado (D), diabetizado suplementado com Oleo de peixe
(D/IOP) ou com gordura de coco (D/GC). Aos animais diabetizados e
suplementados foram tratados mais dois grupos com insulina, a saber: D/OP
mais insulina (D/OP/I) e D/GC mais insulina (D/GC/I). Durante todo o periodo
experimental os animais receberam agua e racdo a vontade. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal (CEEA) (ANEXO).

4.2 INDUCAO DO DIABETES EXPERIMENTAL

Os animais pertencentes aos grupos diabetizados foram colocados em
jejum de, no minimo, 12 horas antes da administracdo intravenosa de
estreptozotocina, na dose de 45 mg/kg peso corporal. A droga a ser
administrada foi dissolvida em tampéo citrato (acido citrico 18,2 mM; Na;HPO,.
12H,0 29,6 mM; pH 4,8) (JUNOD et al, 1969). Apds o procedimento de inducéo,
0os animais foram mantidos ainda, 1 hora em jejum, a fim de se evitar a
competicdo da estreptozotocina com a glucose pelo receptor GLUT2 na célula
beta pancreatica (SZKUDELSKI, 2001). Exatamente 1 semana apos a inducéo,
o diabetes experimental foi confirmado através da mensuracdo da glicose
plasmatica, coletada da cauda dos animais, por meio do glicosimetro One Touch
Ultra® Johnson & Johnson, apés um jejum de 12 horas dos animais. Os ratos

com glicemia igual ou superior a 220 mg/dL foram considerados diabéticos.
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4.3 SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE

O Oleo de peixe foi obtido da Fundacdo Herbarium. As capsulas contém
1g de 6leo de peixe, na proporcéo de 0,192 g de EPA e 0,124g DHA. Os animais
foram suplementados, apds a constatacdo do quadro diabético, durante 30 dias
consecutivos. Os animais foram ortotanaziados, apés o periodo de

suplementacao para as mensuragodes abaixo.

4.4 ADMINISTRACAO DE INSULINA

Insulina 70/30 Humulin foi administrada aos animais pertencentes a dois
dos oito grupos, os quais receberam insulina, além de suplementacédo com 6leo
de peixe ou gordura de coco, via subcutanea e diariamente. A dose utilizada foi

de 4U por rato, administradas sempre no mesmo horario.

4.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS

4.5.1 Mensuracéo da Glicose Plasmatica

Foi utilizado o método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase através
do uso do kit Glicose-oxidase da Bioliquid. A leitura da absorbéancia em
espectrofotometro foi realizada com comprimento de onda de 505 nm e os

resultados expressos em mg/dl.

4.5.2 Perfil Lipidico Plasmatico

Foi utilizado o método enzimatico colorimétrico para determinacdo de TG
e colesterol total, utilizando os kits GPO-Trinder e colesterol total,
respectivamente, da Bioliquid. A leitura das absorbancias foi realizada em

espectrofotdmetro a 500 nm e os resultados expressos em mg/dL.
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4.6 ENSAIOS COM MACROFAGOS

4.6.1 Obtencao de macréfagos peritoneais

Apl6s a remocgao da pele da regido abdominal, 20 mL de tampao fosfato-
salina (PBS — estéril), pH 7,4, foram injetados na cavidade peritoneal dos animais.
Trinta segundos apos a administracdo, a cavidade peritoneal foi aberta e o fluido,
contendo as células, aspirado com o auxilio de pipeta Pasteur de plastico, estéril.
Em seguida, estas células foram centrifugadas (Eppendorf — Centrifuge 5810 R)
a 1200 rpm a 4 °C, durante 5 minutos. Os macréfagos entdo, apds descarte do

sobrenadante, foram ressuspensos em 3 mL de PBS.

4.6.2 Fagocitose de Zimosan

A capacidade fagocitica foi mensurada através do metodo descrito por
Bonatto et al. (2004). Da solucdo peritoneal foram depositados 100 puL contendo
10° células em placa de 96 pocos e adicionado 10 pL de zimosan corado com
vermelho neutro e foi incubado por 30 minutos. Apds, foram adicionados 100 pL
de fixador. Apos 30 minutos, a placa foi lavada com PBS e centrifugada por 5
minutos a 1500 rpm. O vermelho neutro que esta dentro dos fagossomos foi entéo
solubilizado utilizando-se 100 pL de solucdo de extracdo e apds 30 minutos
foi feita a leitura a 550nm em leitor de microplacas (Microplate Reader Biorad -
Benchmark®). Os dados foram expressos como média + EPM da porcentagem de

cada grupo em relagcéo ao grupo controle (C).

4.6.3 Volume Lisossomal

Foi utilizado o método proposto por Pipe, Cole e Farley (1995). Assim, em
placas de 96 pocos foi depositado 100 pL da solucéo contendo 10° células e 20
UL da solucdo estoque de vermelho neutro a 2%. Apds um periodo de 30 minutos
a placa foi centrifugada por 5 minutos por 1500 rpm. O sobrenadante foi entao
descartado e os pocos lavados com PBS para se eliminar o vermelho neutro que
nao foi internalizado pelas células. Posteriormente, o vermelho neutro contido nos

lisossomos foi solubilizado pela adicdo de 100 pL de solugdo de extracéo. Este
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procedimento € viavel pois o vermelho neutro é corante catiénico que se difunde
através da membrana celular e se mantém no lisossomo pela mudanca de pH que
encontra neste compartimento, o qual € acido, e isto ocasiona alteracao de cargas
neste corante. A leitura foi realizada ap6s 30 minutos em 550 nm através de leitor
de microplacas (Microplate Reader Biorad - Benchmark®). Os dados foram
expressos como média + EPM da porcentagem de cada grupo em relacao ao

grupo controle (C).

4.6.4 Producéo de Anion Superoxido

Segundo Madhavi e Das (1994) nitroblue tetrazolium (NBT) é um composto
amarelo lipossoluvel que se torna insoluvel e de cor azul quando reduzido. Assim,
aliquotas de 100 pL de solugdo contendo células do lavado peritoneal foram
plagueadas em microplaca de 96 pocos, posteriormente 100 pL de NBT 0,1%
foram adicionados. Ap6s uma incubacdo de 30 minutos a 37°C, a placa foi
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm, depois lavada com PBS e adicionado
metanol 50% para fixar as células. A placa foi incubada por mais 10 minutos,
centrifugada e o sobrenadante descartado. A adicdo de 120 pL de Hidréxido de
Potassio (KOH) e 140 uL de DMSO sera feita a fim de solubilizar o NBT reduzido
presente no sedimento. Posteriormente procedeu-se a leitura a 550 nm em leitor
de microplacas (Microplate reader Biorad - Benchmark®). Os dados foram
expressos como meédia + EPM da porcentagem de cada grupo em relacdo ao

grupo controle (C).

4.6.5 Producéo de Per6xido de Hidrogénio

Foi realizada através de método descrito por Pick e Mizel (1981). Sendo
assim, a producdo de peroxido de hidrogénio péde ser mensurada através da
oxidacdo de vermelho fenol. Aliquotas de 100 uL da solucédo peritoneal contendo
macroéfagos foi plagueada em microplacas de 96 pocos. Foram incubadas por 1
hora no escuro (para evitar foto-oxidagéo) e o sobrenadante descartado. 100 pL
de vermelho fenol contendo peroxidase (horseradish) e zymosan foram
adicionados. A placa foi incubada por mais 30 minutos e a leitura feita a 620 nm

em leitor de microplacas (Microplate reader Biorad - Benchmark®). Os dados
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foram expressos como média + EPM da porcentagem de cada grupo em relacao

ao grupo controle (C).
4.6.6 Ensaio de adeséo

Foi plagueado, em microplacas de 96 pocos 100uL de células na
concentracéo de 2x10°. Incubou-se por 1 hora em estufa a 37 °C e submeteu-se a
procedimentos de lavagem. Metanol 50% foi adicionado para fixacdo das células
e incubado por 5 minutos. Giemsa 0,2% foi adicionado e a microplaca incubada
por 40 minutos. Metanol foi adicionado para solubilizar o corante. Apdés 30
minutos de incubacao, a leitura foi realizada a 550 nm (dados ndo mostrados). O

resultado foi expresso como absorbancia de 2x10° células/mL.

4.7 ENSAIOS COM NEUTROFILOS

4.7.1 Obtencéo de neutrofilos sanguineos

O isolamento dos neutrofilos foi baseado no método proposto por BAYUM
(1976). O sangue coletado dos animais foi transferido para tubos Falcon® de 50
mL e diluidos (1:2) com PBS. A seguir, foi adicionado 3 mL de Ficoll-Paque Plus e
em seguido 8 mL do sangue diluido. Logo, foram centrifugados durante 40
minutos a 1400 rpm. ApOs a separacdo das células, a camada superior
constituida por células mononucleares e plaquetas foi descartada. A camada
inferior composta pelos neutrofilos e eritrocitos foi incubada com solucéo
hemolitica em banho-maria por 15 minutos. Depois, centrifugada a 1200 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em PBS

para posterior contagem em camara de Neubauer.
4.7.2 Funcionalidade de Neutrofilos
Apbs seu isolamento, os neutréfilos sanguineos foram submetidos a

ensaios de capacidade fagocitica, retencdo lisossomal, produgdo de &nion

superoxido e producdo de peroxido de hidrogénio, como descritos anteriormente
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para os macréfagos. Os dados foram expressos como média + EPM da

porcentagem de cada grupo em relagéo ao grupo controle (C).
4.8 PROLIFERACAO LINFOCITARIA
4.8.1 Obtencdo dos Linfocitos

Os linfonodos mesentéricos foram coletados e acondicionados em PBS.
Ap6s compressdo destes 6rgaos em malha fina, os linfocitos foram obtidos.
Depois da filtragem em papel filtro (Whatman n° 105) as células foram
centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As
células foram lavadas com PBS estéril. Foi realizada a contagem das células em

camara de Neubauer.
4.8.2 Ensaio de Proliferacao

Concentracdo de 2x10° células foram plagqueadas em microplacas de 96
pocos e cultivadas a 37°C em atmosfera de 95% ar /5% CO, , mantidas em
estufa (N TC2323-2E, Sheldon Manufactoring, Shel Lab USA) por 48 h em meio
de cultura RPMI 1640 suplementado com L-glutamina (13,5 mM) e NaHCO3;
(26,2 mM) e enriquecido com 10% (v/v) de soro fetal bovino e 0,1% (v/v) de
antibidticos (penicilina G 10 mU e estreptomicina 10 mg/L). Os linfocitos T foram
estimulados com 20 pL de Concanavalina A (Con A; 5 pg/mL) (LICASTRO;
DAVIS; MORINI, 1993). Ap6s um periodo de cultivo celular de 48 horas foi
adicionado 20 pL de [2-'*C]-timidina (0,02 pCi/poco) e o cultivo continuou por
mais 18 horas, sob as mesmas condicdes citadas anteriormente. Logo apds este
periodo de 66 horas de cultivo celular, as células foram coletadas em coletor
multiplo em papel filtro n® 11731. Os discos de papel contendo a radioatividade
incorporada ao DNA das células foram transferidos para flaconetes contendo 1
mL de liquido de cintilacdo e levados para posterior contagem em contador. Os
dados foram expressos como média + EPM do indice de proliferagdo dos

linfocitos.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média * erro padrao da média (EPM) dos
grupos experimentais e foram submetidos a andlise de variancia de duas vias
com o pos teste de Bonferroni, tendo como fator a diabetes e a suplementacédo e
a andlise de variancia de uma via com pés-teste de Tukey, para populacées com
distribuicdo gaussiana. Para populagbes que nao seguiram distribuicdes
gaussianas, foi utilizada analise de variancia nao-paramétrica (teste de Kruskal-
Wallis), seguido de poés-teste de Dunn. Teste “t” de Student foi utilizado quando
indicado. p < 0,05 foi usado para indicar significancia estatistica. As analises e os
graficos foram realizados com o auxilio do software GraphPad Prism® (GraphPad
Prism versdo 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS SANGUINEOS

5.1.1 Glicemia

A constatacdo do quadro diabético foi feita sete dias apds a inducdo. Glicemia
de animais do grupo controle foi de 82,33 (+ 3,48; n=15) e para animais diabéticos
foi de 379,30 (+ 9,11; n= 68). A glicemia do grupo diabético foi 360% maior que a do
controle (p<0,0001).
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Figura 4 — Glicemia de jejum dos animais dos grupos controle e diabético. ®p<0,0001

comparado ao grupo controle.
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Figura 5 — Concentracdes plasmaticas de glicose (mg/dL) dos animais dos grupos
controle (C), suplementado com 6leo de peixe (OP) ou coco (GC).
Diabético (D), diabético suplementado com 6leo de peixe (D/OP) ou coco
(D/IGC). Diabético suplementado com Oleo de peixe ou de coco,
recebendo insulina, D/OP/I e DI/GC/I, respectivamente. % p<0,05
comparado ao grupo C. b p<0,05 comparado so grupo OP. ° p<0,05
comparado ao grupo GC. ° p<0,05 comparado ao grupo D/OP. © p<0,05

comparado ao grupo D/GC.

A glicemia dos animais diabetizados ou n&o, suplementados ou nédo e
tratados ou ndo com insulina esta apresentado na figura 5. A glicemia do grupo
controle (mg/dL) foi de 74,33+3,77 e no diabético de 379,10+28,58, que representou
um aumento de 409,8% (p<0,05 vs C). No animal ndo diabético suplementado com
Oleo de peixe (OP) ou coco (GC) a glicemia nao foi diferente da do controle (p>0.05).
Nos animais diabéticos suplementados com 6leo de peixe (D/OP) ou coco (D/GC) a
glicemia foi similar ao do grupo diabético (p>0,05) contudo foi de 328+26,90 no D/OP
e de 358,10+£19,32 no D/GC, sendo 382% e 395,8% maior quando comparado a do
OP e GC, respectivamente, elevacdo esta significativa (p<0,001). A terapia com
insulina fez com que a glicemia no grupo D/OP/I e D/GC/I fosse de 84,81+21,38 e
81,77+17,88, respectivamente, similar a dos ndo diabéticos (OP e GC) e, portanto

significativamente menor a dos D/OP e D/GC (p<0,05), respectivamente.
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5.1.2 Lipidios Plasmaticos

5.1.2.1 Colesterol Total
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Figura 6 — Concentracdo de colesterol total (mg/dL) dos animais pertencentes aos
grupos controle (C), controle suplementado com 6leo de peixe (OP) e coco
(GC). Diabético (D), diabético suplementado com 6leo de peixe (D/OP) e
coco (D/GC). Diabético suplementado com 6leo de peixe ou de coco,
recebendo insulina, D/OP/I e D/GC/I, respectivamente. ? p<0,05 comparado
ao C. P p<0,01 comparado ao D. © p<0,05 comparado ao D/OP. 9 p<0,05
comparado ao D/GC.

A concentracdo de colesterol total (mg/dL) dos animais diabetizados ou nao,
suplementados ou néo e tratados ou ndo com insulina esta apresentado na figura 6.
A concentracdo de colesterol total do grupo controle foi de 42,79+2,46 e do grupo
diabético de 55,36+7,09, sendo que estes valores nao foram significativamente
diferentes (p>0,05). No animal ndo diabético suplementado com 6leo de peixe (OP)
a concentracao de colesterol total ndo foi diferente da do grupo controle (p>0,05). J&
a suplementacdo de animais nao diabéticos com gordura de coco (GC) resultou em
concentracdo de colesterol total de 66,24+6,43, sendo 54,8% maior do que 0 grupo
controle (p<0,05). No caso de animais diabéticos suplementados com 6leo de peixe
(D/OP) ou coco (D/GC) a concentragdo de colesterol total foi de 29,90+4,50 e

60,56+6,73, respectivamente, sendo 46% menor e 9,4% maior que o grupo diabético
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e D/OP, respectivamente (p<0,01 e p<0,05, respectivamente), respectivamente. A
terapia com insulina de animais do grupo D/GC/I resultou em concentracdo de
colesterol total de 25,90+6,23, sendo 57,2% menor que o grupo D/GC (p<0,05). A
concentragao de colesterol total dos animais do grupo D/OP/I foi similar ao do seu
controle, D/OP (p>0,05).

5.1.2.2 Triacilglicerol Plasmatico

gwu- c
£ a1
o 100
i ° d
3 ol = P ==
n —_=
3 50 % 7 %
e
B JAAZIEEE
o G Q9 SERPANIEPEN
& o & «° d‘*& JRE
Figura 7 — Concentracdo de triacilglicerol plasmatico (mg/dL) dos animais

pertecentes aos grupos controle (C), controle suplementado com 6leo de
peixe (OP) e coco (GC). Diabético (D), diabético suplementado com 6leo
de peixe (D/OP) e coco (D/GC). Diabético suplementado com 6leo de peixe
ou de coco, recebendo insulina, D/OP/I e D/GC/I, respectivamente. ®p<0,01
comparado ao grupo C. b p<0,05 comparado ao grupo D. © p<0,001

comparado ao grupo GC. p<0,05 comparado ao grupo D/GC.

A concentracdo de triacilgliceréis dos animais diabetizados ou néo,
suplementados ou néo e tratados ou ndo com insulina esta apresentado na figura 7.
A triacilglicerolemia do grupo controle (mg/dL) foi de 63,04+5,48 e no diabético de
108,80+7,81, que representou um aumento de 72,6% (p<0,01 vs C). A
suplementacdo de animais ndo diabéticos com 6leo de peixe (OP) ou coco (GC)
resultou em triacilglicerolemia similar ao do grupo controle (p>0,05). Ja a
suplementacdo de animais diabéticos com 6leo de peixe (D/OP) fez com que a

concentracdo de triacilglicerdis fosse de 71,05+7,99 sendo uma reducdo de 34,7%
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quando comparado ao grupo diabético (p<0,05), enquanto a suplementacdo de
animais diabéticos com o6leo de coco (D/GC) resultou em triacilglicerolemia de
118,50£17,41 representando aumento de 8,9% (p<0,001) quando comparado ao
grupo GC. A terapia com insulina de animais do grupo D/GC/I fez com que a
concentracdo de triacilglicerdis fosse de 63,53+5,58 resultando em reducdo de
46,4% quando comparado ao grupo D/GC (p<0,05). J& a triacilglicerolemia de
animais do grupo D/OP/I néo foi diferente do grupo D/OP (p>0,05).

QUADRO 1- Resumo dos dados funcionais de glicemia e peffil lipidico (mg/dL) dos

grupos experimentais.

Glicemia Colesterolemia  Triacilglicerolemia
C 74,33+3,77 42,79+2,46 63,0415,48
(n=24) (n=10) (n=11)
oP 68,06+4,06 39,65+3,57 51,04+4,37
(n=23) (n=11) (n=14)
GC 72,22+3,38 66,24+6,43 61,22+6,01
(n=23) (n=11) (n=16)
D 379,1+28,58 55,36+7,09 108,8+7,81
(n=20) (n=17) (n=12)
D/OP 328,0+26,90 29,90+4,50 71,05+7,99
(n=25) (n=18) (n=9)
D/GC 358,1+19,32 60,56+6,73 118,5+17,41
(n=22) (n=17) (n=14)
D/OP/I 84,81+21,38 14,82+4,01 64,46+5,05
(n=9) (n=9) (n=11)
D/GCII 81,77+17,88 25,90+6,23 63,5315,58
(n=9) (n=9) (n=14)
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5.2 PARAMETROS IMUNITARIOS

5.2.1 Macrofagos Peritoneais
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Figura — 8 Fagocitose de zimosan por macrofagos peritoneais obtidos de ratos
controle (C), suplementado com oOleo de peixe (OP) e coco (GC).
Diabético (D), diabético suplementado com Oleo de peixe (D/OP) e
gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com 6leo de peixe ou
gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/I e D/GC/I, respectivamente.
41<0,05 comparado ao grupo C. ° p<0,05 comparado ao grupo D/OP. ¢
P<0,001 comparado ao grupo D/GC.

A fagocitose de zimosan realizada por macréfagos peritoneais obtidos dos
animais diabetizados ou néo, suplementados ou ndo e tratados ou ndo com insulina
esta apresentada na figura 8. A fagocitose de zimosan pelos macrofagos peritoneais
obtidos do grupo ndo suplementado e nao diabetizado (C) foi de 100,0+ 9,77. A
suplementacdo com 6leo de peixe (OP) e gordura de coco (GC) ndo modificou a
fagocitose quando comparada ao grupo C, sendo de 109,2+7,68 e 88,5+11,69,
respectivamente. A inducdo de diabetes (D) elevou (31,4%) a fagocitose
(131,4+10,42) comparada ao grupo controle (p<0,05). A suplementacdo com éleo de
peixe (D/OP) ou gordura de coco (D/GC) nos animais diabéticos nao alterou a
fagocitose quando comparada a dos animais nao diabetizados (p>0,05 vs OP ou
GC) ou a do diabético (p>0,05 vs D), sendo de 133,2+ 9,82 e 135,7+ 5,96,
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respectivamente. O tratamento com insulina nos animais diabetizados e
suplementados com 0Oleo de peixe reduziu (19%) a fagocitose dos macréfagos
peritoneais (107,8+6,72, D/OP/I), quando comparado ao dos animais nao tratados
(p<0,05 vs D/OP). O mesmo sendo observado no grupo suplementado com gordura
de coco e tratado com insulina (87,9+11,74, D/GC/I), a qual foi significativa (35,2%)
guando comparado ao grupo D/GC (p<0,05).
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Figura 9 — Volume lisossomal dos macréfagos peritoneais de animais controle (C),
suplementado com Oleo de peixe (OP) e gordura de coco (GC). Diabético
(D), diabético suplementado com 6leo de peixe (D/OP) ou gordura de coco
(D/GC). Diabético suplementado com 6leo de peixe ou gordura de coco,
recebendo insulina, D/OP/l e D/GC/I, respectivamente. * p<0,01
comparado ao grupo C. ? p<0,001 comparado ao D. ¢ p<0,0001 comparado

ao D/OP. 9p<0,0001 comparado ao grupo D/GC.

O volume lisossomal de macrofagos peritoneais obtidos dos animais
diabetizados ou néo, suplementados ou n&o e tratados ou ndo com insulina esta
apresentada na figura 9. O volume lisossomal dos macréfagos do grupo C foi de
100,0£7,26. A suplementacdo com 6leo de peixe (OP) ou gordura de coco (GC)
resultou em volume lisossomal de 107,4+11,88 e 86,6+11,79, respectivamente, a
qgual ndo foi diferente do grupo C ou entre eles (p>0,05). A inducdo do diabetes
reduziu (33,7%) o volume lisossomal, sendo significativa quando comparada a do

grupo C (66,30+2,76, p<0,01 vs C). A suplementacdo com 6leo de peixe no grupo
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diabético (D/OP) elevou (102,7%) o volume lisossomal (134,4+7,25), comparada ao
grupo D (p<0,001). J& a suplementacdo com gordura de coco em animais diabéticos
(D/IGC, 82,5+5,47) ndo modificou este parametro quando comparada ao grupo D
(p>0,05). No animal diabético suplementado com 6leo de peixe ou gordura de coco,
o tratamento com insulina (D/OP/I e D/GC/l) reduziu significativamente (56,8% e
51%, respectivamente) o volume lissomal, sendo 57,94+3,17 e 40,40£1,63,
respectivamente (p<0,0001 vs D/OP e D/GC, respectivamente).
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Figura 10 — Producao de anion superoxido por macréfagos peritoneais obtidos dos
animais controle (C), suplementado com 6leo de peixe (OP) e gordura de
coco (GC). Diabético (D), diabético suplementado com Oleo de peixe
(D/OP) ou gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com 6leo de
peixe ou gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/l e DI/GCII,
respectivamente. ®p<0,01 comparado ao grupo C. °p<0,001 comparado
ao C. °p<0,05 comparado ao D. %<0,0001 comparado ao D/OP.
®p<0,0001 comparado ao D/GC.

A producdo de anion superéxido pelos macrofagos peritoneais obtidos dos
animais diabetizados ou néo, suplementados ou néo e tratados ou ndo com insulina
esta apresentada na figura 10. Nos macréfagos dos animais controle (C) a producao
de anion superoxido foi de 100,0+5,10. A suplementacdo com 6leo de peixe (OP)
elevou (26,1%) a producao (126,1+11,12) e a gordura de coco (GC) reduziu (33,7%)
(66,3318,42), quando comparadas a do controle (p<0,05). A inducdo do diabetes
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reduziu (49,8%) a producdo de anion quando comparou-se a dos macrofagos do
grupo controle, sendo de 50,20+3,02 (p<0,001). Os macrofagos dos animais
diabéticos e suplementados com Oleo de peixe (D/OP) aumentaram (42,5%) a
producéo de anion, sendo de 71,53+2,43 (p<0,05), enquanto a gordura de coco
(D/GC) ndo modificou este parametro (p>0,05), quando comparadas ao grupo D. O
tratamento com insulina dos animais diabéticos suplementados com 6leo de peixe
ou gordura de coco (D/OP/lI e DIGC/I, respectivamente) reduziu (48,1% e 44,8%,
respectivamente) a producdo de anion pelos macréfagos peritoneais (37,1+2,01 e
32,48+1,30, respectivamene) significativamente quando comparado a do grupo néao
tratado (p<0,0001 vs D/OP e D/GC, respectivamente).
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Figura 11 — Producao de perdxido de hidrogénio por macréfagos peritoneais obtidos
de animais controle (C), suplementado com Oleo de peixe (OP) ou
gordura de coco (GC). Diabético (D), diabético suplementado com 6leo de
peixe (D/OP) ou gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com
Oleo de peixe ou gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/I e D/GCI/I,
respectivamente. ®p<0,001 comparado ao grupo C. °p<0,01 comparado

ao D. °p<0,0001 comparado ao D/OP. %p<0,05 comparado ao D/GC.

A producgéo de peroxido de hidrogénio pelos macréfagos peritoneais obtidos
dos animais diabetizados ou nédo, suplementados ou ndo e tratados ou ndo com
insulina esta apresentada na figura 11. Macréfagos de animais do grupo controle

produziram 100,0£8,39. A suplementacdo com 6leo de peixe (OP) e gordura de coco
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(GC) reduziu (29,7% e 55,3%, respectivamente) a producdo de peroxido, sendo de
70,3+4,59 e 44,745,11 respectivamente, comparada a encontrada no grupo controle
(p<0,001). A diabetes também reduziu (42,5%) a producdo de peréxido quando
comparado a dos macrofagos controle (p<0,001), sendo de 57,5+4,58. A
suplementacdo com 6leo de peixe nos animais diabéticos (D/OP), por outro lado
elevou (43,1%) a producdo de peroxido (82,3+5,24) comparado ao grupo diabético
(p<0,01). A suplementacdo com gordura de coco nos animais diabéticos (D/GC)
(53,5+3,71) foi similar a do grupo diabético (p>0,05). Nos animais diabéticos
suplementados com Oleo de peixe o tratamento com insulina (D/OP/I), reduziu
(43,6%) a producdo de peréxido, a qual foi significativamente menor (46,4+4,28)
guando comparado a do grupo D/OP (p<0,0001). Nos animais diabéticos
suplementados com gordura de coco e tratados com insulina, a producdo de
peroxido pelos macrofagos peritoneais foi de 38,81+4,51, menor (27,4%) que o0
grupo D/GC (p<0,05).

QUADRO 2 - Resumo dos dados funcionais de macréfagos peritoneais,

porcentagem em relacdo ao grupo controle (C) = erro padrdo da

media.
Fagocitose Volume O, H,0,
Lisossomal
C 100,049,77 100,0+7,26 100,045,10 100,0+8,39
(n=15) (n=15) (n=21) (n=17)
OoP 109,2+7,67 107,4+11,88 126,1+11,12 70,3+4,59
(n=8) (n=8) (n=10) (n=16)
GC 88,51+11,70 86,6+11,79 66,3+8,42 44,7+5,11
(n=9) (n=11) (n=17) (n=14)
D 131,4+10,42 66,3+2,76 50,2+3,02 57,5+4,58
(n=13) (n=11) (n=14) (n=18)
D/OP 133,249,82 134,4+7,25 71,5+2,43 82,345,24
(n=15) (n=11) (n=18) (n=17)
D/IGC 135,7+5,96 82,515,47 58,9+3,65 53,5+3,71
(n=16) (n=12) (n=16) (n=17)
D/OP/I 107,8+6,72 57,9+3,17 37,1+2,01 46,4+4,28
(n=14) (n=13) (n=14) (n=18)
D/IGCII 87,9t11,74 40,4+1,63 32,5+1,30 38,81+4,51
(n=14) (n=10) (n=12) (n=17)
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5.2.2 Neutroéfilos Sanguineos
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Figura 12 - Fagocitose de zimosan por neutrofilos obtidos de animais controle (C),
suplementado com O6leo de peixe (OP) ou gordura de coco (GC).
Diabético (D), diabético suplementado com oOleo de peixe (D/OP) ou
gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com 0Oleo de peixe ou
gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/I e D/GCI/I, respectivamente. ?

p<0,05 comparado ao grupo C. b p<0,05 comparado ao D.

A fagocitose de zimosan realizada pelos neutréfilos dos animais diabetizados
ou nao, suplementados ou néo e tratados ou ndo com insulina esta apresentada na
figura 12. Animais ndo suplementados e nao diabetizados (C) apresentaram
fagocitose de 100,0+9,52. A suplementacdo com 6leo de peixe (OP) provocou
aumento (62,6%) na fagocitose (162,6+6,06) quando comparado aos animais do
grupo C (p<0,05), enquanto a suplementacdo com gordura de coco (GC) foi similar
ao grupo C (116,7+5,59, p>0,05). A inducdo da diabetes (D) (98,9+13,80) nao
promoveu diferenca na fagocitose quando comparado ao grupo C (p>0,05). A
suplementacao de animais diabéticos com 6leo de peixe (D/OP) elevou (115%) a
fagocitose de zimosan realizada pelos neutréfilos (212,7+£15,37) quando comparada
a de animais diabéticos (D) (p<0,05). O mesmo nado foi observado pela
suplementacdo dos animais diabéticos com gordura de coco (D/GC) (99,8+9,30)
gquando comparados aos animais do grupo D (p>0,05). A terapia com insulina em

animais diabéticos suplementados com 6Oleo de peixe (D/OP/I) ou gordura de coco
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(D/GC/) nao alterou a fagocitose quando comparado aos grupos néo tratados (D/OP
e D/IGC, respectivamente) (p>0,05).
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Figura 13 — Volume lisossomal em neutroéfilos de animais controle (C), suplementado
com 6leo de peixe (OP) ou gordura de coco (GC). Diabético (D), diabético
suplementado com o6leo de peixe (D/OP) ou gordura de coco (D/GC).
Diabético suplementado com Oleo de peixe ou gordura de coco,
recebendo insulina, D/OP/I e DI/GC/I, respectivamente. * p<0,01
comparado ao grupo C. ° p<0,001 comparado ao C. ° p<0,01 comparado

ao D.

O volume lisossomal dos neutrofilos obtidos dos animais diabetizados ou néo,
suplementados ou ndo e tratados ou ndo com insulina esta apresentada na figura
13. O volume lisossomal em animais ndo suplementados e nao diabetizados (C) foi
de 100,0+2,08. A suplementacdo de animais ndo diabéticos com 6leo de peixe (OP)
aumentou (43,9%) (p<0,01), enquanto com gordura de coco (GC) reduziu (46,1%) o
volume lisossomal (p<0,05) quando comparadas ao grupo C, sendo de 143,9+19,06
e 53,9+3,57, respectivamente . A inducdo da diabetes (D; 143,7+4,82) provocou
aumento (43,7%) na retencdo quando comparado ao grupo C (p<0,05). A
suplementacdo de animais diabéticos com Oleo de peixe (D/OP; 173,7+10,03)
aumentou (20,8%) ainda mais o volume lissomal, em relacdo ao grupo D (p<0,01), ja
a suplementacdo de animais diabéticos com gordura de coco (D/GC; 142,1+6,49)

resultou em capacidade de reter vermelho neutro em vesiculas de secregao similar
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ao grupo diabético (p>0,05). A terapia com insulina nos animais diabéticos
suplementados com 6leo de peixe (D/OP/I) ou gordura de coco (D/GC/I) foi similar
comparado ao grupo D/OP e DI/GC, respectivamente (p>0,05), sendo de
172,9+£10,47 e 137,8+13,27, respectivamente.
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Figura 14 - Producdo de anion superoxido pelos neutrofilos dos animais controle
(C), suplementado com Oleo de peixe (OP) ou gordura de coco (GC).
Diabético (D), diabético suplementado com 6leo de peixe (D/OP) ou
gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com Oleo de peixe ou

gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/l e D/GC/I, respectivamente.

A producdo de anion superéxido pelos neutréfilos obtidos dos animais
diabetizados ou né&o, suplementados ou néo e tratados ou ndo com insulina esta
apresentada na figura 14. Neutréfilos dos animais ndo suplementados e néo
diabetizados (C) apresentaram producéo de anion de 100,0+4,61. A suplementacéo
de animais ndo diabéticos com 6leo de peixe (OP) e coco (GC) nado resultou em
producdo de anion diferente (p>0,05) quando comparados ao grupo C, sendo de
107,2+4,46 e 106,2+6,11, respectivamente. A inducdo da diabetes também nao
provocou alteracdo na producéo de anion quando comparado ao grupo C, sendo de
115,4+7,81 (p>0,05). A suplementacdo de animais diabéticos com 0Oleo de peixe
(D/OP) e de coco (D/GC) néo resultou em diferenca na producéo de anion quando
comparada ao grupo D (p>0,05), sendo de 112,6+6,40 e 113,1+6,29,

respectivamente. A terapia com insulina fez com que animais diabéticos
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suplementados com Oleo de peixe (D/OP/l) ou gordura de coco (D/GC/)
produzissem quantidades similares de anion superéxido quando comparados aos

grupos D/OP e D/GC, respectivamente.
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Figura 15 - Producéo de peroxido de hidrogénio pelos neutréfilos obtidos de animais
controle (C), suplementado com 06leo de peixe (OP) ou gordura de coco
(GC). Diabético (D), diabético suplementado com 6leo de peixe (D/OP) ou
gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com 6leo de peixe ou
gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/I e D/GC/I, respectivamente. ?
p<0,05 comparado ao grupo C. b p<0,05 comparado ao grupo D. € p<0,05

comparado ao grupo D/GC.

A producéo de peroxido de hidrogénio pelos neutréfilos obtidos dos animais
diabetizados ou né&o, suplementados ou ndo e tratados ou ndo com insulina esta
apresentada na figura 15. Animais nao suplementados e nao diabetizados
apresentaram producdo de peroxido de 100,0+2,37. A suplementacdo de animais
nao diabéticos com Oleo de peixe (OP) e gordura de coco (GC) resultou em
producdo de peroxido similar ao grupo controle (p>0,05), sendo de 105,3+4,62 e
97,7+5,99, respectivamente. A inducdo da diabetes (D) reduziu (33,7%) a producéo
de peroxido quando comparada ao grupo C (p<0,05), a qual foi de 66,3+7,81. A
suplementacdo com 0Oleo de peixe em animais diabéticos (D/OP) e gordura de coco
(D/GC) resultou em maiores (56,4% e 62,3%) as quantidades de peréxido quando
comparados ao grupo diabético (p<0,05), sendo de 103,7+4,05 e 107,6+7,68,
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respectivamente. A terapia com insulina nos animais diabéticos suplementados com
60leo de peixe (D/OP/l; 121,0+11,10) ndo modificou (p>0,05), enquanto nos
suplementados com gordura de coco (D/GC/I; 143,5£12,10) aumentou (33,4%)
(p<0,05) a producdo de peroxido comparadas aos grupos D/OP e DI/GC,

respectivamente.

QUADRO 3 - Resumo dos dados funcionais de neutréfilos sanguineos,
porcentagem em relacdo ao grupo controle (C) = erro padrao da
média.

Fagocitose Volume (o) H,0,
Lisossomal

C 100,0+ 9,52 100,0+ 2,08 100,0+ 4,61 100,0+ 2,37
(n=32) (n=28) (n=30) (n=34)

OoP 162,6+ 6,06 143,9+ 19,06 107,2+ 4,46 105,3+ 4,62
(n=17) (n=10) (n=15) (n=18)

GC 116,7+ 5,59 53,9+ 3,57 106,2+6,11 97,7+ 5,99
(n=18) (n=24) (n=20) (n=22)

D 98,95+13,80 143,7+4,83 115,4+ 7,81 66,3+7,81
(n=17) (n=22) (n=18) (n=16)

D/OP 212,7+15,37 173,7+ 10,03 112,6+ 6,40 103,7+4,05
(n=16) (n=13) (n=17) (n=22)

D/GC 99,76+9,303 142,1+ 6,49 113,1+ 6,29 107,6+7,68
(n=14) (n=26) (n=18) (n=24)

D/OP/I 234,9+23,23 172,9+ 10,47 102,3+ 6,70 121,0+11,10
(n=18) (n=24) (n=20) (n=22)

D/GCII 93,6+ 9,296 137,8+ 13,27 108,0+ 6,36 143,5+12,10
(n=13) (n=35) (n=16) (n=18)
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5.2.3 Linfécitos Mesentéricos
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Figura 16 — indice de Proliferacdo de linfocitos obtidos dos linfonodos mesentéricos
de animais controle (C), suplementado com Oleo de peixe (OP) ou
gordura de coco (GC). Diabético (D), diabético suplementado com o6leo de
peixe (D/OP) ou gordura de coco (D/GC). Diabético suplementado com
Oleo de peixe ou gordura de coco, recebendo insulina, D/OP/I e D/GCII,
respectivamente. 2p<0,05 comparado ao grupo controle (C); °p<0,05

comparado ao grupo D/OP; °p<0,05 comparado ao grupo D/GC.

Para analise da proliferacdo de linfocitos mesentéricos foi feito o indice de
proliferacdo, uma vez que a taxa basal de proliferacdo foi a mesma entre os grupos.
Assim, animais ndo suplementados e ndo diabetizados (C) apresentaram um indice
de proliferacdo de 4,02+0,52 e animais diabéticos (D) de 2,13+0,29, representando
uma reducéo de 50% comparado ao controle (p<0,05). A suplementacédo de animais
nao diabéticos com 6leo de peixe (OP) representou indice de 2,03+0,35, sendo
49,5% menor que o grupo controle (p<0,05), 0 mesmo ocorreu para animais nao
diabéticos suplementados com gordura de coco (GC) com um indice de 2,04+0,18 e
uma reducdo de 49,5% também comparado ao controle (p<0,05). Animais
diabéticos suplementados com 6leo de peixe (D/OP) e gordura de coco (D/GC) néo
apresentaram indice de proliferacdo diferente do grupo diabético (p>0,05), sendo de
2,51+0,48 e 3,0+0,51, respectivamente. A terapia com insulina em animais diabéticos
suplementados com Oleo de peixe (D/OP/l) resultou em aumento de 130%

comparado ao grupo D/OP (p<0,05) e em animais diabéticos suplementados com
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gordura de coco (D/GC/l) ocorreu aumento de 85% (p<0,05), quando comparado
aos grupo D/GC.

QUADRO 4 — Dados da proliferacédo de linfécitos mesentéricos, como média + erro
padrdo da média.

MEDIA EPM AMOSTRA
GRUPO C 4,02 0,52 9
GRUPO OP 2,03 0,35 9
GRUPO GC 2,04 0,18 9
GRUPO D 2,13 0,29 13
GRUPO D/OP 2,50 0,48 8
GRUPO D/GC 3,00 0,51 14
GRUPO D/OP/I 5,75 0,70 14
GRUPO D/GC/I 5,55 0,86 14
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6 DISCUSSAO

6.1 ALTERACOES METABOLICAS CAUSADAS PELA DIABETES E EFEITO DOS
ACIDOS GRAXOS OMEGA-3

Diabetes mellitus (DM) é uma condicao de etiologia complexa e complicacdes
diversas, sendo a hiperglicemia seu fator mais caracteristico, resultante de
deficiéncia parcial ou total da secrecdo de insulina e/ou na acdo do horménio em
tecidos alvo (RIBEIRO; OLIVEIRA; MELLO, 2007). H& dois tipos principais de DM, o
tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2). DM1 é caracterizada por destruicdo de células
produtoras de insulina, enquanto DM2 por deficiéncia parcial de insulina e/ou
insensibilidade na agdo do hormoénio. No Brasil, em 2005, foi estimado que havia 8
milhdes de individuos portadores de DM. Ha variacdes geograficas na incidéncia da
DM1, sendo de 38,4 (por 100 mil individuos) na Finlandia e de 7,6 (por 100 mil
individuos) no Brasil (SBD, 2006; GILLESPIE, 2006).

Na pesquisa em DM utiliza-se, com grande frequéncia, modelos animais
experimentais, sendo muito comum o uso de agentes quimicos como aloxana ou
estreptozotocina, os quais séo tdxicos para as células B pancreaticas (DELFINO et
al., 2002). Estreptozotocina € isolada de Streptomyces achromogenes e apresenta
atividade antibiotica e anti-neoplasica (REES; ALCOLADO, 2005). Esta droga destroi
as células B pancreéticas reduzindo a secrecdo de insulina e portanto causa um
guadro de diabetes dependente de insulina. Quimicamente, tem na sua estrutura
uma porcao N-metil-N-nitrosouréia a qual esta ligada a uma hexose. Sua entrada
nas células ocorre através do transportador de glicose 2 (GLUT2), presente em
tecidos como pancreas, rins e figado. A toxicidade desta droga € resultado de sua
atividade alquilante de DNA, através da transferéncia de seu grupo metila ao DNA.
Disto resulta fragmentacdo do DNA e, consequentemente ativacdo da enzima poli
(ADP-ribose)-polimerase na tentativa de reparo. A consequente reducdo do
contetido celular de NAD™ (nicotinamida adenina dinucleotideo) e deplecdo de ATP
leva a necrose das células B. Portanto, utilizacdo deste modelo animal de DM
induzido por estreptozotocina é extremamente Uutil na reproducdo do quadro
metabdlico desta doenca (RAVI; RAJASEKARAN; SUBRAMANIAN, 2005; LENZEN,
2008).
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Neste estudo foi utilizada a dose de 45 mg/kg peso corporeo, via endovenosa,
para inducdo de DM nos animais. Sabe-se que esta dose é suficiente para gerar
quadro de deficiéncia de insulina e alteracbes metabdlicas comuns desta doenca
(YAMAZAKI et al., 2005).

Os animais foram deixados em jejum de, no minimo, 12 horas antes da
inducdo. Apos o procedimento intravenoso, os mesmos foram mantidos mais 1 hora
em jejum, a fim de evitar competicdo entre glicose e estreptozotocina pelo
transportador GLUT2 (SZKULDESKI, 2001).

A glicemia dos animais sete dias apés inducdo (FIGURA 4) confirmou
hiperglicemia caracteristica de DM. Estreptozotocina provoca inicialmente (2 horas
apos injecao) hiperglicemia e hipoinsulinemia. Algumas horas depois (6 horas)
ocorre intensa hipoglicemia em virtude da destruicdo das células B pancreaticas e
liberacdo da insulina armazenada nos granulos de secregcdo. Finalmente,
hiperglicemia se desenvolve e se mantém com reducéo da secregéo de insulina de
forma permanente (SZKULDESKI, 2001). No presente estudo, animais com glicemia
superior a 200 mg/dL foram considerados diabéticos.

O inicio da DM1, em humanos, acontece de forma abrupta com sintomas
clinicos bem caracterizados, que incluem polifagia, polidpsia e politria, além de
fragueza e perda de peso. Glicemia de jejum maior que 126 mg/dL confirma
diagnostico de DM (CHAMPE et al., 2006). Além disso, presenca de sintomas
clinicos associados com glicemia casual acima de 200 mg/dL ou glicemia 2 horas
ap0s sobrecarga de 75g de glicose acima de 200mg/dL também permitem
diagnostico de DM (SBD, 2006). Além de hiperglicemia, os animais do presente
estudo também demonstraram perda de peso e o0s sintomas clinicos classicos
(dados ndo mostrados).

Insulina € hormdnio anabdlico que regula homeostase da glicose, além do
crescimento e diferenciacéo celular. Ela regula sintese de glicogénio por aumentar o
transporte de glicose nos tecidos alvo e promover sintese de glicogénio no musculo
e figado. Ativacdo de Akt feita pela insulina promove fosforilacdo e inativacdo da
GSK3 (glicogénio-sintase quinase 3), diminuindo a taxa de fosforilagdo da
glicogénio-sintase e, em consequéncia aumento de sua atividade. Inibicdo de genes
que codificam a enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), a qual
descarboxila e fosforila o oxalacetato na via da gliconeogénese, bem como inibi¢éo

da codificacao da glicose-6-fosfatase e frutose-1,6-bifosfatase promovem inibicao da
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gliconeogénese. Além de aumento na transcricdo de enzimas envolvidas na via
glicolitica, como piruvato quinase e glicoquinase (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD,
2002; CHAMPE et al., 2006).

Ao final do periodo experimental (5 semanas), animais diabéticos néo
tratados (grupo D) apresentaram hiperglicemia significativa (FIGURA 5), quando
comparados a animais ndo diabéticos e nao tratados (grupo C). Suplementacédo com
6leo de peixe ndo provocou nenhum efeito sobre a glicemia. Revisédo da literatura
feita por De Caterina et al. (2007) demonstrou que 6leo de peixe ndo afeta o controle
glicémico de individuos diabéticos tipo 1. Alguns estudos (SCHECTMAN; KAUL;
KISSEBAH , 1988; GLAUBER et al., 1988; ZAMBON et al., 1993) mostraram
deterioracdo do controle metabolico por AGPI n3. Puhakainen, Aloha e Yki-
Jarvinen (1995) demonstraram que suplementacdo com AGPI n3 aumentaram a
utilizac&o de glicerol como substrato gliconeogénico. AGPI n3 reduzem incorporagao
de glicerol em triacilgliceréis (TG), além da diminuicdo da sintese de TG estar
acompanhada de maior oxidacdo de &cidos graxos que também pode atuar
estimulando a gliconeogénese hepatica (WONG et al, 1984; YAMAZAKI; SHEN;
SCHADE, 1987; NURJHAN; CONSOLA; GERICH, 1992). Este ultimo estudo
mostrou também deterioracdo do controle glicémico.

Administracdo de insulina a animais diabéticos suplementados com 6leo de
peixe (D/OP/l) e gordura de coco (D/OC/I) significativamente reduziu a glicemia
destes animais (FIGURA 5), aproximando a de animais ndo diabéticos. Como
suplementacdo sozinha, nao alterou parametro de glicemia, assim pode-se
considerar que o efeito foi unicamente da insulina administrada. Insulina escolhida
foi Humulin 70/30, mistura de insulina NPH e regular, insulina considerada de acao
intermediéaria. A porcao regular garante inicio de acdo até 1 hora ap6s administracéao
e picos entre 2-3 horas ap0s. Enquanto a intermediaria apresenta inicio de acéo
entre 2-4 horas apés administracdo subcutanea e pico entre 4-10 horas, garantindo
até 15-18 horas de acao. Isto permitiu a injecdo de insulina uma Unica vez ao dia,
sempre no mesmo horario, entre 9:00-10:00 da manha, diariamente. Reposicao de
insulina a individuos com deficiéncia total deste horménio permite restauracdo das
suas fungdes bioldgicas, tais como inibicdo da gliconeogénese e glicogenolise, além
de aumento da captacdo periférica da glicose e glicolise, resultando redugdo da

hiperglicemia, ou seja, restaurando homeostasia da glicose. Sabe-se que o controle
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glicémico permite atraso ou, até mesmo evita, ocorréncia de complicacdes da DM1
(DCCT, 1993; GALLEN, 2004; DCCT, 2005).

Lipidios dietéticos incluem triacilgliceroéis, ésteres de colesterol, acidos graxos
livres (ndo-esterificados), colesterol livre e fosfolipidios. Ap6s absorcao pela mucosa
intestinal, &cidos graxos de cadeia longa sdo convertidos novamente em
triacilglicerois e agrupados com proteinas, fosfolipidios e colesterol em quilomicron.
O principal lipidio presente nos quilomicra sdo os triacilglicerois, os quais sao
hidrolisados pela lipase de lipoproteinas nos capilares do muasculo esquelético e
tecido adiposo, originando quilomocra remanescentes, que serdo endocitados pelas
células hepaticas. Sintese de novo de triacilglicerbis hepatica gera lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDLs). Apos degradacao dos triacilglicerois pela lipase de
lipoproteinas, VLDLs se tornam menores e mais densas e, atraves de uma reagéo
de troca, VLDLs entregam triacilglicerdis para as lipoproteinas de alta densidade
(HDLs) e recebem das mesmas estéres de colesterol. Forma-se VLDL
remanescente e, posteriormente, lipoproteinas de baixa densidade (LDLs). Estas
tltimas sdo endocitadas no figado e tecidos extra-hepaticos, provendo colesterol
para estes tecidos. Acidos graxos liberados para os tecidos pela lipase de
lipoproteinas pode ser utilizado para obtencdo de energia (via [-oxidacéo),
armazenados como triacilglicerdis ou utilizados na sintese de membranas. Enquanto
colesterol pode ser incorporado nas membranas celulares ou utilizado como
precursor de acidos biliares ou horménios esteréides (ROCHE, 1999; CHAMPE et
al., 2006).

Alteracbes do metabolismo de lipoproteinas estdo relacionadas ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Concentracdes anormais de
lipoproteinas plasmaticas podem resultar de mudancas na producao, conversao ou
catabolismo das mesmas (PARHOFER; BARRETT, 2006). O papel da insulina no
metabolismo lipidico parece ser mediado através de uma familia de fatores de
transcricdo, chamadas SREBP (proteina ligante do elemento regulatorio esterol).
Estes fatores de transcri¢do, principalmente SREBP-1c, promovem expressdo de
genes relacionados ao metabolismo de lipidios. Assim, enzimas como acetil-CoA
carboxilase e acido graxo sintase, envolvidas na sintese de acidos graxos, tém sua
expressdo aumentada. E sugerido que insulina aumenta SREBP-1c. Da mesma
forma, animais diabéticos induzidos por estreptozotocina tém concentragbes de

RNAmM de SREBP-1c diminuidos. Nos adipdcitos, insulina reduz a lipdlise por
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diminuir a expressao da enzima lipase sensivel a horménio (LSH) (CARVALHEIRA,;
ZECCHIN; SAAD, 2002).

Deficiéncia de insulina, como observada nos animais diabéticos (grupo D),
causa alteracdes no metabolismo lipidico pela auséncia do efeito da insulina em
promover lipogénese e inibir lipdlise, de fato animais diabéticos sem tratamento
(grupo D) mostraram aumento significativo de triacilglicerois plasmaticos (FIGURA 7)
guando comparados a de animais do grupo controle (C). Estes dados mostram,
claramente, efeito da auséncia de insulina sobre o metabolismo lipidico. Esta
elevacdo de TG plasmatico ocorre provavelmente como resultado da elevada
sintese de triacilglicer6is a partir dos acidos graxos que chegam ao figado, em
virtude de maior lipdlise (pois a lipase sensivel a hormoénio esta ativada na auséncia
de insulina) no tecido adiposo. O resultado é elevada sintese de VLDL hepatica
acompanhada de menor catabolismo da mesma pela menor atividade da lipase de
lipoproteinas (a qual é ativada pela insulina). A combinacdo de aumentada producao
com diminuido catabolismo de lipoproteinas ricas em triacilgliceréis acentua
hipertriacilglicerolemia (KREISBERG, 1998). Jain, Rains e Croad (2007)
encontraram concentracdoes mais elevadas de triacilgliceréis plasmaticos em animais
diabéticos induzidos com estreptozotocina quando comparados a de animais
controle. Ja Ravi et al. (2005) encontraram elevadas concentracbes de VLDL
plasmatica em ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina.

Por outro lado, Oleo de peixe reduz as concentracdes de triacilgliceréis
plasmaticos. Suplementacdo de animais diabéticos com 6leo de peixe (D/OP)
causou reducdo nas concentracdes tanto de colesterol total (FIGURA 6) quanto de
triacilglicerois plasmaticos (FIGURA 7). Meta-analise realizada por Eslick et al.
(2008) demonstra que 0Oleo de peixe, sozinho, foi capaz de reduzir em 0,34 mmM as
concentragfes de triacilgliceréis em tempo médio de tratamento de 24 meses em
individuos hipertriacilglicerolémicos. Outros estudos (BALK et al., 2006) mostraram
reducédo nos triacilgliceréis plasmaticos de 8 mg/dL para cada aumento de 1g/dia de
O0leo de peixe. O mecanismo pelo qual 6leo de peixe reduz triacilglicerois
plasmaticos tem sido descrito ser através de reducéo na sintese de VLDL hepatica,
embora aumento na taxa de catabolismo de VLDL tenha sido descrito (HARRIS,
1999). Efeito em reduzir lipogénese e aumentar (-oxidagdo de acidos graxos
também tem sido documentada (DE CATERINA et al., 2007). Além disso, estudo

realizado por Chan et al. (2003) mostrou que &cidos graxos poliinsaturados 6mega-3
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reduziram a producédo de lipoproteinas contendo apolipoproteina B sem, no entanto
diminuir o catabolismo destas lipoproteinas.

Administracdo de insulina a animais diabéticos suplementados com gordura
de coco (D/GC/lI) promoveu reducdo de colesterol total (FIGURA 6) e de
triacilglicerol (FIGURA 7) quando comparado & de animais diabéticos que receberam
s6 suplementacdo com gordura de coco (D/GC). Reposi¢cao de insulina promove
restauracdo dos efeitos da insulina em aumentar lipogénese e inibir lipdlise. Lopes-
Virella et al. (1983) mostraram reducdo das concentracfes de TG plasmaticos apés
administracdo de insulina pelo efeito desta Ultima em restaurar a atividade da lipase
de lipoproteinas.

Com relacédo a concentracdo de colesterol total plasmatica, suplementacéo
com gordura de coco aumentou sua concentracdo em animais nao diabéticos (grupo
GC) (FIGURA 6). Os mecanismos relacionados com a capacidade de acidos graxos
saturados ocasionarem hipercolesterolemia reside no fato de promoverem reducao
na captacao de colesterol incorporado em LDL pelo figado, por reduzir o nimero de
receptores de LDL, através de efeitos na reducdo do RNA mensageiro do receptor
de LDL (MUSTAD et al., 1997; CASTRO et al., 2004; LOTTENBERG, 2008). Mustad
et al. (1997) mostraram que a quantidade de receptores para LDL aumentou 10,5%
apos ingestado de dieta pobre em gordura saturada.

No caso de animais diabéticos suplementados com Oleo de peixe (D/OP)
pode ser observada reducdo nas concentracdes de colesterol total plasmatica
(FIGURA 6). Das (2001) sugeriu que acidos graxos poliinsaturados, especificamente
EPA, agem como segundos mensangeiros das acdes das estatinas, visto seu efeito
em reduzir a atividade da enzima HMG-CoA redutase, a enzima taxa limitante na
sintese enddgena do colesterol, e pelo fato das estatinas afetarem o metabolismo de
acidos graxos essenciais. Castillo et al. (2001) demonstraram reducdo das
concentragcbes de colesterol total por O6leo de peixe em frangos
hipercolesterolémicos e atribuiu este efeito a substituicdo de acido araquidénico do
plasma e lipoproteinas por AGPI n3. Garcia-Pelayo, Garcia-Peregrin e Martinez-
Cayuela (2004) concluiram que EPA reduz a atividade da HMG-CoA redutase,
porém sem afetar sua sintese protéica em células de hepatoma, desde que na
presenca de inibidor da sintese protéica (cicloheximide) a quantidade da enzima foi

a mesma nas células tratadas com EPA em comparagéo aquelas sem inibidor.
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6.2 ALTERAQ'C)ES EM CELULASADO SISTEMA IMUNITARIO CAUSADAS PELA
DIABETES E ACIDOS GRAXOS OMEGA 3

Acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 apresentam a propriedade de modular
a funcionalidade do sistema imunitario (BONATTO et al., 2005). A alteracdo da
composicdo de &cidos graxos na membrana das células, em especial daquelas
imunitarias, proporciona modificacdes das respostas imunitarias. Apés esta
alteracdo da composicdo de fosfolipidios de membrana, mudancas na fluidez das
mesmas e na producdo de eicosanodides promovem a modulacdo de vias de
transducdo de sinal e da expressao génica, ocasionando modificagcbes nas
respostas imunitarias (CALDER, 2007). Considerando-se que as modificacfes que
ocorrem nas células imunitarias de individuos diabéticos, tais como reduzida
resposta mediada por células T ou reduzida funcdo de neutrofilos resulta em
aumentada susceptibilidade a infecgdes nestes individuos (MULLER et al., 2005), o
estudo da funcionalidade das células imunitarias de animais experimentalmente
diabetizados foi conduzido.

Macrofagos séo fagécitos pertencentes a imunidade inata e responsaveis pelo
reconhecimento e fagocitose de patégenos (DELVES; ROITT, 2000). Macrofagos
peritoneais obtidos de animais diabéticos induzidos por estreptozotocina sao ceélulas
inflamatorias afetadas por alteracdes fisioldgicas e patofisiolégicas induzidas pela
hiperglicemia (CHONG-JEH LO, 2005). Beyan et al. (2006) mostraram que
monacitos de individuos diabéticos tipo 1 expressaram concentracfes basais de
RNAm da COX semelhantes as de individuos nao diabéticos, porém apos estimulo
destas células com LPS ha menor capacidade dos mondcitos de diabéticos tipo 1
produzirem prostaglandina E,. Ja Spatz et al. (2003) demonstraram que mondcitos
de individuos diabéticos do tipo 1 estimulados com LPS secretaram maiores
concentragfes de interleucina 10 (IL10) do que individuos ndo diabéticos, sendo
IL10 importante citocina envolvida na inibicdo das respostas de células T. Estes
estudos mostraram que individuos diabéticos apresentam alteracfes nas respostas
imunitarias, em parte causadas por modificacbes nas respostas induzidas por
macrofagos.

Neutréfilos sdo também importantes células envolvidas na imunidade inata.
Apds o processo de migracdo celular para sitios de infecgdo durante o processo
inflamatorio, estas células promovem a morte de patégenos invasores através da

fagocitose dos mesmos com posterior acdo de enzimas liticas ou do complexo da
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NADPH oxidase (APPELBERG, 2006). Diversas modificagbes ocorrem em
neutrofilos de individuos diabéticos, tais como menor adesdo ao endotélio e
migracdo ao local da inflamag¢do, menor quimiotaxia, capacidade fagocitica e
producéo de EROS (ALBA-LOUREIRO et al., 2006).

No tecido infectado ocorre o reconhecimento do patégeno por fagécitos e
posterior englobamento do mesmo, no processo denominado fagocitose. Em
seguida, um fagossomo é formado, o qual sofre uma série de etapas de maturacéo
com aumentos sucessivos de acidez no seu interior e, resultando na sua fisséo e
fusdo com outras organelas, inclusive lisossomos originando fagolisossomos, com
posterior degradacao do material ingerido (KINCHEN; RAVICHANDRAN, 2008).

A inducgdo do quadro diabético provocou aumento na fagocitose de zimosan
realizada por macrofagos peritoneais dos animais diabéticos (D) quando
comparados a dos macrofagos obtidos de animais do grupo controle (C). A
administracdo de insulina reduziu este mesmo parametro tanto em animais
diabéticos suplementados com 0Oleo de peixe (D/OP/l) quanto com gordura de coco
(D/IGC/), quando comparados aos seus respectivos controles D/OP e D/GC
(FIGURA 8). Por outro lado, neutrofilos sanguineos de animais suplementados com
O0leo de peixe, tanto controles (OP) quanto diabéticos (D/OP), apresentaram
aumento na fagocitose quando comparada a dos seus respectivos controles
(FIGURA 12).

No presente estudo zimosan foi utilizado na promocédo da fagocitose por
fagdcitos (macrofagos e neutrofilos). Zimosan € um carboidrato obtido da parede
celular do fungo Saccharomyces cerevisiae, e é enriquecido em [-glucanas
(UNDERHILL et al., 2005). Zimosan € reconhecido pelo receptor Toll-like 2 (TLR2) e,
principalmente por Dectina-1, receptor que reconhece B-glucana, estrutura que faz
parte da molécula de zimosan.

Diversas vias de sinalizacdo estdo envolvidas na regulacdo de funcdes em
fagocitos, incluindo a producdo de TNF- a, tais como ERK 7%, p38 MAPK, Akt e
isoformas de PKC (MARTINS et al., 2008). Fagocitose € uma das mais importantes
funcdes de macrofagos e neutréfilos. Este processo ocorre através de vias de
sinalizacdo envolvendo a ativagdo de tirosina-quinases das familias Src e Syk, as
guais recrutam uma série de proteinas adaptadoras, tais como Grb2 e Gab2,
resultando na ativacdo de fosfolipase C, PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase), Akt e

MAPK, com consequente polimerizagdo de actina, formacdo de pseudopodes e
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englobamento da particula, além da producdo de citocinas e do burst respiratorio.
Todas estas acdes sdo acompanhadas de profundas alteracdes em fosfoinositideos
de membrana, sendo que a dindmica destes lipidios é importante nos processos de
formac&o e maturacéo do fagossomo (BERTON; MOCSAI; LOWELL, 2005). A figura
abaixo mostra algumas vias de sinalizacdo envolvidas no processo de fagocitose,

bem como os lipidios envolvidos.

I Receptor Fagocitico I

I Membrana Plasmatica I

|

Fagocitose, producdo de citocinas, desgranulacao e burst respiratorio

Figura 17 — Vias de sinalizacdo envolvidas na fagocitose (ADAPTADO DE
STRZELECKA-KILISZEK; KWIATKOWSKA; SOBOTA, 2002; BERTON;
MOCSAI; LOWELL, 2005). SFK (quinases da familia Src), SLP-76
(fosfoproteina leucocitaria de 76 kD contendo dominios de homologia 2 a
Src). * pontos susceptiveis aos AGPI n3.

Receptores fagociticos nesta via podem ser receptores FcyR (que
reconhecem a porcao Fc dos anticorpos que opsonizam 0S microorganismos) ou até
mesmo o receptor Dectina-1, que reconhece B-glucanas. A ativacdo das proteinas
tirosina quinases, representadas nesta via por SFK e Syk, ocorre por meio de ITAMs
(motifs ativados pelo imunorreceptor tirosina quinase) no caso do receptor fagocitico

ser FcyR ou receptores que reconhecem fragmentos do complemento (como CR3)
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ou por meio de motifs semelhantes a ITAMs se o0s receptores fagociticos
reconhecem particulas ndo opsonizadas, como é o caso do receptor Dectina-1. Uma
vez ativadas, as proteinas tirosina quinases iniciam vias de sinalizacéo envolvendo a
dindmica de fosfoinositidios, que resultam na promocao da fagocitose, producao de
citocinas, desgranulacdo e producdo de EROS por meio do burst respiratério
(BERTON; MOCSAI; LOWELL, 2005; UNDERHILL et al., 2005). Os fosfoinositideos
mostrados nesta figura, como o fosfatidilinositol (4,5)bisfosfato (P1(4,5)P2) e
fosfatidilinositol (3,4,5)trifosfato (PI1(3,4,5)P3) sdo extremamentes importantes nos
processos iniciais de formagdo do fagossomo, acumulando-se nas regifes de
membrana plasmatica envolvidas neste processo (BERTON; MOCSAI; LOWELL,
2005). Esta figura mostra pontos susceptiveis a atuacdo de AGPI n3, que poderia
atuar em algumas enzimas importantes desta via, como PI3K, PKC, entre outras,
assim modulando a capacidade das células promoverem a fagocitose e ativarem
seus mecanismos microbicidas.

Insulina € um horménio com propriedades conhecidamente anti-inflamatorias.
Ela é capaz de reduzir a producéo de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-q, a
formacédo de radicais livres de oxigénio, além da expressdo de moléculas de adeséao
nos leucacitos e células endoteliais. Por este motivo, € utilizada como tratamento de
pacientes criticamente doentes, além de individuos diabéticos para controle da
glicemia e por seus efeitos imunomodulatérios (GROENEVELD; BEISHUIZEN;
VISSER, 2002).

No presente estudo, a administracdo de insulina s6 obteve efeito em
macrofagos peritoneais, nos quais retornou os valores de fagocitose similares aos
dos animais néo diabéticos, como observado pela figura 8. J& em neutrdfilos, o
horménio ndo afetou a capacidade destas células fagocitarem zimosan, as quais
permaneceram semelhantes aos animais diabéticos nédo tratados com insulina, como
observado pela figura 12. Martins et al. (2008) utilizando macréfagos alveolares de
ratos mostraram que insulina em doses mais altas que as fisiolégicas inibe Akt,
ERK1/2 e PKC, assim reduzindo a capacidade fagocitica destas células, bem como
a liberacdo de TNF-a. Ja Saiepour et al. (2006) ao utilizarem neutréfilos sanguineos
de individuos “normais” mostraram que insulina, em diferentes doses, aumentou a
formacéo de actina F de modo dependente de PKC. A utilizacdo de inibidores de
PKC reverteu os efeitos inibitorios da insulina sobre a fagocitose, o que corroborou o

achado. A dindmica regulacdo da montagem de actina F € crucial para a efetiva
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fagocitose e, neste estudo foi mostrado que insulina aumenta os niveis corticais de
actina F sem aumentar os niveis celulares totais, gerando uma estrutura de
membrana rigida e dificultando a dindmica do citoesqueleto. Observa-se que insulina
pode modular diversas enzimas importantes nas vias de sinalizacdo que levam a
fagocitose, como as que estdo representadas na figura 17. Além disso, o efeito
resultante da insulina dependera da dose e, como observado no presente estudo, do
tipo celular utilizado, mostrando que diferentes células respondem de formas
diferentes. Sendo assim, os efeitos da insulina na fagocitose dependem da dose,
tempo e tipo celular utilizado. Estudos envolvendo a analise da expressédo e
atividade de enzimas participantes das vias de sinalizacéo, tanto da fagocitose
guanto a propria via de transducao de sinal da insulina nos fagocitos, deveriam ser
realizados para que pudesse ser entendida as diferencas encontradas nas respostas
destes dois tipos celulares.

A andlise das modificacdes feitas pela insulina observadas em macrofagos
peritoneais requer um estudo mais completo da funcdo destas células, uma vez que
reducdo somente da fagocitose ndo indica uma acédo antinflamatoria do horménio
nestas células. O mesmo pode ser dito para a situacao de neutréfilos, nos quais a
auséncia de efeitos da insulina na fagocitose n&do pode gerar conclusbes
precipitadas.

A importancia de adequado balanco nutricional ha muito tempo vem sendo
estudado. Importantes nutrientes sdo os AGPI n3 que tem sido mostrado serem
benéficos em diversas situacbes, tais como doencas cardiovasculares, artrite
reumatéide, asma, entre outras. Sua importancia tem sido confirmada quando
observou-se redugéo de seu consumo e a0 mesmo tempo aumento no consumo de
AGPI n6 nos ultimos duzentos anos, o que foi correlacionado a maior incidéncia de
casos de diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares (SIMOPOULOS, 2003;
OH, 2005). Além disso, determinados nutrientes apresentam efeitos desejaveis no
sistema imunitario, em parte relacionados com a producdo de eicosandides
(KELLEY, 2001). O oposto pode ser observado por 4cidos graxos saturados, como
demonstrado por Calder et al. (1990) que encontraram maior capacidade de adesao
em macrofagos submetidos a cultura com acidos graxos saturados e, em
consequéncia apresentaram menor fagocitose. Assim, pode-se deduzir que células
com mais acidos graxos saturados na membrana mostram menor capacidade de

emitirem pseuddpodes.
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6.2.1 Fagocitose e Acidos Graxos Omega-3

No presente estudo, 6leo de peixe, rico em AGPI n3, foi capaz de aumentar
a fagocitose de zimosan feita por neutréfilos sanguineos (FIGURA 12). Animais de
laboratério “normais” tipicamente contém 15-20% de &cido araquiddnico (20:4 n6)
como acidos graxos nos fosfolipidios de membrana das células imunitérias (linfécitos
dos linfonodos ou do baco ou macréfagos peritoneais) e, muito pouco de EPA (20:5
n3) e DHA (22:6 n3) (CALDER, 2008). Porém, sabe-se que ao aumentar 0 consumo
de AGPI n3 haverd maior incorporacdo destes acidos graxos na membrana das
células (CALDER, 2007). A incorporacdo de AGPI n3 na membrana das células
imunitarias pode influenciar a fluidez, estrutura e funcédo de diversos receptores de
membrana, transportadores, enzimas e canais idnicos, assim podendo modular as
funcdes de leucocitos (DE NARDI et al., 2008). Cukier et al. (1999) mostraram maior
fagocitose em macrofagos do figado e do pulméo de ratos apos dieta parenteral rica
em Oleo de peixe. Estudos prévios de nosso laboratério também mostraram que
AGPlI n3 aumentam a fagocitose de zimosan em macrofagos peritoneais e
neutrofilos sanguineos (BONATTO et al., 2005; FOLADOR et al., 2006).

Como mostrado na figura 17, diversas proteinas (como as tirosina quinase ja
citadas) estdo envolvidas no processo de fagocitose, bem como lipidios de
membrana, como o PI(3,4,5)P3 e PI(4,5)P, que sdo importantes na formacdo do
fagossomo. Portanto, a alteracdo da composicdo de lipidios de membrana tém
importantes efeitos na fagocitose. Sinalizacdo mediada por lipidios desempenha
papel crucial na formacdo e maturacdo do fagossomo. PI(4,5)P,, normalmente
acumulado nos pseudoépodes, é hidrolisado pela fosfolipase C (PLC), gerando DAG
e aumentando a concentracdo de calcio citosélico. Também, o desaparecimento de
PI1(4,5)P, coincide temporalmente com o aparecimento de PI(3,4,5)Ps3,
provavelmente pela acédo da PI3K recrutada por Syk ou por proteinas adaptadoras,
como Gab2. Estas acdes sao importantes na geracdo do fagossomo e,
consequente maturacdo do mesmo (YEUNG et al.,, 2006). A geracdao de DAG
contendo AGPI n3 pode ocasionar efeitos especificos dos metabdlitos de DAG sobre
vias como da ERK e da MAPK, que sao importantes vias ativadoras da fagocitose.
Além disso, a composicdo dos rafts lipidicos também pode ser alterada. Foi
mostrado que a incorporacdo de AGPI n3 nos rafts diminui o conteudo de

esfingolipidios destes locais. A menor interagcdo entre colesterol e EPA/DHA
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causaria um distarbio no equilibrio entre colesterol e esfingomielina, podendo
ocasionar modificagcdes na localizagcdo de proteinas dentro dos rafts e, assim
diversas vias de sinalizacdo. Vale lembrar que varios receptores para fagocitose
localizam-se em rafts lipidicos, bem como as enzimas tirosina quinases da familia
Src as quais sdo aciladas nos rafts, podendo ter sua funcdo alterada caso
modificacbes nesta composi¢cdo acontecam. Além do fato de que o aumento da
fluidez da membrana facilitaria a formacéo de pseud6podes e consequentemente a
fagocitose (SHAIKH; EDIDIN, 2006; LIMA et al., 2007).

Comparando-se o processo fagocitico de macréfagos e neutréfilos, observa-
se que nos ultimos a presenca de calcio citosoélico é crucial para a fusdo de granulos
e vesiculas com o fagossomo (LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003). Além disso,
para o neutrdfilo, este aumento de calcio citosélico € dependente de PI3K, o qual &
ativado por Syk, uma tirosina quinase (MORAES; DOWNEY, 2003). Assim, a
alteracdo da composicdo de lipidios de membrana pode afetar varios aspectos do
fagdcito, desde a capacidade de emitir pseudopodes se altas concentracfes de
acidos graxos saturados existirem, até modificacbes nas complexas vias de
sinalizacdo envolvidas como consequéncia da modulacdo de proteinas ou
localizacdo das mesmas em microdominios ou da geracdo de mensageiros lipidicos
gue podem possuir diferentes papéis na ativacdo de proteinas intracelulares.

Apoés a formacédo do fagossomo ocorre uma série de etapas de maturacdo do
mesmo e posterior fusdo com lisossomos, originando o fagolissomo e capacitando
esta estrutura para a morte do microorganismo fagocitado pela acdo de enzimas
hidroliticas ou da geracdo de EROS pela NADPH oxidase (KINCHEN;
RAVICHANDRAN, 2008). Porém, este mecanismo € caracteristico de macréfagos,
enquanto neutréfilos apresentam uma série de vesiculas e granulos especializados
originados da rede trans do Golgi e que apresentam enzimas hidroliticas e a NADPH
oxidase para a fusdo com o fagossomo. A acidificacdo do fagossomo normalmente é
realizada através de V-ATPases, proteina transmembrana que transporta prétons
para o interior do lumen (LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003).
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6.2.2 Sistema Lisossomal e Acidos Graxos Omega-3

O sistema lisossomal foi estudado através da avaliacdo da captacdo de
vermelho neutro em vesiculas de secrecdo. A instalacdo do quadro diabético fez
com que macréfagos dos animais do grupo D reduzissem o volume lisossomal,
enquanto em neutrofilos a resposta foi inversa. Hiperglicemia causa alteracbes nas
funcBes de leucdcitos, principalmente através da atuacdo dos produtos finais de
glicagdo avancados (AGEs), os quais agem modificando a estrutura de diversas
macromoléculas biolégicas importantes. Foi mostrado (MASUDA et al., 1990) que
AGE diminui a fluidez de membrana dos leucdcitos. A alteracdo da composicao
lipidica da membrana e, como consequéncia da fluidez da mesma, pode alterar a
capacidade do lisossomo em reter vermelho neutro, além do ambiente de protons
gue facilitam a retencdo (GRUNDY et al., 1996). Outra alteracdo importante da
hiperglicemia resulta na ativacdo da via do poliol com concomitante geracdo de
sorbitol, o qual modifica a osmolaridade intracelular, além de diminuir a
disponibilidade de NADPH para a enzima NADPH oxidase (ALBA-LOUREIRO et al.,
2007). Assim, considerando a importancia do ambiente de prétons para a retencéo
lisossomal, a alteracdo da osmolaridade intracelular pode resultar na modulacéao
deste ambiente, resultando em alterada capacidade do lisossomo reter vermelho
neutro. Desta forma supde-se que a hiperglicemia seja o fator primordial na
alteracao do volume lisossomal de fagocitos de animais diabéticos. Ja em neutrofilos
obtidos de animais diabéticos (D) houve aumento quando comparado ao grupo C
(FIGURA 13). Novamente, observa-se a resposta diferenciada entre macréfagos e
neutrofilos. Entretanto, embora o grupo D tenha apresentado aumento na fagocitose
realizada por macréfagos (FIGURA 8), com relacdo ao volume lisossomal mostrou
reducdo, como observado pela figura 9. Isto poderia sugerir que, embora possam
fagocitar mais, ndo conseguem processar o material ingerido adequadamente, como
notado pelo menor volume lisossomal. Ja a maior retencdo apresentada pelos
neutrofilos de animais diabéticos mostra a diferenca na resposta da membrana
celular destas células quando comparadas as dos macrofagos. Alexiewicz, Kumar e
Smogorzewski (1995) mostraram uma relagcdo direta entre a elevacdo das
concentragbes de calcio intracelular e o grau de hiperglicemia, sugerindo uma
situacdo causada pela ativagdo de PKC. Assim, considerando-se a importancia do

célcio intracelular para adequada fusdo de granulos em neutrofilos, pode-se supor
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gue nestas células a hiperglicemia estaria auxiliando no aumento do volume
lisossomal. Entretanto, deve-se destacar o fato da reduzida atividade das enzimas
lisossomais em individuos diabéticos (ALBA-LOUREIRO et al., 2006). Assim, um
maior volume lisossomal ndo resulta em melhora na fungdo microbicida da célula
sem uma adequada atividade das enzimas responséaveis por isto.

Nos macrofagos de animais diabéticos suplementados com 6éleo de peixe
(D/OP) houve aumento do volume lisossomal em relagéo ao encontrado no grupo D.
A administracdo de insulina reduziu o volume lisossomal tanto no grupo D/OP/I
guanto no D/GC/I (FIGURA 9). No caso de neutrofilos sanguineos, a suplementacgéo
com Oleo de peixe resultou em aumento no volume lisossomal tanto em animais nao
diabéticos suplementados (OP) quanto em animais diabéticos (D/OP). Ja a
suplementacao de animais néo diabéticos com gordura de coco (GC) houve reducéo
do volume lisossomal quando comparado com o dos animais do grupo controle (C).
Em macréfagos ndo observamos aumento na fagocitose ap0s suplementagdo com
Oleo de peixe, porém encontramos maior volume lisossomal. JA 0o aumento da
fagocitose em neutrofilos associado com maior volume lisossomal observado apés
suplementacao com o6leo de peixe, poderia sugerir um adequado processamento do
material englobado por estas células. Entretanto, Oleo de peixe poderia atuar
melhorando a atividade das enzimas lisossomais também, o que nao foi avaliado no
presente estudo. Por isso se torna interessante, neste sentido, uma andlise da
producéo das espécies reativas de oxigénio, as quais também representam uma via
microbicida e serdo discutidas adiante. O aumento na retencdo de vermelho neutro
por macrofagos peritoneais e neutréfilos sanguineos de animais suplementados com
Oleo de peixe pode ser explicada pela alteracdo da membrana do complexo de golgi
pela incorporacdo de AGPI n3, o qual como ja foi dito diminui o conteddo de
esfingolipidios dos microdominios. Assim, pode haver modificacdo na liberacdo de
vesiculas de secrecéo por esta organela (SHAIKH; EDIDIN, 2006).

Insulina apresentou a propriedade de reduzir a fagocitose de zimosan, como
j& mostrado e, como consequéncia reduziu também o volume lisossomal em
macrofagos de animais suplementados com 6leo de peixe e gordura de coco. O
mecanismo para este evento pode residir na modulagdo que insulina provoca em
proteinas como Akt, ERK e PKC, as quais sdo importantes nas vias de sinalizagédo
gue levam a fagocitose. O processo fagocitico € o fator desencadeante para inicio

do burst oxidativo, que inclui destruicdo do patégeno por producdo de EROS ou por
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enzimas hidroliticas, sendo as Ultimas envolvidas com os lisossomos. Se fagécitos
de animais recebendo insulina ndo conseguem efetivar a fagocitose, logo terao
dificuldade no processamento e destruicdo do patdgeno. Neste sentido, a insulina
por atuar reduzindo e controlando a glicemia dos animais (FIGURA 5) pode fazer
com que eles adquiram um fenoétipo semelhante ao dos animais ndo diabéticos,

desempenhando um papel anti-inflamatoério nestas células.

6.2.3 Producio de espécies reativas de oxigénio e Acidos Graxos Omega-3

O encontro com o patégeno além de ativar o processo de fagocitose e
posterior formacdo do fagolisossomo, também ativa uma enzima localizada na
membrana plasmatica ou na membrana do fagossomo, a NADPH oxidase (BABIOR;
LAMBETH; NAUSEEF, 2002). A funcéo basica desta enzima, pertencente a familia
NOX, é a geracdo de anion superoxido (O2), uma molécula reativa de oxigénio,
através da transferéncia de elétron oriundo do NADPH a molécula de oxigénio (Oy)
(BEDARD; KRAUSE, 2007). Como mostra a figura 18, a estrutra desta enzima é
complexa, consistindo de duas subunidades ligadas & membrana, gp91”"%* e
p22°"9%X trés componentes citosolicos, p67~H%, pa77H%* e p40"* além de uma
proteina de baixo peso molecular, Racl ou Rac2, trocadora de GTP. A ativacdo da
enzima resulta na montagem da mesma através da translocacdo das subunidades

7PHOX

citosolicas, através da fosforilacdo de p4 , para a membrana fagossomal

1PHOX ge |ocaliza tanto na

(BABIOR, 2004). Cabe ressaltar que em macroéfagos, gp9
membrana plasmatica quanto em membranas intracelulares, enquanto em
neutrofilos ndo estimulados, a maior parte das subunidades se localiza na
membrana dos granulos secundéarios e terciarios, o0s quais fundem apés

estimulacdo, com a membrana fagossomal (BEDARD; KRAUSE, 2007).
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Figura - 18 — Ativagédo da NADPH oxidase (BEDARD; KRAUSE, 2007).

Acidos graxos poliinsaturados araquidonico e eicosapentaendico tém sido
mostrados serem capazes de aumentar o estresse oxidativo, via maior producéo de
anion superoxido, avaliado no plasma e urina humanas, da mesma forma que
induzem a producédo de EROS tanto por macrofagos quanto por neutrofilos obtidos
de humanos e de animais (LIMA et al., 2007). Estes AGPIs podem modular a
atividade da NADPH oxidase através da atuacdo nas diferentes subunidades da
enzima. Assim, estes AGPIs podem agir alterando a estrutura conformacional de
p47°"%% facilitando sua interacdo com p227"°% apresentando também afinidade por
Rac ou pelo citocromo bssg (gp917H°* e p227"9%). Na figura 19 estdo mostrados os
possiveis locais de atuacdo de AGPI sobre a enzima (SCHONFELD; WOJTCZAK,
2008).
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Figura — 19 — Interagdo dos AGPIs com a NADPH oxidase (ADAPTADO DE
SCHONFELD; WOJTCZAK, 2008).

No presente estudo, com relacdo a producédo das EROS, a suplementacao
com Oleo de peixe aumentou a producdo de O, por macrofagos peritoneais de
animais ndo diabéticos (OP) e diabéticos (D/OP), enquanto gordura de coco
promoveu reducdo em animais nao diabéticos (GC). Ja em animais diabéticos (D)
houve reduzida producao de anion superéxido e, a administracdo de insulina reduziu
tanto no grupo D/OP/I quanto no D/GC/I (FIGURA 10). Oleo de peixe pode modular
diversos fatores envolvidos com a producdo de EROS, como a concentracdo de
citocinas e a producédo de eicosandides, assim podendo modular vias de transducéo
de sinal, como a da PKC (GORJAO et al., 2006). E conhecido que as subunidades
pa7™"% e pa0""* interagem com fosfoinostidios especificos, normalmente aqueles
gerados pela PI3K, na montagem da enzima NADPH oxidase na membrana

fagossomal. Além do fato da fosforilacdo de p47~H°*

ser mediada pela PKC, como
mostrado também na figura 17. Pode-se dizer que a modificagcdo da composicdo de
fosfolipidios da membrana € capaz de modular diversas vias de transducao de sinal,
como a da PKC e/ou da PI3K (GORJAO et al., 2006). Foi mostrado também que a
suplementacdo com AGPI n3 pode provocar inibicdo da sinalizacdo mediada por
PKC (LIMA et al, 2007). Por outro lado, AGPI n3 mantém a atividade da PI3K via
IRS (CORCORAN; LAMON-FAVA; FIELDING, 2007). Assim, AGPI n3 pode modular
a via da PI3K e PKC, podendo ativar PI3K nestas células, a qual gera certos
metabdlitos, tais como PI(3)P e PI(3,4)P, que sdo especificos para ligacdo de

p40™H* e pa7™"OX respectivamente. Outro fator importante é o fato de AGPI n3
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competirem, metabolicamente, com acido araquidénico promovendo reducdo da
producao de PGE,, a qual apresenta atividade redutora do metabolismo oxidativo de
leucdcitos (ANDRADE; CARMO, 2006).

Houve reducdo na producdo de H,O, por macréfagos peritoneais (FIGURA
11) obtidos de animais nao diabéticos suplementados com 6leo de peixe (OP),
gordura de coco (GC) e de animais diabéticos (D). Entretanto, a suplementacéo de
animais diabéticos com 6éleo de peixe (D/OP) resultou em aumento na producao de
H,O, quando comparado a do grupo D e, a administracdo de insulina reduziu tanto
no grupo D/OP/I quanto D/GC/I. Também nos neutréfilos sanguineos, observamos
gue animais diabéticos (D) mostraram reduzida producdo de H,0,, enquanto a
suplementacdo com 6leo de peixe (D/OP) aumentou esta producdo. O mesmo foi
observado para a suplementacdo com gordura de coco (D/GC). A administracédo de
insulina resultou aumento na producao de H,O, no grupo D/GC/I (FIGURA 15). Cabe
ressaltar que, embora O, seja o principal produto da enzima NADPH oxidase, ele
pode ser rapidamente convertido a H,O, pela enzima superoxido dismutase ou
espontaneamente em situacdes de baixo pH, sendo H,O, um dos responsaveis pela
atividade antimicrobiana da NADPH oxidase (BEDARD; KRAUSE, 2007). Omori et
al. (2008) mostraram que a subunidade da NADPH oxidase, p47°H°%, é translocada
precocemente para a membrana celular de neutrofilos de individuos diabéticos,
supondo que estas células ja estdo em um estado ativado. Estes mesmos autores
sugeriram um fendtipo hiper-responsivo para a geracdo de anion superoxido em
neutrofilos e macréfagos, como um resultado de produtos finais de glicacédo
avancados (AGES) e, utilizando um ligante especifico do receptor de AGE definiram
gue a via da ERK é a principal envolvida neste mecanismo. Nossos dados nao
corroboram os de Omori et al. (2008). Talvez esta discrepancia seja explicada pelo
protocolo utilizado.

Hiperglicemia promove peroxidacéo lipidica de LDL de modo dependente de
anion superoéxido originando as células espumosas, ponto inicial na aterogénese
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003).

Concentracfes adequadas de EROS séo importantes na promoc¢ao da defesa
do individuo contra infecgBes. O problema é quando estas concentracdes de EROS
se tornam criticas, acima do desejado para a eliminacdo de patdgenos, instala-se
assim, uma situacdo de estresse oxidativo. Normalmente, individuos saudaveis

controlam suas concentracbes de EROS através de sistemas antioxidantes.
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Individuos diabéticos apresentam reduzida capacidade antioxidante, assim elevada
taxa de formacdo destas espécies reativas pode resultar em estresse oxidativo e
dano celular (MARITIM et al., 2003).

A reduzida capacidade de macrofagos e neutréfilos de individuos diabéticos
produzirem EROS apds o encontro com o patdégeno se correlaciona com a menor
atividade microbicida encontrada nos fagocitos destes individuos, resultando em
maior susceptibilidade a doencas. Assim, reducdes nas funcbes de quimiotaxia,
morte bacteriana, producdo de &anion superoxido, liberacdo de leucotrienos e
secrecdo de enzimas lisossomais foram observadas em fagocitos de diabéticos e,
isto € proporcional a extensao da hiperglicemia dos mesmos (McMANUS et al.,
2001). Assim, foi mostrado que o controle metabdlico de diabéticos resulta em
melhora das funcdes das células imunitarias, em parte pela correcdo de vias
metabolicas da glicose dentro das células e ndo por uma facilitagdo da entrada de
glicose nestas células. Por exemplo, foi encontrada uma reducdo de 50% na
utilizacéo da glicose e glicdlise por neutroéfilos de diabéticos, sendo que a adequada
producdo energética acarreta melhora da funcionalidade do sistema imunoldgico
(WALRAND et al., 2004).

Embora essenciais para a defesa do hospedeiro contra as infec¢des, um
excesso de EROS pode ser maléfico para as células. Aumentada producdo de
EROS esta correlacionada ao desenvolvimento de complicacdes diabéticas, em
parte pela ativagdo do fator de transcricdo kB (NFkB), ocasionando aumento na
producdo de mediadores pro-inflamatorios. Ainda, hiperglicemia correlaciona-se a
diminuicdo das defesas antioxidantes (MARTIN-GALLAN et al., 2003). Nefropatia
tem sido ligada a geracdo de EROS nas células mesangiais de forma dependente de
PKC e, o uso de inibidores da NADPH oxidase bloqueia a geracdo de EROS por
estas células. E também aceito que a geracdo de a&nion superoxido pelo
metabolismo mitocondrial tenha efeito mais significativo na geracdo de EROS, como
observado em células endoteliais adrticas, cuja normalizacdo da superproducéo de
EROS mitocondrial por estas células, foi capaz de inibir a ativacdo de PKC (LEE et
al, 2003). Geracao de anion superoxido por macrofagos através da NADPH oxidase,
aumenta a oxidagcdo de LDL e posterior captacdo do mesmo por macréfagos via
receptores scavenger, iniciando o processo aterogénico (HAYEK et al., 2007).

Assim, aumentada geracdo de EROS por fagocitos e demais células de individuos
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diabéticos apresenta efeitos criticos na geracdo de estresse oxidativo e,
consequentemente complica¢cfes diabéticas.

Neste estudo, foi observado que a administracdo de insulina reduziu a
fagocitose e o volume lisossomal de macrifagos peritoneais, além da producéo de
EROS. Isto poderia sugerir um efeito anti-inflamatério do horménio nesta célula.
Insulina pode agir inibindo algumas etapas das vias de sinalizacdo, como as
mostradas na figura 17, inclusive ao inibir a PKC, a qual esté envolvida ndo s6 com
a fagocitose, mas também com a ativacdo da NADPH oxidase, através da
fosforilacdo da subunidade p47°"°*. Por outro lado, insulina promoveu aumento na
producdo de peroxido de hidrogénio por neutréfilos. Novamente, mostra-se as
diferencas encontradas entre os dois tipos celulares. Insulina pode regular a funcéo
de neutrodfilos em individuos diabéticos por normalizar o uso de glicose e a glicdlise,
promovendo a sintese de glicogénio e de lactato, importantes quando se considera
gue as diversas fungcbes dos leucocitos na defesa do hospedeiro requerem glicose
como fonte de energia (WALRAND et al., 2004). Porém, em macréfagos, embora
possa-se supor que o controle metabdlico estivesse adequado apds a administracao
de insulina, o mesmo nao foi observado. Insulina pode estimular a producao de O, -
dependente de NADPH oxidase em mondcitos humanos e macrofagos murinos e,
segundo San José et al. (2009) este processo de ativacdo foi dependente da
ativacdo das vias de sinalizacdo da PI3K e PKC. Por outro lado, Dandona et al.
(2001) encontraram reducdo na producdo de O, por mondcitos humanos apés
infusdo de insulina em individuos obesos néo-diabéticos. As diferencas encontradas
pelos dois trabalhos podem estar relacionadas a metodologia empregada, ja que
San José et al. (2009) utilizou monécitos humanos e macréfagos murinos colocados
em cultura com adicdo de insulina. Assim, andalises das vias de transducéo de sinal
da insulina e da fagocitose envolvidas deveriam ser estudadas, separadamente, nos
dois tipos celulares e comparadas, para que se possa inferir algo a respeito.

Macrofagos de animais diabéticos suplementados com o6leo de peixe
mostraram aumentada producdo de O, (FIGURA 10), enquanto também
aumentaram a producao de H,O, (FIGURA 11). O, pode ser convertido a H,O,
pela enzima superéxido dismutase, enquanto H,O, pode ser eliminado pela acdo da
mieloperoxidase originando acido hipocloroso, um poderoso microbicida (RIBEIRO
et al., 2005). Como foi dito anteriormente, o estado de diabetes por si s6 produz um

fendtipo ativado de fagdcitos, com montagem precoce da NADPH oxidase na
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membrana celular (OMORI et al., 2008). O 6leo de peixe é capaz de modular vias de
sinalizacdo envolvidas com a producdo de EROS. Classicamente, uma das
explicacdes para os efeitos de AGPI n3 sobre células é através da producdo de
eicosanoides, porém o bloqueio da producdo de eicosandides (por inibidores da
COX) n&o afetou o burst oxidativo em neutréfilos (POMPEIA et al., 2000). Outro
aspecto importante € o fato da montagem da NADPH oxidase ocorrer nos rafts
lipidicos das membranas e, considerando a incorporacdo que normalmente ocorre
de EPA/DHA apdés consumo de AGPI n3 nas membranas, pode ser que isto altere a
montagem da enzima. Portanto, a suplementacdo com 6leo de peixe provocou
aumento na geracdo de EROS em animais diabéticos. Isto pode contribuir para o
desenvolvimento de complicacdes arteriosclerdticas em individuos diabéticos, pois a
geracao de EROS se correlaciona com dano celular, como no caso de oxidacao de
particulas de LDL, facilitando o desenvolvimento de les&o arteriosclerotica (HAYEK
et al.,, 2007). Porém, como individuos diabéticos normalmente apresentam pobre
atividade de enzimas antioxidantes associada a maiores concentracfes de EROS,
isto resultaria em um quadro de estresse oxidativo (NICOLLS; HASKINS; FLORES,
2007). Acidos graxos 6mega 3 tém conhecido efeito em promover aumento da
atividade de enzimas antioxidantes (ARMAH et al., 2008), assim a suplementacao
com AGPI n3 traria efeitos benéficos importantes em individuos portadores de DM,
em parte por reduzir o estresse oxidativo e, como consequéncia a ocorréncia de
complicagcbes vasculares. Estudos relacionados a atividade de enzimas
antioxidantes comprovariam esta hipétese.

Outra explicacdo € que AGPI n3 estariam aumentando a capacidade de
defesa destes individuos, através da maior producdo de EROS. Porém, individuos
diabéticos normalmente apresentam reduzida atividade de enzimas lisossomais
(ALBA-LOUREIRO et al., 2006) e, no presente estudo a atividade destas enzimas
nao foi avaliada. Embora possam produzir mais EROS, podem estar com reduzida
atividade das enzimas liticas, sendo incapazes de promover eficiente morte
microbiana. Oleo de peixe pode aumentar a producdo de EROS e também poderia
melhorar a atividade destas enzimas, assim promovendo maior capacidade de
defesa contra as infec¢Bes. Podemos supor que, neste caso, 6leo de peixe estaria
melhorando o quadro do individuo diabético, por ser capaz de reduzir o estresse
oxidativo e por aumentar EROS e, talvez a atividade de enzimas lisossomais, assim

capacitando o leucdcito a destruir o patégeno.
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Oleo de peixe, assim pode exercer diversos efeitos benéficos em individuos
portadores de diabetes tipo 1, particularmente no que diz respeito ao sistema
imunitario inato. No sentido em que promove aumento da fagocitose por fagocitos e
melhora o burst oxidativo dos mesmos, ao mesmo tempo em que é capaz de auxiliar
nas defesas antioxidantes destes individuos normalmente acometidos por
complicagbes decorrentes do estresse oxidativo, assim capacitando o sistema
imunitario inato dos mesmos na defesa contra infeccbes. Deve-se considerar que
individuos diabéticos apresentam defeitos na imunidade inata, como ja citado,

portanto n3 traria inGmeros beneficios.

6.2.4 Linfocitos e Acidos Graxos 6mega-3

~

Modulacdes sédo também observadas em relacdo a resposta imunoldgica
adaptativa. Linfocitos fazem parte desta resposta imunoldgica adquirida e sao
caracterizados pelo reconhecimento especifico de diversos determinantes
antigénicos e pela capacidade em gerar células de memoria. Estas células séo
ativadas por diferentes estimulos, tais como o reconhecimento do antigeno e
citocinas, e sofrem o0 processo de expansdo clonal catacterizado por extensa
proliferacdo celular, originando um clone de células portando receptores com a
mesma especificidade do antigeno que originou a expansao. Os principais
combustiveis utilizados pelos linfocitos durante a proliferacdo sdo a glicose e a
glutamina, que permitem a geracdo de ATP, DNA, RNA e fosfolipidios. Assim, é
provavel que individuos portadores de Diabetes mellitus (DM) mostrem profundas
alteracdes no metabolismo de linfocitos, particularmente em vias como a glicolise e a
glutamindlise (OTTON; MENDONCA; CURI, 2002; LIU et al., 2005).

Apés esta ativacdo de linfocitos ha a diferenciacdo em células efetuadoras.
Assim, linfécitos séo diferenciados em células B produtoras de anticorpos ou em
células T efetoras, ou seja, células T CD4 e T CD8. Existe uma cooperagao entre 0s
componentes do sistema imunoldgico durante uma infec¢cdo. Resumidamente,
células apresentadoras de antigenos (APCs), como macrofagos e células
dendriticas, reconhecem o antigeno nos locais da infeccdo ou nos érgaos linfoides
periféricos e apresentam peptideos derivados dos antigenos aos linfocitos. APCs

ativadas expressam moléculas co-estimulatérias como CD86 que sdo reconhecidas
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por outras moléculas, como CD28, dos linfécitos. Estas APCs também produzem
citocinas como IL12 que estimulam a diferenciacdo de linfécitos em efetuadores,
como os linfécitos T CD4 que reconhecem peptideos montados em moléculas MHC
de classe Il. Estes linfocitos T CD4 auxiliam a diferenciagdo de linfécitos T CD8
através da secrecdo de IL2. A liberagdo de IL12 por macréfagos e células
dendriticas ativa a transcricdo de citocinas caracteristicas de linfécitos Thl. J& IL4
estimula a diferenciacdo de linfécitos Th2, os quais secretam mais IL4 e também
IL10 que inibe a ativacdo de macréfagos e a ativacdo de Thl, porém estimula a
producdo de anticorpos por linfocitos B. Por outro lado, Thl secreta IFN-y que age
nos macréfagos aumentando a fagocitose e a destruicdo de microorganismos e nos
linfocitos B aumentando a producdo de anticorpos como IgG, que podem atuar
facilitando a fagocitose por opsonizacdo. Secrecdo de TNF e linfotoxina por Thl
também ativa neutrofilos e acentua o processo inflamatorio. Por outro lado, IFN de
Th1 inibe células Th2, enquanto IL4 de Th2 inibe a diferenciacdo de células Thl.
Deste modo, existe grande interelacdo entre os componentes da imunidade inata e
adaptativa, como mostrado pela figura 20 (CALDER et al., 2002; ABBAS;
LICHTMAN,
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Figura - 20 — Diferenciacdo e papéis de linfocitos Thl e Th2 (ADAPTADO DE
CALDER et al, 2002).

INFLAMACAO ALERGICA

E reconhecido que individuos diabéticos apresentam deficiéncias nas
respostas imunitarias com consequente aumento na incidéncia de certas doencas,
como tuberculose. Imunidade mediada por células representa importante fator

prejudicado nestes individuos e, a habilidade dos linfécitos T em proliferar apos
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ativacao tém papel fundamental na imunidade celular (LIU et al., 2005). Otton et al.
(2004) encontraram leucocitose em ratos diabéticos induzidos por aloxana
(40mg/kg), porém com reducdo nos niveis de linfécitos, sendo que estes autores
relacionaram este achado com a reduzida resposta imunoldgica e maior incidéncia
de infec¢cdes no DM.

Por outro lado, &cidos graxos tém reconhecidos efeitos na ativacdo e
proliferacdo de linfocitos, sendo que dietas ricas em AGPI n3 podem inibir esta
proliferacdo. Os mecanismos envolvidos podem estar relacionados com a producao
de eisosandides, citocinas, habilidade de células apresentadoras de antigenos em
ativar linfocitos, além da producéo de outros mediadores lipidicos e da atuacdo em
fatores de transcricdo (POMPEIA et al., 2000).

Uma das principais causas de morbidade e mortalidade em paises
desenvolvidos séao relacionadas a doengas com causa inflamatoria, seja pela
producdo de eicosanodides ou de citocinas pro-inflamatérias, como acontece no
diabetes tipo 1 e 2. Sendo que muitas tém sido ligadas ao baixo consumo de n3
(SIJBEN; CALDER, 2007).

No presente estudo, linfocitos T estimulados por concanavalina A de animais
nao diabéticos suplementados com 6leo de peixe e de coco mostraram reduzida
proliferacdo (FIGURA 16). Uma das explicacdes para os efeitos de n3 sobre a
funcado das células T é através da atuacao sobre rafts lipidicos. Estes microdominios
de membrana que apresentam regides de co-localizacdo de proteinas envolvidas em
vias de sinalizacdo, estdo envolvidos com a funcdo das células T. Por exemplo, a
tirosina quinase Ick e a molécula ligadora de célula T ativada (LAT) ficam retidas nos
rafts por acilagdo, enquanto outras como a fosfolipase Cy1 se translocam a estes
locais apos ativacao das células T. Sabe-se que apos suplementacdo com n3 ha a
substituicdo destas proteinas aciladas que ficam ancoradas na membrana
plasmatica, com reducdo do conteudo de esfingomielina destes microdominios.
Assim, AGPI n3, de alguma forma promovem alteracdo da composicao destes rafts,
principalmente no que diz respeito a localizacao de proteinas importantes em vias de
sinalizacdo. Também, é considerado que a inibicdo da fosforilacdo de LAT por n3
pode explicar a inibicdo da funcdo de células T, pois pode ocorrer reducdo na
interacdo de LAT com o receptor de célula T (TCR) e com o receptor co-
estimulatorio CD28. Além disso AGPI n3 podem modular a atividade da fosfolipase

Cy1 e reduzir a produgao de IL2, a redugao na concentragcao de receptores de IL2,
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alterando a atividade da via de sinalizacdo de IL2. Isto pode explicar a reduzida
proliferacdo de linfécitos, j& que IL2 est4 envolvida na ativagdo da imunidade celular
(CALDER, 2007; LIMA et al., 2007).

Um mecanismo que tem-se mostrado importante na acdo imunomodulatéria
de AGPI n3, é seu papel na producéo de citocinas inflamatorias (SIJBEN; CALDER,
2007). Normalmente, estes efeitos sdo dependentes da dose de 6leo de peixe
(EPA+DHA) utilizada. Assim, Trebble et al. (2003) encontraram aumento na
producdo de IFN-y na dose de 2g EPA+DHA/dia, em linfécitos. Estes mesmos
autores propuseram uma relacdo dose-resposta na ingestdo de EPA+DHA e a
producdo de citocinas derivadas de células Thl, mostrando que doses menores que
2g/dia por um periodo menor que 4 semanas se relacionam com aumentada
producédo destas citocinas, enquanto doses maiores por um periodo de tempo maior
causam efeito inibitorio na producdo de IFN-y e IL2. Ndo ha estudos mostrando
efeitos significantes de n3 sobre a producdo de IL10 por linfocitos (SIJBEN;
CALDER, 2007).

A mesma equipe que dosou IFN-y (TREBBLE et al., 2003) também avaliou a
proliferacdo de linfocitos em diferentes doses (0,3, 1,0 e 2,0g/dia), sendo observado
aumento na proliferacéo de linfécitos na dose de 2g/dia, acompanhada por aumento
na producado de IFN-y e reducdo na de PGE,. Por outro lado, uma série de estudos
utilizando doses que variam de 0,2-7,0g/dia de EPA+DHA encontraram reduzida
proliferacdo de linfécitos, producdo de IL2 e atividade de NK (CALDER et al., 2002;
SIJBEN; CALDER, 2007). PGE; e LTB, sédo produzidas pela atuacdo da enzima
COX sobre o acido araquidénico (ARA), sendo que PGE; inibe a proliferacdo de
linfocitos, atividade das células NK e de citocinas derivadas de Thl, enquanto LTB,
aumenta a producdo de TNF-q, IL1 e IL6 por mondcitos e macréfagos, aumenta
producdo de citocinas derivadas de Thl e aumenta atividade das células NK.
Diversos efeitos de AGPI n3 sobre linfocitos sdo atribuidos a reduzida producéo de
eicosanodides derivados de acido araquidénico e a producdo de eicosandides
derivados de AGPI n3, que possuem menor poténcia que aqueles de ARA (CALDER
et al., 2002). Foi mostrado por ZHANG; FRITSCHE (2004) que AGPI n3 reduzem a
producdo de IL12 por macréfagos murinos. Portanto, diversos estudos mostram
reducdo por AGPI n3 na producdo de citocinas como IL2 e IL12, as quais s&o

importantes na ativagdo da diferenciacéo e proliferacdo de linfécitos.
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Assim, pode-se considerar que grande parte dos efeitos de AGPI n3 sobre as
células de um modo geral sdo associados a alteracbes na composicdo lipidica
destas células. O mesmo pode ser extrapolado para células T. Por exemplo, a
incorporacdo de AGPI n3 nos fosfolipidios da membrana resulta na geracdo de
mediadores lipidicos, como DAG que pode atuar modulando as vias de sinalizacédo
nestas células. Portanto, foi observado (DENYS; HICHAMI; KHAN, 2002) que
metabdlitos de DAG obtidos de fosfolipidios ricos em AGPI n3 alterou a sinalizacéo
de MAPK, através da inibicdo de ERK em células Jurkat (linhagem de linfécitos T
humanos), proteinas estas que estdo envolvidas na proliferacdo e diferenciacao
celular. Estes acidos graxos inibiram também a traslocacdo de PKC para a
membrana plasmatica induzida por PMA e NFkB. Gorjao et al. (2006) também
encontraram reduzida expressdao de MAPK, PKC e PKA em nivel traducional em
linfocitos de individuos suplementados com AGPI n3 (rico em DHA), porém
encontraram aumento na proliferacdo estimulada por ConA. Ao mesmo tempo,
também foi encontrado aumento na atividade de ERK em células Jurkat (HII et al.,
1998). Estas discrepéancias podem ser explicadas por diferencas nos tratamentos
utilizados, bem como uso de modelos animais versus linfécitos humanos, bem como
diferentes propor¢cbes de EPA e DHA nas suplementacdes ou no meio de cultura.
Através destes estudos, pode-se concluir que n3 altera vias de sinalizacéo
envolvidas com a ativacao de linfocitos T. Gorjao et al. (2007) encontraram reduzida
proliferacdo de linfocitos humanos estimulados por ConA. Estes autores avaliaram
as fases do ciclo celular e observaram que EPA e DHA param a progressao do ciclo
na fase GO/G1, sendo que DHA na concentracdo de 40uM aumenta a porcentagem
de células na fase G1 através de aumento na fosforilacdo de p53. Além disso, eles
encontraram que acido palmitico e estearico reduziram a proliferacdo estimulada por
IL2 e propuseram ser através de atuacao sobre as vias de sinalizacéo de IL2, como
ERK.

E, por fim, AGPI n3 pode atuar por meio de fatores de transcricdo, como
PPAR (receptor ativado pelo proliferador de peroxissomos) e NFkB (fator nuclear
kB). Isoformas a e y de PPAR podem ser ativadas por AGPI, tais como EPA, e em
diversas linhagens celulares pode promover reducdo na producdo de citocinas
inflamatorias, tais como TNF-a e IL1. Da mesma forma que o rolamento e adeséo de
leucocitos ao endotélio vascular foi reduzida por EPA de modo dependente de

PPAR-a. Porém, a inibicdo da secrecdo de IL12 por macrofagos murinos foi
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mostrado ser independente da ativacdo de PPAR-y (ZHANG; FRITSCHE, 2004,
LIMA et al., 2007).

Oleo de peixe foi fornecido a animais diabéticos, com a finalidade de se
estudar o seu efeito sobre seus linfocitos. Porém, ndo foi encontrada diferenca
provocada pela suplementacgéo, a animais diabéticos, com 6leo de peixe ou gordura
de coco. Entretanto, como era esperado, animais diabéticos demonstraram reducéo
na capacidade proliferativa.

Da mesma forma observada nos animais ndo diabéticos, também houve
reducdo da proliferacdo linfocitaria dos linfécitos obtidos de animais do grupo D ndo
suplementados. Sakowicz-Burkiewicz et al. (2006) utilizando modelo de diabetes
induzido por estreptozotocina em ratos da linhagem Wistar encontraram reduzida
capacidade proliferativa de linfocitos T estimulados com ConA, de forma dependente
de adenosina. Sendo que os linfécitos destes ratos liberaram maiores quantidades
de adenosina, a qual agindo sobre seu receptor Aza, produziram mais AMPciclico, o
gual ativou a via de sinalizacdo de PKA, resultando nesta reduzida proliferacao.
Estudo anterior (GAULTON; SCHWARTZ; EARDLEY, 1985) de modelo animal de
diabetes induzido por estreptozotocina ou usando células em cultura incubadas na
presenca de estreptozotocina resultou em células com muitas anormalidades
cromossomicas, indicando possiveis quebras na dupla fita de DNA. Assim os efeitos
desta droga poderiam resultar em linfécitos com menor capacidade proliferativa.
Porém, Sakowicz-Burkiewicz et al. (2006) também incubaram linfocitos de ratos néao
tratados com estreptozotocina mas com adicdo de glicose e sem insulina ao meio
para mimetizar um quadro diabético. A reducdo na capacidade de proliferacédo
destes linfocitos foi similar aquela encontrada para animais tratados com
estreptozotocina. Isto poderia indicar efeito importante da hiperglicemia e/ou
auséncia de insulina, mais do que um papel da estreptozotocina.

Eibl et al. (2002) encontraram reduzida proliferacdo de linfocitos T de
pacientes diabéticos do tipo 1. Estes linfécitos foram colocados em cultura com
adicdo de células dendriticas anteriormente incubadas com antigenos. E, ao mesmo
tempo que encontraram menor proliferacao destes linfécitos em cultura, também foi
observada reduzida producdo de anticorpos anti-virus da hepatite A em pacientes
diabéticos tipo 1 apOs vacinacdo para hepatite A. A intencdo destes autores foi
estabelecer uma correlagédo entre a menor capacidade de produgé&o de anticorpos

com reduzida ativacdo de linfécitos T, os quais seriam importantes na ativacdo das
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células B. Assim, foi também avaliada a producdo de IL13 e IFN-y por linfocitos
destes pacientes diabéticos ap6s estimulo com antigenos utilizados na vacinacao,
gue também foi encontrada ser reduzida. Estes autores concluiram que a reduzida
capacidade de producdo de anticorpos apds vacinacdo é em decorréncia de
reduzida ativacdo de linfécitos de diabéticos tipo 1. Outros autores (NERVI et al.,
1999) encontraram reduzida ativacdo de linfocitos T de pacientes diabéticos tipo 1
através de alteracdo em vias de sinalizacdo de ativacdo de células T e, que isto
poderia ser revertido pela administracdo de sinais co-estimulatdrios. Enquanto
Angelini et al. (2005) encontraram reduzida expressdo de moléculas co-
estimulatérias em células dendriticas de criancas diabéticas tipo 1. Também,
Yamashiro et al. (2005) avaliaram a resposta de linfocitos de camundongos
diabéticos induzidos por estreptozotocina, através da producdo de citocinas
caracteristicas de células Thl (IFN-y e IL12) e de Th2 (IL4), além da expressao da
NOSi (oxido nitrico sintase induzivel) ap0s a infeccdo destes camundongos com
Mycobacterium tuberculosis. Estes autores encontraram reduzida producdo das
citocinas Thl e, consequentemente de NOSi e aumento da citocina Th2, IL4. Isto
pode explicar a menor resisténcia de individuos diabéticos a infeccbes como a
tuberculose que sdo comuns nestes pacientes, ja que a resposta Thl auxilia na
ativacao da imunidade celular, importante na defesa contra esta e demais bactérias.
Assim, a associacdo de reduzida ativacdo de células T (relacionada com menor
producédo de citocinas e menor proliferacdo) com reduzida expressao de sinais co-
estimulatorios, além de estarem profundamente interligados podem explicar porque
individuos diabéticos sdo mais susceptiveis a uma série de infeccdes.

Individuos diabéticos apresentam, no inicio desta doenca auto-imune, grande
atividade de células T contra antigenos préprios com consequente aumento na
producdo de auto-anticorpos e causando destruicao das células B produtoras de
insulina. Como no inicio da doenca as células 3 ainda produzem insulina, podemos
considerar que a funcdo dos linfocitos e demais células imunitarias € “normal’,
porém apds a destruicdo destas células extingue-se a producdo do horménio e o
resultado € um desequilibrio metabdlico geral, inclusive em linfocitos, os quais
podem apresentar reduzida atividade, como observado neste estudo através de
menor capacidade proliferativa dos mesmos. Podemos supor que AGPI n3 possa
ser Gtil principalmente como forma de prevencao do inicio da doenca, através de sua

capacidade em reduzir atividade de linfécitos Thl. De fato, na Groenlandia e na
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populacdo de esquimoOs ha baixa incidéncia de diabetes, sendo estas populacfes
com alto consumo de AGPI n3. Sendo também mostrado que com a incubacéo de
células de insulinoma de ratos com EPA, DHA e acido-a-linolénico houve prevencao
da citotoxicidade induzida por aloxana (DE CATERINA et al., 2007).

A administracdo de insulina & animais diabéticos suplementados com 6leo de
peixe e de coco (D/OP/l e D/OCI/, respectivamente) aumentou o indice de
proliferacdo dos linfocitos mesentéricos (FIGURA 16). Provavelmente, isto ocorre em
decorréncia da melhora na utlizacdo da glicose, incluindo sua melhor captagéo.
Glicose € uma das mais importantes fontes de energia do linfocito, sendo que em
linfécitos ativados a maior parte da energia para proliferacdo € obtida da glicdlise.
Vias de sinalizagdo incluindo da PI3K e Akt sdo importantes no trafico do
transportador de glicose GLUT1 utilizado pelos linfocitos para a membrana
plasmatica, portanto a insulina pode atuar modulando estas vias. Células em
repouso ndo expressam receptores de insulina, porém apo0s sua ativacdo por
mitdgenos ou antigenos ocorre uma regulacdo positiva deste receptor. Assim,
modulacao de vias de sinalizacéo induzidas por insulina causa aumento na captacao
da glicose, transporte de aminoacidos, metabolismo lipidico, sintese protéica e
ativacao da célula T (MACLVER et al., 2008).

Merzouk et al. (2008) ao estudar linfécitos obtidos do sangue de pacientes
diabéticos tipo 1 encontraram menor proliferacéo (utilizando ConA) ao incuba-los na
presenca de EPA e DHA, incluindo diminuicdo na producdo de IL2. Linfécitos de
pacientes diabéticos incubados na auséncia de AGPI n3 também mostrou reduzida
proliferacdo e producdo de IL2. A presenca de insulina no meio de incubacéo
resultou em aumento na proliferacdo sem afetar concentracdes de IL2, porém
aumentando a de IL4. Incubacgéo de linfécitos T com insulina e AGPI n3, ao mesmo
tempo, resultou em efeito aditivo na producdo de IL4. Estes mesmos autores
mensuraram a captacdo da glicose (subtraindo a concentracdo de glicose do meio
apos 48 horas de cultivo com aquela do meio pré-cultura) e encontraram reduzida
captacdo de glicose por linfocitos diabéticos comparados ao controle. A adicdo de
AGPI n3 nao afetou a captacdo, porém a presenca de insulina mais AGPI n3
resultou em captacdo de glicose igual & do controle em pacientes diabéticos. Em
concluséo, eles encontraram que insulina potencializa a proliferacdo de linfocitos T
estimulados por ConA e a producédo de IL4, sugerindo que a deficiéncia de insulina

pode ser responsavel pela imunosupressao encontrada no diabetes. Ainda, que



88

AGPI n3 promovem inibicdo da proliferacdo de linfocitos T e secrecdo de IL2,
enquanto aumentam a de IL4. Tanto insulina quanto AGPI n3 geram um quadro em
favor de Th2. A avaliagdo da atividade dos mecanismos antioxidantes e da producao
de hidroperoxidos, mostraram que AGPI n3 na presenca de insulina melhoram o
estado oxidante/antioxidante, sendo este considerado um dos principais efeitos
benéficos de AGPI n3.

A figura abaixo mostra um resumo dos efeitos de n3 sobre células imunitarias.

[ SUPLEMENTACAO COM
n3

|

ALTERA A0 DA COMPOSICAD DE
FO‘:FOLIP[DIO‘: DA I\‘IEI\.‘IBRANA

N\

VIAS DE
ALTERACOES DA TRANSDUCAO DE MEDIADORES
MEMBRANA: RAFTS SINAL/EXPRESSAO LIPIDICOS

GENICA

DAS CELULAS IMUNES

!

[ALTERADA FUNCAO IMUNE]

)

ALTERACAO DA FUNCAO ]

Figura — 21 — Papel dos AGPI n3 sobre as células imunitarias (ADAPTADO DE
CALDER, 2007).



89

7 CONCLUSAO

Com relagdo aos parametros bioquimicos sanguineos, o quadro diabético
resultou em hiperglicemia e hipertriacilglicerolemia. A suplementacéo da dieta com
gordura de coco provocou hipercolesterolemia em animais nao diabéticos. Por outro
lado, a suplementacdo da dieta com 6leo de peixe, rico em &cidos graxos
poliinsaturados dmega-3, foi capaz de reduzir a colesterolemia e triacilglicerolemia
nos animais diabéticos. A administracdo de insulina foi capaz de reduzir a glicemia
tanto em animais suplementados com 6leo de peixe quanto gordura de coco, a
colesterolemia e a triacilglicerolemia em animais suplementados com gordura de
coco. Assim, pode-se observar que o0s acidos graxos Omega-3 exercem um
importante papel no controle metabolico, como observado por seus efeitos nos
parametros de glicemia, colesterolemia e triacilglicerolemia, sendo importante,
principalmente para manutencédo de concentracfes adequadas de glicose e lipidios
plasmaticos, principalmente em individuos diabéticos.

Em macrofagos obtidos da cavidade peritoneal, a instalacdo do quadro
diabético provocou aumento na fagocitose de zimosan, porém reduziu o volume
lisossomal e a producdo das espécies reativas de oxigénio (EROS). Gordura de
coco foi capaz de reduzir a producdo das EROS. Ja a suplementacdo da dieta com
Oleo de peixe resultou em aumento do volume lisossomal em animais diabéticos, na
producdo de anion superéxido em animais nao diabéticos e diabéticos e na
producéo de peroxido de hidrogénio em animais diabéticos. A terapia com insulina
reduziu todos os parametros avaliados da funcionalidade dos macrofagos
peritoneais, tanto em animais suplementados com 6leo de peixe quanto gordura de
coco.

Em neutrdéfilos sanguineos, o quadro diabético promoveu aumento no volume
lisossomal e reducdo na producdo de peroxido de hidrogénio. Gordura de coco
reduziu ao volume lisossomal em animais ndo diabéticos. Enquanto o éleo de peixe
foi capaz de aumentar a fagocitose de zimosan e o volume lisossomal de animais
nao diabéticos e diabéticos e de aumentar a producéo de perdxido de hidrogénio em
animais diabéticos. A administracdo de insulina somente aumentou a producdo de
perdxido de hidrogénio em animais suplementados com gordura de coco.

Com relacdo a imunidade inata, os acidos graxos dmega-3 desenvolveram

importante papel na melhora das capacidades fagociticas e retencdo lisossomal,
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bem como producdo de EROS, podendo resultar ao animal diabético melhor defesa
contra possiveis infeccoes, jA que pode acarretar maior fagocitose, com posterios
retencdo do material em vesiculas de secrecdo e ataque do material englobado por
maior producéo de espécies reativas capazes de degrada-lo.

O indice de proliferacdo de linfocitos mesentéricos foi reduzido em animais
diabéticos e néo diabéticos suplementados com 6leo de peixe e gordura de coco. A
terapia com insulina foi capaz de aumentar a proliferagdo dos linfécitos de animais
suplementados com 6leo de peixe e gordura de coco. A reducdo da proliferacao
linfocitaria em individuos diabéticos poderia reduzir o ataque auto-imune as ilhotas
de Langerhans produtoras de insulina, o que retardaria o inicio de doencga auto-
imune. Logo, o consumo de acidos graxos 6mega-3 poderia auxiliar na prevencao
de doenca auto-imune, particularmente a diabetes tipo 1.

Nossos dados mostram que AGPI n3 pode reduzir o risco de doencas
cardiovasulares e melhorar alguns parametros funcionais das células imunitarias em

individuos diabéticos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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