
 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

Faculdade de Ciências Aplicadas 

 

 

MARCELLA NEVES DÁTILO 

 

 

 

Ação anti-inflamatória de ácidos graxos insaturados na 
retina de camundongos obesos e diabéticos tipo 2: 

Papel dos receptores acoplados à proteína G (GPCR’s). 
 
 
 
 

Anti-inflammatory action of unsaturated fatty acids in 
the retina of obese and diabetic type 2 mice: Role of G 

protein-coupled receptors (GPCR’s). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

Limeira  

2018 



 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

Faculdade de Ciências Aplicadas 

 

 

MARCELLA NEVES DÁTILO 

 

 

 

Ação anti-inflamatória de ácidos graxos insaturados na 
retina de camundongos obesos e diabéticos tipo 2: 

Papel dos receptores acoplados à proteína G (GPCR’s). 
 

 

 

Dissertação apresentada à 

Faculdade de Ciências Aplicadas da 

Universidade Estadual de Campinas 

para obtenção do Título de Mestra em 

Ciências da Nutrição e do Esporte e 

Metabolismo, na área de concentração: 

Ciências Nutricionais e Metabolismo.   

 

Orientador: Prof. Dr. Dennys Esper Corrêa Cintra  

 

Este exemplar corresponde à versão final da dissertação defendida pela aluna Marcella Neves 

Dátilo, e orientada pelo Prof. Dr. Dennys Esper Corrêa Cintra. 

Limeira  

2018 



 

 



 

Autora: Marcella Neves Dátilo 

Título: Ação anti-inflamatória de ácidos graxos insaturados na retina de camundongos obesos 

e diabéticos tipo 2: Papel dos receptores acoplados à proteína G (GPCR’s). 

Natureza: Dissertação de mestrado 

Instituição: Faculdade de Ciências Aplicadas - UNICAMP 

Data de Defesa: Limeira, 05 de fevereiro de 2018  

 

BANCA EXAMINADORA 

 

Prof. Dr. Dennys Esper Corrêa Cintra     _________________________ 

Assinatura  

 

Prof. Dr. Leandro Pereira de Moura      _________________________ 

Assinatura  

 

 

Dr. Diego Andreazzi Duarte       _________________________ 

Assinatura  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no 

SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertação/Tese e na Secretaria do Programa da Unidade 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à família e amigos. 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus, por guiar meus caminhos e por ter colocado ao meu lado 

pessoas tão especiais, sem as quais eu não teria dado conta! 

Aos animais experimentais, que possibilitaram a construção deste trabalho.  

Aos meus pais, Marcelo e Cristiane, meu infinito agradecimento. Por serem meu 

alicerce e meus maiores exemplos de vida. Aos meus irmãos, Lethicia e 

Guilherme, por serem meus confidentes e meus parceirinhos de vida. Agradeço 

pela família que somos, pelo amor incondicional, por acreditarem no meu sonho 

e me incentivarem a ser melhor a cada dia.  

A meu namorado, Guilherme, por ser essencial na minha vida. Agradeço as 

horas de laboratório e todos os momentos fora dele. Obrigada pelo seu 

companheirismo, pelo carinho, pela paciência, pela compreensão e por me fazer 

acreditar que eu posso ser mais do que imagino. Sem você, essa caminhada 

não teria a mesma cor.  

A minha madrinha, Gislaine, pelas palavras de sabedoria, pela ternura e pela fé 

depositada em mim.  

Ao meu orientador, Prof. Dr.  Dennys Cintra, por ter acreditado no meu potencial 

e permitido a realização deste trabalho.  

Ao Diego, pela parceria e amizade que construímos. Obrigada pelo seu apoio 

imensurável e por tudo que fez por mim ao longo desses anos.  

A minha melhor amiga, Isabela, por sua lealdade, sua verdade e sua 

cumplicidade. Obrigada por estar ao meu lado há mais de uma década e 

continuar sendo um terço meu.  

Ao LabGeN, por ter me proporcionado anos e encontros memoráveis. 

As minhas queridas, Patricia, Ruth, Marcella, Camilla e Susana, por tornarem 

meus dias de pesquisa infinitamente mais leves e muito mais prazerosos. 

Obrigada pelas noites, pelos finais de semana, pelas viagens e por todos os 

momentos. Levarei vocês para sempre comigo.  



 

A Profª. Drª. Ana Carolina Junqueira Vasques, por ser meu exemplo de 

professora, de pesquisadora, de pensadora e de ternura. Obrigada por ter me 

aproximado da pesquisa, por ter me dado oportunidades únicas, por todas as 

palavras de incentivo, por me mostrar que a gente pode ser mais e que podemos 

sempre fazer melhor.  

A todos os integrantes do LabGeN e LabMEx, pelo suporte e pela parceria. Aos 

alunos e professores do CNEM, por contribuírem para a minha formação.  

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

 

Introdução: A prevalência da obesidade tem atingido níveis alarmantes, 

contribuindo para o desenvolvimento de diversas comorbidades, entre elas a que 

mais se destaca é o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Dentre as principais 

complicações associadas ao DM2 encontra-se a retinopatia que, atualmente, é 

considerada uma das principais causas de cegueira em indivíduos adultos. O 

processo inflamatório crônico e de baixo grau presente na obesidade, favorece 

o descontrole glicêmico que, a longo prazo, contribui para o desencadeamento 

da retinopatia. Em linhas gerais, os ácidos graxos ômega-3 são amplamente 

investigados na literatura devido ao seu potencial anti-inflamatório. O mecanismo 

de ação do ômega-3 ocorre por meio de seus receptores específicos, 

GPR120/GPR40, que são capazes de desarticular a cascata inflamatória, 

levando a diminuição da inflamação em tecidos periféricos e no sistema nervoso 

central. Contudo, a presença e a ação desses receptores no tecido retiniano 

ainda é pouco descrita e investigada. 

Objetivo: Avaliar a presença e o papel dos receptores para ácidos graxos 

ômega-3 no controle do processo inflamatório da retina de animais obesos e 

resistentes à insulina. 

Metodologia: Camundongos Swiss machos, com 4 semanas de idade foram 

distribuídos em 2 grupos: controle (CT) e obeso (HF). O grupo controle foi 

mantido em ração comercial e o obeso exposto a dieta rica em gordura saturada 

por 9 semanas. Após esse período foi realizado teste de tolerância à insulina 

(TTI) para analisar a homeostase glicêmica. Posteriormente, os animais 

expostos a dieta rica em gordura foram distribuídos randomicamente nos grupos: 

dieta rica em gordura (HF) e dieta rica em gordura substituída em 10% de 

gordura por óleo de semente de linhaça, fonte de ômega-3 (HF+ω3), por nove 

semanas. Ao final do período experimental, os testes de tolerância à insulina e 

a glicose foram realizados (TTI e TTG, respectivamente) e a retina foi extraída 

para análises da expressão gênica e do conteúdo proteico dos receptores para 

ω3 (GPR120 e GPR40), de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-10 e IL-1β), TAK1 



 

e do marcador de retinopatia diabética (VEGF). Para análise fisiológica da função 

visual, foi utilizado o teste de eletrorretinografia. 

Resultados: Os animais expostos a dieta rica em gordura saturada (HF) 

apresentaram aumento da massa corporal, resistência à insulina e intolerância 

à glicose quando comparados ao grupo CT. Por outro lado, o grupo HF+ω3 

apresentou redução na glicemia de jejum e maior tolerância à glicose em 

comparação com o grupo HF. Em relação aos dados moleculares, mostramos 

que a retina dos animais era capaz de expressar os genes para os receptores 

GPR120 e GPR40, além disso, os animais expostos ao óleo de semente de 

linhaça apresentaram maior conteúdo proteico de GPR120 em relação ao grupo 

HF. Em relação às citocinas pró-inflamatórias, o grupo HF apresentou aumento 

na expressão gênica de TNF-α e IL-1β, quando comparado ao CT. E o grupo 

HF+ω3, redução na expressão gênica das citocinas quando comparados ao 

grupo HF. A respeito do conteúdo proteico, os animais do grupo HF 

apresentaram aumento no conteúdo proteico de IL-1β, p-TAK1 e VEGF quando 

comparado ao grupo CT. Além disso, o grupo HF+ω3 apresentou redução no 

conteúdo proteico de TNF-α, IL-1β, p-TAK e VEGF em relação ao grupo HF. No 

que se refere ao receptor GPR40 e a citocina IL-10, as diferente dietas 

experimentais não foram capazes de modular seu conteúdo proteico. Em relação 

ao teste funcional retiniano, animais do grupo HF apresentaram menor potencial 

oscilatório quando comparado ao grupo CT. Entretanto, a dieta rica em óleo de 

semente de linhaça foi capaz de proteger contra o desenvolvimento da 

retinopatia. 

Conclusão: A dieta high-fat foi capaz de induzir inflamação e danos na retina 

neural em camundongos Swiss. Por outro lado, a substituição em 10% por óleo 

de semente de linhaça foi capaz de reduzir a intolerância à glicose, expressão 

gênica e conteúdo proteico de marcadores inflamatórios e do fator de 

crescimento (VEGF). Sendo assim, nossos achados indicam que a dieta 

contendo óleo de semente de linhaça pode retardar o desenvolvimento de 

retinopatia diabética em camundongos obesos alimentados com dieta high-fat. 

Palavras-chave: Ômega-3; Retinopatia Diabética; GPR120; GPR40; 

Resistência à insulina; Nutrigenômica. 

 



 

 

ABSTRACT 

Introduction: The prevalence of obesity has reached alarming levels, 

contributing to the development of several comorbidities specially type 2 diabetes 

(T2D). Among the main complications associated with DM2 lies retinopathy, 

which is currently considered one of the main causes of blindness in adults. The 

chronic and low-grade inflammatory process present in obesity favors the loss of 

glycemic control that, in the long term, contributes to the onset of retinopathy. In 

general, omega-3 fatty acids are widely investigated in the literature because of 

their anti-inflammatory potential. The mechanism of action of omega-3 fatty acids 

occurs through their specific receptors, GPR120 / GPR40, which are able to 

disarticulate the inflammatory cascade leading to decreased inflammation in 

peripheral tissues and the central nervous system. However, the presence and 

action of these receptors on retinal tissue is still poorly described and 

investigated. 

Objective: Evaluate the presence and role of the omega-3 fatty acids receptors 

in the control of the retinal inflammatory process of obese and insulin resistant 

animals. 

Methods: Four-week-old male Swiss were randomly distributed into two groups: 

control (CT) and obese (HF). The control group was maintained in standard chow 

diet and the obese group was exposed to a high fat diet for 9 weeks. After this 

period, an insulin tolerance test (ITT) was performed to analyze glucose 

homeostasis. After this, animals fed a high-fat diet were randomly distributed into 

two groups: maintained for another 9 weeks on HF diet (HF) or fed a diet 

substituted in 10% of lard to flaxseed oil, a source of omega-3 (HF+w3) for eight 

weeks. At the end of the experimental period, animals were submitted to an 

insulin and glucose tolerance tests (ITT, and GTT, respectively) and the retinas 

were extracted to analyze gene and protein expression of omega-3 fatty acids 

receptors (GPR120/GPR40), inflammatory cytokines (TNF-α, IL-10 e IL-1β), 

TAK1 and the classical markers of diabetic retinopathy (VEGF). For the 

physiological analysis of visual function, we used a full flash electroretinography 

test. 



 

 

Results: The animals exposed to the high-fat diet (HF) presented an increase in 

body mass, insulin resistance and glucose intolerance when compared to the CT 

group. On the other hand, the HF+ω3 group showed a reduction in fasting 

glucose and an improve in glucose tolerance compared to the HF group. In 

relation to the molecular data, we showed that animals retina were able of 

expressing the genes for GPR120 and GPR40 receptors and the animals 

exposed to the flaxseed oil showed an increase in GPR120 protein content 

compared to HF group. In relation to the proinflammatory cytokines, the HF group 

showed an increase in the gene expression of TNF-α and IL-1β when compared 

to CT. The HF+ω3 group showed a reduction in the cytokine gene expression 

when compared to the HF group. Regarding the protein content, the animals of 

the HF group showed an increase in the protein content of IL-1β, p-TAK1 and 

VEGF when compared to the CT group. In addition, the HF+ω3 group showed a 

reduction in the protein content of TNF-α, IL-1β, p-TAK and VEGF in relation to 

the HF group. In relation to GPR40 receptor and IL-10 cytokine, the different 

experimental diets were not able to modulate their protein content. Regarding the 

retinal functional test, the animals of the HF group showed a decrease in the 

lower oscillatory potential when compared to the CT group. However, the diet rich 

in flax seed oil was able to protect against the development of retinopathy. 

Conclusion: The high-fat diet was able to induce inflammation and damage in 

the neural retina of Swiss mice. On the other hand, the substitution of 10% of lard 

to flaxseed oil was able to reduce glucose intolerance, gene expression and 

protein content of inflammatory markers and growth factors (VEGF). Thus, our 

findings indicate that the diet containing flaxseed oil can slow the development of 

diabetic retinopathy in obese mice fed a high-fat diet. 

Keywords: Omega-3; Diabetic Retinopathy; GPR120; GPR40; Insulin 

Resistance; Nutrigenomics.  
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1. Introdução  
1.1 Epidemiologia 

A prevalência do diabetes mellitus (DM) têm crescido a níveis alarmantes. 

O levantamento realizado pela International Diabetes Federation (IDF) no ano de 

2015, mostrou que 415 milhões de indivíduos ao redor do planeta eram 

portadores da doença, sendo o Brasil o quarto país no ranking mundial com 

aproximadamente 14,3 milhões de diabéticos. Estima-se que nos próximos 25 

anos, 642 milhões de pessoas, entre 20 e 79 anos, serão portadoras de DM1. A 

doença é caracterizada pela incapacidade de captação de glicose pelas células 

dependentes de insulina. Isso pode ocorrer por deficiência na produção de 

insulina pelas células -pancreáticas, caracterizando o diabetes tipo 1 (DM1) ou 

pela resistência a ação ao hormônio insulina, caracterizando o diabetes tipo 2 

(DM2)2. A incidência do DM1 abrange aproximadamente 10% dos casos de 

diabetes, enquanto o DM2 acomete os outros 90%3. 

 Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento do DM2, dentre eles 

destacam-se a predisposição genética, fatores psicossociais,  sedentarismo, 

maior consumo de energia oriundas de gorduras predominantemente saturadas, 

sobrepeso e, principalmente, a obesidade4,5. A obesidade, por sua vez, é 

definida pelo acúmulo excessivo de tecido adiposo e é comumente 

diagnosticada pela relação entre o peso e altura do indivíduo, caracterizada pelo 

Índice de Massa Corporal (IMC), no qual valores a partir de 30 kg/m² apontam 

obesidade6. Segundo o relatório de 2012 da Organização Mundial da Saúde 

(OMS), a prevalência da obesidade quase dobrou entre os anos de 1980 e 2008, 

com projeções de aproximadamente 700 milhões de indivíduos considerados 

obesos para 20256. Além de estar fortemente relacionada com o 



19 

 

desenvolvimento do DM2, a obesidade também contribui para o 

desenvolvimento de outras doenças como doenças cardiovasculares, alguns 

tipos de câncer, doenças neurodegenerativas entre outras7–9.  

Em relação ao DM, sabe-se que ser portador da doença aumenta o risco 

de morte prematura e, atualmente, o diabetes está classificado entre as dez 

maiores causas de morte no mundo. Em 2015, o diabetes e complicações 

associadas foram responsáveis por aproximadamente 5 milhões de mortes, 

ultrapassando o número de óbitos causados pela síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) e tuberculose1. Pacientes diabéticos apresentam maiores 

chances de desenvolver complicações como acidente vascular cerebral (AVC), 

infarto agudo do miocárdio, doenças coronarianas e câncer. Além disso, 

complicações tardias associadas ao DM como neuropatia, nefropatia e 

retinopatia apresentam grande impacto na qualidade de vida de pacientes 

diabéticos além e contribuir de maneira significativa para o aumento dos custos 

destinados para o tratamento dos portadores da doença10.   

1.2 Fisiopatologia do DM2 

Dentre o conjunto de doenças associadas à obesidade ou mesmo aos 

desfechos associados ao DM2, parece haver um fator em comum para o 

desenvolvimento dessas condições, a inflamação crônica e de baixo grau. Até o 

fim da década de 2000 acreditava-se que proteínas de cunho inflamatório 

surgiam com o aumento da massa adiposa11, e que seriam as responsáveis pelo 

desenvolvimento da doença. Contudo, diversas evidências posteriores 

apontaram para o surgimento de um processo inflamatório de baixo grau, 

mediante exposição de poucos dias12 e, até mesmo horas13, à dietas ricas em 

gorduras saturadas, como é o caso da dieta ocidental ou presente nos países 
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industrializados. Atualmente, compreende-se que o consumo de gorduras 

saturadas seja o fator iniciador do processo inflamatório e o excesso de massa 

adiposa contribui para a perpetuação dessa inflamação, caracterizando o caráter 

crônico da doença14. 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), secretado tanto pelo tecido 

adiposo hipertrofiado quanto pela ativação de suas vias específicas de 

transdução celular de sinais está intimamente associado ao desenvolvimento 

das comorbidades anteriormente mencionadas. Ele possui papel fundamental no 

mecanismo de resistência à insulina, pois sua cascata de sinalização culmina na 

ativação da proteína transformador beta ativado por kinase-1 (TAK1), que 

provoca a ativação de proteínas serinas quinases, como o inibidor da kinase 

kappa (IKK) e o C-Jun N-terminal quinase (JNK). Essas proteínas são capazes 

de inibir a transdução da sinalização de insulina, por fosforilar em serina no 

resíduo 307 o substrato de receptor de insulina 1 (IRS-1). Com isso, ocorre o 

impedimento da interação do IRS-1 com a subunidade β do receptor de insulina, 

interrompendo a propagação da via15–18. Essas alterações causam prejuízo na 

transdução do sinal da insulina, prejudicando diversas ações deste hormônio, 

inclusive a captação de glicose. Concomitantemente, no intuito de compensar o 

estado hiperglicêmico, as células β pancreáticas aumentam a produção de 

insulina para reestabelecer a homeostase glicêmica. Com isso as células β se 

tornam hipertrofiadas, disparando sinais pró-inflamatórios que, por vezes, 

culminam com a ativação de vias pró-apoptóticas, agravando ainda mais o 

quadro de DM218.  

Nesse contexto, o sistema imune inato desempenha um papel importante 

na patogênese do DM2 e de doenças neurodegenerativas19. Entre as famílias 
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de receptores responsáveis pela resposta imunológica, se destacam os 

Receptores do tipo Toll (TLRs), que são proteínas transmembrana com função 

de reconhecer patógenos e propagar o sinal inflamatório por meio da produção 

de citocinas20. Esses receptores do tipo Toll reconhecem não só o 

lipopolissacarídeo (LPS) presente na membrana de bactérias gram negativas 

como também ácidos graxos saturados oriundos da dieta, o que torna possível 

a ativação da resposta inflamatória mesmo na ausência de patógenos21.  

Os domínios citoplasmáticos do TLR-4 são reconhecidos pela proteína de 

resposta primária à diferenciação mieloide 88 (MyD88), que ao se associar ao 

TLR, desencadeia uma cascata de sinalização que culmina na fosforilação e 

degradação do inibidor do fator de transcrição nuclear kappa B alpha (IκBα) , 

permitindo que o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB), agora ativado, 

migre ao núcleo e estimule a produção de diversos mediadores pró-

inflamatórios, como TNF-α, IL-6, IL-1β, óxido nitríco sintase induzível (iNOS) e 

ciclooxigenase-2 (COX-2)22–24.  

A ativação do sistema imune inato também pode interferir diretamente na 

sinalização da insulina por meio da ativação direta da proteína JNK e fosforilação 

dos substratos do receptor de insulina em serina 30718,20,25.  

1.3 Retinopatia diabética  

Entre as principais complicações tardias associadas ao diabetes, a 

retinopatia se destaca e tem sido alvo de diversas pesquisas, pois a progressão 

natural da doença culmina, por vezes, em cegueira diabética26,27. A retinopatia 

diabética (RD) acomete mais de 77% dos portadores de DM, além de ser uma 

das principais causas de cegueira em indivíduos em idade produtiva, sendo 

responsável por 4,8% das 37 milhões de perdas de visão ao redor do mundo28. 



22 

 

A RD é definida através de alterações microvasculares retiniana e hiperglicemia 

crônica associada a inflamação subclínica que está fortemente correlacionada 

com a fisiopatologia da doença. A RD  tem sua fase inicial denominada como 

retinopatia diabética não proliferativa (RDNP), podendo evoluir para um estágio 

mais avançado intitulado retinopatia diabética proliferativa (RDP)29.   

A RDNP é caracterizada pela alteração na vasculatura retiniana, 

pacientes diabéticos apresentam um aumento no calibre das arteríolas da retina. 

A dilatação atua como precursor de disfunção microvascular, indicando 

deficiência na autorregulação arteriolar. Essa dilatação leva ao aumento da 

pressão do capilar podendo gerar microaneurismas, extravasamento de 

exsudatos e hemorragia. O surgimento de neovascularização distingue a fase 

não-proliferativa da fase proliferativa. Com o surgimento de novos vasos, pode 

haver hemorragia vítrea ou descolamento da retina, levando o indivíduo à perda 

total da visão29–31. Para que seja possível a total compreensão do curso da 

doença, é necessário ter um panorama geral do funcionamento do tecido, como 

descrito a seguir. 

1.4 Retina 

A retina é uma estrutura ocular composta por neurônios que são 

responsáveis por detectar luz e cor e converter a imagem em estímulos nervosos 

que serão enviados, através do nervo óptico, ao córtex visual que é responsável 

pelo processamento das informações e organização espacial do cenário visual. 

A retina contém um conjunto de camadas que compõe a retina neural e o epitélio 

pigmentado retiniano32 (Figura 1).  
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A luz atravessa as diversas camadas retinianas, até atingir a camada de 

cones e bastonetes, onde se inicia o processo de transdução de sinal33. 

Subsequente à camada de fotorreceptores, está localizado o epitélio pigmentado 

retiniano (retinal pigment epithelium – RPE), constituído por uma única camada 

celular que contem inúmeros melanossomos. O pigmento negro da RPE impede 

a reflexão da luz por todo o globo ocular, além disso o RPE também é 

responsável pela difusão de nutrientes à neuroretina34.  

  Os cones e bastonetes possuem fotopsinas e rodopsina, 

respectivamente, que são substâncias químicas fotossensíveis e ao serem 

expostas à luz são decompostas. Esse processo irá possibilitar a transmissão do 

sinal através de condução elétrica às células bipolares e horizontais, presentes 

na camada plexiforme externa. As células horizontais, por sua vez, são capazes 

de transmitir sinais horizontalmente de cones e bastonetes às células bipolares. 

Ao serem excitadas, as células bipolares, fazem sinapse com células amácrinas 

e ganglionares. Essas, são capazes de transmitir sinais eferentes da retina 

através do nervo óptico até o córtex visual32,35. 

Células da glia também estão presentes no tecido retiniano. Células de 

Müller são as principais células macrogliais da retina, elas se estendem por toda 

a neuroretina e são responsáveis pelo transporte de nutrientes, água e resíduos 

entre os vasos retinianos e os neurônios, sendo extremamente importantes na 

regulação da homeostase do tecido, atuando diretamente na rigidez da barreira 
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porém seu maior conteúdo proteico é localizado nas células gliais de Müller. 

Após sua ativação, o receptor dispara uma cascata de sinalização que culmina 

no aumento de produção de espécies reativas de oxigênio, moléculas de adesão, 

fatores de crescimento e citocinas inflamatórias39.  

Processos inflamatórios estão fortemente relacionados com alterações 

moleculares e estruturais envolvidas na gênese da RD. A cascata de sinalização 

coordenada pelos receptores TLRs resulta na migração do fator de transcrição 

NF-κB ao núcleo, que é responsável pela expressão de diversas proteínas 

envolvidas nos estágios iniciais da retinopatia como, TNF-α, IL-1β, iNOS e 

moléculas de adesão. As citocinas inflamatórias são capazes de, ao se ligarem 

aos seus receptores específicos, aumentar a transcrição de genes pró-

inflamatórios e pró-apoptóticos resultando em maior permeabilidade vascular, 

apoptose e neurodegeneração40,41. O aumento de iNOS, por sua vez, é capaz 

de induzir alterações estruturais ou funcionais nos capilares retinianos, como 

degeneração capilar e perda de pericitos42.  

As moléculas de adesão (intercellular adhesion molecule - ICAM-1; 

vascular cell adhesion molecule - VCAM-1), são importantes biomarcadores da 

RD. Ao serem expressas são capazes de perpetuar o ciclo inflamatório através 

do recrutamento de leucócitos18,43,44. O VEGF, por sua vez, induz angiogênese, 

que é a característica primária da retinopatia diabética proliferativa. O VEGF 

pode ser produzido por células presentes em diversas camadas da retina como 

o epitélio pigmentado, células endoteliais, células gliais e ganglionares45. 

Fechando o círculo vicioso, o VEGF também é descrito por aumentar o processo 

inflamatório intraocular, por meio do aumento da vaso-permeabilidade (Figura 

2)46.  
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1.6 Terapia na RD  

A terapêutica tradicional, prevê utilização de corticosteroides de uso 

tópico ou cirurgias a laser. A corticoterapia parece auxiliar no retardo na 

progressão da doença retiniana in vitro29, contudo, não parece ser capaz de 

bloquear outras vias inflamatórias também presentes na doença. Animais 

knockout para a proteína MyD88 também apresentam retardo na progressão de 

retinopatia19. Desta forma, vias não-canônicas presentes na inflamação 

poderiam também ser avaliadas como possíveis alvos para controle da 

progressão ou retardo da doença. Ainda, fármacos como o aflibercept e 

ranibizumab, inibidores específicos do VEGF, previnem a degeneração macular 

e oclusão de veias na retina, demonstrando benefícios aos portadores da 

doença, contudo, com alto custo financeiro e à longo prazo pacientes se tornam 

resistentes a esse tipo de tratamento47.  
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1.7 Ácidos graxos ômega-3 (ω3) 

Ácidos graxos ω3 são largamente reconhecidos na literatura e na clínica 

como agentes antitrombóticos e anti-inflamatórios há mais de 30 anos48,49. 

Inicialmente foram apontados como inibidores da cascata inflamatória que 

derivava de prostaglandinas. Ao longo dos anos, pesquisas mostraram que o 

ômega-3 era capaz de interferir em pontos da cascata inflamatória anteriores às 

prostaglandinas50. Por volta de 1990, foi apontado que tais ácidos eram capazes 

de inibir a expressão de proteínas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), 

mas sem mecanismos descritos51–53. Apenas em 2004 foi apontada 

potencialidade na inibição de proteínas como o IκB-α e também do IKK, 

importantes proteínas da cascata inflamatória54 .  

No entanto, em 2010 descobriu-se um receptor capaz de reconhecer tal ácido 

graxo, responsável por interferir na sinalização intracelular bloqueando a 

inflamação. Os receptores acoplados à proteína-G (GPCRs) têm sido 

amplamente estudados tendo em vista, principalmente, seu potencial 

farmacológico. Suas isoformas GPR40 e GPR120, tem mostrado poderosa ação 

anti-inflamatória em diversos tecidos através de seus principais ligantes não-

farmacológicos, ácidos graxos poli-insaturados, ômega-3 e ômega-949,55,56, que 

ao se acoplarem ao receptor causam alteração conformacional no seu domínio 

intracelular, atraindo a proteína adaptadora β-arrestina-2, formando o complexo 

GPR/β-arrestina.  

Posteriormente, o complexo é internalizado e atrai para si as proteínas 

TAB1/2, comum às vias pró-inflamatórias do TNF-α e TLR-4. Com isso, ocorre a 

desarticulação dessas vias e a melhora da sensibilidade à insulina em diversos 

tecidos periféricos49,57–61 (Figura 3). A partir disso, outros ácidos graxos também 

foram descritos com potenciais anti-inflamatórios49 
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Já há bastante tempo o ômega-3 é considerado um dos principais 

constituintes da retina, e sua deficiência na alimentação tem sido apontada como 

importante fator na redução da acuidade visual ou mesmo na perda da visão62,63. 

Por outro lado, a reintrodução destes ácidos graxos na dieta pode, por vezes, 

reverter o processo de perda da visão ou, ao menos em parte, contribuir para 

estagnação no avanço da doença64. 

Apesar das evidências sobre os benefícios desses ácidos graxos sobre a 

função retiniana serem claras, ainda não há mecanismo descrito para explicar 

tais fenômenos. 

Desse modo, nosso grupo de pesquisa acredita que os benefícios exercidos 

pelos ácidos graxos ômega-3 estão fortemente relacionados com a redução do 

tônus inflamatório, e provavelmente com a redução na síntese de fatores de 

crescimento, como o VEGF. Caso os receptores GPR120 e GPR40 sejam os 

reais mediadores desses efeitos, abre-se então uma avenida exploratória 

importante na terapêutica contra a retinopatia diabética, uma vez que diversos 

agonistas sintéticos e mais potentes têm sido produzidos. No entanto, apesar do 

estudo poder mostrar viabilidade de terapêutica medicamentosa, os ácidos 

graxos ômega-3 culminam por fortalecerem os instrumentos nutricionais na luta 

contra a progressão da retinopatia diabética.  
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2. Justificativa  

Sendo a retinopatia diabética a maior responsável pela perda de visão em 

indivíduos adultos e uma das complicações mais comuns do diabetes, torna-se 

necessário a melhor compreensão da doença e seus mecanismos, bem como 

avaliação da ação dos ácidos graxos insaturados como importantes agentes 

terapêuticos na prevenção ou retardo na progressão da retinopatia diabética. 

3. Objetivo Geral  

Avaliar o efeito anti-inflamatório do óleo de semente de linhaça, rico em 

ômega-3, e investigar o papel dos receptores GPR120 e GPR40 na retina de 

camundongos obesos e resistentes à insulina. 

3.1. Objetivos Específicos  

a. Avaliar o processo inflamatório retiniano induzido pelo consumo crônico 

de dieta rica em gordura saturada em animais obesos e resistentes à 

insulina mediado pelas proteínas IL-6, TNF-, IL-1 e IL-10. 

b. Avaliar a expressão de fatores de crescimento (VEGF) na retina de 

animais obesos e resistentes à insulina. 

c. Avaliar o potencial anti-inflamatório do óleo de semente de linhaça, rico 

em 3, em animais obesos e resistentes à insulina. 

d. Mensurar a expressão dos receptores GPR120 e GPR40 após 

exposição a dieta rica em gordura saturada e a dieta substituída em 

10% de gordura animal por óleo de semente de linhaça. 

e. Mapear a distribuição do GPR120/GPR40 através de 

imunofluorescência.  

f. Avaliar a função visual dos animais através de eletrorretinografia. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1. Modelo animal  

Camundongos Swiss (n=180), foram adquiridos do Centro de Bioterismo 

da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB), com 4 semanas de idade. 

Todos os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de polietileno, com 

12h no ciclo claro e 12h no ciclo escuro. O consumo alimentar foi avaliado a cada 

três dias e o peso corporal a cada sete dias. Todos os experimentos foram 

realizados com aprovação pelo comitê de ética da UNICAMP, registrado com o 

nº4197-1. O número de animais utilizados nos diferentes grupos experimentais 

foi definido de acordo com cada técnica experimental, e encontra-se 

discriminado no rodapé de cada resultado obtido. 

4.2. Delineamento experimental 

 Os animais foram, inicialmente, separados em 2 grupos alimentados com: 

1 – (CT) dieta padrão, ração comercial para roedores (Nuvilab®); 2 – (HF) dieta 

rica em gordura, por 9 semanas. Após esse período, os animais mantidos em 

dieta HF, foram randomizados nos grupos HF - dieta rica em gordura e, HF+3 

- dieta substituída em 10% da gordura animal por óleo de linhaça (fonte de 

ômega-3), de acordo com a Tabela 1. Os animais foram mantidos nas seguintes 

dieta por mais 9 semanas. Posteriormente o teste de tolerância à insulina e à 
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Tabela 1. – Dietas experimentais baseada no proposto pela AIN.  

Ingredientes HF HF+3 

Amido de Milho Q.S.P. 115,500 115,500 

Caseína 200,000 200,000 

Amido de Milho Dextrinizado 132,000 132,000 

Açúcar 100,000 100,000 

Celulose Microfina 50,000 50,000 

Óleo de Soja* 40,000 40,000 

Óleo de Semente de Linhaça - 104,000 

Gordura Suína 312,000 208,000 

Mix de Vitaminas 10,000 10,000 

Mix de Minerais 35,000 35,000 

L-cistina 3,000 3,000 

Bitartarato de Colina 2,500 2,500 

Total 1000 1000 

Tabela 1: AIN – American Institute of Nutrition, 1993 (Reeves, 1993)65. HF– Dieta Hiperlipídica. 3 – omega 

3. Q.S.P. – Quantidade Suficiente Para. *40 mL de óleo de soja representa a quantidade obrigatória em 

todas as dietas para fornecimento dos ácidos graxos essenciais ao desenvolvimento normal dos animais 

experimentais. 

4.4. Teste intraperitoneal de tolerância à insulina (TTI) 

 Após 8 horas de jejum os animais foram submetidos ao TTI. Os animais 

receberam a solução de insulina (1,5 U/Kg de peso corporal) e foram colhidas 

amostras de sangue nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos a partir da veia 

caudal para determinação de glicose utilizando o glicosímetro Accu-chek active 

(Roche). Para avaliar a intensidade de decaimento glicêmico, os dados foram 

analisados de acordo com a área sob a curva do gráfico. Para analisar a 

constante (k) de decaimento glicêmico dos grupos, os dados foram 

transformados em logarítimos naturais, e o valor de slope obtido da média dos 
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grupos representa o k. O programa estatístico utilizado para avaliação do teste 

foi o GraphPad InStat, v. 3.05.  

4.5. Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (TTG) 

 Após 8 horas de jejum os animais foram submetidos ao TTG, onde foi 

administrada uma solução de 20% de glicose (2 g/Kg de peso) e colhidas 

amostras de sangue nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos a partir da veia 

caudal para determinação de glicose com auxílio de um glicosímetro Accu-chek 

active (Roche). Para avaliar a intensidade de decaimento glicêmico, os dados 

foram analisados de acordo com a área sob a curva do gráfico. 

4.6. Avaliação funcional da retina por eletrorretinografia (ERG) 

A eletrorretinografia (ERG) foi realizada utilizando o Sistema UTAS-E3000 

(UTAS-E3000, LKG Technologies Inc., Gaithersburg, MD) conforme descrito 

anteriormente por Duarte e colaboradores66. Foi captado o registro da variação 

do potencial de ação produzido entre a córnea e a retina quando foram 

estimuladas por diferentes intensidades de luz. Os camundongos foram 

adaptados ao escuro overnight e posteriormente as pupilas dilatadas com 

Tropicamida (Alcon São Paulo, BR). Em seguida, foram anestesiados como 

Cloridrato de Xilazina (Lab. König, S.A., 75mg/kg) conjugada à Cloridrato de 

Cetamina (Fort Dodge, Iowa, USA, 7,5mg/kg) administrado por via intraperitonial. 

Sobre efeito do anestésico, os animais foram submetidos a diferentes 

intensidades luminosas (-3,60, -2,60, -1,60, -0,60, 0,40, 1,40, 2,40 log cd s/m2). 

A avaliação foi realizada por análise dos traçados gráficos que caracterizaram 

as ondas de deflexão. 
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4.7. Extração Tecidual e Quantificação Proteica 

Com o animal anestesiado, os dois globos oculares foram removidos por 

completo. Com o auxílio de uma lupa (Leica Wild®, modelo m690), e bisturi 

oftálmico, foi feita uma incisão, onde a íris e as estruturas internas oculares como 

o vítreo e cristalino foram retirados. Posteriormente a retina foi removida com o 

auxílio de uma pinça. O tecido foi homogeneizado em tampão de 

imunoprecipitação, contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 7,4), 100 

mM de pirofosfato de sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10mM de EDTA, 10 

mM de ortovanadato de sódio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina, a 4 

ºC com o auxílio de um sonicador. Após a homogeneização, as amostras foram 

centrifugadas a 11000 rpm por 40 minutos para retirada do sobrenadante. No 

sobrenadante foi determinada a concentração de proteína através do método de 

Bradford 67 e, posteriormente, foi realizada a determinação do extrato total e do 

ensaio de immunoblotting. 

4.8. Imunoprecipitação 

Após determinação da concentração das proteínas, foi realizada a 

imunoprecipitação com anticorpo específico para β-Arrestina-2. Após incubação, 

os imunocomplexos foram recuperados com Proteina A Sepharose, durante 2 

horas, a 4 ºC e decantados por centrifugação (11000 rpm) durante 15 min, 

também a 4 ºC. O precipitado foi lavado 3 vezes, em intervalos de 5 min, com 

tampão de lavagem (2 mM ortovanadato de sódio; 100 mM Tris-HCl; 1mM RDTA; 

0,5% Triton X-100). O sobrenadante foi descartado, restando apenas as 

proteínas imunoprecipitadas (imunocomplexos).  
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4.9. Immunoblotting 

Os extratos protéicos ou os imunocomplexos foram ressuspensos em 

tampão de Laemmli, contendo 1M de DTT. Após rápida fervura, foram aplicados 

em gel de poliacrilamida para separação por eletroforese (SDS-PAGE). As 

proteínas separadas em gel de acrilamida (SDS-PAGE) foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose em aparelho de transferência da BIO-RAD. A ligação 

de anticorpo com proteínas não-específicas foi minimizada pela incubação 

prévia da membrana de nitrocelulose em tampão de bloqueio (5% de leite em pó 

desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por 1 

hora. Após isso, a membrana de nitrocelulose foi incubada overnight com 

anticorpo especifico. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 hora 

à temperatura ambiente com anticorpos secundários, referentes ao primário. As 

bandas específicas foram marcadas por quimioluminescência, por meio de kit 

específico, e reveladas em fotodocumentador (Syngene G:BOX). A quantificação 

das bandas foi realizada com auxílio do software UN-SCAN-IT gel 6.1. 

  4.10. Real Time PCR quantitativo - RT-qPCR  

Para análise de RT-qPCR, as amostras de retina foram removidas e 

imediatamente homogeneizadas em tampão de TRIzol® (Life Technologies) 

para o isolamento do RNA. Do RNA isolado as amostras foram quantificadas em 

espectrofotômetro e foi utilizado 3 µg de RNA para remoção de DNA genômico, 

através do kit Recombinant DNase I - RNase-free (Takara). Ao final desta etapa 

as amostras foram quantificadas novamente e utilizou-se 1 µg de RNA para a 

conversão em cDNA, através do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Applied Biosystems). As reações de qPCR foram realizadas através do sistema 

TaqMan® (Applied Biosystems). Posteriormente, foi avaliada a expressão gênica 
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de TNF-α, IL-1β, GPR120 e GPR40 e cada gene avaliado foi normalizado pelo 

gene endógeno GAPDH.  

4.11. Imunofluorescência  

 Para as análises de Imunofluorescência, outros grupos experimentais 

foram destinados para tal procedimento. O globo ocular foi extraído e 

diretamente fixado em solução de glurataldeído e formaldeído à 2,5% e 2%, 

respectivamente, por 1 hora a 4 ºC. Posteriormente, foram crioprotegidos em 

meio TissueTek O.C.T. Compound® para os ensaios de imunofluorescência. Em 

seguida, os tecidos foram seccionados a 20µm em criostato (Leica CM1850®) e 

as lâminas lavadas em tampão fosfato. Posteriormente, foram bloqueadas das 

ligações inespecíficas com soro de cabra 1% em tampão fosfato 1x por 1 hora. 

Após isso, as lâminas foram incubadas por 2 horas em soro 1% com os 

anticorpos específicos: anti-GPR120 (1:10, Santa Cruz Biotechnology) e anti-

GPR40 (1:50, Santa Cruz Biotechnology). Após isso, as lâminas foram 

incubadas com o respectivo anticorpo secundário por 1 hora a temperatura 

ambiente. Posteriormente, as secções foram coradas com DAPI. As lâminas 

foram analisadas em microscópio de fluorescência (Zeiss®, Oberkochen, 

Germany) e as imagens digitais capturadas com o auxílio de um software 

específico (AxioVision®; Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA). 

4.12. Análise Estatística 

 Os dados foram submetidos inicialmente ao teste de normalidade de 

Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, para dados simétricos, aplicou-se o teste 

de análise de variância (One-way, ANOVA), seguido do pós-teste de Bonferroni. 

Foram consideradas diferenças significantes entre os grupos as variações 

menores de 5% (p<0.05). 
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5 Resultados  

Para verificação do tempo de ativação do GPR120, foi realizado gavagem 

com óleo de linhaça e, posteriormente, as retinas foram extraídas em diversos 

tempos. De acordo com a Figura 5, é possível observar que o melhor tempo de 

ativação do receptor na retina ocorre a partir de 3 horas da administração do óleo 

de linhaça.  

 

 

  

 

 

Figura 5 – Associação GPR120/β-arrestina2 após gavagem com óleo de semente de linhaça. Time 

course para verificar o tempo de ativação do receptor GPR120 após gavagem com 500 µL óleo de linhaça 
em camundongos Swiss. (0h; 3h; 3h30; 4h n=3; 2h n=2). 
 
 

Em seguida, o tratamento com as diferentes dietas experimentais foi 

iniciado. Após 9 semanas, os animais expostos a dieta hiperlipídica (HF) 

apresentaram aumento da massa corporal quando comparados aos animais 

controle (Fig. 6A e A1). Além disso, os animais do grupo HF apresentaram 

aumento da glicemia de jejum e redução na taxa de decaimento de glicose (kITT) 

em relação ao grupo CT (Fig. 6B, B1 e C). Posteriormente, os animais do grupo 

HF foram distribuídos em um novo grupo experimental (HF+ω3), que passou a 

receber a dieta substituída em 10% de gordura saturada por óleo de semente de 

linhaça por 9 semanas. 

Durante o período de tratamento, a ingestão alimentar foi avaliada e os 

animais do grupo HF apresentaram maior ingestão alimentar em kcal/dia quando 

comparados ao grupo CT. Entretanto, a dieta contendo óleo de semente de 
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linhaça não foi capaz de modular a ingestão alimentar dos animais HF+ω3 

quando comparados ao grupo HF (Fig. 7A e B) 

Ao final das 18 semanas, os animais expostos a dieta rica em gordura 

continuaram a apresentar aumento da massa corporal em relação ao grupo 

controle. Entretanto, não houve diferença na massa corporal e no depósito de 

gordura epididimal, entre os grupos HF e HF+ω3 (Fig.7C-F). Em relação a 

homeostase glicêmica, os animais expostos a dieta rica em óleo de linhaça 

apresentaram redução da glicemia de jejum quando comparados aos animais do 

grupo HF (Fig. 8A-C). Contudo, não foi verificado diferença na taxa de 

decaimento de glicose entre os grupos HF e HF+ω3. Além disso, os animais 

expostos a dieta rica em óleo de linhaça apresentaram menor área sob a curva 

quando comparados ao grupo HF após realização do teste de TTG (Fig. 8D e E).  









44 

 

em relação ao grupo HF (Fig. 9C). Entretanto, as diferentes dietas experimentais 

não foram capazes de modular o conteúdo proteico de GPR40 (Fig. 9D).  

Além disso, avaliamos a localização dos receptores no tecido retiniano e 

verificou-se que ambos os receptores, GPR120 e GPR40 estão distribuídos por 

toda a retina, sendo observados tanto no epitélio pigmentado retiniano (RPE), 

quanto na retina interna (IR). Sendo o GPR120 (Fig. 9E), aparentemente mais 

expresso na camada epitelial, com alguns pontos na camada interna e o GPR40 

(Fig. 9F) distribuído de maneira mais uniforme em toda a extensão do tecido.  
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Entretanto, os animais expostos à dieta HF+ω3 apresentaram redução no 

conteúdo de p-TAK1, evidenciando o mecanismo de ação do GPR120 (Fig. 11E).  

Quanto ao fator de crescimento VEGF, marcador clássico de retinopadia 

diabética, foi observado aumento no conteúdo proteico de VEGF na retina de 

animais do grupo HF quando comparados ao grupo CT. Em contrapartida, os 

animais do grupo HF+ω3 apresentaram menor conteúdo proteico de VEGF em 

comparação ao grupo HF (Fig. 11F). Além disso, não houve diferença no 

conteúdo proteico de IL-10 e TNF-α (26 kDa) entre os diferentes grupos 

experimentais (Fig. 11C e D). 
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6. Discussão  

A atividade anti-inflamatória atribuída aos ácidos graxos ômega-3 é 

especulada na literatura científica desde meados de 198068, mas com desfechos 

mecanísticos moleculares mostrados apenas a partir de 201069. Em relação ao 

tecido retiniano, alvo do presente estudo, sabe-se que os ácidos graxos ômega-

3 são os lipídios mais abundantes na retina70 e que o consumo diário de fontes 

alimentares contendo em torno de 500 mg de ω3 é capaz de diminuir a incidência 

de retinopatia diabética (RD) em indivíduos adultos, portadores de DM271. 

Contudo, a relação desse tipo lipídico específico trazendo benefícios ao tecido 

retiniano ainda não apresenta detalhamento molecular bem caracterizado. 

Portanto, os resultados obtidos neste projeto trazem luz à tal mecanística, 

podendo contribuir para ações nutricionais mais efetivas. 

Para tentar compreender os mecanismos desencadeados pelos ácidos 

graxos ω3 na retina, camundongos foram expostos a três tipos de dieta: dieta 

padrão comercial, dieta rica em gordura de origem animal, contendo 35% de 

gordura saturada, e uma dieta substituída em 10% de gordura por óleo de 

semente de linhaça. Os resultados obtidos mostraram que a dieta rica em 

gordura saturada foi capaz de induzir aumento da massa corporal, glicemia de 

jejum e gerar à resistência à insulina, mostrando-se eficiente na indução de 

obesidade e dano metabólico. De forma semelhante, camundongos Swiss têm 

sido amplamente utilizados como um bom modelo experimental do processo 

obesogênico e comorbidades associadas72–74, mimetizando os distúrbios 

metabólicos observados em humanos sob o modelo de dieta ocidental75,76. 
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Em contrapartida, a dieta substituída em 10% de gordura animal por óleo de 

semente de linhaça foi capaz de reduzir a glicemia de jejum e de proteger os 

animais do desenvolvimento de intolerância à glicose mesmo sem alterar os 

estoques adiposos e a massa corporal dos animais. Diversos estudos mostraram 

o potencial do óleo de semente de linhaça e também dos ácidos graxos DHA e 

EPA na melhora da homeostase glicêmica em animais obesos, evidenciando o 

potencial terapêutico desse nutriente no tratamento da obesidade e do 

DM255,56,69. Na obesidade e doenças associadas, o estimulo de vias inflamatórias 

culmina na ativação das serinas quinases (JNK e IKK) que reduzem a transdução 

da via de sinalização da insulina77–79. Contudo, os ácidos graxos da família do 

ω3 são capazes de restabelecer a homeostase glicêmica por desarticular a 

cascata inflamatória, restaurando a sinalização da insulina e aumentando a 

captação de glicose em tecidos periféricos80.  

Nesse sentido, o potencial anti-inflamatório dos ácidos graxos ω3 no 

desenvolvimento da retinopatia vêm sendo descrito em alguns trabalhos que 

apresentaram como objetivo analisar o efeito da suplementação de EPA e DHA 

em animais espontaneamente diabéticos ou induzidos à retinopatia81,82. Tais 

evidências demonstraram o efeito protetor do ômega-3 no desenvolvimento da 

RD independente da fonte de ômega-3 e do modelo de indução a obesidade 

utilizado. Ainda, estudos realizados com cultura de células mostraram que a 

utilização de ômega-3 é capaz de inibir a ativação de micróglias e controlar a 

autofagia83,84. 

Apesar de diversos estudos descreverem o potencial terapêutico dos 

GPCRs, GPR120 e GPR40, e de terem sido identificados em diversos tecidos e 

tipos celulares como o sistema nervoso central, macrófagos, tecido adiposo, 
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intestino e fígado85–89, até onde sabemos, a presença dos receptores ainda não 

foi descrita do tecido retiniano. Portanto, de forma inédita, nossos resultados 

demonstram que esses receptores estão presentes na retina, onde 

principalmente o GPR120 é capaz de reconhecer seu agonista lipídico. Ainda, 

foi avaliada a capacidade da dieta contendo óleo de linhaça em aumentar o 

conteúdo proteico de GPR120. De maneira semelhante, Cheshmehkani e 

colaboradores (2015) também observaram o aumento de GPR120 no cólon de 

animais suplementados com óleo de semente de linhaça90. O mecanismo pelo 

qual ácidos graxos insaturados induzem aumento na expressão de receptores 

GPR120 ou 40 ainda é mal explicado na literatura. Isso se deve, provavelmente, 

a dois fatos, 1) as respostas são tecido-dependentes91; 2) através do fator de 

transcrição C/EBP, o qual é ativado por ácidos graxos saturados e, de acordo 

com a literatura, é o fator de transcrição de GPR12092. Mas a evidência que 

mostra isso ainda carece de maiores explicações. 

Apesar de alguns estudos descreverem o potencial terapêutico dos 

receptores GPR120 e 40, este trabalho também apresenta de forma inédita a 

exploração do seu papel no tecido retiniano. Sabe-se que a ingestão de fontes 

de ω3 parece ser capaz de prevenir ou retardar o surgimento de retinopatia 

diabética em humanos93. Além disso, estudos realizados em modelos 

experimentais mostrarem que a ingestão ou suplementação com ácidos graxos 

da família do ω3 resultou em retardo no desenvolvimento da doença, diminuição 

do tônus inflamatório e  angiogênese81,94. Sabe-se que o aumento na produção 

de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α) no vítreo95 e na retina96 está 

associado com a gênese da RD, e que além de perpetuar o processo 

inflamatório, níveis elevados de IL-1β e TNF-α precedem os danos funcionais e 
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estruturais que ocorrem nos estágios mais avançados da RD41,97
. De maneira 

interessante, a dieta contento óleo de semente de linhaça utilizada no presente 

trabalho foi capaz de atenuar o processo inflamatório, de acordo com achados 

na literatura, apresentando-se como potencial alvo terapêutico na prevenção e 

tratamento da RD.  

Outro marcador clássico de RD avaliado, foi o conteúdo de VEGF. Aiello e 

colaboradores, em 1994, mostraram o aumento de VEGF no vítreo de pacientes 

diabéticos98 e desde então diversos estudos na literatura destacaram o papel do 

fator de crescimento na progressão da retinopatia, controlando processos de 

angiogênese, neurodegeneração, migração e proliferação célula, além de 

aumentar a permeabilidade vascular tanto em ensaios clínicos45,99–101, quanto 

em modelos experimentais102,103. Nesse contexto, resultados semelhantes foram 

encontrados no presente estudo, onde verificou-se maiores níveis de VEGF na 

retina de animais obesos e diabéticos.  

Sendo assim, diversos fármacos têm sido desenvolvidos, no intuito de conter 

os efeitos deletérios que o excesso de produção de VEGF traz à retina de 

pacientes diabéticos. Dessa maneira a utilização de ácidos graxos ômega-3 

torna-se uma alternativa, pois diversos estudos recentes têm buscado 

compreender os efeitos do ômega-3 sobre o VEGF104. Nesse sentido, um estudo 

experimental mostrou que a administração de ácido α-linolênico por cinco dias 

foi capaz de reduzir os níveis de VEGF na retina de animais induzidos ao 

diabetes por estreptozotocina102. No presente trabalho, a dieta contendo de óleo 

de semente de linhaça também foi capaz de reduzir os níveis de VEGF. 

Além de reduzir a expressão de citocinas e VEGF, as diferentes dietas 

experimentais foram capazes de modular a atividade da proteína TAK-1. Já é 
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bem descrito na literatura que a proteína TAK-1 pode ser ativada por diversos 

ligantes que interagem com os receptores TLRs, RAGEs, IL-1R e TNFR e é 

necessária para a migração dos fatores de transcrição NF-κB e AP-1 ao núcleo 

e perpetuação do sinal inflamatório20,105,106. Além disso, sabe-se que os ácidos 

graxos ômega-3, via GPR120 e 40, são capazes de interferir na via de 

sinalização da TAK-1, desarticulando a cascata inflamatória56,57,87,107. Sendo 

assim, a diminuição da atividade da proteína TAK-1 encontrada no presente 

estudo torna-se mais uma evidência de que os efeitos positivos dos ácidos 

graxos ômega-3 sobre a retina dos camundongos ocorreram via GPCRs.    

Por fim, avaliamos a função retiniana através do teste de eletrorretinografia 

(ERG). No ERG as ondas A e B mostram a função de fotorreceptores, e 

alterações nas amplitudes de onda só são detectáveis nos estágios mais 

avançados de retinopatia, esses estágios são comumente observados em 

modelos animais de degeneração retiniana mais severos, como por exemplo 

com a utilização de estreptozotocina66 ou animais transgênicos mais propensos 

ao desenvolvimento a doença108.  

No caso de indução à retinopatia por dieta hiperlipídica, Rajagopal e 

colaboradores não observaram alterações em ondas A e B mesmo após 12 

meses de exposição à dieta97. Entretanto, a utilização de uma dieta com maior 

teor de gordura saturada (60%) mostrou-se capaz de gerar déficits funcionais na 

retina de camundongos, tanto em ondas A e B, quanto no que diz respeito ao 

potencial oscilatório (OP)109. No presente estudo não observamos alterações em 

relação a amplitude de onda A e B ao final das 18 semanas de exposição à dieta, 

acredita-se que esse fato ocorreu devido ao curto período de tempo de 

exposição a dieta HF aliado a porcentagem de gordura saturada utilizada. 
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 Entretanto, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram redução 

no OP de animais obesos, indicando alteração funcional na camada interna da 

retina, caracterizando danos às células amácrimas e ganglionares, levando à 

diminuição na sensibilidade visual110,111. Além disso, diversos estudos na 

literatura destacaram tais alterações como característica dos estágios iniciais de 

retinopatia112. Por outro lado, o óleo de semente de linhaça foi capaz de proteger 

contra os danos causados pelo consumo de dieta hiperlipídica, retardando assim 

a perda de função de células internas da retina.  

Desse modo, é possível concluir que o consumo de ômega-3 torna-se 

alternativa interessante abordagem para o tratamento de RD, uma vez que até 

o presente momento a terapêutica convencional se dá através de fotocoagulação 

a laser, que a longo prazo é capaz de causar efeitos adversos como diminuição 

do campo de visão ou ainda redução da sensibilidade a cores113. Devido às 

limitações da terapêutica convencional, diversos fármacos de ação inibidora 

específica para os receptores de VEGF, IL-1β e TNF-α vêm sendo 

desenvolvidos. Entretanto, a maioria desses fármacos apresentam elevado grau 

invasivo, pois são administrados via intravitreal, além de apresentarem alto custo 

financeiro, impossibilitando sua utilização por maior parte da população47,114,115. 

Dessa forma, nossos resultados corroboram os estudos acerca do tema, 

evidenciando o papel anti-inflamatório dos ácidos graxos ω3, além de descrever 

a presença dos receptores para tais ácidos graxos na retina o que pode 

possibilitar maior compreensão dos mecanismos envolvidos na gênese da RD e 

na utilização dos ácidos graxos da família do ω3 como terapia não farmacológia 

para prevenção dessa doença. 
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7. Conclusão  

Pode-se concluir que a dieta rica em gordura foi capaz de induzir 

resistência à insulina e intolerância à glicose, mimetizando os mesmos achados 

em humanos e em outros modelos experimentais. Esse modelo experimental 

também foi eficiente na indução do processo inflamatório retiniano, aumento no 

conteúdo de VEGF, fator de crescimento envolvido com a progressão da RD, 

além de levar a diminuição na sensibilidade visual dos animais. Em 

contrapartida, a utilização de óleo de semente de linhaça foi capaz de modular o 

conteúdo proteico do receptor GPR120 e reverter os potenciais danos causados 

pelo consumo da dieta hiperlipídica. Desse modo, tais evidências apontam que 

alimentos fontes de ácidos graxos ômega-3 apresentam potencial terapêutico 

para retardar o processo inflamatório retiniano e retardar a progressão da 

retinopatia diabética em modelo animal. 
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