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R E S U M O

Objetivo

Avaliar os efeitos da suplementação do ácido graxo poli-insaturado ômega-3 (n-3) sobre a sinalização da
insulina e via pró-inflamatória no tecido hepático de camundongos.

Métodos

Camundongos Swiss foram divididos em seis grupos que receberam, por gavagem esofágica, diferentes doses
de óleo de peixe contendo ômega-3 (1mg, 5mg, 10mg e 50mg). O grupo-controle recebeu água. Para determinar
os efeitos do ômega-3 dependentes de dose e tempo, a glicemia de jejum foi avaliada nos dias 0 (sem
suplementação), 14 e 21 (após suplementação). Como o grupo n-3-21dias (21 dias de suplementação) apre-
sentou menor nível de glicemia, esse intervalo de tempo foi selecionado para as análises moleculares. Após
jejum de 8 horas, amostras do tecido hepático foram obtidas do grupo-controle, e n-3-21dias e análises das
vias de sinalização da insulina e pró-inflamatória foram realizadas por western blot.

Resultados

Os resultados mostraram que a dose de 10mg induziu maior redução na glicemia no 14º e no 21º dias quando
comparada às demais doses. Dessa forma, essa foi a dose utilizada nos experimentos de análises moleculares
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e foi a que diminuiu de forma significativa a fosforilação da c-Jun N-terminal quinase e quinase e níveis pro-
teicos do fator de transcrição Kappa B. Em paralelo, foi observado aumento na fosforilação do receptor da
insulina, substrato do receptor de insulina 1 e proteína quinase B.

Conclusão

O presente estudo sugere que o ômega-3 induza melhora na via de sinalização da insulina no fígado de
camundongos, pelo menos em parte, por reduzir inflamação. Esses resultados podem explicar menores níveis
de glicose de jejum.

Termos de indexação:Ácidos graxos insaturados. Fígado. Inflamação. Resistência à insulina.

A B S T R A C T

Objective

The aim of the present study was to assess the effects of omega-3 polyunsaturated fatty acid supplementation
on insulin signaling and the pro-inflammatory pathway in the liver tissue of mice.

Methods

Swiss mice were divided into six groups given different dosages of fish oil containing omega-3 (1mg, 5mg,
10mg and 50mg) by gavage. The control group was given water. Fasting plasma glucose was measured on
days 0 (no supplementation), 14 and 21 (after supplementation) to determine the dosage and time-dependent
effects of omega-3. Because the group n-3-21days (21 days of omega-3 supplementation) demonstrated
lower blood glucose, this time interval was selected for molecular analysis. After an 8-hour fast, liver tissue
samples were taken from the control and n-3-21days groups, and western blot analyses were performed to
assess insulin signaling and the pro-inflammatory pathway.

Results

The results showed that the dosage of 10mg leads to greater reduction in blood glucose at 14 and 21 days
when compared with other dosages. Thus, this dosage was selected for molecular analysis. This dosage
significantly decreased phosphorylation of c-Jun N-terminal protein kinase and IkB kinase and protein levels of
nuclear factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells. In parallel, increased insulin pathway signaling
was observed, as confirmed by increases in insulin receptors, insulin receptor substrate 1 and protein kinase B
phosphorylation.

Conclusion

The present study suggests that omega-3 fatty acids improve insulin signaling by reducing inflammation.
These results may be one of the explanations for low fasting glucose.

Indexing terms: Fatty acids, insaturated. Liver. Inflammation. Insulin resistance.

I N T R O D U Ç Ã O

A ingestão de Ácidos Graxos Poli-Insatu-
rados (AGPI) da família do ômega-3 é essencial à

saúde humana. O ômega-3 é encontrado abun-
dantemente no leite materno e nos peixes de
água fria, que contêm os Ácidos Graxos Eicosa-

pentaenoico (EPA, 20:5, n-3) e Docoexaenoico

(DHA, 22:6, n-3). Diversos benefícios do ôme-

ga-3 vêm sendo apontados, inclusive a melhora
da homeostasia da glicose, que envolve diversos

mecanismos moleculares, tais como a estimu-
lação da via de sinalização da insulina1,2. No tecido

hepático de roedores e humanos, observa-se que
a ativação do Receptor da Insulina (IR), do
Substrato do Receptor de Insulina 1 (IRS1) e Pro-
teína Quinase B (Akt) desempenham importante
função na captação de glicose e principalmente
na regulação da produção hepática de glicose3-6.
Isso é importante uma vez que elevada produção
hepática de glicose pode estar relacionada à
hiperglicemia de jejum em pacientes diabéticos7,8.
A principal explicação para isso é que, em

indivíduos diabéticos, a menor ação hepática da
insulina culmina com aumento nos níveis proteicos
e na atividade das enzimas gliconeogênicas, tais
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como Fosfoenolpiruvato Quinase (PEPCK) e
Glicose-6 Fosfatase (G6Pase)9,10.

Entretanto, tem sido claramente descrito
na literatura que citocinas inflamatórias interferem

na via de sinalização da insulina e atuam nega-
tivamente na funcionalidade do IR e do IRS, pois
uma vez fosforilados em serina por proteínas infla-

matórias, a possibilidade de serem fosforilados em
tirosina fica comprometida, contribuindo para a
Resistência à Insulina (RI)11-13. As principais molé-

culas da via inflamatória são o Ikappa B Quinase
(IKK), Fator Nuclear Kappa B (NF- B) e c-Jun
N-terminal Quinase (JNK)14. Estudos têm demons-

trado os efeitos anti-inflamatórios do ômega- 315.
Apesar de seu mecanismo não estar bem estabe-
lecido, algumas explicações têm sido propostas.

O tratamento com ômega-3 mostrou-se eficiente
na redução da fosforilação da JNK16,17 e no blo-
queio da via IKK/NF- B18-19. Dessa forma, o blo-

queio da via inflamatória por meio do ômega-3
poderia aumentar a transdução do sinal insulínico
no tecido hepático.

Diante do exposto, o objetivo do presente

estudo foi avaliar se a ação anti-inflamatória do
ômega-3 melhoraria a sinalização hepática da
insulina e relacionar esse fato à homeostase da
glicose de jejum em camundongos.

M É T O D O S

Animais

Foram utilizados 50 camundongos Swiss,
machos, com dois meses de idade. Os animais
foram obtidos a partir do Centro de Bioterismo
da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC), alojados em caixas plásticas e mantidos
em ambiente com temperatura controlada (24ºC),

com ciclo claro-escuro de 12 horas. Os camundon-
gos foram alimentados com ração comercial
padrão (carboidrato: 70%; proteína: 20%; gor-
dura 10%; no total de 3,8kcal/g) para roedores
(Nuvital Nutrientes S.A., Colombo, PR, Brasil), ofe-

recida ad libitum. Os animais foram divididos em
grupos (n=10) de acordo com a dose de ôme-

ga-3 suplementada: 1; 5; 10mg e 50mg de uma
mistura encapsulada (1.000mg por cápsula) de
ácidos graxos contendo 540mg de EPA, 100mg

de DHA e 2mg de vitamina E (Biotik do Brasil
Indústria e Comércio Ltda, São Paulo, Brasil). Ca-
mundongos que receberam água foram denomi-

nados controles. Todos os experimentos foram
conduzidos de acordo com os princípios e os pro-
cedimentos descritos pelo Colégio Brasileiro de

Experimentação Animal (COBEA) e foram apro-
vados pelo comitê de ética da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (Protocolo nº 91/2009).

Suplementação de ômega-3 e
determinação da dose e do tempo

Os animais foram suplementados por ga-
vagem esofágica, por meio de uma cânula
específica para esse procedimento. Os grupos de

camundongos receberam as doses de ômega-3
ou água por 21 dias. O peso corporal dos animais
foi avaliado. A variabilidade do peso corporal não

foi significante entre os grupos durante os 21 dias
(dados não mostrados). Como o objetivo era ava-
liar os efeitos da suplementação de ômega-3

sobre a homeostase da glicose, a glicemia foi
avaliada. Após 8 horas de jejum, foi efetuado um
pequeno corte na extremidade caudal dos animais

e uma gota de sangue foi analisada por meio de
um glicosímetro. Os tempos utilizados para análi-
se foram: zero dia (antes da primeira suplementa-

ção - não suplementado); 14 dias (suplementação)
e 21 dias (suplementação). Os resultados foram
expressos em mg/dL. O tempo de 21 dias e a dose

de 10mg apresentaram maior redução nos níveis
sanguíneos, e por isso foram utilizados para os
testes de análises moleculares por Western blot.
Para isso, dois outros grupos de animais foram
utilizados: grupo-controle (gavagem com água)
e grupo suplementado com 10mg de ômega-3
por 21 dias (n-3-21 dias). Esses procedimentos
foram similares aos descritos acima.
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Extração do tecido e Western blot

No 21º dia e após 8 horas de jejum, os
camundongos foram anestesiados com ketamina
(50mg/kg, Ketalar; Parke-Davis, Ann Arbor, MI) e
xilazina (20mg/kg, Rompin/Bayer, Leverkusen).
Posteriormente, foi aberta a cavidade abdominal
e injetada solução fisiológica (grupo negativo (-),
0,1mL) ou insulina regular (grupo positivo (+), 0,1mL,
10-6) pela veia cava inferior do animal. Após inje-
ção da insulina (Humulin R; Eli Lilly, Indianapolis,
USA), foram coletados fragmentos de tecido he-
pático, colocados imediatamente em tampão de
extração específico (1% Triton-X 100, 100mM
Tris, pH 7,4, contendo 100mM pirofosfato de só-
dio, 100mM fluoreto de sódio, 10mM EDTA,
10mM vanadato de sódio, 2mM PMSF e 0,1mg
de aprotinina/mL) e homogeneizados em pro-
cessador polytron (Polytron MR 2100, Kinematica,
Suíça). Ao final da extração, foi adicionado Triton
X-100 em todas as amostras, que foram mantidas
em gelo. Após quarenta minutos, os materiais
extraídos e homogeneizados foram submetidos

à centrifugação para remoção do material inso-
lúvel. Utilizou-se a velocidade de 11.000rpm por
40 minutos a 4ºC. Uma parte do sobrenadante

foi utilizada para determinar a concentração pro-
teica pelo método colorimétrico de biureto20;
outra parte foi utilizada para avaliação do extrato

total, ou seja, separação das proteínas em Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE), com tampão de Laemmli21.

Alíquotas contendo 250µg de proteína por

amostra foram aplicadas sobre gel de poliacrila-
mida SDS-PAGE, de 1,5mm de espessura. A ele-
troforese foi realizada em cuba de minigel da Bio

Rad (Mini-Protean), com solução tampão para
eletroforese, previamente diluída. Na sequência,
as proteínas separadas no SDS-PAGE foram trans-

feridas para a membrana de nitrocelulose por duas
horas, sob refrigeração contínua por gelo. As
membranas de nitrocelulose contendo as pro-
teínas transferidas foram incubadas em solução
bloqueadora por duas horas, à temperatura am-
biente, para diminuir a ligação inespecífica de

proteínas. A seguir, as membranas foram lavadas
com solução basal por 3 sessões de 5 minutos e
incubadas com anticorpos específicos. Os anticor-

pos usados foram anti-IR, anti-IRS1, anti-Akt, anti-
-pIR, anti-pIRS1, anti-pAktser473, anti-IKK /  e anti-
-JNK, obtidos da Cell Signaling Technology (Beverly,

MA, USA), e anti-pIKK / , anti-NF- B, anti-pJNK
e anti- -Tubulina, obtidos da Santa Cruz
Technology (Santa Cruz, CA). Após incubação

primária, as membranas foram lavadas nova-
mente com solução basal por 3 sessões de 5
minutos e incubadas com anticorpo secundário

conjugado com peroxidase para quimiolumines-
cência (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A
intensidade das bandas foi determinada através

da leitura das autorradiografias reveladas por
densitometria ótica, por meio de um scanner
(HP® G2710) e do programa Scion Image (Scion
Corporation®).

Análise estatística

Os dados de Western blot foram expressos
como média e erro-padrão da média da área da
banda e analisados estatisticamente por Análise

de Variância (ANOVA) one-way, seguidos por teste
pos-hocde Bonferroni. Foram considerados signi-
ficantes valores de p<0,05. Para análise estatística,

foi utilizado o software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) (versão 16.0) para Windows

R E S U L T A D O S

Quanto aos dados relativos à curva dose-
-resposta e tempo-dependente da glicemia de
jejum de camundongos-controle e suplementados
com diferentes doses de óleo de peixe nos dias 0,
14º e 21º, a análise dos resultados demonstrou
uma redução estatisticamente significante na gli-
cemia de jejum nos grupos 5mg e 10mg a partir
do 21º e 14º dia respectivamente (Figura 1). No
entanto, o grupo 10mg apresentou redução na
glicemia no dia 21º ainda maior em relação ao
14º dia e em relação ao grupo 5mg (p<0,05).
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Dessa forma, o tempo 21 dias e a dose 10mg fo-
ram usados para as análises moleculares.

As análises moleculares por immunobloting
demonstraram que a suplementação com 10mg
de ômega-3 reduziu significativamente a fosfo-

Figura 1. Efeitos da suplementação de óleo de peixe em diferen-

tes doses e diferentes tempos de tratamentos na glicemia

de jejum de camundongos.

Nota: *p<0,05, Camundongos suplementados versus grupo-controle;
#p<0,05, grupo 10mg no 21º dia versus grupo 10mg  no 14º

dia.
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Figura 2. Efeitos da suplementação de 10mg de óleo de peixe na sinalização na fosforilação da IKK e JNK e expressão de NF B no

hepatócito de camundongos.

Nota: *p<0,05, n-3-21 dias versus grupo-controle. IKK: Ikappa B Quinase; JNK: c-Jun N-terminal Quinase.
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rilação da IKK /  (Figura 2A) e a expressão da
NF- B (Figura 2B) quando comparada à suple-
mentação do grupo-controle no tecido hepático

(p<0,05). Além disso, observou-se a diminuição
da fosforilação da JNK (Figura 2C) no grupo
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Figura 3. Efeitos da suplementação de óleo de peixe na fosforilação de IR, IRS1 e Akt no tecido hepático de camundongos.

Nota: *p<0,05, n-3-21 dias versus grupo-controle estimulado por insulina (+); IR: Receptor de Insulina; IRSI: Substrato do Receptor de Insulina 1;

AKT: Proteína Quinase B.
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n-3-21 dias em comparação ao grupo-controle
com p<0,05. As expressões proteicas de JNK e de
IKK /  não foram diferentes (imagens nos painéis

inferiores em Figura 2A e Figura 2C, respectiva-
mente).

Por fim, foi avaliada a fosforilação em
tirosina de IR (Figura 3A) e IRS1 (Figura 3B) e fosfo-
rilação em serina da Akt (Figura 3C) no tecido
hepático de camundongos-controle e n-3-21dias

após oito horas de jejum. A estimulação com a
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insulina exógena (+) promoveu o aumento da fos-
forilação de IR, IRS1 e Akt nos dois grupos, con-
trole e tratado, quando comparada aos res-
pectivos grupos-controle (-), que receberam salina.
No entanto, quando analisados ambos os grupos
estimulados com insulina (+), observou-se maior
fosforilação do IR, IRS1 e Akt no grupo n-3-21dias
quando comparado ao controle (Figuras 3A, 3B e
3C, respectivamente).

D I S C U S S Ã O

Durante as últimas décadas, pesquisas têm
caracterizado mecanismos moleculares de RI. Múl-
tiplos sinais de crescimento e inflamatórios, entre
outros, podem ativar enzimas fosfatases e serinas

quinases e diminuir a via de transdução do sinal
insulínico22,23. A ação da insulina no tecido hepá-
tico envolve a via IR/IRS1/Akt. Aumento na sina-

lização da insulina, por exemplo, no periodo pós-
-prandial, diminui a gliconeogenese hepática e a
glicemia. Entretanto, defeitos na via IR/IRS1/Akt po-

dem estar relacionados ao aumento na glico-
neogênese e glicogenólise: o que pode resultar
em aumento na produção hepática de glicose e

nos níveis glicêmicos2-4,24.

Diversos mecanismos vêm sendo implica-
dos na RI; dentre eles, a inflamação subclínica tem
destaque. Distúrbios na via inflamatória, mais es-

pecificamente sua exacerbação, precedem e
acompanham a progressão da RI e doenças a ela
associadas, como DM-2 obesidade12,23. Por outro

lado, foram identificadas características anti-
inflamatórias no ômega-325, que, por isso, vem
sendo foco de estudo no tratamento da RI26. Com

a confirmação do papel benéfico do ômega-3
sobre a inflamação e sobre a ação da insulina, é
provável que o uso de ácido graxo poli-insaturado
ômega-3 EPA e de DHA possa diminuir o status
inflamatório, aumentar a ação da insulina em fíga-
do de camundongos e, possivelmente, reduzir a

glicemia.

No presente estudo, demonstra-se que a
suplementação com ômega-3 diminuiu os níveis

glicêmicos de modo dependente da dose e do
tempo. Em paralelo, a diminuição da glicemia foi
acompanhada do aumento da via de sinalização
molecular da insulina e diminuição da via infla-

matória. Os resultados demonstram que a ação
potencial da suplementação com ômega-3 na
diminuição dos níveis glicêmicos é dependente

da dose e do tempo de tratamento. Os grupos
suplementados com 5mg e 10mg apresentaram
alterações glicêmicas importantes, com dimi-

nuição significativa da glicemia de jejum a partir
do 14º e 21º dia respectivamente. De forma inte-
ressante, a menor e a maior dose não demons-

traram efeito na glicemia dos animais neste expe-
rimento. A partir dos resultados glicêmicos, a dose
10mg/dia durante 21 dias foi selecionada para a

análise das moléculas pró-inflamatórias. Análises
das amostras do tecido hepático de camundongos
mostraram reduzida fosforilação da JNK e do IKK

e níveis proteicos do NF- B nos animais suple-
mentados com ômega-3, o que demonstra clara-
mente que ômega-3 reverteu a fosforilação das

moléculas pró-inflamatórias e sugere diminuição
do status inflamatório no fígado. Esses resultados
estão em concordância com estudos prévios16,20.

Conforme descrito acima, mecanismos

inflamatórios estão envolvidos na patogênese da
RI. Nesse contexto, é possível que a diminuição
da glicemia e de moléculas pró-inflamatórias este-

ja relacionada ao aumento da atividade da via da
insulina após a suplementação com ômega-3.
confirmação e compreensão das alterações me-

tabólicas ocorridas após suplementação com
ômega-3, as importantes proteínas responsáveis
pela transdução do sinal insulínico IR, IRS-1 e Akt

foram avaliadas. Os resultados mostraram que a

sensibilidade ao hormônio estava preservada:

estes resultados eram esperados, uma vez que

animais alimentados com dieta padrão demons-

tram esse comportamento na ação desse hormô-
nio9,27-28. De modo interessante, nos animais que
receberam ômega-3, foi observado um aumento

significativo na fosforilação do IR, IRS1 e Akt, em
comparação ao grupo-controle.
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Coletivamente, esses dados demonstram
que a suplementação com ômega-3 promoveu a
diminuição da glicemia de jejum; essa alteração
foi acompanhada da diminuição da via inflama-
tória e do aumento da ação da insulina no fígado
e ocorreu na ausência de mudança no peso cor-
poral.

Esses resultados são interessantes uma vez
que o fígado é um importante órgão na manu-
tenção da glicemia. Assim, os benefícios da suple-
mentação com ômega-3 sobre o metabolismo
pode ser dependente da sua ação sobre o tecido
hepático9. A sinalização da insulina desempenha
um papel importante no controle da expressão
gênica de enzimas gliconeogênicas, incluindo a
fosfoenolpiruvato Carboxiquinase (PEPCK), que
catalisa a etapa limitante da gliconeogênese he-
pática. Mais especificamente, a ação da insulina
no hepatócito diminui a produção hepática de
glicose28,29. Enfim, os dados evidenciam que a
suplementação com ômega-3 melhora a ação da
insulina, e que esse mecanismo envolve a dimi-
nuição na inflamação no tecido hepático de ca-
mundongos.

C O N C L U S Ã O

O presente estudo demonstrou que a
suplementação de óleo de peixe contendo EPA e
DHA diminuiu a glicemia de camundongos de
forma dependente do tempo e da dose. Os efeitos
mais relevantes foram observados com a dose de
10mg e suplementação por 21 dias. Em paralelo
às alterações da glicemia, o estudo verificou o
aumento da fosforilação de IR e IRS1 e Akt, o
que significa aumento na transdução no sinal insu-
línico no fígado. O aumento na sinalização da
insulina pode ter ocorrido devido à redução
na expressão e fosforilação de moléculas pró-
-inflamatórias. Tomados em conjunto, nossos re-

sultados sugerem que o ômega-3 induza melho-
ra na via de sinalização da insulina no fígado de
camundongos, pelo menos em parte, por reduzir
inflamação. Esses resultados podem explicar me-
nores níveis de glicose de jejum.
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