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1. INTRODUCAO

Ha duas familias principais de é&cidos graxos poli-insaturados (AGPI): a
familia dGmega-3 e 6mega-6, das quais 0s mais conhecidos componentes sao o
acido o-linolénico (18:3, n-3, LNA) e &cido linoleico (18:2, n-6, LA)
respectivamente, considerados &cidos graxos essenciais, pois s6 podem ser
adquiridos através da dieta. Ambos os &cidos, Omega-6 e Omega-3 tém sido
associados a efeitos benéficos para a saulde cardiovascular. Entretanto, a
importancia da relagdo n-6/n-3 fundamenta-se na competigao existente entre eles
(SANTOS et. al., 2013). Diversos beneficios do 6mega-3 vém sendo apontados,
inclusive a melhora na homeostasia da glicose, que envolve diversos mecanismos
moleculares, tais como a estimulacdo da via de sinalizagdo da insulina (KIECOLT
et. al.,, 2011; WU et. al., 2012). Além disso, foram identificadas caracteristicas
anti-inflamatérias e antioxidantes no AGPI 6mega-3, dois fatores importantes na
resisténcia a insulina (SURESH e DAS, 2003).

A insulina € um polipeptidio secretado pelas células Beta do pancreas, com
importante papel na homeostase da glicose (EHRMANN, 2005). A sinalizagcéo
intracelular da insulina comega com a sua ligacdo a um receptor especifico de
membrana. Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos
proteicos em tirosina (PATTI; KAHN, 1998; PESSIN; SALTIEL, 2000). A
fosforilagdo das proteinas IRS cria sitios de ligacdo para outra proteina citosolica,
denominada fosfatidilinositol 3-quinase (PI3qg), promovendo sua ativagéo
(BACKER et al., 1992). A ativacdo da PI3g aumenta a fosforilacdo em serina da
proteina quinase B (Akt) e isso permite o transporte de glicose nos tecidos,
através da translocacdo da proteina GLUT4 para a membrana celular (CZECH,
COVERA 1999). A obesidade, especialmente do tipo visceral, leva ao
desenvolvimento da resisténcia a acao da insulina no figado, sendo esta uma das
principais causas do desenvolvimento da intolerancia a glicose e subsequente do
Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 (MADEC et. al., AL 2011).

Frente ao grande namero de estudos que indicam a importancia do AGPI
em diversos processo fisiologicos, o presente estudo pretende avaliar qual o
impacto exercido por uma dieta com elevada razdo Omega-3/0mega-6 em
marcadores de sensibilidade a insulina em animais suplementados na gestacéo e
ao nascimento. Segundo SYMONDS et. al. (2010), o ambiente nutricional e
metabodlico materno é fundamental para determinar ndo apenas a sua capacidade
reprodutiva, mas também a salde em longo prazo e viabilidade das crias. Como
estudos com humanos, neste sentido séo dificeis devido a dificuldade de controlar
fatores externos e também pelos aspectos éticos, o presente estudo investiga em
modelo experimental, ratos, que assemelham-se em muitas funcdes fisiologicas a
humanos.
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2. METODOLOGIA

Para este estudo foram usadas 16 amostras de figados de ratos Wistar,
obtidos de outro estudo. A geracdo fundadora (FO) foi composta por trinta e seis
fémeas, que foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: (1) os ratos
alimentados com uma dieta elaborada com éleo de linhaga, com uma elevada
razdo n-3/n-6 (2,44/1) (grupo O, n=18) e (2) os ratos alimentados com uma dieta
controle, elaborada com éleo de soja, com menor razao n-3/n-6 (0,07/1) (grupo C,
n=18). Durante o experimento os machos receberam apenas dieta controle. Os
animais foram aclimatados ao alojamento e dietas durante 30 dias e depois
acasalados. Da prole de FO, as fémeas ao desmame (21 dias) foram classificadas
para compor a geragéo F1 que se dividiu em 3 grupos: (1) fémeas do grupo O que
continuaram a receber dieta com elevada razdo n-3/n-6 (O/O, n=16), (2) fémeas
do grupo O que comecaram a receber dieta de controle (O/C, n=16) e (3) fémeas
do grupo C que continuaram a receber dieta de controle com baixa razao n-3/n-6
(C/C, n=16). Foram sacrificadas seis fémeas da geracédo F1 para cada grupo no
pés-parto (a0 desmame, 21 dias apds o parto). As fémeas foram mantidas em
jejum durante 12 horas durante a noite, e em seguida, elas foram anestesiadas e
sacrificadas de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel.

O RNA total foi isolado a partir de amostras de figado, utilizando reagente
TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, EUA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
O RNA total foi purificado utilizando colunas RNeasy e tratamento com DNase
(Qiagen, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. Auséncia de degradagao
do RNA foi verificada em um gel de agarose para verificar a presenca das
subunidades 28S e 18S intactas, apos eletroforese em 80V, durante 1h30. A
pureza e a concentracdo do RNA foi medida com um espectrofotbmetro de UV
(UV Mini 1240, Shimadzu). A transcrigao reversa foi realizada com 1 ug de RNA
usando o kit High Capacity cDNA RT com inibidor de RNase (Applied Biosystems,
Foster City, EUA), em um volume de 10 pL. A reagdo foi realizada num
termociclador (MyCycleTM termociclador, Bio Rad), utilizando o seguinte
programa de temperatura: 25° C durante 10 min, 37° C durante 120 minutos e 85°
C durante 5 minutos. O cDNA foi, em seguida, diluido a 5 ng/pL.

Real-Time PCR quantitativo usando corante SYBR Green foi utilizado para
avaliar a expressédo de IRS1 , IRS2 e GLUT4. A B-actina (ACTB), desidrogenase
de gliceraldeido-3-fosfato (G3PDH) e subunidade 18S do RNA ribossémico (18S)
foram utilizados como controles internos e a média geométrica calculada e
utilizada para normalizar os dados. Cada amostra foi executada em duplicata, e
uma curva-padrao de 5 pontos foi gerada utilizando diluicbes em série de cDNA
preparados a partir de amostras de figado para calcular a eficiéncia de cada par
de primers. Cada placa de ensaio incluiu um controle negativo em duplicata. O CV
foi inferior a 10% para todos os pares de primers utilizados. As reacfes foram
realizadas num instrumento ABI Prism 7500-Fast (A AE(];olled Biosystems, CA). A
expressao génica foi calculada usando o método do 2

Os resultados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média
(SEM). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando SAS (SAS
Institute Inc, Cary, NC, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste estudo ndo encontramos resultados estatisticamente significativos,
apesar de diferencas numéricas, nenhum dos grupos se destacou, a expressao
de GLUT4 teve uma discreta diminuicao, tanto no grupo que recebeu émega no
pré e pos parto (6mega-6mega), quanto no grupo que somente as maes
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receberam (6mega-controle), em relacdo aqueles que nunca receberam a
suplementacdo (controle-controle). Para IRS1 e IRS2 no grupo 6mega-6mega
houve pequeno aumento e no grupo 6mega-controle houve discreta diminuicao
da expresséo quando comparados aos controles.
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Figura 1- Graficos representativos da expresséao de GLUT 4, IRS 1, IRS 2.

LOMBARDO et. al. (2007) foi o primeiro a mostrar reversao da resisténcia a
insulina em ratos apds adicdo de Oleo de peixe (7%) na dieta por 2 meses. No
entanto, GILLAM et. al. (2009) nédo encontraram efeitos benéficos dos acidos
graxos w-3 em relagdo ao estado de resisténcia a insulina, funcédo pancreatica,
em ratos alimentados com dieta contendo 10% de 6leo de linhaca ou menhadem
apos 8,5 semanas. LUZ et. al. (2012) em estudo, para avaliar os efeitos da
suplementacdo do 6mega-3 (n-3) sobre a sinalizacdo da insulina e via pro-
inflamatoéria no tecido hepéatico de camundongos, encontrou diminuicdo da
glicemia dependente do tempo e da dose e aumento da fosforilacdo do IR, IRS1 e
Akt o que significa aumento na transduc¢éo do sinal insulinico no figado e reducéo
da expressdo de moléculas pro-inflamatorias, no entanto em seu estudo a
suplementacéo foi com 6leo de peixe rico em DHA e EPA e os resultados mais
relevantes foram com doses de 10 mg por 21 dias.

Na revisdo bibliografica os estudos encontrados sdo bem controversos
principalmente quando o dmega-3 utilizado para suplementacdo é proveniente da
linhaca rico em acido a-linolénico (ALA), do que quando o Gleo é proveniente de
peixes rico em acido docosaexaenoico (DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA),
pois, segundo NETTLETON (1991) os efeitos dos 6leos ricos em ALA sdo mais
modestos do que os exercidos pelos 6leos ricos em EPA, pois somente pequenas
guantidades de ALA séo convertidas em EPA para exercer efeitos biologicos.

4, CONCLUSOES

Frente ao resultado que ndo demonstrou nenhuma diferenca na expressao
de IRS1, IRS2 ou GLUT4 entre os animais suplementados e 0s nao
suplementados com d6mega-3 e a controvérsia de resultados encontrados na
revisao, ressalta-se a importancia de novos estudos com o objetivo de esclarecer
as vias envolvidas no metabolismo dos AGPI 6mega-3, identificar dose
necessaria para que ocorra resposta, razdo n-3/n-6, tempo de suplementacéo
assim como efeitos em sucessivas geracoes.
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