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Almeida MM. Caracterização da função e morte de neutrófilos em mulheres pré-

diabéticas e diabéticas: modulação pela suplementação com ômega 3. 2019. 93 f. 

Dissertação Mestrado Interdisciplinar em Ciência da Saúde. Universidade Cruzeiro do 

Sul, São Paulo: Universidade Cruzeiro do Sul, São Paulo, 2019. 

RESUMO 

O diabetes mellitus (DM) é um problema crescente em todo o mundo. Pacientes 

diabéticos apresentam alteração na função de neutrófilos associado a um estado de 

inflamação crônica e redução da capacidade de cicatrização. Os AG podem modular 

a função e morte de neutrófilos e desta forma alterar a resposta inflamatória. A 

suplementação com AG poliinsaturados Ômega-3, como o eicosapentaenoico (EPA) 

e docosahexaenoico (DHA) tem sido utilizada para o controle da inflamação em 

doenças autoimunes e está relacionada com a redução do risco de aterosclerose e 

doenças cardiovasculares. No entanto, o efeito da suplementação com Ômega 3 em 

neutrófilos de mulheres pré-diabéticas e diabéticas ainda permanece a ser melhor 

elucidado. O objetivo deste estudo foi o de caracterizar o efeito do diabetes na função 

de neutrófilos de mulheres controle (com glicemia ≤100mg/dL), pré-diabéticas 

(glicemia ≥125mg/dL) e diabéticas (glicemia ≤126mg/dL).e investigar o efeito da 

suplementação com Ômega-3 na função e morte de neutrófilos nestes grupos de 

mulheres. Participaram deste estudo 122 mulheres, acima de 40 anos. Para 

determinação do efeito do pré-diabetes e diabete na função dos neutrófilos as 

voluntárias foram inicialmente divididas em 3 grupos 1-) controle, 2) pré-diabéticas e 

3) diabéticas. Posteriormente, o efeito da suplementação com Ômega 3 foi avaliado, 

para isto as mulheres foram subdivididas em 6 grupos 1-) suplementado com lecitina 

de soja (placebo), 2-) suplementado com Ômega 3, 3-) pré-diabético suplementado 

com lecitina de soja, 4-) grupo pré-diabético suplementado com Ômega 3, 5-) 

diabético suplementados com lecitina de soja, 6-) diabético suplementado com 

Ômega-3. Foi utilizado o suplemento High Ômega com dose diária equivalente a 1,95 

g/dia. A suplementação foi realizada por método duplo cego e as avaliações foram 

determinadas antes e após 3 meses de suplementação. Neutrófilos foram obtidos da 

corrente sanguínea e as seguintes análises foram realizadas: expressão de moléculas 

de adesão (CD54 e CD62L), fagocitose, produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) e de citocinas, integridade de membrana celular, fragmentação de DNA e 

polaridade de membrana mitocondrial. Na primeira parte do estudo foi observado que 



 
 

os grupos pré-diabético e diabético apresentaram um percentual de mulheres com 

excesso de peso maior do que o grupo controle. Os neutrófilos das voluntárias 

diabéticas expressaram menos CD54 (ICAM), não alteraram a produção de ERO após 

estímulo de LPS e apresentaram uma despolarização da membrana mitocondrial. 

Após a suplementação com Ômega 3 houve aumento da expressão de CD62L e 

redução de CD54 nos três grupos avaliados. A produção de ERO por neutrófilos 

estimulados foi inibida no grupo controle e pré-diabético. O grupo diabético 

permaneceu sem responder ao estímulo. Os neutrófilos sem estímulo do 

Lipopolissacarídeo (LPS) tiveram a produção das citocinas pro-inflamatórias (TNFα, 

IL1β e IL-6) inibida após a suplementação com ômega 3. No entanto, a suplementação 

induziu a produção de citocinas após estímulo dos neutrófilos com LPS. Os 

parâmetros de morte dos neutrófilos não foram alterados pela suplementação. A 

suplementação com lecitina de soja levou a efeitos similares ao do ômega 3 na função 

de neutrófilos. Concluímos que a suplementação com ômega 3 teve um efeito anti-

inflamatório na função dos neutrófilos das mulheres pré-diabéticas e diabéticas, além 

disso tornou os neutrófilos mais responsivos a estímulo para produção das citocinas 

pró e anti-inflamatórias. Esses efeitos poderiam auxiliar no controle da resposta 

inflamatória crônica verificada em pacientes diabéticos. 

Palavras Chave: Leucócitos, Diabetes, citocinas, moléculas de adesão, EPA, DHA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Almeida MM. Characterization of neutrophil function and death in pre-diabetic and 

diabetic women: modulation by omega 3 supplementation. 2019. 93 f. Dissertation 

Interdisciplinary master’s in health sciences. Cruzeiro do Sul University, São Paulo: 

Cruzeiro do Sul University, São Paulo, 2019. 

ABSTRACT 

Diabetes mellitus (DM) is a growing problem worldwide. Diabetic patients have altered 

neutrophilic function associated with a state of chronic inflammation and reduced 

healing capacity. GA can modulate neutrophil function and death and thus alter the 

inflammatory response. Omega-3 polyunsaturated GA supplementation, such as 

eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA), has been used to control 

infection in autoimmune diseases and is useful in reducing the risk of atherosclerosis 

and cardiovascular disease. However, the effect of omega 3 supplementation on 

neutrophils in pre-diabetic and diabetic women remains the best elucidated one. The 

aim of this study was to characterize the effect of diabetes on neutrophil function in 

control (glycemia≤100mg / dL), prediabetic (glycemia ≥125mg / dL) and diabetic 

(glycemia ≤126mg/ dL) women. Omega-3 supplementation in neutrophil function and 

death in these groups of women. A total of 122 women over 40 years old participated 

in this study. To determine the effect of pre-diabetes and diabetes on neutrophil 

function, the volunteers were divided into 3 groups: 1) control, 2) pre-diabetic and 3) 

diabetic. Subsequently, the effect of omega 3 supplementation was evaluated, for 

example, women were subdivided into 6 groups 1-) supplemented with soy lecithin 

(placebo), 2-) supplemented with pre-diabetic omega 3, 3-) supplemented with soy 

lecithin; 4-) pre-diabetic group supplemented with omega 3; 5-) diabetic supplement 

group with soy lecithin; 6-) omega-3 diabetic supplement group. High omega with a daily 

dose equivalent to 1.95 g / day was used or supplemented. Supplementation was 

performed by the double-blind method and evaluations were used before and after 3 

months of supplementation. Neutrophils were submitted to the bloodstream and were 

performed: adhesion molecule expression (CD54 and CD62L), phagocytosis, 

production of reactive oxygen species (ROS) and cytokines, cell membrane integrity, 

DNA fragmentation and mitochondrial membrane polarity. In the first part of the study, 

pre-diabetic and diabetic groups were observed, with a higher percentage of 

overweight women than the control group. Neutrophils from diabetic volunteers 

express less CD54 (ICAM), do not alter the production of ROS after stimulation with LPS 



 
 

and observe a mitochondrial membrane depolarization. After omega 3 

supplementation, there was an increase in CD62L expression and a reduction in CD54 

in the three reference groups. ROS production by stimulated neutrophils was inhibited 

in the control and pre-diabetic group. The diabetic group remained unresponsive to the 

stimulus. Neutrophils without lipopolysaccharide stimulation (LPS) had the production 

of proinflammatory cytokines (TNFα, IL1β and IL-6) inhibited after omega 3 

supplementation. However, supplementation induced cytokine production after 

neutrophil use with LPS neutrophil death parameters were not altered by 

supplementation. Soy lecithin supplementation led to similar effects to omega 3 on 

neutrophil function. We conclude that omega 3 supplementation had an anti-

inflammatory effect on the neutrophil function of pre-diabetic and diabetic women, in 

addition to becoming the most responsive neutrophils, stimulating the production of 

proinflammatory cytokines. These effects help control the chronic inflammatory 

response in diabetic patients. 

Keywords: Leukocytes, Diabetes, Cytokines, Adhesion Molecules, EPA, DHA
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Diabetes  

O diabetes mellitus (DM) é um problema crescente em todo o mundo. 

Aproximadamente 8,8% das 7,6 bilhões pessoas que compõe a população mundial, 

com idade entre 20 a 79 anos de idade, possui DM (ONU, 2019, International Diabetes 

Federation, IDF, 2017). Em 2015, em torno de 415 milhões de adultos desenvolveram 

DM, porém em 2040 esta estatística pode aumentar para 642 milhões (IDF, 2015). Na 

América Central e do Sul, a estimativa é de que 26 milhões de pessoas apresentam 

DM. O problema tornasse ainda mais grave quando a estatística demonstra que na 

América Latina aproximadamente 40% das pessoas com DM não sabem que 

possuem a doença e não realizam nenhum tipo de tratamento. No Brasil 12,5 milhões 

de pessoas apresentam DM mellitus (IDF,217; Sociedade Brasileira de Diabetes, 

SBD, 2017-2018).  

A incidência de DM está relacionada com fatores epidemiológicos, 

nutricionais, sedentarismo, sobrepeso e obesidade (SBD, 2017-2018).  

O DM é caracterizado por um quadro de hiperglicemia provocado por falha 

na produção ou na ação da insulina. A ação deficiente da insulina pode ser decorrente 

de uma secreção inadequada pelas células β pancreáticas ou redução da resposta 

tecidual a ação deste hormônio (American Diabetes Association, ADA, 2010). O DM 

tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2) são os mais comumente encontrados. O DM1, é 

decorrente de destruição ou perda de função das células β pancreáticas o que resulta 

em redução ou inibição da produção de insulina. A destruição das células β pode ser 

provocada por alteração autoimune, inflamação ou apoptose (ATKINSON & 

MACLAREN, 1994; DONATHAND et al., 2004; CHIANG et al.,2014; INSEL et al., 

2015). Já o DM tipo 2 é mais prevalente na população do que o DM tipo 1 e está 

associado com o acúmulo do tecido adiposo visceral (KAHN ,2000; COLDITZ et al., 

1995; MOKDAD et al., 2003). Este tipo de DM é considerado uma doença metabólica 

complexa caracterizada por resistência tecidual à ação da insulina, a qual pode evoluir 

para redução ou inibição da secreção deste hormônio (FORD, et al 2002). Inicialmente 
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a resistência tecidual à ação da insulina promove o aumento na produção deste 

hormônio, na tentativa de estabilizar a glicemia (DICKSON E RHODES, 2004) porém, 

há um desequilíbrio da glicemia, sendo observado uma hiperglicemia simultânea ao 

aumento da secreção de glucagon. Ocorre ainda, aumento da produção hepática de 

glicose, lipólise e da concentração de ácidos graxos (AG) livres circulantes 

(DeFRONZO et al., 2004, 2009). O aumento da produção de glicose pelo fígado é 

observado no estado basal, apesar da presença da hiperinsulinemia em jejum 

(KASHYAP et al., 2003) e supressão prejudicada da produção de glicose hepática em 

resposta à insulina (GROOP et al., 1989), como ocorre no estado pós-prandial 

(DEFRONZO et al., 1989). 

A glicemia é utilizada como critério de diagnóstico clínico para DM (Sociedade 

Brasileira de Diabetes, 2018). Outro fator utilizado é a hemoglobina glicada. O 

Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) em 1987 considerou este parâmetro 

como um exame padrão ouro para o controle metabólico do DM1 (ADA, 2010). A 

Associação Americana de Diabetes (ADA) recomenta que o diagnóstico do DM seja 

dado pela análise da concentração de glicose no sangue em jejum e/ou concentração 

de glicose no plasma 2 horas após ingestão de 75g de glicose. A porcentagem de 

hemoglobina glicada também é utilizada para o diagnóstico (ADA, 2019). De acordo 

com os resultados obtidos nos exames, os pacientes podem ser classificados como 

pré-diabéticos ou diabéticos.   

O pré-diabetes é um sinal para o risco não só do DM, mas também de 

doença cardiovascular e está associado à obesidade, sobretudo obesidade abdominal 

ou visceral (ADA, 2019). O DM pode levar a consequências como: neuropatia 

diabética (LIMA et al., 2017), nefropatia (DeFronzo, 1995; ADA, 2004), retinopatia 

diabética (IDF, Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, 2017), 

alteração vascular (ZHANG et al., 2012; IDF, 2015), alteração na cicatrização 

(HATANAKA, 2007), alteração no processo inflamatório (HATANAKA, 2006) e 

alteração do sistema imune (ALBA-LOUREIRO, 2006, 2007). Além disso, o DM altera 

a liberação de mediadores químicos denominados citocinas ou interleucinas.   

As citocinas apresentam efeitos pró ou anti-inflamatórios. Dentre as citocinas 

pró-inflamatórias estão: IL-1β, IL-6, IL-8 e TNFα. As citocinas anti-inflamatórias 

possuem o propósito de controlar a inflamação, são exemplos destas: IL-4, IL-10 e IL-
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13 (SMITH 2000, MOLDOVEANU et al., 2001).  Indivíduos diabéticos apresentam 

excesso na produção da citocina pró-inflamatória TNF-α (ASNAGHI et al., 2003; 

KOYA E KING, 1998) quando comparado a indivíduos com glicemia normal (até 100 

mg/dL). O aumento na concentração plasmática de TNF-α associado a elevação na 

concentração de glicose, leva a alteração do estímulo e a ativação do fator NF-kapa 

B (IWASAKI et al., 2007; YERNENI et al., 1999), o qual é responsável pelo controle 

da produção de citocinas e resposta inflamatória em leucócitos. 

 Outro ponto importante regulado pelo DM é a via de ativação do TLR4 em 

células imunes inatas, como monócitos e macrófagos (KHONDKARYAN et al., 2018) 

e neutrófilos KUWABARA et al., 2018). Deste modo, o DM pode levar a alteração no 

início e restabelecimento de quadros inflamatórios. 

De fato, estudos já demonstraram que pacientes diabéticos apresentam 

prejuízo na cicatrização e resolução de processos inflamatórios (HATANAKA, et al. 

2007), os quais podem estar relacionados com alteração na função de leucócitos, 

assim como os neutrófilos, responsáveis pelo início e sustentação do processo 

inflamatório (ALBA-LOUREIRO et al 2006, 2007). 

1.2 Neutrófilos 

Os neutrófilos são produzidos na medula óssea a partir de células 

pluripotenciais. Diariamente são liberados na circulação aproximadamente 0,8-

1,6x109 neutrófilos por Kg de peso corpóreo (AKGUL; MOULDING e EDWARDS, 

2001; MAIANSKI et al., 2004). As células maduras apresentam um núcleo 

segmentado em 3 a 5 lóbulos ligados entre si por finas pontes de cromatina, por isso 

são chamados de leucócitos polimorfonucleares (ABBAS, 2012). No entanto, a célula 

muito jovem tem núcleo não segmentado em lóbulos em forma de ferradura, sendo 

chamada de neutrófilo com núcleo em bastonete ou bastões (SILVERTHORN et al., 

2011). No citoplasma dos neutrófilos existem três tipos de grânulos: os primários ou 

azurófilos, o secundário ou específicos e os terciários. A distinção entre estes é 

realizada de acordo com a cronologia do aparecimento durante o processo de 

maturação dos neutrófilos na medula óssea e com a composição química de cada 

tipo, o que determina as diferenças em suas funções (FAURSCHOU e 

BORREGAARD, 2003). As enzimas presentes no interior dos granulos dos neutrófilos 
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auxiliam na lise de bacterias e agentes invasores. Os neutrófilos podem ser ativados 

por citocinas e quimiocinas liberadas por células secretoras, assim como: neutrófilos 

residentes, mastócitos e basófilos (LAGRANHA et al., 2005). Após sua ativação, a 

resposta neutrofílica envolve migração para o local lesionado, fagocitose das 

partículas mortas e/ou micro-organismos invasores, produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias (BALBINO; 

PERREIRA e CURI, 2005), responsáveis pelo controle do processo inflamatório.  

1.3 Função dos Neutrófilos 

Os neutrófilos são considerados a primeira linha de defesa do organismo, 

pois são as primeiras células a chegarem ao local lesionado (WALSH, et al., 2011; 

KOBAYASHI; VOYICH; DELEO, 2003). Estas células saem da circulação sanguínea 

após entrarem em contato com substâncias quimioatraentes e realizarem adesão ao 

endotélio vascular e diapedese (passagem do neutrófilo entre as células endoteliais) 

(MANTOVANI et al 2011) (Esquema 1).   

 

 Esquema 1. Sequência esquemática do neutrófilo. Os neutrófilos presentes na circulação (1) 
iniciam a marginação devido à diminuição da velocidade do fluxo sanguíneo e aumento da força de 
adesão devido interações leucócito endotélio. O rolling ocorre devido à interação de L selectina 
presente na membrana dos neutrófilos com moléculas presentes nas células endoteliais (2). A adesão 
dos neutrófilos às células endoteliais através interação das integrinas presentes na membrana dos 
neutrófilos com as imunoglobulinas presentes no endotélio (ICAM) (3) e, extravasam para o espaço 
extravascular através das junções interendoteliais (4) sendo guiados pelo gradiente quimiotáxico até o 
foco inflamatório. FONTE: https://veteriankey.com/inflammation-and-healing/. Acesso em: 21/06/2018 
(modificado). 

https://veteriankey.com/inflammation-and-healing/
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As moléculas de adesão desempenham um papel importante na interação 

entre células endoteliais e neutrófilos (PATARROYO e MAKGOBA, 1989). Estas 

moléculas compõem a família das selectinas e integrinas, as quais interagem com 

ligantes específicos e possibilitam a migração dos neutrófilos para os sítios de 

inflamação. O processo migratório inicia-se através da interação entre ligantes de 

selectinas presentes nas células endoteliais (P-Selectina e E-Selectina) com 

receptores presentes na membrana dos neutrófilos (L-Selectina). A L-selectina (CD62) 

é a principal proteína responsável pela adesão e rolamento do neutrófilo na parede do 

vaso sanguíneo (DELVES; ROITT, 2000; MAYADAS et al 2013). Dentre os membros 

da família das integrinas as moléculas CD11/CD18 são as mais abundantes nos 

neutrófilos (ARNAOUT, 1990). As moléculas CD11/CD18 fazem parte de uma família 

de glicoproteínas de superfície celular, composta por 3 heterodímeros que 

compartilham uma subunidade β comum (CD18) com uma subunidade α distinta 

(CD11a, CD11b, CD11c). As três cadeias da família CD11/CD18 têm pesos 

moleculares de 177 kD (CD11a, LFA-1), 165 kD (CD11b, CR3) e 150 kD (CD11c, 

p150, 95) e são produtos de três genes separados (CORBI et al., 1988).  As ligações 

das subunidades α e β acontecem no aparelho de Golgi e os receptores agrupados 

são transportados para a superfície celular ou para os depósitos intracelulares onde 

exercem suas funções (HARLAN, 1985). 

A adesão e diapedese do neutrófilo ao endotélio também são mediadas por 

moléculas na superfície do endotélio assim como a ICAM-1 (intercellular adhesion 

molecule-1) (CD54), a qual é uma glicoproteína da superfamília das imunoglobulinas 

(DIAMOND, 1990; BEVILAQUA et al., 1994; SOLOVEY et al., 2001). Os neutrófilos 

aderem-se às células endoteliais através interação das integrinas presentes na 

membrana dos neutrófilos com as imunoglobulinas presentes no endotélio (ICAM) e, 

extravasam para o espaço extravascular através das junções interendoteliais. 

Após migrarem até o local lesionado, os neutrófilos reconhecem e 

fagocitam os microrganismos invasores por meio de receptores presentes em sua 

membrana celular. A fagocitose envolve duas classes de receptores, os receptores 

Fcy – FcyRIIA (CD32) e FcyRIIIB (CD16), e os receptores do complemento CR-1 

(CD35) e CR3 (CD11b/CD18 integrina) (Witko-Sarsat et al., 2000). Os receptores 

CD11b e CD18 também atuam no processo de reconhecimento do microorganismo 

invasor (WITKO-SARSAT et al., 2000). O receptor para complemento do tipo 1 (CR1), 
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também denominado CD35 ou receptor para C3b/C4b é uma glicoproteína intrínseca 

de membrana das células leucocitárias (Fearon, 1980) que está relacionado com a 

fagocitose de partículas opsonizadas por C3b e C4b (MEDOF et al., 1982). 

 Durante a fagocitose a internalização do patógeno ocorre pela emissão de 

projeções da membrana (pseudópodes) destas células até que o patógeno seja 

completamente internalizado no vacúolo fagocítico este por sua vez, funde-se com o 

lisossomo para que ocorra a digestão do conteúdo internalizado (COHEN et al.,1994; 

LOHMAN et al., 1988, STUART; EZEKOWITZ, 2005; KOLACZKOWSKA et al.,  2013).  

 A fagocitose realizada por neutrófilos induz a ativação do complexo 

enzimático NADPH- oxidase (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato- oxidase), o 

qual é responsável pela geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

(KLEBANOFF, 2005; HAGER, 2010).  

A enzima NADPH-oxidase está localizada na membrana plasmática das 

células de origem mesodérmica e leucocitária (BABIOR, 1999). Esta enzima converte 

a molécula de oxigênio (O2) em ânion superóxido (O2-), uma potente ERO, utilizando 

o NADPH como doador de elétrons (CLARK et al., 1990; DUSI; DONINI; ROSSI, 1996, 

DINAUER et al., 2014). Para a geração do ânion superóxido a NADPH-oxidase ativa 

proteínas localizadas no citosol assim como: p47phox, p40phox  p67phox, proteínas G, 

Rac1 e Rac2 (CHAMOCK et al .,1994; GROEMPING et al., 2005) e proteínas de 

membrana que compõe o flavocitocromo b558, como: gp91phox e p22phox (VIGNAIS, 

2002). Quando os neutrófilos são ativados ocorre fosforilação e ativação do 

componente p47phox, responsável por recrutar e transportar os demais componentes 

do citosol (p40 phox e p67 phox) em direção a membrana celular. Posteriormente ocorre 

o acoplamento destes ao citocromo b558 (El-BENNA et al., 1994; FAUST et al., 1995; 

QUINN E GAUSS, 2004; GROEMPING et al., 2005). Membros da superfamília Ras 

da proteína ligadora de GTP: Rac 1 e/ou Rac 2 (HEYWORTH et al., 1994) e PKC 

regulam o funcionamento do complexo da enzima NADPH-oxidase. A PKC auxilia na 

fosforilação do componente p47phox (DE A PAES et al., 2011). 

O ânion superóxido gerado pela oxidase pode ser dismutado a peróxido de 

hidrogênio (H2O2), e este por meio da oxidação de Cl- catalisada pela mieloperoxidase 

pode gerar ácido hipocloroso (HOCl-) (Babior et al., 2004). O equilíbrio entre a 
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produção e a remoção das ERO é importante para o controle da lesão e 

restabelecimento do processo inflamatório, pois o excesso de ERO leva ao aumento 

da lesão celular e tecidual, além de contribuir para indução de morte celular (SMITH, 

1994, Narayanan et al., 1997). Por outro lado, a falta de ERRO reduz a capacidade 

microbicida dos neutrófilos facilitando a instalação de infecção. 

 

Esquema 2. Produção de espécies reativas de oxigênio por neutrófilos. O ânion 
superoixdo por ser instavel, é convertido pela ação do supreóxido desmutase em 
peroxido de hidrogenio (H2O2), e este pode gerar ácido hipoclorito (HOCl). Por sua 
vez o peróxido de hidrogênio combinado mais ação do ferro gera Radical hidroxil. 
Mofificado (BABIOR, 2004). 

Além das ERO, a ação microbicida desenvolvida pelos neutrófilos depende 

também da liberação de proteínas e enzimas presentes nos grânulos citoplasmáticos 

dos neutrófilos (BABIOR et al., 2005). Os grânulos secundários apresentam 

lactoferrina, lisozima, gelatinase, fosfatase alcalina e proteínas ligantes a B12, e não 

contém peroxidase (BORREGAARD et al., 1993; BORREGAARD e COWLAND, 

1997). Os grânulos terciários contém gelatinase, uma enzima com grande similaridade 

a colagenase neutrofílica e a heparanase (MOLLINEDO et al., 1997). 

O controle da inflamação pelos neutrófilos também é realizado pelas 

citocinas e quimiocinas (PYNE, 1994). Os neutrófilos produzem citocinas anti e pró 

inflamatórias, além disso também apresentam receptores de superfície celular 

específicos para os diferentes tipos de citocinas (FUTOSI et al., 2013). Os neutrófilos 

produzem citocinas pro- (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-9, IL-16, IL-17, IL-18 e MIF)  que 

ativam e atraem outros leucócitos assim como monócitos, linfócitos T e Bpara o local 

da lesão ou inflamação (SELVATICI et al., 2006; RIGBY e DELEO 2012; KIELIAN et 
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al., 2004; El-BENNA et al., 2016, CASSATELLA 1999; SCAPINI et al., 2000; 

MANTOVANI et al., 2011). Além destas, os neutrófilos também produzem  citocinas 

anti-inflamatórias ( IL-1ra, IL-4, TGF1β e TGF1β) (Tecchio, Micheletti et al. 2014) . 

Dentre as citocinas liberados por linfócitos, macrófagos e monócitos 

residentes estão o TNF-α e a IL-1β, as quais auxiliam no recrutamento de neutrófilos 

circulantes para o local da lesão ou infecção (KOLACZKOWSKA; KUBES 2013).  

O TNFα pode ser secretado por fagócitos mononucleares, neutrófilos, 

linfócitos, células endoteliais e mastócitos (MATTHEWS et al., 1987; KOBAYASHI et 

al 1989; BAGGIOLINI et al., 1997). Esta citocina desempenha funções importantes 

sobre a proliferação celular, necrose e apoptose (TRACEY et al., 2008). Além disso, 

aumenta atividade fagocítica de fagócitos, induz liberação de enzimas lissosomais e 

estimula a produção de superóxido (KLENANOFF et al., 1997). Deste modo, o TNFα 

apresenta função fundamental na dinâmica da resposta inflamatória CRUVINEL et al., 

2010).   

A IL-1β, é uma das formas moleculares de IL-1, sendo produzida por 

neutrófilos, monócitos, macrófagos e células dendríticas, importantes marcadores de 

indução da resposta inflamatória (FERRERO-MILIANI et al., 2007). É expressa 

também em neurônios nociceptivos do gânglio da raiz dorsal (LIN et al., 2000; ZHANG 

et al., 2007; RAEBURN et al., 2002). Possui função pró-inflamatória e regula 

moléculas de adesão celular e o extravasamento das células do vaso para o tecido 

(DEJANA, BERTOCCHI et al. 1988, SMITH, 2000). 

A citocina IL-6 está relacionada com controle de respostas inflamatórias 

(AKIRA et al., 1993), podendo exercer papel pró ou anti-inflamatório. Numa condição 

pró-inflamatória promove maturação e ativação de neutrófilos, macrófagos e 

diferenciação e manutenção de linfócitos-T. Contudo, também exerce propriedades 

anti-inflamatórias durante a lesão, por liberar receptores solúveis de TNF α (LIN et al., 

2000; CURFS et al., 1997; RAEBURN et al., 2002). 

A citocina anti-inflamatória IL10 inibe a liberação das citocinas pró-

inflamatórias, principalmente TNF, IL-1 e IL-6, produzidas por macrófagos e monócitos 

ativados, estimulando a produção endógena de citocinas anti-inflamatórias (Zhang et 

al., 2007; CURFS et al., 1997). Deste modo, reduz a produção de mediadores 
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inflamatórios, incluindo as citocinas e quimiocinas liberadas por neutrófilos 

(CASSATELLA et al. 1993; KASAMA et al. 1994). 

A resolução do processo inflamatório depende do controle da ativação e da 

morte de leucócitos que migraram para o local da lesão. Classicamente são descritos 

dois processos de morte celular: a apoptose e a necrose. No entanto, atualmente 

outros tipos de morte celular têm sido descritos assim como: apoptose, necrose, 

necrose secundária, aponecrose, autofagia, oncose e senescência. A ocorrência 

destes depende de condições especificas, incluindo o meio e o estado da célula 

(RYTER et al., 2007). Alterações morfológicas e bioquímicas permitem a distinção 

entre os tipos de morte celular (KERR WYLLIE; CURRIE, 1980). 

Em 1972, KERR, WYLLIE e CURRIE introduziram o termo apoptose como 

um processo de morte celular programada que ocorre em situações como inflamação, 

mecanismo de defesa, injuria dano celular, processo de reposição celular e 

senescência, (LIMA et al., 2007; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). 

 Quando liberados da medula óssea, os neutrófilos permanecem por curto 

período na circulação (8-20 horas) e nos tecidos (1 a 4 dias), em seguida morrem por 

apoptose. A apoptose é caracterizada por alterações morfológicas e bioquímicas que 

levam a fragmentação do DNA (ácido desoxirribonucleico), condensação da 

cromatina, despolarização da membrana mitocondrial e externalização da proteína 

fosfatidilserina. Durante este processo ocorre formação de bolhas na membrana 

plasmática, as quais se desprendem da célula e dão origem aos corpos apoptóticos, 

assim a célula vai reduzindo de tamanho (MACFARLANE, 2009) e não perde seu 

conteúdo intracelular. A mitocôndria muda de forma, formando clusters perinucleares, 

(MAIANSKI, 2003) onde as proteínas pró-apoptóticas se fundem e promovem a 

permeabilização da membrana mitocondrial, possibilitando a liberação de proteínas 

mitocondriais pró-apoptóticas assim como o citocromo c (NEWMEYER; FERGUSON-

MILLER, 2003). 

Os sinais de morte ou de sobrevivência celulares podem ser regulados por 

proteínas reguladoras da família Bcl-2 que podem ativar ou proteger da apoptose. As 

proteínas desta família dividem-se em duas subfamílias com ação anti-apoptótica (Bcl-

2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 e A1/Bfl-1) ou pró-apoptótica (Bax, Bak, Mtd/Bok e Bcl-rambo) 
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(SHIMIZU et al., 1998). Alterações na expressão, localização subcelular, estado de 

fosforilação e processamento proteolítico das proteínas da família Bcl-2 modulam o 

programa de morte celular (KORSMEYER, 1995; MAYER e OBERBAUER, 2003; 

BONER, 2003). 

Já foi descrito que o DM1 e tipo 2 pode alterar a função e morte de 

neutrófilos (ALBA-LOUREIRO et al., 2007; HATANAKA et al., 2006) 

1.4 Diabetes e Neutrófilos 

A função de neutrófilos é alterada em ratos e camundongos diabéticos 

(ALBA-LOUREIRO et al., 2007). ALBA-LOUREIRO et al., (2006) demonstraram em 

ratos diabéticos que a atividade fagocitária e a produção de peróxido de hidrogênio, 

estimulada por acetato de forbol miristato (PMA), foi menor em neutrófilos de ratos 

diabéticos quando comparado com controles. Em 2008, estes autores demonstraram 

ainda que a produção e a liberação de IL-1β, TNFα, IL-10 e CINC (quimioatrativo de 

neutrófilo induzido por citocina-2alfa-beta) foi reduzida em neutrófilos ativados 

coletados da cavidade peritoneal de ratos diabéticos quando comparado a ratos 

controles. Alba-Loureiro e colaboradores sugeriram que a diminuição da produção de 

CINC pode estar relacionada ao aumento do processo de morte celular (ALBA-

LOUREURO et al., 2008). Vale a pena destacar que o tratamento dos ratos com 

insulina aboliu este efeito observado. Os autores sugeriram que a redução na função 

poderia estar envolvida no desequilíbrio da resposta inflamatória e aumento da 

apoptose de neutrófilos observado no DM (ALBA-LOUREURO et al., 2008). 

Em outro estudo HATANAKA e colaboradores verificaram que, em 

condições basais, isto é, na ausência de estímulo, os neutrófilos de pacientes 

diabéticos tipo 2 apresentaram uma maior expressão de interleucinas pro-

inflamatórias, assim como IL-8, IL-1β, TNFα e IL-1ra. O mesmo foi observado para as 

citocinas IL-8, IL-1β e TNFα após estímulo com LPS (Lipopolissacarídeo) 

(HATANAKA et al., 2006).   

O processo de morte celular dos neutrófilos também é modificado pelo DM. 

Em ratos, o DM mellitus induzido por estreptozotocina, levou ao aumento da morte de 

neutrófilos ativados após cultivo com PMA por 1 hora. Estes leucócitos apresentaram 
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diminuição da integridade da membrana plasmática, aumento da fragmentação do 

DNA e despolarização da membrana mitocondrial (KUWABARA et al., 2017).  

Ratos Goto-Kakizaki (GK) desenvolvem DM tipo 2 espontaneamente (Goto 

et al., 1976). KUWABARA et al., (2018) demonstraram que, em condições basais sem 

estímulos, os neutrófilos destes animais morreram por apoptose, verificada pela perda 

da integridade de membrana celular e ativação da caspase 3. O aumento da apoptose 

de neutrófilos poderia estar relacionado com a redução da migração e da resposta ao 

estimulo de LPS utilizado para estimular a produção de citocinas (KUWABARA et al., 

2018). 

As alterações na função e morte de neutrófilos podem contribuir para o 

aumento de infecções observado em diabéticos (GEERLINGS e HOEPELMAN, 1999). 

Nosso grupo já demonstrou em estudos anteriores que os AG também 

podem modular a função e morte de neutrófilos (GORJÃO et al., 2006; LEVADA-

PIRES et al., 2008; CURY-BOAVENTURA et al., 2008; PASCOAL et al., 2013). Dessa 

forma, a suplementação com AG poderia ser utilizada no controle dos efeitos 

deletérios do DM mellitus. 

1.5 Leucócitos e Ácidos graxos  

Situações ou patologias que alteram a concentração plasmática de AG, 

assim como jejum prolongado, exercício físico intenso e DM mellitus levam a 

modulação da função de leucócitos circulantes (YAQOOB, 1998; CALDER, et al., 

2002). Já foi descrito que a dieta induz a alteração na composição dos AG e 

fosfolipídios de membrana em macrófagos e linfócitos (CALDER, 2008).  

Os AG modulam a função de leucócitos por meio de alteração na 

composição de sua membrana celular (MADANI, et al, 2001); ativação de receptores 

(ADEREM E ULEVITCH, 2000); ativação vias de sinalização (YESSOUFOU et al., 

2006) e formação de segundos mensageiros (ALLEVA et al, 2002).  

Os AG podem ser incorporados nas membranas celulares na forma de 

fosfolipídios, participar na sinalização intracelular, ativação/inibição de fatores de 

transcrição e consequente modulação da expressão de genes (MARTINS DE LIMA et 
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al., 2007; CURI et al., 2002; SINGER et al., 1972), alterando assim a função celular. 

Já foi descrito que os AG atuam como moléculas biologicamente ativas na regulação 

de várias funções do sistema imune, assim como proliferação de linfócitos, produção 

de citocinas e de moléculas de adesão em macrófagos, fagocitose e quimiotaxia de 

neutrófilos e de macrófagos (KEW et al., 2003,KELLEY et al., 1999; CALDER, 2001; 

THIES et al., 2001; CALDER et al., 1990; ZHENG et al., 1999).  

A modulação da função dos leucócitos e citotoxicidade exercida pelos AG 

varia de acordo com o comprimento da cadeia de carbono e com o número de duplas 

ligações (LIMA et al., 2002). Desta forma, os diferentes tipos de AG podem modular o 

sistema imune de modo distinto, podendo exercer aumento ou inibição das funções 

dos leucócitos.  

1.6 Ômega 3 

Os AG são ácidos carboxílicos que desempenham um papel importante no 

metabolismo de leucócitos, podendo ser classificados de acordo com o número de 

carbonos em sua cadeia, em AG de cadeia curta (de dois a quatro átomos de 

carbono), AG de cadeia média (de seis a dez átomos de carbono) e AG de cadeia 

longa (acima de doze átomos de carbono) (CURI et al., 2002; MANHEZI et al., 2008; 

LIMA et al., 2007). 

Os AG são também classificados conforme a presença de duplas ligações 

(instaurações) entre as cadeias de carbono. Desta forma podem ser chamados de AG 

saturados na ausência de duplas ligações, monoinsaturados por conter presença de 

uma instauração ou AG poliinsaturados, por possuírem duas ou mais instaurações na 

sua cadeia de carbono (YOUDIM et al., 2000).  

A classificação em relação a localização da primeira dupla ligação a partir 

da extremidade do grupo metil, permite ainda a classificação dos AG em  ácidos 

ômega 3, ômega 6 e ômega 9. O AG ômega 3  apresenta a primeira dupla ligação no 

3º átomo de carbono (SIMOPOULOS, 2002), o AG ômega 6 apresenta a primeira 

dupla ligação no 6º átomo de carbono e ômega 9 apresenta a primeira dupla ligação 

no 9º átomo de carbono. Neste trabalho, houve especial interesse nos AG ômega 3. 

Os principais AG que compõem o ômega 3 são os poli-insaturados eicosapentaenoico 
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(EPA) e docosahexaenoico (DHA) (esquema 3), encontrados principalmente em 

peixes como salmão, atum e sardinhas (MARTINS et al., 2009, WOODMAN et al., 

2003). Os AG EPA e DHA são conhecidos como AG essências, deste modo o corpo 

humano não é capaz de sintetizar este tipo de AG e por este motivo o fornecimento 

ao organismo deve ser a partir da dieta (NETTLETON, 1995). 

        

Esquema 3. Estrutura química do ácido graxo ômega-3 poliinsaturado DHA docosahexaenoico e 
EPA eicosapentaenoico. Modificada: Shahidi; Ambigaipalan, 2018. 

Os efeitos benéficos dos AG ômega 3 para a saúde, EPA e DHA foram 

descritos primeiro nos esquimós da Groenlândia, pois consumiam uma alta demanda 

destes AG com dieta de frutos do mar e assim, apresentavam baixas taxas de doença 

cardíaca coronária, asma e DM mellitus tipo 2 (KROMANN e GREEN, 1998). 

Os japoneses também consomem dieta rica em peixes ricos em ômega 3 

e apresentam baixa prevalência de infarto do miocárdio e distúrbios inflamatórios ou 

auto-imunes crônicos (HIRAI et al., 1982; DYERBERG e BANG, 1979). Deste modo, 

os AG EPA e DHA são importantes na dieta e trazem benefícios para a saúde. 

Uma dieta rica em AG Ômega 3, permite efeitos favoráveis em doenças 

cardiovasculares, doenças autoimunes e inflamatórias (MAYSER et al., 2002). Já foi 

descrito que estes AG podem diminuir a pressão arterial, especialmente em indivíduos 

idosos e hipertensos. (GELEIJNSE, KOK e GROBBEE, 2002). Os AG ômega 3 tem 

apresentado resultados positivos no tratamento de doenças da artéria coronária, 

hipertensão, artrite, distúrbios e câncer (SIMOPOULOS, 1999), em decorrência de 

suas propriedades anti-inflamatórias (CALDER, 2007; DELGADO-LISTA et al., 2012; 

SIMOPOULOS, 2002). Além deste fato, os ômegas 3 também reduzem a 
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concentração de triglicerídeos, colesterol e adesão plaquetária (KARLSSON, 1997; 

RUSSELL; BURGIN-MAUNDER, 2012).  

RONDEAU et al., 2011 demonstraram que uma dieta rica em AG ômega 3 

reduz significativamente a ocorrência de infarto quando comparado com dieta rica em 

AG ômega 6 (RONDEAU et al., 2011). MEYDANI e colaboradores (1993) por sua vez, 

demonstraram que uma dieta com baixo colesterol e rica em AG ômega 3 é capaz de 

modular a resposta imune (MEYDANI et al., 1993).  

KEW et al., 2004 comparou a suplementação com ômega 3, contendo duas 

concentrações diferentes de EPA e DHA nos suplementos utilizados. Indivíduos 

saudáveis, com idade entre 23 e 65 anos, foram suplementados com EPA (dose de 

4,75 g/dia) acrescido de DHA (dose 0,73 g/dia) ou com DHA (dose de 4,91 g/dia) 

acrescido de EPA (0,85 g/dia). Estes autores não verificaram diferença na fagocitose 

em neutrófilos ou monócitos e na expressão de moléculas de adesão por monócitos 

decorrente do tipo de suplementação ou do tempo. 

O efeito anti-inflamatório AG ômega 3 pode estar relacionado com a ação 

de resolvinas, proteases e maresinas. Os AG ômega 3 são precursores das resolvinas 

E1 e D1, proteases D1 e R1 e maresinas através da ação das enzimas ciclooxigenase 

e lipoxigenase (SERHAN, CHIANG, & DALLI, 2017; SERHAN, CHIANG, DALLI, & 

LEVY, 2014). As resolvinas apresentam um papel importante no processo 

inflamatório, limitando os danos ao tecido e a propagação da resposta inflamatória 

(CALDER, 2010). Além disso, apresentam algumas vantagens em comparação a 

outras drogas anti-inflamatórias, devido aos seus efeitos na resolução da inflamação, 

sem modular a produção de outras moléculas de eicosanoides que têm efeitos 

fisiológicos importantes (MORO et al., 2016). Deste modo, esses mediadores lipídicos 

podem prevenir ou até auxiliar no tratamento de doenças crônicas inflamatórias 

(MORO, NAGAHASHI, RAMANATHAN, TAKABE, & WAKAI, 2016).   

Tendo em vista que os AG ômega 3 apresentam efeitos anti-inflamatórios 

é importante estabelecer o efeito destes em pacientes com alteração no controle do 

processo inflamatório assim como no DM mellitus. 
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2. OBJETIVO 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar a função de neutrófilos em mulheres pré-diabéticas e 

diabéticas e investigar o efeito da suplementação com ômega-3 na função e morte 

dos neutrófilos destas mulheres. 

2.2 Objetivo Específico 

 Determinar a função de neutrófilos em mulheres pré-diabéticas e diabéticas e 

comparar com o controle (mulheres que apresentam glicemia e hemoglobina 

glicada dentro dos valores recomendados). 

 

 Verificar o efeito da suplementação de ômega-3 na função de neutrófilos por 

meio da determinação da fagocitose, produção de espécies reativas de 

oxigênio de neutrófilos e citocinas (TNF-α, IL-6, IL-10, Il- 1β e IL-12p70).  

 

 Verificar o efeito da suplementação com ômega 3 na migração dos neutrófilos 

por meio da determinação da expressão dos receptores de molécula de adesão 

(CD 62L e CD54) na membrana dos neutrófilos. 

 

 Verificar o efeito da suplementação de ômega-3 na morte de neutrófilos por 

meio da determinação da integridade de membrana celular, fragmentação de 

DNA e polaridade de membrana mitocondrial.   
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Casuística 

As voluntárias foram convidadas a participar do estudo através da 

divulgação realizada por meio de panfletos distribuídos (anexo 1) em 

estabelecimentos do bairro da Liberdade, São Paulo, Brasil. Uma reunião foi 

agendada com as voluntárias interessadas em participar do estudo para 

esclarecimentos sobre o projeto, detalhamento do protocolo e análises a serem 

realizadas. As participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (anexo 2) atendendo às normas do Comitê de Ética em pesquisa da 

Universidade Cruzeiro do Sul, responsável pela aprovação do projeto de pesquisa e 

preencheram a ficha de identificação e coleta de dados (anexo 3). Ao todo, foram 

recrutados 192 indivíduos entre estas 122 mulheres, a partir de 40 anos, as quais 

realizaram duas visitas ao laboratório para análise dos parâmetros propostos no 

projeto (Esquema 4). Na primeira visita (tempo 0) as participantes foram entrevistadas 

e um questionário de anamnese foi aplicado. Neste momento também foi realizada a 

avaliação da composição corporal e a coleta sangue para determinação dos 

parâmetros bioquímicos como a glicemia e a hemoglobina glicada das participantes.  

No nosso estudo foi seguido o critério de diagnóstico para DM estabelecido 

pela ADA. Deste modo foram classificadas como pré-diabéticas e diabéticas as 

voluntárias que apresentaram dois testes alterados, glicemia e hemoglobina glicada 

(ADA, 2019). Foi classificada como pré-diabéticas as voluntárias que apresentaram 

valor de glicemia em jejum ≥101mg/dl até 125mg/dl e hemoglobina glicada ≥5,7% até 

6,4%. Já as diabéticas apresentaram valor de glicemia em jejum ≥126mg/dl e 

hemoglobina glicada ≥6,5% (ADA, 2019). Deste modo, as voluntárias foram divididas 

em três grupos- controle (voluntárias que não apresentaram alteração nos resultados 

dos exames de glicemia e hemoglobina glicada), pré-diabéticas e diabéticas. 

Posteriormente estes grupos foram subdivididos em grupo suplementado com lecitina 

de soja (placebo) e grupo suplementado com ômega 3. Desta forma o estudo foi 

composto por 6 grupos 1) mulheres controle suplementadas com lecitina de soja, 2) 

mulheres controle suplementadas com ômega 3, 3) mulheres pré-diabéticas 
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suplementadas com lecitina de soja e 4) mulheres pré-diabéticas suplementadas com 

ômega 3, 5)  mulheres diabéticas suplementadas com lecitina de soja e 6) mulheres 

diabéticas suplementadas com ômega 3 (Esquema 4). 

É importante citar que as voluntárias do grupo diabético realizavam o 

controle da doença através da administração de medicamentos, assim como 

hipoglicemiantes, insulina ou associação de ambos. Deste modo, os grupos 

suplementados com ômega 3 ou com lecitina de soja, composto por voluntárias 

diabéticas, foram pareadas pelo tipo de medicamento administrado. Houve somente 

uma voluntária, classificada como diabética não usuária de medicamento para esta 

patologia, esta foi incluída no gruo ômega 3 (anexo 6). 

Após 3 meses de suplementação as voluntárias retornaram ao laboratório 

e as análises descritas acima foram novamente realizadas. 

 

Esquema 4. Fluxograma da distribuição e número total de voluntários do estudo. Os voluntários 
descritos como não relacionados são os que não participaram do estudo. Os voluntários denominados 
como excluídas são as mulheres que durante os 3 meses desistiram da participação no estudo ou que 
não tomaram corretamente o suplemento.   

O estudo foi realizado no Instituto de Atividade Física e Esporte e faz parte 

de um projeto amplo, inicialmente proposto pelo Dr. Sandro Massao Hirabara, o qual 

visa investigar marcadores fisiológicos em mulheres suplementadas com ômega 3. 
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3.2 Critérios de Exclusão 

Foram excluídas do estudo voluntárias com menos de 40 anos de idade, 

mulheres que apresentaram diagnóstico prévio de doenças autoimunes ou 

inflamatórias e voluntárias que já faziam uso de ômega 3. Também foram excluídas 

as participantes que deixaram de tomar mais que 15% dos suplementos destinados 

ao período.  

3.3 Suplementação  

A distribuição da suplementação entre os grupos foi realizada por método 

randomizado e duplo cego.  A entrega dos suplementos foi realizada individualmente, 

após detalhamento do modo de consumo e período de suplementação. 

As voluntárias foram orientadas a ingerir três capsulas por dia do 

suplemento, durante noventa dias (3 meses). Desta forma a dose diária administrada 

de ômega 3 foi de 1,95g/dia. Foi utilizado no estudo o produto, Hi Ômega 3, produzido 

pela empresa Naturalis, São Paulo, Brasil, o qual contém na sua composição uma 

quantidade maior do ácido EPA em relação ao ácido DHA (conforme demonstrado na 

tabela 1).  

Tabela 1. Informação nutricional do Hi Ômega 

Porção 2.0 gramas Duas capsulas 

Valor energético 18kcal=76kJ 

Carboidratos 0g 

Proteínas 0g 

Gorduras totais 2.0g 

Gorduras saturadas 0g 

Gorduras Trans 0g 

Gorduras poli-

insaturadas 

1,6g 

Ácido eicosapentaenoico 1,1g 
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Tabela nutricional apresentada no produto e fornecida pela empresa fabricante 
Naturalis. 

A lecitina de soja foi escolhida como placebo do estudo por não possuir em 

sua composição AG ômega 3 ou componentes que pudessem interferir nos efeitos 

desencadeados por estes. Desta forma, o grupo placebo recebeu a lecitina de soja e 

foi orientado a ingerir três capsulas por dia, durante 90 dias, sendo a mesma dose 

recomendada ao grupo ômega 3. 

A adesão das voluntárias ao estudo foi verificada através do compromisso 

da ingestão dos suplementos, sendo este fator determinante para o objetivo do 

estudo. O objetivo de verificar a adesão das ao estudo foram aplicados 2 questionários 

de adesão:1) Morinsky-Green-Levine e Brief Medication Questionnaire (BMQ) (Anexo 

4 e 5 respectivamente). O questionário de Brief contém 11 questões as quais são 

distribuídas em 3 domínios, sendo eles: Regime, Crenças e Recordação. Ao final das 

respostas ao questionário existem 4 classificações, sendo elas: adesão (sem resposta 

positiva em qualquer domínio), provável adesão (resposta positiva em um domínio), 

provável baixa adesão (respostas positivas em dois domínios) e baixa adesão 

(respostas positivas em todos os domínios) (BEM et al., 2012). As voluntárias que 

consumiram menos que 85% das capsulas entregues foram excluídas do estudo. O 

questionário Morinsky-Green-Levine é curto e simples e apresenta 4 perguntas. Sua 

classificação é determinada pela soma de todas as respostas. É atribuído 1 ponto para 

cada resposta “Sim” e 0 para cada resposta “Não”. Dessa maneira, o escore final igual 

a zero indica alta adesão, de 1 a 2 indica média adesão e 3 a 4 indica baixa adesão 

(MORINSKY; GREEN; LEVINE, 1986). 

Ácido docosahexaenoico 0,2g 

Fibra alimentar 0g 

Sódio 0g 

Vitamina E 4,0mg 
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3.4 Avaliação Física  

3.5  Avaliação da Composição Corporal 

A composição corporal foi determinada pelo cálculo do índice de massa 

corporal (IMC) obtido através da equação: peso/altura ao quadrado, e, da 

porcentagem de gordura e massa magra corporal determinada por meio de análise de 

bioimpedância (Biodinamics).  

3.6 Estatura Total e Massa Corpórea 

A estatura total (cm) foi mensurada utilizando a régua antropométrica 

acoplada a uma balança antropométrica mecânica da marca Welmy modelo R-104. 

As voluntárias permaneceram de pé, eretas, braços estendidos ao longo do corpo, 

pés unidos e ligeiramente afastados, procurando pôr em contato com o instrumento 

de medida as superfícies posteriores do calcanhar, cintura pélvica, cintura escapular 

e região occipital. A medida foi feita com o indivíduo em apneia inspiratória, de modo 

a minimizar possíveis variações sobre esta variável antropométrica. A cabeça foi 

orientada segundo o plano de Frankfurt, paralela ao solo. A medida foi com o cursor 

em ângulo de 90º em relação à escala. Os indivíduos estavam descalços durante a 

medida (LOHMAN & RATCLIFFE, 1988). 

A massa corpórea (kg) foi mensurada utilizando-se uma balança mecânica 

da marca Welmy modelo R-104 com capacidade para 150 Kg. As voluntárias se 

posicionarão em pé, com o olhar num ponto fixo à sua frente, utilizando roupas leves 

e descalças (LOHMAN et al. 1988). 

3.7 Índice HOMA 

Os valores em jejum de insulina e glicemia, foram utilizados para o cálculo 

do índice Homa (Homeostatic Model Assessment) como descrito por Mathews, et al 

(1985). O objetivo deste índice é determinar a resistência à insulina (HOMA IR). Seu 

cálculo requer a mensuração da glicemia e da insulinemia obtidas em uma mesma 

amostra de sangue, após jejum de 8 a 12 horas. 
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Neste estudo foi calculado o HOMA IR utilizando a seguinte fórmula: 

(insulina jejum (glicemia em mg/dL) x (insulinemia em µU/mL)] / 405. O valor de 

referência para o índice HOMA IR é > 2,71 para adultos e idosos (GELONEZE et al., 

2006, 2009).  

3.8 Obtenção e Isolamento dos Neutrófilos Humanos  

Os neutrófilos foram separados utilizando o reagente Histopaque ®1077 

que possibilita a separação de células mononucleares (linfócitos e monócitos) e 

polimorfonucleares (neutrófilos) de acordo com sua densidade, conforme método de 

Boyum, 1968. Os neutrófilos foram isolados adicionando-se 10 mL de solução de 

hemólise (150 mM NH4Cl, 10mM NaHCO3, 0,1mM EDTA, pH 7,4) seguida de 

incubação por 10 minutos em gelo. A seguir, a suspensão celular foi centrifugada a 

400 xg por 10 minutos e Ressuspensa em tampão fosfato salina (PBS). 

Posteriormente as células foram contadas em câmara de newbauer para separação 

das alíquotas necessárias para as análises realizadas. 

3.9 Avaliação da Função dos Neutrófilos 

3.10 Avaliação da Expressão da CD62 (L-Selectina) e CD54 (ICAM-1) 

A avaliação da expressão de marcadores na membrana de neutrófilos foi 

realizada por citometria de fluxo (Accuri, Becton e Dickinson System, San Juan, 

Califórnia, EUA), conforme Verbrugge e Johnstone (2012) e como descrito em nosso 

estudo (VERBRUGGE e JOHNSTONE 2012). 

Para avaliação das moléculas de adesão endotelial (CD62L, CD54), foi 

utilizada uma alíquota de 1 x 106 células/mL de neutrófilos suspensos em 100µL de 

PBS e BSA (Bovine Serum Albumine) e incubados com 5µL de anticorpo (anti CD62L-

FITIC e anti CD54-APC) por 30 minutos. Posteriormente, as células foram 

centrifugadas por 10 minutos a 400 g e novamente suspensas em 100µL de PBS 

contendo formaldeído (1%). As amostras marcadas com CD62-FITIC foram lidas no 

filtro 1 (530/30 ou 533/30) e as marcadas com CD54-APC foram avaliadas no filtro 4 
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(675/25). A análise foi realizada por meio de citometria de fluxo utilizando o software 

BD Accuri (BD Bioscences).   

3.10.1 Avaliação Fagocitária de Neutrófilos 

A obtenção por meio de Saccharomyces cereviseae das partículas de 

zimozan foram opsonizadas pelo componente C3b do complemento. A ligação ao 

receptor C3b estimula a fagocitose, sendo os neutrófilos compatíveis a esse receptor. 

Esta opsonização será realizada a partir da incubação de uma suspensão contendo 

1x107 partículas de zimozan com soro controle na proporção de 1:1 durante 30 

minutos a 37°C sob agitação constante. Posteriormente, a suspensão foi para 

centrifuga por 5 minutos a 500g e o precipitado ressuspenso em PBS. Neste 

precipitado será adicionado 1 mL de meio de cultura contendo glicose 5mM, glutamina 

2mM e albumina livre de gordura a 10% a uma alíquota contendo 1x106 neutrófilos. 

Após incubação por 40 minutos a 37°C sob agitação constante, uma alíquota foi 

retirada para determinação da porcentagem de fagocitose, utilizando microscópio de 

luz, depois de diluir a amostra (10:1) em solução de cristal violeta em ácido acético. A 

porcentagem de fagocitose foi determinada em cada amostra, pela contagem de 100 

células em microscopia de luz. Foram considerados apenas neutrófilos que 

englobaram 3 ou mais partículas. 

3.10.2 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) por 

citometria de fluxo 

A avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio foi determinada 

por meio da diidroetina, que oxidada forma etídio, ligando-se ao DNA e emitindo 

fluorescência. O conteúdo de 1x106 cel/mL foi ressuspenso em 500 µL de PBS (pH 

7,4) e colocado em falcon de polietileno, em seguida foi adicionado diidroetidina 

(10µM). As células foram incubadas durante 30 minutos, na ausência e a presença de 

20nM de acetato de forbol miristato (PMA) a temperatura ambiente na ausência de 

luz. Passados 30 minutos, as amostras foram lidas pelo citômetro de fluxo no canal 

FL-2 (fluorescência laranja-avermelhada - 585/42 nm) do software BD Accuri (BD 

Bioscences).  

3.10.3 Avaliação da Produção de Citocinas pelos Neutrófilos 
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O conteúdo de 1x106 cel/mL de neutrófilos foi ressuspenso em 1 mL de 

meio de cultura RPMI e mantido em cultura durante 18 horas a 37°C com 5% de CO2 

e 95% de ar atmosférico, na presença e na ausência do estímulo LPS (1mg/mL). Após 

este período de incubação, o sobrenadante foi removido após centrifugação da placa 

à (1800 rpm) e armazenado em freezer -80 até a determinação. As citocinas foram 

analisadas por citometria de fluxo, através da técnica de foram determinadas através 

do kit da BD CBA (Human Inflammatory Cytokines Kit), BD Biosciences. O método 

CBA (Cytometric Bead Array) consiste em esferas de poliestireno contendo diferentes 

intensidades de fluorescência (em APC), conjugadas com anticorpos de captura 

específicos e são detectadas no canal FL-4 no citômetro BD-Accuri. Os anticorpos de 

detecção foram marcados com o fluorocromo PE, detectado no filtro FL-2. Essa 

metodologia permite a avaliação simultânea de diversas citocinas no mesmo ensaio. 

A aquisição foi realizada no BD-Accuri C6 Software e as concentrações determinadas 

utilizando-se o FCAP Software v.3.0 (BD, Biosciences). Foram determinadas as 

concentrações das seguintes citocinas produzidas pelos neutrófilos- TNF-α, IL-6, IL8, 

IL-10, Il 1β e IL12. 

3.10.4 Determinação da Integridade de Membrana Celular 

As células foram coletadas e ressuspensas em PBS na concentração de 

1x106 células por mL. Foram retirados 500 μl de cada amostra e colocados em tubos 

Falcon. Foram adicionados 50 μL de PI (iodeto de propídio) em solução de PBS e as 

células foram analisadas no citômetro de fluxo (FACS ACCuri, Becton Dickinson, 

EUA). A fluorescência foi determinada no canal FL2 (fluorescência laranja-

avermelhada - 585/42 nm) (LIMA, KANUNFRE et al. 2002, CURY-BOAVENTURA, et 

al. 2004, CURY-BOAVENTURA, et al. 2006). 

3.10.5 Alteração do Potencial de Membrana Mitocondrial 

As células foram coletadas e uma alíquota 1x106 células/mL de 

neutrófilos foram ressuspensas 1 mL de PBS (pH 7,4).  A rodamina 123 (5 µM) foi 

adicionada às células. Em seguida as células foram incubadas durante 30 minutos a 

temperatura ambiente na ausência de luz. Após o período de incubação, as células 

foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas por mais 30 minutos nas mesmas 

condições citadas. A fluorescência da rodamina 123 foi detectada no canal FL1 
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(fluorescência verde – 530/30 nm). Dez mil eventos foram adquiridos por amostra em 

histogramas.  

3.10.6 Determinação da Fragmentação de DNA 

A fragmentação foi determinada de acordo com protocolo proposto por 

Nicoletti et al., 1991. As células foram ressuspensas em um tampão contendo iodeto 

de propídio (PI) 2 μg/mL, 0,1% de citrato de sódio e 0,1% de triton X-100. O triton 

rompe a membrana celular, assim, o PI entra na célula se ligando ao DNA, alta 

fluorescência é emitida quando o DNA 26 está íntegro, e baixa fluorescência quando 

o DNA está fragmentado. As células foram coletadas e ressuspensas em PBS na 

concentração de 1x106 células por mL. Foi adicionado o tampão de fragmentação e 

as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro. A fluorescência foi 

determinada no canal FL-2 (fluorescência laranja-avermelhada – 585/42 nm) do 

citômetro de fluxo. Dez mil eventos foram adquiridos por amostra em histogramas. 

3.10.7 Avaliação da Produção de Citocinas pelos Neutrófilos 

O conteúdo de 1x106 cel/mL de neutrófilos foi ressuspenso em 1 mL de 

meio de cultura RPMI e mantido em cultura durante 18 horas a 37°C com 5% de CO2 

e 95% de ar atmosférico, na presença e na ausência do estímulo LPS (1mg/mL). Após 

este período de incubação, o sobrenadante foi removido após centrifugação da placa 

à (1800 rpm) e armazenado em freezer -80 até a determinação. As citocinas foram 

analisadas por citometria de fluxo, através da técnica de foram determinadas através 

do kit da BD CBA (Human Inflammatory Cytokines Kit), BD Biosciences.  O método 

CBA (Cytometric Bead Array) consiste em esferas de poliestireno contendo diferentes 

intensidades de fluorescência (em APC), conjugadas com anticorpos de captura 

específicos e são detectadas no canal FL-4 no citômetro BD-Accuri. Os anticorpos de 

detecção foram marcados com o fluorocromo PE, detectado no filtro FL-2. Essa 

metodologia permite a avaliação simultânea de diversas citocinas no mesmo ensaio. 

A aquisição foi realizada no BD-Accuri C6 Software e as concentrações determinadas 

utilizando-se o FCAP Software v.3.0 (BD, Biosciences). Foram determinadas as 

concentrações das seguintes citocinas produzidas pelos neutrófilos-TNF-α, IL-6, IL-

10, IL-1β e IL12. 
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A normalidade da distribuição da amostra foi determinada através do teste 

Shapiro-Wilk normality test e D'Agostino & Pearson normality test. As analises dentro 

do padrão de normalidade foram analisadas utilizando o teste Anova One way, 

seguidos do post teste Bonferroni. Nas análises em que a distribuição não atendeu os 

padrões de normalidade, foi utilizado o teste não paramétrico, post teste Kruskal-

Wallis. Foi utilizado o software estatístico Prism v.40 (Graphpad, EUA) para 

comparação dos resultados contendo teste de Anova One way, post hoc de 

Bonferroni, com significância em 95% (p ≤ 0,05).   
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5. RESULTADOS  

No nosso estudo inicialmente foi determinada a função de neutrófilos em 

mulheres pré-diabéticas e diabéticas (Parte 1). Em seguida foi investigado o efeito da 

suplementação com ômega 3 nestes grupos de mulheres (Parte 2). Desta forma os 

resultados foram divididos em parte 1 e parte 2. 

Parte 1-  

5.1 Função de neutrófilos em mulheres pré-diabéticas e diabéticas 

5.1.1 Caracterização das amostras  

As voluntárias do estudo não apresentaram diferença na idade, peso, estatura, 

massa magra e massa gorda. Porém, foi observado que as voluntárias do grupo 

diabético apresentaram aumento na razão cintura/quadril quando comparado ao 

grupo pré-diabético e diabético. Do mesmo modo, não foi observada diferença 

estatística no IMC quando os grupos foram comparados (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Tabela de caracterização da idade e composição corporal dos grupos 

controle, pré-diabético e diabético. 

 Controle Pré-diabética Diabética 

Idade (anos) 63,23 ± 1,81 64,83 ± 1,45 63,44 ± 1,55 

Peso (Kg) 65,67 ± 1,80 64,46 ± 2,51 68,96 ± 3,47 

Estatura (cm) 156 ± 0,01 156 ± 0,01 155±  0,01 

IMC (Kg/m2) 26,26 ± 0,62 26,26 ± 0,89 28,38 ± 1,34 

Cintura/Quadril (cm) 0,85 ± 0,01 0,85 ± 0,01 0,90 ± 0,01# 

Massa Gorda 

(Kg) 
26,58 ± 1,20 27,64 ± 1,55 30,09 ± 2,44 

Massa Magra 

(Kg) 

38,65 ± 1,11 

 

36,83 ± 1,16 

 
38,87 ± 1,39 
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Os valores foram apresentados como média ± EPM. #<p0,05 quando comparado grupo diabético com 
controle e pré-diabético. Para Idade, estatura (cm), cintura/quadril (cm), massa gorda (Kg) e massa 
magra (Kg)- grupo controle N=31, pré-diabético (PRÉ-DM) N=31 e diabético N=25, Para IMC - grupo 
controle N=30, pré-diabético (PRÉ-DM) N=30 e diabético N=16.  

O Ministério da Saúde usa a classificação da Organização Mundial de 

Saúde (OMS) para avaliação do estado nutricional. A OMS classifica o indivíduo 

adulto quando o IMC está entre: 18,6-24,9 como eutrófico; 25-29,9 como sobrepeso; 

30-34,9 como obesidade grau 1 e 35-39,9 Kg/m2 como obesidade severa. Em idosos 

partir de 60 anos estes valores mudam. Sendo assim, o Ministério da Saúde classifica 

o indivíduo o IMC está <22 como abaixo do peso, 22-27,0 como eutrófico e > 27 como 

excesso de peso (LIPSCHITZ, 1994). Deste modo, no nosso estudo a classificação 

foi realizada de acordo com a idade e o IMC foi dividido em 3 categorias- abaixo do 

peso, eutrófico e excesso de peso. 

No nosso estudo foi verificado um maior número de mulheres com excesso de 

peso no grupo diabético. No grupo controle 18% das mulheres estavam abaixo do 

peso, 46% eram eutróficas e 36 % eram obesas. No grupo pré-diabético 27% das 

mulheres estavam abaixo do peso, 27% eram eutróficas e 46% eram excesso de peso. 

Já o grupo diabético foi composto por 35% de mulheres eutróficas e 65% de mulheres 

com excesso de peso. 

 

Figura 1. Distribuição da classificação do IMC das voluntarias dos grupos controle, pré-diabético 
e diabético. Azul: abaixo de peso; Vermelho: Eutrófico; Verde: excesso de peso. 
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Como esperado, os grupos pré-diabético e diabético apresentaram glicemia, % 

de hemoglobina glicada, e índice HOMA acima dos valores desejáveis (Tabela 3). 

Tabela 3. Dosagem plasmática de glicose, hemoglobina glicada, insulina e cálculo do 

índice Homa de mulheres pertencentes aos grupos controle, pré-diabético e diabético. 

 Controle Pré-diabética Diabética 

Glicemia 

 mg/Dl 
94,42 ± 1,22 107 ± 2,09* 140,5 ± 13,45* 

Hemoglobina Glicada  
(%) 

5,40 ± 0,06 5,66 ± 0,07 7,19 ± 0,29# 

Insulina Basal 

uIU/mL 
8,76 ± 0,74 9,37 ± 0,90 12,82 ± 1,33 

HOMA IR 2,29 ± 0,22 2,81 ± 0,32 5,82 ± 1,40# 

Os valores foram apresentados como média ± EPM. #p<0,05 quando comparado grupo diabético com 
controle e pré-diabético. *p<0,05 quando comparado grupo controle com pré-diabético e diabético. Para 
o grupo controle N=31, pré-diabético (PRÉ-DM) N=30 e diabético N=24.   

5.1.2 Função de neutrófilos em mulheres pré-diabéticas e diabéticas 

5.1.2.1 Avaliação de Expressão de L-Selectina (CD62L)  

A expressão de L-Selectina (CD62L) não foi alterada na superfície dos 

neutrófilos quando os grupos estudados foram comparados (Figura 2). 

.  

Figura 2. Expressão de L-Selectina (CD62L) na membrana dos neutrófilos das voluntarias antes 
da suplementação. Os neutrófilos foram incubados durante 30 minutos com o anticorpo CD62L, após 
este período foram fixados e posteriormente foram analisados em citômetro de fluxo. Os valores estão 
apresentados como média ± EPM. Para o grupo controle N= 28, pré-diabético (PRÉ-DM) N= 28 e 
diabético (DM) N= 19.  
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5.1.2.2 Avaliação de Expressão de ICAM-1 (CD54) 

Neutrófilos de mulheres diabéticas apresentaram redução de 39,15% na 

expressão do receptor ICAM-1 (CD54) quando comparado ao grupo controle (Figura 

3).  

 

Figura 3. Expressão de ICAM-1 (CD54) na membrana de neutrófilos. Os neutrófilos foram incubados 
durante 30 minutos com o anticorpo CD54, após este período foram fixados e posteriormente foram 
analisados em citômetro de fluxo. *p<0,05 quando comparado grupo controle com diabética (DM), no 
período antes suplementação. Os valores estão apresentados como média ± EPM. Para o grupo 
controle N=24, pré-diabético (PRÉ-DM) N=21 e diabético N=22. 

5.1.2.3 Avaliação de Fagocitose  

 Não houve diferença na capacidade fagocitária dos neutrófilos quando os 

neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético e diabético foram comparados (Figura 

4).   

 

Figura 4. Atividade fagocitária de neutrófilos. Os neutrófilos foram incubados com particulas de 
zymozan opsonizadas com soro humano. Foi considerado como célula que realizou fagocitose a 
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englobou três ou mais partículas de zymozan. Os valores estão apresentados como média ± EPM. Para 
o grupo controle N= 25, pré-diabético (PRÈ-DM) N= 28 e diabético (DM) N= 25.  

5.1.2.4 Avaliação da Produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

Os neutrófilos do grupo controle responderam ao estímulo do acetato de 

forbol miristato (PMA), aumentando a produção de ânion superóxido em 2,43 vezes, 

já os neutrófilos do grupo pré-diabético aumentaram a produção desta espécie reativa 

de oxigênio em 2,44 vezes. No entanto, no grupo diabético os neutrófilos não 

alteraram a produção de ânion superóxido após terem sido estimulados com PMA 

(Figura 5).  
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Figura 5.  Produção de ânion superóxido por neutrófilos. A produção de ânion superóxido 
intracelular em neutrófilos foi determinada por citometria de fluxo utilizando diidroetidina. *p<0,05 
quando comparado o efeito do estímulo, sem PMA versos com PMA. Os valores estão apresentados 
como média ± EPM. Para o grupo controle N= 25, pré-diabético (PRÉ-DM) N= 28 e diabético (DM) N= 

25.  

5.1.2.5 Produção de citocinas 

A produção das citocinas pró inflamatórias IL-1β, IL-6 e IL-12p7 por 

neutrófilos não foi alterada na presença ou ausência de LPS (Figura 6). 
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Figura 6. Produção de IL-1β (A), IL-6 (B) e IL-12p70 (C) em neutrófilos. Neutrófilos foram mantidos 
em cultura por 18 horas na presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). 
Após o período de incubação o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria 
de fluxo utilizando o software BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory 
Cytokines Kit (BD Biosciences). Os valores estão apresentados como média ± EPM. Para o grupo 

controle N=30 sem e com LPS, pré-diabético (Pré-DM) N=28 sem e com LPS e grupo diabético N=19.  

Os neutrófilos do grupo controle responderam ao estímulo do LPS elevando 

a produção de TNF-α em 4,6 vezes quando comparado a condição sem estímulo. Nos 

grupos pré-diabético e diabético não foi observada diferença estatística quando os 

neutrófilos estimulados com LPS foram comparados com os não estimulados (Figura 

7).  

 

Figura 7. Produção de TNF-α em neutrófilos. Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na 
presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação 
o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
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*p<0,05 quando comparado o grupo controle sem LPS versus com LPS. Os valores estão apresentados 
como média ± EPM. Para o grupo controle N=30 sem e com LPS, pré-diabéticas (Pré-DM) N=28 sem 
e com LPS e grupo diabético N=19. 

 
Não foi observada diferença estatística na produção de IL-10 quando os 

neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético e diabético foram comparados. Do 

mesmo modo não foi observado diferença na produção desta citocina quando 

neutrófilos não estimulados e estimulados com LPS foram comparados (Figura 8). 

 

Figura 8. Produção de IL-10 em neutrófilos. Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na 
presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação 
o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
Os valores estão apresentados como média ± EPM. Para o grupo controle N=30 sem e com LPS, pré-
diabéticas (Pré-DM) N=28 sem e com LPS e grupo diabético N=19. 

5.1.2.6 Avaliação da Viabilidade Celular  

Não houve diferença no percentual de neutrófilos com membrana íntegra 

quando comparado os grupos controle, pré-diabético e diabético (Figura 9).  
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Figura 9. Integridade de membrana em neutrófilos. A integridade de membrana foi avaliada no 
citômetro de fluxo após incubação dos neutrófilos com iodeto de protídeo. Os valores estão 
apresentados como média ± EPM. Para o grupo controle N= 21 pré-diabético (PRÉ-DM) N=12 e 
diabético (DM) N= 11.  

5.1.2.7 Avaliação da Fragmentação de DNA 

O percentual de neutrófilos com DNA fragmentado não foi alterado quando 

os grupos controle, pré-diabético e diabético (Figura 10).  

 
Figura 10. Células com DNA fragmentado em neutrófilos. Fragmentação de DNA foi avaliada no 
citômetro de fluxo após incubação dos neutrófilos com iodeto de protídeo. Os valores estão 
apresentados como média ± EPM. Para o grupo controle N= 13 pré-diabético (PRÉ-DM) N=11 e 
diabético (DM) N= 10.  

5.1.2.8 Análise de Polaridade Mitocondrial  

No nosso estudo a polaridade de membrana mitocondrial foi reduzida em 

68% quando comparado ao grupo controle e 71,6% nos neutrófilos do grupo diabético 

quando comparado ao grupo pré-diabético (Figura 11).  
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Figura 11. Polaridade de Membrana Mitocondrial em neutrófilos. Os neutrófilos foram incubados 
com o fluorocromo Rodamina 123, após 30 minutos as amostras foram analisadas em citômetro de 
fluxo. Os valores estão apresentados como média ± EPM. *p<0,05 quando comparado o grupo controle 
e pré-diabético (PRÉ-DM) com o grupo diabético (DM). Para o grupo controle N=10, grupo pré-diabética 
N=11 e grupo diabética N=9. 

Parte 2-  

5.2 Efeito da suplementação com ômega 3 na função de neutrófilos de 

mulheres pré-diabéticas e diabéticas 

5.2.1 Caracterização da Amostra  

Investigamos o efeito da suplementação com Ômega 3 sobre a função e 

morte de neutrófilos de voluntárias controle, pré-diabéticas e diabéticas. A lecitina de 

soja foi utilizada como placebo no nosso estudo. 

Para caracterizar a amostra, a composição corporal foi determinada por 

meio da análise da massa corporal, da estatura total, do índice de massa corpórea 

(IMC) e da medida de bioimpedância. No nosso estudo não foi observado diferença 

nos parâmetros de composição corporal quando os grupos controle, pré-diabético e 

diabético foram comparados (Tabela 3 e 4). Também não foi observado diferença 

nestes parâmetros quando foi comparado o período antes e após a suplementação. 

Os parâmetros da composição corporal são preditores de gordura corporal 

total e estão relacionados com fatores de risco para doenças crônicas e mortalidade 

(BARREIRA et al, 2012). No nosso estudo, apesar de não termos encontrado 

diferença entre os grupos, os valores de IMC das participantes dos grupos foram 
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elevados, classificando as voluntárias do estudo como excesso de peso (sobrepeso e 

obeso), principalmente no grupo diabético.   

Tabela 3. Idade e características antropométricas dos grupos controle, pré-diabético 

e diabético suplementados com ômega 3. 

Ômega 3 
Controle 

Pré 

Controle 

Pós 

Pré-
Diabética     

Pré 

Pré-
Diabética     

Pós 

Diabética 

Pré 

Diabética 

Pós 

Idade (anos) 67,19 ± 
1,87 

67,19 ± 
1,87 

64,31 ± 
2,05 

64,31 ± 
2,05 

63,33 ± 
2,12 

63,33 ± 
2,12 

Peso (Kg) 63,81 ± 
3,01 

63,91 ± 
3,94 

65,25 ± 
3,51 

64,28 ± 
3,38 

73,38 ± 
5,26 

73,57 ± 
4,81 

Estatura (cm) 155 ± 
0,01 

155 ± 
0,01 

157 ± 
0,01 

157 ± 
0,01 

151 ± 
0,02 

151 ± 
0,02 

IMC (Kg/m2) 26,23 ± 
0,84 

26,29 ± 
0,83 

26,03 ± 
1,31 

26,05 ± 
1,27 

30,04 ± 
2,22 

30,10 ± 
2,02 

Cintura/Quadril 
(cm) 

0,86 ± 
0,02 

0,86 ± 
0,02 

0,84 ± 
0,02 

0,85 ± 
0,02 

0,92 ± 
0,02 

0,93 ± 
0,02 

Massa Gorda 

(Kg) 

26,69 ± 
1,75 

26,93 ± 
1,74 

27,13 ± 
2,29 

27,64 ± 
2,20 

33,37 ± 
3,88 

32,46 ± 
3,32 

Massa Magra 

(Kg) 

37,12 ± 
1,52 

 

36,97 ± 
1,43 

37,12 ± 
1,53 

 

36,65 ± 
1,44 

41,01 ± 
2,03 

41,11 ± 
2,03 

Os valores estão apresentados como média ± EPM. #p<0,05 quando comparado grupo diabético com 
controle e pré-diabético. Para o grupo controle N=16, pré-diabético (PRÉ-DM) N=15 e diabético N=14, 
para Idade, estatura (cm), cintura/quadril (cm), massa gorda (Kg) e massa magra (Kg). Para o grupo 
controle N=16, pré-diabético (PRÉ-DM) N=15 e diabético N=9 para IMC.  

 

Tabela 4. Idade e características antropométricas dos grupos controle, pré-diabético e 

diabético suplementados com lecitina de soja. 

Lecitina 

de Soja 

Controle 

Pré 

Controle 

Pós 

Pré-
Diabética    

Pré 

Pré-
Diabética    

Pós 

Diabética 

Pré 

Diabética 

Pós 

Idade (anos) 
59,00 ± 

2,83 
59,00 ± 

2,84 
65,67 ± 

1,98 
67,19 ± 

1,87 
64,0 ± 
1,97 

63,97 ± 
2,89 

Peso (Kg) 
63,34, ± 

0,47 
67,29 ± 

2,93 
64,46 ± 

3,48 
63,46 ± 

3,48 
63,66 ± 

3,01 

63,97 ± 

2,89 
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Estatura (cm) 
157 ± 
0,02 

159 ± 
0,02 

154 ± 
0,01 

155 ± 
0,02 

151±  
0,02 

151 ±  
0,02 

IMC (Kg/m2) 
26,28 ± 

0,95 
26,65 ± 

0,94 
26,58 ± 

1,17 
26,59 ± 

1,19 
26,23 ± 

0,75 
26,23 ± 

0,67 

Cintura/Quadril 
(cm) 

0,85 ± 
0,02 

0,85 ± 
0,02 

0,87 ± 
0,01 

0,85 ± 
0,01 

0,90 ± 
0,02 

0,92 ± 
0,02 

Massa Gorda 

(Kg) 

26,47 ± 
1,71 

27,37 ± 
1,84 

28,23 ± 
2,12 

27,77 ± 
2,17 

27,17 ± 
2,38 

27,82 ± 
2,10 

Massa Magra 

(Kg) 

40,27 ± 
1,57 

 

39,92 ± 
1,48 

36,43 ± 
1,84 

 

36,42 ± 
1,83 

36,12 ± 
1,33 

35,41 ± 
1,30 

Os valores estão apresentados como média ± EPM. Para o grupo controle N=15, pré-diabético (PRÉ-
DM) N=15 e diabético N=10, para Idade, estatura (cm), cintura/quadril (cm), massa gorda (Kg) e massa 
magra (Kg). Para o grupo controle N=15, pré-diabético (PRÉ-DM) N=15 e diabético N=7 para IMC. 
Suplementadas com lecitina de soja.  

Como esperado, os mulheres pré-diabéticas e diabéticas apresentaram 

valores alterados para glicemia, hemoglobina glicada e HOMA IR no período pré 

suplementação. A suplementação com ômega 3 ou com lecitina de soja não alterou 

manteve os valores alterados para glicemia, hemoglobina glicada e HOMA IR 

 

Tabela 5. Glicemia, porcentagem de hemoglobina glicada, concentração de insulina 
e índice HOMA IR das mulheres dos grupos controle, pré-diabético e diabético no 
período pré e pós-suplementação com ômega 3.  

Ômega 3 
Controle 

Pré 

Controle           
Pós 

Pré-
Diabética    

Pré 

Pré-
Diabética    

Pós 

Diabética 

Pré 

Diabética 

Pós 

Glicemia 

mg/Dl 

94,50 ± 
1,76 

9,63 ± 
2,10 

106,50 ± 
2,69 

101,80 ± 
2,48 

149,30 ± 
22,69# 

127,60 ± 
25,15* # 

Hemoglobina 
Glicada (%) 

5,45 ± 

0,07 

5,69 ± 
0,08 

5,71 ± 

0,07 

6,00 ± 
0,06 

7,26 ± 
0,44# 

7,51 ± 
0,45# 

Insulina 
Basal 

uIU/mL 

8,76 ± 

0,95 

8,84 ± 
0,86 

11,85 ± 
2,02 

11,19 ± 
1,61 

15,51 ± 
2,41 

14,99 ± 
2,33 

HOMA IR 
2,06 ± 
0,24 

2,01 ± 
0,21 

3,20 ±  
0,61 

2,86 ± 
0,43 

6,70 ± 
2,36# 

5,67 ± 
1,37# 
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Os dados estão apresentados como média ± EPM. *p< 0,05 quando comparado glicemia do grupo 
diabético com controle e pré-diabético, no período pré e pós-suplementação. #p<0,05 quando 
comprada a glicemia do grupo diabético versus pré-diabético com diabético pré suplementação. Grupo 
controle pós versus diabético pós suplementação. Hemoglobina glicada do grupo do grupo controle pré 
versus diabético pré e grupo controle pós versus diabético pós. HOMA IR grupo controle pré versus 
diabético pré e controle pós versus diabético pós. N=16, para grupo controle e pré-diabética, N=15 para 
grupo diabética, suplementada com lecitina de soja. N=16 para grupo controle, N=15 para grupo pré-
diabética, N=14 para grupo diabética, suplementada com ômega 3.  

 Tabela 6. Glicemia, hemoglobina glicada, concentração de insulina e índice HOMA 

IR das mulheres dos grupos controle, pré-diabético e diabético no período pré e pós-

suplementação com lecitina de soja.  

Lecitina 

de Soja 

Controle 

Pré 

Controle 

Pós 

Pré-
Diabética    

Pré 

Pré-
Diabética    

Pós 

Diabética 

Pré 

Diabética 

Pós 

Glicemia 

mg/Dl 

94,33 ± 

1,75 

92,53 ± 

1,94 

107,40 ± 

2,13 

99,27 ± 

1,74# 

132,27± 

11,32 

121,60 ± 

7,83* # 

Hemoglobina 
Glicada (%) 

5,35 ± 

0,10 

5,60 ± 

0,05 

5,71 ± 

0,12 

5,87 ± 

0,09 

7,03 ± 

0,44# 

7,24 ± 

0,36# 

Insulina Basal 

uIU/mL 

10,75 ± 

1,52 

10,48 ± 

1,57 

9,91± 

0,81 

9,31 ± 

1,05 

14,28 ± 

2,28 

14,32 ± 

2,28 

HOMA IR 
2,54 ± 

0,39 

2,42± 

0,38 

2,43± 

0,22 

2,25± 

0,24# 

4,60± 

0,73 

4,63± 

1,16 

Os dados estão apresentados como média ± EPM. Os dados apresentados como média ± EPM. *p< 
0,05 quando comparada a glicemia do grupo diabético versus controle e pré-diabético, no período pré 
e pós-suplementação. #p<0,05 quando comprada a hemoglobina glicada grupo controle com pré-
diabético antes da suplementação e pós suplementação.  HOMA IR grupo controle com pré-diabético 
pré e pós suplementação. N=15, para grupo controle e pré-diabética, N=10 para grupo diabética, 
suplementada com lecitina de soja.  

5.2.2 Função de neutrófilos em mulheres dos grupos controle, pré-diabéticas e 

diabéticas 

5.2.2.1 Avaliação de Expressão de L-Selectina (CD62L) 

Neste estudo o efeito da suplementação com AG ômega 3 (Figura A) e com 

lecitina de soja (Figura B) sobre a função dos neutrófilos foi avaliado. A suplementação 

com AG ômega 3 aumentou a expressão de CD 62L na membrana dos neutrófilos dos 

grupos controle (4,3 vezes), pré-diabético (3 vezes) e diabético 4,2 vezes). 

Interessantemente, a lecitina de soja (placebo) também elevou a expressão desta 

molécula de adesão na membrana dos neutrófilos, sendo observado aumento de 7,3 
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vezes no grupo controle, 4,9 vezes no grupo pré-diabético. Não foi observado 

aumento de CD 62L no grupo diabético após suplementação com lecitina de soja, 

deste modo no período pós-suplementação a expressão desta molécula foi 35% e 

34,1% menor neste grupo quando comparado aos grupos controle e pré-diabético, 

respectivamente (figura 12). 

 

 

Figura 12. Expressão de L-Selectina (CD62L) na membrana dos neutrófilos das voluntarias pré 
e pós suplementação com Ômega 3 (12A) e Lecitina de soja (12B). Os valores estão apresentados 
como média ± EPM. *p<0,05 quando comparado período pré e pós-suplementação. #p<0,05 quando 
comparado com controle e pré-diabético pós suplementação com lecitina de soja. Para o grupo controle 
e pré-diabética N= 14 para lecitina de soja e ômega 3. Para o grupo diabética (DM) N= 12 para lecitina 
de soja e N= 7 para ômega 3.  

5.2.2.2 Avaliação de Expressão de ICAM-1 (CD54) 

Antes da suplementação com ômega 3 os neutrófilos dos grupos pré-

diabético e diabético apresentaram redução na expressão de CD 54 (ICAM) em 55,5% 

e 58,6%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Após a 

suplementação com ômega 3 a expressão deste receptor foi inibida em 86,5% no 

grupo controle quando comparado ao período pré. Os grupos pré-diabético e diabético 
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mantiveram a expressão deste receptor reduzida, assim como a encontrada no 

período pré-suplementação (Figura 13A). 

Antes da suplementação com lecitina de soja os neutrófilos das mulheres 

do grupo diabético apresentaram redução de 60,5% na expressão de ICAM (CD54) 

quando comparado ao grupo controle. Após a suplementação com lecitina de soja, 

houve inibição da expressão do receptor ICAM-1 (CD54) nos grupos controle e pré-

diabético, em 81% e 80,6%, respectivamente, quando comparado à condição pré-

suplementação (Figura 13B).  

 

 
Figura 4. Expressão ICAM (CD54) na membrana dos neutrófilos das voluntarias pré e pós 
suplementação com) Ômega 3 (13A) Q Lecitina de soja (13B). Os valores estão apresentados como 
média ± EPM. *p<0,05 quando comparado período pré e pós suplementação. #p<0,05 quando 
comparado com controle. Suplementação com ômega 3 N= 13 para grupo controle, N= 10 para grupo 
pré-diabética (Pré-DM) e N= 14 para o grupo diabético (DM). Suplementação com lecitina de soja - 
N=11 para grupo controle, N=11 para grupo Pré DM e N=8 para grupo DM. 

5.2.2.3 Avaliação de Fagocitose  

No grupo controle a fagocitose foi reduzida em 32,3% após suplementação 

com ômega 3 (Figura 14A). Já os neutrófilos das voluntarias suplementadas com 
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lecitina de soja não apresentaram diferença deste parâmetro quando os períodos pré 

e pós-suplementação foram comparados (Figura 14B). 

 

Figura 14. Atividade fagocitária de neutrófilos das voluntarias pré e pós-suplementação com 
Ômega 3 (14A) e Lecitina de soja (14B). Os neutrófilos foram incubados com particulas de zymozan 
opsonizadas com soro humano. Foi considerado como célula que realizou fagocitose a englobou três 
ou mais partículas de zymozan. Os dados estão expressos como média ± EPM. *p<0,05 quando 
comparado período pré e pós-suplementação. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=11, 
pré-diabética (Pré-DM) N= 14 e diabética (DM) N= 14. Suplementação com lecitina de soja - Grupo 
controle N=14, pré-diabética (Pré-DM) N= 14 e diabética (DM) N= 10.  

5.2.2.4 Avaliação da Produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

Antes da suplementação, os neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético 

e diabético aumentaram a produção de ânion superóxido após terem sido estimulados 

com PMA. No entanto, após a suplementação com ômega 3 os neutrófilos dos três 

grupos estudados deixaram de responder a este estímulo para produção de ânion 

superóxido. Foi observada uma inibição de 48% e 53% na produção desta espécie 

reativa de oxigênio quando os neutrófilos estimulados dos grupos controle e diabético, 

respectivamente; foram comparados na condição pré e pós-suplementação (Figura 

15A).  
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Do mesmo modo, a suplementação com lecitina de soja inibiu o efeito do 

PMA sobre a produção de ánion superóxido por neutrófilos. Após a suplementação 

com lecitina de soja, o grupo pré-diabético apresentou uma diminuição de 65%, na 

produção de ânion superóxido quando neutrófilos estimulados foram comparados na 

condição pré e pós suplementação (Figura 15B).  

 

 

Figura 15. Produção de ânion superóxido por neutrófilos, das voluntarias pré e pós-
suplementação com Ômega 3 (15A) e Lecitina de soja (15B). A produção de ânion superóxido 
intracelular em neutrófilos foi determinada por citometria de fluxo utilizando dididroetidina. *p<0,05 
quando comparado período pré com pós suplementação. Os valores estão apresentados como média 
± EPM. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=9 sem e com PMA, pré-diabética (Pré-DM) 
N= 14 sem e com PMA e diabética (DM) N= 8. Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle 
N=6 sem e com PMA, pré-diabética (Pré-DM) N= 6 sem e com PMA e diabética (DM) N= 8 sem e com 
PMA.  
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5.3 Avaliação da Produção de Citocinas 

5.3.1 Avaliação da Citocina TNFα 

No nosso estudo a suplementação com ômega 3 regulou a produção de 

TNFα, sendo observado aumento da produção desta citocina em 26,8, 50,9 e 115,75 

vezes, nos neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético e diabético, respectivamente.  

Quando as condições pré e pós-suplementação com ômega 3 foram comparadas foi 

observado uma redução de 89,88% na produção de TNF por neutrófilos não 

estimulados do grupo pré-diabético (Figura 16A).  

A suplementação com lecitina de soja também teve um efeito regulatório 

na produção de TNF-α, induzindo ao aumento de 53,6 e 57,6 vezes na produção desta 

citocina pelos neutrófilos dos grupos controle e pré-diabético, respectivamente. Os 

neutrófilos não estimulados do grupo diabético reduziram a produção de TNF em 

94,86% quando a condição pré e pós-suplementação foram comparadas (Figura 16B).  

 

Figura 16. Produção de TNF-α em neutrófilos das voluntarias pré e pós suplementação com 
Ômega 3 (16A) e Lecitina de soja (16B). Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na 
presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação 
o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
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BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
Os valores estão apresentados como média ± EPM. *p<0,05 quando comparado o período pré e pós-
suplementação na ausência do estímulo LPS. #p<0,05 quando comparado somente após a 
suplementação diante ao estímulo LPS. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=15 sem e 
com LPS, pré-diabética (Pré-DM) N=17 sem e com LPS e diabética (DM) N=14 sem e com LPS. 
Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N=15 sem e com LPS, pré-diabética (Pré-DM) 
N=13 sem e com LPS e diabética (DM) N=10 sem e com LPS.  

5.3.2 Avaliação da Citocina IL-1β 

Após a suplementação com ômega 3 houve aumento da produção de IL-

1β em 19,2%, 73,6 e 264,2 vezes, pelos neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético 

e diabético, respectivamente; após a suplementação. Quando as condições pré e pós-

suplementação com ômega 3 foram comparadas foi observado uma redução de 

95,8% e 99,3% na produção de IL1 β por neutrófilos não estimulados do grupo controle 

e pré-diabético (Figura 17A).  

A suplementação com lecitina de soja reduziu nos grupos controle e pré-

diabético a produção de IL-1β em 99,7% e 99,6%%, respectivamente quando os 

neutrófilos não estimulados foram comparados na condição pré e pós-suplementação. 

Após a suplementação foi observado que o estimulo do LPS aumentou a produção 

desta citocina em, 197% e 425,5 vezes, pelos neutrófilos dos grupos controle e pré-

diabético respectivamente quando comparado a neutrófilos não estimulados (Figura 

17B). 
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Figura 17. Produção de IL-1β em neutrófilos das voluntarias pré e pós suplementação com 
Ômega 3 (17A) e Lecitina de soja (17B). Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na 
presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação 
o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
Os valores estão apresentados como média ± EPM. *p<0,05 quando comparado o período pré e pós-
suplementação na ausência do estímulo LPS. #p<0,05 quando comparado somente após a 
suplementação diante ao estímulo Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=15 sem e com 
LPS, pré-diabética (Pré-DM) N=17 sem e com LPS e diabética (DM) N=14 sem e com LPS. 
Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N=15 sem e com LPS, pré-diabética (Pré-DM) 
N=13 sem e com LPS e diabética (DM) N=10 sem e com LPS. 

5.3.3 Avaliação da Citocina IL-6 

Após a suplementação com ômega 3 houve aumento da produção de IL-6 

em 216,4, 44,1 vezes, e 99,50% pelos neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético 

e diabético, respectivamente; após a suplementação. Quando as condições pré e pós-

suplementação com ômega 3 foram comparadas foi observado uma redução de 

95,5% e 98,6% na produção de IL-6 por neutrófilos não estimulados do grupo controle 

e pré-diabético (Figura 18A).  

A suplementação com lecitina de soja reduziu nos grupos controle e pré-

diabético a produção de IL-6 em 99,2% e 98%%, respectivamente quando os 

neutrófilos não estimulados foram comparados na condição pré e pós-suplementação. 

Após a suplementação foi observado que o estimulo do LPS aumentou a produção 
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desta citocina em, 129,7, 114,2 e 55,71 vezes, pelos neutrófilos dos grupos controle, 

pré-diabético e diabético, respectivamente; quando comparado a neutrófilos não 

estimulados (Figura 18B). 

 

Figura18. Produção de IL-6 em neutrófilos das voluntarias pré e pós suplementação com Ômega 
3 (18A) e Lecitina de soja (18B). Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na presença e 
na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação o 
sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
Os valores estão apresentados como média ± EPM. *p<0,05 quando comparado o período pré e pós-
suplementação na ausência do estímulo LPS. #p<0,05 quando comparado somente após a 
suplementação diante ao estímulo LPS. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=15 sem e 
com LPS, pré-diabética (Pré-DM) N=17 sem e com LPS e diabética (DM) N=14 sem e com LPS. 
Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N=15 sem e com LPS, pré-diabética (Pré-DM) 
N=13 sem e com LPS e diabética (DM) N=10 sem e com LPS. 

5.3.4 Avaliação da citocina IL-12p70 

A produção da citocina IL-12p70 dos neutrófilos das mulheres 

suplementadas com ômega 3 (figura 19A) e lecitina de soja (figura 19 B), não houve 

diferença nos parâmetros analisados mesmo após o estímulo LPS.  
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Figura 5. Produção de IL-12p70 em neutrófilos das voluntarias pré e pós suplementação com 
Ômega 3 (25A) e Lecitina de soja (25B). Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na 
presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação 
o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
Os valores estão apresentados como média ± EPM. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle 
N=15 sem e com LPS, pré-diabética (Pré-DM) N=17 sem e com LPS e diabética (DM) N=14 sem e com 
LPS. Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N=15 sem e com LPS, pré-diabética (Pré-
DM) N=13 sem e com LPS e diabética (DM) N=10 sem e com LPS. 

Após a suplementação houve aumento da produção de IL-10 em de 6,4 

vezes pelos neutrófilos do grupo diabético após a suplementação. Quando as 

condições pré e pós-suplementação com ômega 3 foram comparadas foi observado 

uma redução de 84,5% na produção de IL-10 por neutrófilos não estimulados do grupo 

pré-diabético (Figura 20A).  

A suplementação com lecitina de soja reduziu nos grupos controle a 

produção de IL-10 em 90,2% quando os neutrófilos não estimulados foram 

comparados na condição pré e pós-suplementação. Após a suplementação foi 

observado que o estímulo do LPS aumentou a produção desta citocina em, 3,96% 3 

4,8 vezes, pelos neutrófilos dos grupos controle, pré-diabético respectivamente 

quando comparado a neutrófilos não estimulados (Figura 20B) 
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Figura 20. Produção de IL-10 em neutrófilos das voluntarias pré e pós suplementação com 
Ômega 3 (20A) e Lecitina de soja (20B). Neutrófilos foram mantidos em cultura por 18 horas na 
presença e na ausência do estímulo LPS (Lipopolissacarídeo) (1mg/mL). Após o período de incubação 
o sobrenadante foi removido e as análises foram realizadas por citometria de fluxo utilizando o software 
BD Accuri (BD Bioscences) e o kit BDTM CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences). 
Os valores estão apresentados como média ± EPM*p<0,05 quando comparado o período pré e pós-
suplementação na ausência do estímulo LPS. #p<0,05 quando comparado somente após a 
suplementação diante ao estímulo LPS. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=15 sem e 
com LPS, pré-diabética (Pré-DM) N=17 sem e com LPS e diabética (DM) N=14 sem e com LPS. 
Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N=15 sem e com LPS, pré-diabética (Pré-DM) 
N=13 sem e com LPS e diabética (DM) N=10 sem e com LPS. 

5.3.5 Avaliação da Viabilidade Celular  

A integridade de membrana dos neutrófilos não foi alterada após a 

suplementação com ômega 3 (Figura 21A) ou lecitina de soja (Figura 21B) quando os 

grupos e períodos avaliados no estudo foram comparados. 
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Figura 21. Integridade de membrana em neutrófilos das voluntarias pré e pós-suplementação 
com Ômega 3 (21A) e Lecitina de soja (21B). A integridade de membrana foi avaliada no citômetro 
de fluxo após incubação dos neutrófilos com iodeto de propídio. Os valores estão apresentados como 
média ± EPM. Suplementação com ômega 3 Grupo controle N=10, pré-diabética (Pré-DM) N= 5 e 
diabética (DM) N=5 Suplementação com lecitina de soja. Grupo controle N=11, pré-diabética (Pré-DM) 
N= 7 e diabética (DM) N= 6. 

 

A fragmentação de DNA não foi alterada após suplementação com ômega 

3 (Figura 22A) ou lecitina de soja (Figura 22B) quando os grupos e períodos avaliados 

no estudo foram comparados. 
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Figura 22. Célula com o DNA Fragmentado de neutrófilos das voluntarias pré e pós-
suplementação com Ômega 3 (22A) e Lecitina de soja (22B). Fragmentação de DNA foi avaliada no 
citômetro de fluxo após incubação dos neutrófilos com iodeto de protídeo. Os valores estão 
apresentados como média ± EPM. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N= 7 pré-diabética 
(PRÉ-DM) N=7 e diabética (DM) N= 5. Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N= 6 pré-

diabética (PRÉ-DM) N=3 e diabética (DM) N= 5 suplementadas com lecitina de soja.  

5.3.6 Análise de Polaridade Mitocondrial 

Não houve diferença na polaridade de membrana mitocondrial quando os 

grupos controle, pré-diabético e diabético foram suplementados com graxo ômega 3 

(Figura 23A) ou lecitina de soja (Figura 23B). 
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Figura 23. Polaridade de Membrana Mitocondrial em neutrófilos das voluntarias pré e pós-
suplementação com Ômega 3 (23A) e Lecitina de soja (23B). Os neutrófilos foram obtidos da 
corrente sangüínea das voluntárias e em seguida foram incubados com o fluorocromo Rodamina 123, 
após 30 minutos as amostras foram analisadas em citômetro de fluxo. Os valores estão apresentados 
como média ± EPM. Suplementação com ômega 3 - Grupo controle N=5, pré-diabética (Pré-DM) N= 8 
e diabética (DM) N=5. Suplementação com lecitina de soja - Grupo controle N=5, pré-diabética (Pré-
DM) N= 3 e diabética (DM) N= 4.  

5.4 Resumo dos Resultados Encontrados  

A figura 24A e 24B apresenta o resumo dos resultados encontrados na 

função e morte de neutrófilos no grupo controle, pré-diabético e diabético no período 

pré pós-suplementação com ômega 3 e lecitina de soja.  
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Figura 24. Resultado pré e pós-suplementação com Ômega 3 (24A) e Lecitina de soja (24B).      indica 
que teve aumento; indica que teve diminuição    ; não indica alteração       . 
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6. DISCUSSÃO  

A prevalência de DM na população pode estar relacionada a idade, sexo e 

fatores biológicos e psicossociais. ZHANG et al., 2019 verificaram que existe uma 

maior incidência de DM2 em homens do que em mulheres. Além disso, estes autores 

demonstraram que a incidência da diabete é maior em idosos (acima de 65 anos) e 

em indivíduos com valores elevados de IMC. Outros estudos epidemiológicos também 

evidenciaram que o sobrepeso e a obesidade possuem grande importância no 

aumento da prevalência de pré-diabetes e DM (AL-GOBLAN, AL-ALFI e KHAN, 2014; 

BOLES et al., 2017; CASPARD et al., 2014). Nossos dados corroboram com a 

literatura, pois os grupos pré-diabético e diabético apresentaram um percentual de 

mulheres com excesso de peso maior do que o grupo controle. O aumento do tecido 

adiposo observado na obesidade permite infiltração de macrófagos e leva a liberação 

de citocinas pró-infamatórias como o TNFα na circulação (TRAYHURN e WOOD, 

2005; CATALÁN et al., 2007). As citocinas pró inflamatórias ativam a função de 

leucócitos, dentre eles os neutrófilos e levam a um quadro de inflamação crônica.   

Uma vez ativado o neutrófilo migra para o local lesionado. Para isto realiza 

o rolamento e adesão ao endotélio por meio da interação de moléculas de adesão 

presentes na membrana dos neutrófilos com moléculas do endotélio vascular. A L-

selectina (CD62L) desempenha papel importante no rolamento destas células na 

parede do vaso sanguíneo (DELVES; ROITT, 2000; MAYADAS et al 2013, 

PATARROYO e MAKGOBA, 1989). A molécula intercelular-1 ICAM-1 (CD54) faz parte 

das imunoglobulinas que interagem com as integrinas presentes nos neutrófilos e é 

responsável pela adesão e diapedese dos neutrófilos. Deste modo, estas moléculas 

regulam a migração dos neutrófilos para o local de inflamação ou lesão. No nosso 

estudo os neutrófilos do grupo pré-diabético e diabético não apresentaram alteração 

na expressão de CD62L quando comparado ao grupo controle. Do mesmo modo, 

SAMPSON t al., 2002 demostraram que neutrófilos de idosos diabéticos, de ambos 

os sexos, não apresentaram diferença na expressão desta molécula de adesão 

(SAMPSON et al., 2002). Por outro lado, pacientes diabéticos com 50 anos, de ambos 

os sexos, que apresentavam microangiopatia tiveram redução da expressão de 
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CD62L em neutrófilos, o mesmo não foi observado em diabéticos sem microangiopatia 

(MASTEJ e ADAMIEC 2008).   

Apesar de não ter sido observado alteração no CD62L, no nosso estudo houve 

redução da ligação de imunoglobulina ICAM (CD54) na membrana dos neutrófilos do 

grupo diabético. A redução na expressão desta molécula pode prejudicar o processo 

de migração dos neutrófilos e assim o início do processo inflamatório.  

A suplementação com AG ômega 3 aumentou a expressão do CD62L nos 

neutrófilos de todos os grupos investigados. Além disso, reduziu a expressão de CD54 

na membrana dos neutrófilos. O aumento de CD62L facilita o rolamento dos 

neutrófilos e pode ter ocorrido para compensar a redução de CD54 e assim manter a 

função de migração dos neutrófilos. Corroborando com nosso estudo outros trabalhos 

já demonstraram efeito inibitório do CD54 em outros tipos celulares após tratamento 

com AG ômega 3. Em outro estudo, os AG EPA e DHA na concentração de 100 µM 

pós 24 horas atenuaram a expressão de CD54 em células endoteliais da aorta 

humana após o estímulo de LPS durante 12 horas em um estudo de aterosclerose. 

Para simular as condições em in vitro, foram usadas as células monóciticas THP-1 

(HUANG et al., 2015). TULL et al., 2009 observaram redução de células que 

realizaram a diapedese, após tratamento por 24h das células endoteliais com EPA 

seguido da utilização do estímulo de TNFα nas 4 horas finais. Ácidos graxo ômega 3 

reduzem a expressão de ICAM-1, VCAM-1 e Selectina-E nas células endoteliais, por 

outro lado já foi demonstrado que os AG Ômega 6 aumentam a expressão de ICAM-

1 e VCAM-1 (POMPÉIA et al., 2000, CALDER, 2006). Interessantemente a lecitina de 

soja também induziu a expressão de CD62L na membrana dos neutrófilos dos grupos 

controle e pré-diabético e reduziu a expressão de ICAM-1 (CD54). 

Após migrarem para o local da lesão, os neutrófilos realizam fagocitose, 

processo essencial na eliminação de patógenos extracelulares. A fagocitose 

compreende o reconhecimento do patógeno através de receptores de membrana e 

sua internalização no vacúolo fagocítico (COHEN, 1994).  

Gorjão et al., 2006 demonstraram que óleo de peixe rico em DHA estimulou a 

fagocitose em neutrófilos após suplementação com óleo contendo 26% EPA e 54% 

de DHA, em uma dose de 3 g / dia, durante 2 meses (GORJÃO et al., 2006). Em 



63 
 

contrapartida, foi visto que os neutrófilos de voluntários saudáveis que foram 

suplementados com 6 g / dia de óleo de peixe rico em EPA (2,1 g de EPA / dia) durante 

6 semanas tiveram uma diminuição na atividade fagocitária (VIRELLA et al. 1989). 

Nosso estudo também utilizou um suplemento com maior quantidade de EPA e foi 

observado que somente os neutrófilos das mulheres do grupo controle suplementadas 

com os AG ômega 3 apresentaram redução na fagocitose. HALVORSEN et al. (1997) 

demonstrou que a utilização de um suplemento com doses similares de EPA (3,8 g) e 

DHA (3,6 g) durante 7 semanas não alterou a fagocitose de monócitos de homens 

saudáveis (HALVORSEN et al. 1997). Deste modo, a modulação da função dos 

neutrófilos pode estar relacionada com a concentração de EPA e DHA existente nos 

suplementos. De fato, Paschoal et al., (2013) demonstraram que o DHA aumentou a 

capacidade fagocítica e a atividade fungicida dos neutrófilos de ratos Wistar, enquanto 

o EPA não alterou estas funções (PASCHOAL, et al 2013).  

Ratos wistar diabéticos e não diabéticos suplementados com lecitina de 

soja apresentaram redução na fagocitose de macrófagos (MIRANDA et al., 2008). 

Porém, no nosso estudo, a suplementação com lecitina de soja não alterou a 

fagocitose dos neutrófilos nos grupos estudados. 

A fagocitose resulta na ativação do burst oxidativo e aumento da produção 

de ERO. As ERO geradas auxiliam na digestão e morte dos patógenos fagocitados, 

portanto são importantes agentes microbicidas. Em nosso estudo, os neutrófilos das 

mulheres do grupo diabético não responderam ao estímulo de acetato de forbol 

miristato (PMA) do mesmo modo que os neutrófilos dos grupos controle e pré-

diabético. ALBA-LOUREIRO et al (2006) demonstraram que a atividade fagocitária e 

a produção de peróxido de hidrogênio, estimulada por PMA, foi menor em neutrófilos 

de ratos diabéticos quando comparado com controles. Ao contrário dos resultados 

encontrados no nosso estudo e no de ALBA-LOUREIRO, HAND et al., (2007) 

investigou em pacientes diabéticos tipo 2 os leucócitos, na maioria neutrófilos, na 

ausência de estímulo PMA e verificaram um aumento da produção de ânion 

superóxido quando comparado ao grupo controle composto por hispânicos não 

diabéticos. A adição do estímulo PMA também resultou em elevação da produção 

desta ERO por neutrófilos do grupo diabético. O aumento da resposta respiratória 

oxidativa pode contribuir para a predisposição à infecção e à resposta inflamatória 

crônica presente no DM (HAND et al., 2007).  
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Nossos achados demonstram que a suplementação com ômega 3 inibiu a 

produção de ERO por neutrófilos estimulados nos três grupos investigados. O mesmo 

foi observado após suplementação com lecitina de soja. Em acordo com nossos 

dados, REES et al. (2006), demonstraram que a ingestão de óleo rico em EPA causa 

uma redução dose dependente no burst oxidativo de neutrófilos. Outros autores 

também demostraram que a administração de EPA suprime a geração de ERO in vivo 

(RICHARD et al., 2008; VAN DEN ELSEN et al., 2013). Por outro lado, Paschoal e 

colaboradores (2013) demonstraram que neutrófilos de ratos estimulados com PMA, 

cultivados isoladamente com os ácidos EPA ou DHA aumentaram a produção de 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Foi demonstrado ainda que o EPA apresenta um efeito 

mais pronunciado do que o DHA na produção de ânion superóxido dos neutrófilos na 

ausência e na presença do estímulo PMA ou zimozan (PASCHOAL, et al 2013). 

A produção de ERO nos neutrófilos ocorre preferencialmente por meio da 

ativação da enzima NADPH-oxidase. Esta enzima converte a molécula de oxigênio 

(O2) em ânion superóxido (O2-), uma potente ERO, utilizando o NADPH como doador 

de elétrons (CLARK et al., 1990; DUSI; DONINI; ROSSI, 1996, DINAUER et al., 2014). 

Em situações fisiológicas, a ativação de NADPH oxidase nos neutrófilos é fortemente 

regulada para evitar danos aos tecidos. No entanto, na inflamação crônica ocorre um 

desequilíbrio na fosforilação das subunidades de NADPH oxidase e os componentes 

migram para membrana celular resultando em aumento da produção de ERO 

(SHEPPARD et al., 2005) e indução de lesão tecidual.  

No nosso estudo os AG ômega 3 podem ter modulado proteínas envolvidas 

na ativação da NADPH-oxidase e assim reduzido a produção de ERO. SHEN et al., 

(2018) demostraram em tecido cerebral de ratos com aterosclerose intracraniana, que 

o efeito do ômega 3 na redução da produção de ERO parece ser mediado pela inibição 

da expressão das subunidades da enzima NADPH-oxidase. Os ratos receberam dieta 

diária com 1% colesterol durante 6 semanas.   

Em outro estudo LEE et al., (2018) verificaram, que a resolvina D1, um dos 

mediadores lipídicos endógenos derivados do EPA, inibe a explosão oxidativa 

derivada do processo de eferocitose (fagocitose de células em apoptose ou necrose) 

e assim previne a apoptose de células RAW264.7 (macrófago). Estes autores 

demonstraram ainda que este efeito é mediado pela inativação da NADPH oxidase 
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(LEE et al., 2018). A utilização de apocinina, um inibidor da enzima NADPH-oxidase, 

reduziu a produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos (RAW264.7) que 

realizaram eferocitose. 

O efeito do EPA sobre a produção de ERO também pode ser decorrente 

do aumento da produção de enzimas antioxidantes (KUSUNOKI ET AL., 2013; 

MAHMOUDABADI e RAHBAR, 2014; PALANISWAMY et al., 2014). Já foi 

demonstrado que o EPA possui atividade antioxidante em pacientes diabéticos tipo 2 

(MAHMOUDABADI e RAHBAR, 2014), em ratos expostos a poluentes orgânicos 

(PALANISWAMY et al., 2014) e contra o estresse oxidativo em adipócitos (KUSUNOKI 

et al., 2013). Assim, no nosso estudo a redução na produção de ERO após a 

suplementação com ômega 3 (rico em EPA) pode ter sido causada por modulação da 

NADPH-oxidase ou por aumento da capacidade anti-oxidante. A determinação do 

mecanismo envolvido ainda deve ser investigada nos próximos estudos.   

A homeostase da resposta dos neutrófilos na inflamação é controlada por 

citocinas e quimiocinas (PYNE, 1994). Na resposta inflamatória, várias citocinas são 

secretadas por neutrófilos e macrófagos devido à ativação de receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) presentes em suas membranas por componentes 

e/ou produtos de microrganismos ou células necróticas (TAKEUCHI e AKIRA et al., 

2010). 

Os neutrófilos produzem citocinas anti e pró-inflamatórias, além disso, 

também apresentam receptores de superfície celular específicos para os diferentes 

tipos de citocinas (FUTOSI, FODOR e MÓCSAI, 2013). As citocinas pró-inflamatórias 

(IL-8, IL-1β, TNF-α Fator de Necrose Tumoral Alfa) produzidas pelos neutrófilos, 

ativam e atraem outros leucócitos assim como monócitos, linfócitos T e B para o local 

da lesão ou inflamação (SELVATICI E FALZARANO, 2006; RIGBY e DELEO 2012; 

KIELIAN et al., 2004; El-BENNA et al., 2016;CASSATELLA 1999; SCAPINI et al., 

2000; MANTOVANI et al., 2011).  

Em humanos foi observado um aumento na expressão das citocinas IL-8, 

IL-1β e TNFα após 18 horas de estímulo com LPS, (HATANAKA et al., 2006). 

GLOWACKA et al., (2002) analisou a produção da citocina IL-10 por neutrófilos de 



66 
 

pacientes, com idade entre 8 e 26 anos, pré-diabéticos e diabéticos tipo 1. Após 21 

horas de incubação com LPS observaram aumento da produção desta citocina.   

No nosso estudo não houve alteração na produção das citocina pró 

inflamatórias (IL1, IL6 e IL12) e anti-inflamatória IL-10 pelos neutrófilos estimulados 

ou não com LPS quando os grupos controle, pré-diabético e diabético foram 

comparados antes da suplementação. O estímulo LPS aumentou a produção de TNFα 

nos neutrófilos do grupo controle, no entanto não alterou a produção desta citocina 

nas células dos grupos pré-diabéticos e diabéticos. KUWABARA et al., 2018 et al., 

demonstraram que neutrófilos de ratos diabéticos produzem menor quantidade de 

citocinas pró-inflamatórias (IL1β, IL6, TNFα) após 30 minutos do estímulo LPS 

(KUWABARA et al., 2018). 

No nosso estudo foi observado que os neutrófilos sem estimulo tiveram a 

produção das citocinas pro-inflamatórias (TNFα, IL1β e IL-6) inibida após a 

suplementação com ômega 3. No entanto, a suplementação induziu a produção de 

citocinas após estimulo dos neutrófilos com LPS, sugerindo uma melhor resposta 

destas células após exposição a um estimulo ou patógeno. A mesma resposta foi 

observada após suplementação com lecitina de soja. 

A suplementação com EPA suprime a inflamação crônica em vários 

modelos animais, incluindo asma induzida por ovalbumina em camundongos 

(SCHUSTER et al., 2014), síndrome metabólica induzida por dieta hiperlipídica em 

ratos (POUDYAL et al., 2013), esteato-hepatite fibrótica induzida pela dieta com 

colesterol alto em ratos (JIA et al., 2012) e lesão cerebral isquêmica em gerbos 

(OKABE et al., 2011). 

Estudos demonstraram que o EPA e o DHA diminuíram a produção, in vitro, 

de IL-6 e IL-8 em células endoteliais humanas estimuladas com LPS (De Caterina et 

al., 1994; KHALFOUN et al 1997). A produção da citocina TNF também é reduzida 

pelo EPA em monócitos estimulados com LPS (BABCOCK et al., 2002; NOVAK et al., 

2033; ZHAO et al., 2003). Do mesmo modo, a dieta rica com ômega 3 diminuiu a 

produção de TNF, IL-1β e IL-6 por macrófagos de camundongos estimulados com 

LPS (YAQOOB E CALDER, 1995; BILLIAR et al., 1988; RENIER et al., 1993). Estudos 

com suplementação em animais e em humanos mostraram que ômega 3 reduziram a 
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produção de citocinas pró-inflamatórias também em linfócito (TERADA et al., 2001; 

ENDRES et al., 1989). 

Neutrófilos estimulados com LPS aumentaram a produção de IL-1β, in vitro, 

apenas após cultivo com o ácido DHA (PASCHOAL, et al 2013). A concentração dos 

AG ômega 3 em contato com as células também pode influenciar na resposta 

observada. Neutrófilos de ratos cultivados com concentração de EPA ou DHA de 25 

µM apresentaram aumento da produção de TNFα. No entanto, a concentração de 50 

µM de DHA reduziu a produção desta citocina pelos neutrófilos, enquanto esta mesma 

concentração do ácido EPA manteve uma alta produção de TNFα (PASCHOAL, et al 

2013). A produção basal de IL-1β por neutrófilos não estimulados in vitro, não foi 

alterada após tratamento com EPA ou DHA, no entanto, o DHA aumentou a produção 

desta citocina por neutrófilos na presença de LPS, ao contrário o EPA que não alterou 

a produção de IL1β (PASCHOAL et al., 2013). Simon et al., (2013), após cultivo com 

a ácido graxo EPA, palmítico e linoleico na concentração de 250 μM, também não 

encontrou alteração na produção de IL-1β em células do sangue total (PBMC) de 

pacientes diabéticos tipo 1,2 e DM autoimune latente do adulto, com idade entre 40 e 

50 anos. 

Diante disso, é possível verificar que os ômegas 3 alteram as vias de 

sinalização que controlam a expressão gênica nas células inflamatórias (CALDER, 

2017). O fator nuclear kappa B (NF-κB) é um dos principais fatores de transcrição 

envolvidos na regulação de proteínas envolvidas na inflamação, incluindo citocinas, 

moléculas de adesão e COX-2. NF-κB inativo fica como trímero no citosol; e é ativado 

através de uma cascata de sinalização desencadeada por vários estímulos 

inflamatórios extracelulares, incluindo a ligação do LPS ao receptor Toll-like (TLR) 4. 

Essa cascata resulta na fosforilação de IκB, que fica presente como um dímero e é 

degradado. Ocorre translocação do dímero NF-κB do núcleo e regulação positiva da 

expressão gênica inflamatória. O EPA e o DHA podem diminuir a expressão da 

superfície celular das moléculas de adesão e a produção de citocinas inflamatórias e 

metabólitos da COX-2. Um mecanismo comum para explicar esses efeitos seria um 

impacto no sistema NF-κB. O EPA diminuí a ativação induzida por LPS de NF-κB em 

monócitos humanos (LO et al., 1999; NOVAK et al., 2003), tal fato está associado à 

diminuição da fosforilação de IκB (NOVAK et al., 2003; ZHAO et al., 2004). Da mesma 

forma, o DHA também reduz a ativação do NF-κB em resposta ao LPS em macrófagos 
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cultivados, um efeito que envolve a diminuição da fosforilação de IκB (LEE et al., 

2001).  

 A produção de citocinas no sobrenadante dos leucócitos é pouco descrita 

na literatura, sendo a grande maioria dos trabalhos descrevem as variações destes 

mediadores no plasma ou no pâncreas.  

CROOK, TUTT e PICKUP (1993) e Pickup, et al. (1997), relataram que DM2 

é uma condição inflamatória caracterizado por concentrações elevadas de citocinas 

inflamatórias no plasma assim como a IL-6. PICKUP et al (2000) relatou que IL-6 

plasmática e o TNFα aumentaram significativamente no DM 2 em comparação com 

indivíduos normais. No entanto, a produção basal de IL-6 e TNFα em células 

mononucleares do sangue periférico de diabéticos foi reduzida quando comparado 

com grupo controle. A produção de IL-6 e TNFα aumentou no sangue total, após 24 

horas, na presença e na ausência de LPS.  

A morte de neutrófilos foi investigada por meio da determinação da 

integridade de membrana celular, fragmentação e DNA e polaridade de membrana 

mitocondrial. Em nosso estudo não verificamos diferença da fragmentação de DNA e 

integridade de membrana celular quando os neutrófilos das mulheres pré-diabéticas 

e diabéticas foram avaliados e comparados ao grupo controle. A suplementação com 

ômega 3 ou com lecitina de soja também não alterou os parâmetros de morte celular.  

A polaridade de membrana mitocondrial é alterada durante os estágios 

iniciais da morte celular, podendo levar a abertura do poro de transição e assim 

permitir o extravasamento de proteínas mitocondriais para o citosol, o que resulta na 

ativação de caspase 3 e assim apoptose celular. 

Apesar de não ter sido verificado alteração na fragmentação de DNA, no 

nosso estudo o grupo diabético apresentou neutrófilos com despolarização de 

membrana mitocondrial quando comparado ao grupo controle e pré-diabético. 

KUWABARA et al., (2017) mostrou que os leucócitos apresentaram diminuição da 

integridade da membrana plasmática, aumento da fragmentação do DNA e 

despolarização da membrana mitocondrial (KUWABARA et al., 2017).  
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Uma das dificuldades encontradas no nosso estudo foi a realização do teste 

de fragmentação de DNA. Durante o ensaio houve formação de aglomerados 

celulares que inviabilizaram a análise de algumas amostras no citômetro, deste modo 

o número de amostras que compuseram o ensaio de fragmentação de DNA foi 

reduzido e tal fato pode ter alterado o poder estatístico da análise.  

A suplementação com ômega 3 ou com lecitina de soja não alterou a 

polaridade da membrana mitocondrial dos neutrófilos dos grupos investigados.  

O EPA e o DHA podem modular diferentemente aspectos da resposta de 

neutrófilos, o conhecimento da dose destes AG nos suplementos é relevante para o 

sucesso de terapias, dependendo do efeito requerido (PASCHOAL, et al 2013). No 

nosso estudo é o primeiro a demonstrar que a suplementação com ômega 3 (rica em 

EPA) regula a expressão de receptores de superfície para favorecer a migração dos 

neutrófilos e melhora a resposta destas células ao estímulo do LPS, principalmente 

nas mulheres pré-diabéticas e diabéticas. Vale ressaltar que o processo de morte 

celular não foi alterado após a suplementação.  

A lecitina de soja foi utilizada no estudo como placebo, porém teve um efeito 

similar ao ômega 3 na supressão da função dos neutrófilos nas mulheres dos grupos 

investigados. A fosfatidilcolina é o principal produto da lecitina de soja. Sua 

composição é relacionada em sistemas biológicos, desempenhando efeitos 

importantes sobre os lipídios (NAVDER et al., 1997; NAKAJIMA et al., 2001). A 

suplementação com lecitina na dieta melhora o perfil lipídico no sangue em pacientes 

com alto nível de gorduras no sangue (MEDIC et al., 2003).  

A função de leucócitos também parece ser modulada pela lecitina. 

MIRANDA et al., 2008 demonstraram que ratos wistar diabéticos e não diabéticos 

suplementados com lecitina de soja apresentaram redução na fagocitose de 

macrófagos (MIRANDA et al., 2008). Em linfócitos a adição de fosfatidilcolina ao meio 

de cultura inibiu a proliferação de linfócitos de ratos estimulada pela concanavalina A. 

O co-cultivo de macrófagos tratados com fosfatidilcolina e lavados, e linfócitos 

estimulados com concanavalina induz a uma inibição da proliferação de linfócitos. 

Portanto, neste tipo de co-cultura a fosfatidilcolina pode atuar como mediadora do 

efeito dos macrófagos na proliferação de linfócitos (NISHIYAMA E CURI, 2000). 
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Apesar destes dados, nosso estudo demonstra pela primeira vez que a lecitina de soja 

também altera a função de neutrófilos, levando a efeitos anti-inflamatórios similares 

ao ômega 3. Mais estudos são necessários para definir os mecanismos envolvidos na 

modulação da função dos neutrófilos por este fosfolipídio. 

Analisando os dados podemos concluir que a suplementação com ômega 3 

teve um efeito anti-inflamatório na função dos neutrófilos das mulheres pré-diabéticas 

e diabéticas, além disso tornou os neutrófilos mais responsivos a estímulo para 

produção das citocinas pró e anti-inflamatórias. Esses efeitos poderiam auxiliar no 

controle da resposta inflamatória crônica verificada em pacientes diabéticos. 
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