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Resumo
Os radicais livres são espécies químicas altamente reativas à presença de um par de elétrons livres, formados num cenário de reações de 
óxido-redução, por meio do metabolismo aeróbico e por processos patológicos como inflamações ou estresse. Acredita-se que os ácidos 
graxos poliinsaturados possam funcionar como antioxidantes importantes para evitar a peroxidação lipídica de membranas. Ácidos graxos 
Omega-3 tais como eicosapentaenóico e docosahexaenóico fornecem substrato ao ataque dos radicais livres, minimizando o ataque destes 
aos sistemas biológicos importantes como o sistema nervoso central.  Camundongos da linhagem Balb/C foram divididos em quatro grupos 
de cinco animais e suplementados durante vinte e um dias com ácido graxo sendo: Grupo 1: 100 µl de Omega-3 (DHA+EPA); Grupo 2: 
200 µl de Omega-3 (DHA+EPA); Grupo 3: 100 µl de ácido oleico; Grupo 4: 200 µl de água. Após esse período, foi realizada a dosagem de 
lipoproteínas plasmáticas (HDL, LDL, VLDL e Colesterol total) e triglicérides e a dosagem de malondialdeído (MDA) a partir do homogenato 
de cérebro e do plasma sanguíneo para avaliação da peroxidação lipídica. A suplementação com Omega-3 e ácido oleico apresentou diminuição 
de triglicérides, colesterol total e suas frações quando comparados ao grupo basal e o grupo tratado com água. Comparando os níveis de 
malondialdeído, todos os grupos apresentaram redução nos níveis de malondialdeído cerebral comparados ao basal. Baseando-se nos resultados 
encontrados, a suplementação de ácidos graxos Omega-3 pode ajudar na proteção da peroxidação lipídica no sistema nervoso central e a 
diminuir a concentração plasmática de TG e LDL.
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Abstract
Free radicals are chemical species highly reactive to the presence of a pair of free electrons. These radicals are produced in redox scenery, 
through aerobic metabolism and pathological processes, such as inflammation and stress. It is believed that polyunsaturated fatty acids may 
work as an important antioxidant to avoid membrane lipid peroxidation. Omega-3 (or n-3) fatty acids, such as eicosapentaenoic acid and 
docosahexaenoic acid provide substratum to free radicals attack, preventing important biological systems, such as central nervous system, 
from this attack. Mice (Balb/C) were divided in four groups with five animals each one and were supplemented during 21 days with n-3 fatty 
acids. The groups were divided into: Group 1: 100 µl of Omega-3 (DHA+EPA); Group 2: 200 µl of Omega-3 (DHA+EPA); Group 3: 100 µl 
of oleic acid; Group 4: 200 µl of water. After this period plasmatic lipoproteins (HDL, LDL, VLDL and total cholesterol) and triglycerides and 
also malondialdehyde levels in brain homogenate and in plasma were measured, in order to evaluate lipid peroxidation. The n-3 fatty acids 
and oleic acid supplementation showed lower triglycerides, total cholesterol and its fractions when compared with the basal group and the 
water-treated group. When malondialdehyde levels were compared, all groups presented lower levels of brain malondialdehyde, compared 
with the basal group. Based on these results, N-3 fatty acid supplementation may help prevent lipid peroxidation in the central nervous system 
and lower plasmatic concentration of TG and LDL.
Keywords: Oxidative Stress. Malondialdehyde. Lipid Peroxidation. 

1 Introdução

Os radicais livres (RL) são espécies químicas altamente 
reativas à presença de um par de elétrons livres. O que lhes 
confere essa reatividade é o não-emparelhamento de elétrons 
na última camada eletrônica1. 

Esses radicais são formados num cenário de reações 
de óxido-redução, tanto através do metabolismo aeróbico 
quanto por alguns processos patológicos como, por exemplo, 
inflamações, estresse emocional ou psicológico. Essas 
espécies podem ser denominadas também como “espécies 
reativas do oxigênio” (ERO) e são encontradas em todos os 
sistemas biológicos1,2.

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio que seriam 
as principais responsáveis pelos danos oxidativos são: ânion 
superóxido (O2

●-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical 
hidroxila (HO●) e peroxinitrito (ONOO-)3. Para neutralizar 
o ataque das EROs, as células vivas têm um sistema de 
defesa biológico composto de antioxidantes enzimáticos e 
não-enzimáticos4,5. Um distúrbio no balanço “pró-oxidante/
antioxidante” em favor do primeiro conduz a potenciais 
danos, sendo essa condição comumente conhecida por estresse 
oxidativo3,6. O estresse oxidativo pode alcançar diversas 
moléculas-alvo como DNA, proteínas, carboidratos e lipídios, 
tendo papel importante na progressão de diversas patologias7.
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A superprodução de EROs além de comprometer a 
homeostase também interfere na estrutura de ácidos graxos 
poliinsaturados. Os lipídios são fundamentais na estrutura e 
funcionamento do sistema nervoso central e são vulneráveis à 
oxidação (peroxidação lipídica)8. 

O ataque das EROs leva a peroxidação lipídica de 
membrana gerando produtos oxidativos tóxicos9, nesse 
processo os lipídios de membrana sofrem danos dos radicais 
livres, que provocam modificações em suas estruturas e fazem 
com que a membrana seja afetada em suas funções1. Os RLs 
e a peroxidação lipídica estão associados com o estresse 
oxidativo.

As células são capazes de sintetizar ácidos graxos a partir 
do Acetil-CoA, porém não são capazes de sintetizar os ácidos 
graxos essenciais (Omega-3, Omega-6 e Omega-9) que são 
obtidos através da alimentação2,10.

Acredita-se que os ácidos graxos poliinsaturados possam 
funcionar como antioxidantes importantes principalmente 
para evitar a peroxidação de lipídeos de membranas, uma 
vez que as moléculas de lipídios, contendo maior número de 
duplas ligações, são mais susceptíveis a perda do hidrogênio 
para as EROs, pois as ligações π são mais fracas e sua energia 
é menor que a das ligações σ11,12. Estudos recentes mostram 
que o tratamento in vitro com ácidos graxos poliinsaturados 
reduz significantemente os níveis de EROs9.

Geralmente, quanto maior o número de duplas ligações 
que estão presentes em um ácido graxo insaturado, maior será 
sua susceptibilidade a oxidar em sistemas biológicos13. Ácidos 
graxos poliinsaturados Omega-3 tais como eicosapentaenoico 
(C20:5n-3, EPA) e docosahexaenoico (C22:6n-3, DHA) 
possuem cinco e seis duplas ligações respectivamente em sua 
estrutura, portanto fornecem mais substrato ao ataque dos 
radicais livres, impedindo ou minimizando o ataque destes 
radicais livres a sistemas biológicos importantes como o 
sistema nervoso central.

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da ingestão 
de ácidos graxos poliinsaturados Omega-3 na produção de 
biomarcadores indiretos para a formação de EROs. Para 
tanto foram avaliadas as alterações em lipoproteínas séricas 
como triglicérides, colesterol total e suas frações (HDL, 
LDL e VLDL). Foram ainda verificados os biomarcadores 
secundários do estresse oxidativo como o malondialdeído 
(MDA) (produto da oxidação de ácido araquidônico, EPA e 
DHA) no plasma e no homogenato de cérebro de camundongos 
suplementados com Omega-3 e ácido oleico.

2 Material e Métodos

2.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos isogênicos fêmeas com 
cinco semanas de idade da linhagem Balb/c, provenientes 
do Biotério de Criação e Experimentação da Faculdade 
Estadual de Campinas. Os camundongos permaneceram 
acondicionados em gaiolas de plástico com grades de aço em 

ambiente com temperatura de 22-24 °C, umidade relativa de 
5± 10%, ciclo claro/escuro de 12 horas e consumo ad libitum 
de água e ração comercial.

O experimento foi certificado pelo Comitê de Ética e 
Pesquisa da Universidade Paulista – UNIP, de acordo com o 
protocolo de número 016/09 CEPIICS/UNIP.

2.2 Suplementação dos animais

Os animais foram pesados e divididos aleatoriamente 
em cinco grupos da seguinte forma: um grupo com quatro 
animais denominado Grupo 0 (G0) foi sacrificado no mesmo 
dia do início do tratamento dos outros grupos, para obtenção 
dos valores basais. Os demais grupos foram formados com 
cinco animais cada. Os camundongos foram submetidos à 
gavagens diárias por período de vinte e um dias, de acordo 
com o esquema de suplementação abaixo.

Grupo 1 (G1): 100 µl de Omega-3 (DHA+EPA);

Grupo 2 (G2): 200 µl de Omega-3 (DHA+EPA);

Grupo 3 (G3): 100 µl de ácido oleico; e

Grupo 4 (G4): 200 µl de água. 

2.3 Coleta de sangue e preparação do homogenato de 
cérebro

Passados os vinte e um dias de suplementação, os animais 
foram sacrificados para a coleta de sangue e do cérebro. 
Antes da coleta do sangue, realizada por punção cardíaca, os 
animais foram anestesiados com 100 µL de solução contendo 
cloridrato de xilazina a 2%, cloridrato de cetamina a 10% e 
acepromazina a 0,2% e somente após a verificação de que os 
animais estavam anestesiados foi realizada a punção cardíaca.

O sangue foi coletado e logo após foi centrifugado a 4.000 
rpm durante 10 minutos para a separação do plasma. Uma 
alíquota foi separada e congelada para posterior dosagem de 
malondialdeído (MDA). O restante do plasma foi utilizado 
para dosagem de colesterol total e suas frações e concentração 
de triglicérides.

Após a coleta do sangue, os animais foram perfundidos 
com cloreto de sódio 0,9% à temperatura de 5 °C para a retirada 
do sangue restante. O cérebro foi coletado e em seguida 
pesado e homogeneizado da seguinte maneira: o cérebro foi 
macerado com quatro volumes de solução tampão fosfato de 
sódio pH: 7,4 de acordo com o peso de cada cérebro. Após 
a homogeneização essa mistura foi centrifugada a 4.000 rpm 
durante quinze minutos a 4 °C e o sobrenadante foi separado 
em tubo eppendorf para dosagem de MDA.

2.4 Dosagem de triglicérides, colesterol total e HDL

As dosagens bioquímicas de colesterol total, triglicérides 
e lipoproteína de alta densidade (HDL) foram feitas com kits 
comerciais específicos (Laborlab – Guarulhos – SP - Brasil) 
de acordo com o fabricante. A leitura foi feita por meio de 
espectrofotometria e para isso utilizou-se um leitor de placa 
modelo Versamax da Molecular Devices.
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2.5 Dosagem de malondialdeído

A quantificação de malondialdeído foi realizada por meio 
do método de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 
utilizando os reagentes 1,1,3,3 - tetraetoxipropano Fluka® e 
2,4 - dinitrofenilhidrazina adquiridos da Sigma Chemical 
Company (St. Louis, EUA). A Acetonitrila grau HPLC foi 
fornecida pela Merck (Darmstadt, Alemanha). O Ácido acético, 
ácido clorídrico, ácido sulfúrico e ácido perclórico foram 
adquiridos da Sigma Chemical Company. A Água foi obtida 
por destilação e deionização e purificada adicionalmente com 
um sistema de água ultrapura (MILLI-Q). A solução estoque 
de MDA (10 mM) foi preparada como descrito em Sim et al.14,  
a partir de 1,1,3,3 - tetraetoxipropano e H2SO4 1% (v/v). A 
solução derivatizante foi preparada pela adição de 25,5 mg de 
2,4-dinitrofenilhidrazina em HCl 2M, no volume final de 25 
mL e armazenada em alíquotas de 2 mL a -20 ºC. As soluções 
de trabalho de MDA nas concentrações de 10 e 100 µM foram 
preparadas através de sucessivas diluições a partir da solução-
mãe com água purificada. A fase móvel foi preparada através 
da adição de 620 mL de água ultra-purificada, acidificada com 
ácido acético 0,2% (p/v) pH 3,0 e filtrada em membrana de 
acetato de celulose 0,45 µm (Schleicher e Schuell, Alemanha), 

a 380 mL de acetonitrila. A fase móvel foi desgaseificada por 
sonicação em banho ultrasônico antes da sua utilização15.

As análises para dosagem do MDA foram feitas por meio de 
gradiente linear de metanol e água a um fluxo de 1.0 ml/minuto a 
temperatura ambiente. As amostras foram aplicadas em um loop 
de 200 µL e os picos identificados por comparação dos tempos 
de retenção com os padrões conhecidos. A quantificação foi 
baseada na área dos picos medidas a 310 nm comparadas com 
uma curva de calibração feita com concentrações conhecidas 
de MDA. A curva de calibração realizada pela regressão 
linear a partir das áreas dos picos obtidos da cromatografia de 
1,1,3,3-Tetramethoxypropane nas seguintes concentrações, 5.0, 
10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0 µM e feitas em triplicata.  

Os dados foram expressos como média ± erro padrão 
da média (EPM) para n=5 animais. Os resultados foram 
analisados por análise da variância (ANOVA) seguida pelo 
teste modificado de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram 
considerados significativos.

3 Resultados e Discussão 

O perfil sérico de lipídios dos camundongos após vinte e 
um dias de tratamento está demonstrado na Tabela 1.

Tabela1: Perfil sérico de lipídios em camundongos que receberam dieta padrão, controle com água e tratamentos com 100µL de 
OMEGA-3, 200µL de OMEGA-3 e 100µL de ÁCIDO OLEICO. Valores expressam a média de cada grupo estudado + o desvio padrão 

Tratamentos

Parâmetros lipídicos G0 BASAL G1-100µL 
OMEGA-3

G2-200µL 
OMEGA-3

G3-100µL 
OLEICO G4-200µL ÁGUA

Triglicérides (mg/dL) 164,24+8,12 150,62+7,53* 152,90+7,64* 114,02+5,70* 163,55+8,17

HDL (mg/dL) 172,17+8,6 154,30+7,71* 149,19+7,45* 109,19+5,45* 175,08+8,75

VLDL (mg/dL) 32,85+1,64 30,12+1,50* 30,58+1,52* 22,80+1,14* 32,71+1,63

LDL (mg/dL) 37,84+1,89 31,47+1,47* 32,20+1,61* 21,77+1,08* 35,10+1,75

Colesterol-Total (mg/dL) 242,86+12,43 215,89+10,79* 211,96+10,59* 153,76+7,68* 242,90+12,14

*p<0,05

O grupo basal, sacrificado no começo do experimento, 

quando comparado com o grupo que recebeu água não 

apresentou diferenças significativas nos resultados obtidos. 

Na comparação com o grupo tratado com 100µl de Omega-3 

observa-se redução de 8,29% nos triglicérides, 10,37% de 

HDL, 8,3% de VLDL, 16,3 % de LDL e 11,10% de colesterol 

total. O tratamento com 200µl Omega-3 apresentou redução 

de 6,9% de triglicérides, 13,34% de HDL, 6,9 % de VLDL, 

14,9 % de LDL e 12,7% de colesterol total. O tratamento com 

ácido oleico obteve melhores reduções com 30,5% de redução 

de triglicérides, 36,5% de HDL, 30,5% de VLDL, 42,4% 

de LDL e 36,6% de colesterol total. Esses resultados estão 

demonstrados na Figura 1. 
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Figura 1: Níveis séricos de HDL, VLDL, Triglicerídeos, LDL 
e colesterol total, em camundongos com dieta padrão, controle 
com água e tratados com 100µL OMEGA-3, 200µL OMEGA-3 
e 100µL OLEICO. Cada coluna representa a média de n=5 ± o 

erro padrão da média de 5 animais
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A segunda etapa compreendeu a dosagem de 
malondialdeído pela cromatografia líquida de alta eficiência 
em que a concentração de MDA foi determinada pela equação 
de regressão (y=1.89+0.73x) (R2 = 0,99625; n=6; p-value 
<0.0001) obtida pelos valores de área e concentração das 
amostras padrão de 1,1,3,3-Tetramethoxypropane. 

Os resultados da dosagem de malondialdeído no 
homogenato de cérebro de cada grupo estão representados na 
Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da dosagem de malondialdeído em 
homogenato de cérebro, expresso pela média de cada grupo 
estudado + o desvio padrão

Tratamento µM de MDA/mg de tecido
100 µL de DHA+EPA 0,105794236 +0,001*
200 µL de DHA+EPA 0,074769588 +0,004*

100 µL de oleico 0,055894577 +0,003*
200 µL de água 0,116865724 +0,002

Grupo Basal 0,120178907 +0,005
*p<0,05

Os valores mostram que o grupo basal apresentou nível de 
malondialdeído no tecido de 0,120178907 µM/mg tecido e o 
grupo tratado com água valor de 0,116865724µM/mg tecido. 
Já os grupos suplementados com 100 µL de Omega-3, 200 
µL de Omega 3 e 100 µL de ácido oleico obtiveram redução 
nos níveis de MDA respectivamente de 14,6%, 28% e 49,5%.  
Esses resultados estão representados no gráfico da Figura 2.
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Figura 2: Dosagem de malondialdeído (MDA) no cérebro de 
camundongos com dieta padrão, controle com água e tratados 
com 100µL OMEGA-3, 200µL OMEGA-3 e 100µL OLEICO. 

Cada coluna representa as médias ± o erro padrão da média 
de 5 animais

Na dosagem plasmática de malondialdeído, o grupo 
basal apresentou valores de 4,268845461µM, contra 
4,198172353µM do grupo G4 (água). As reduções ocorreram 

nos grupos que receberam 100 µL Omega-3, 200 µL Omega-3 
e 100 µL ácido oleico, sendo maiores nos dois últimos. As 
reduções foram de 11,9%, 37,7% e 53,4% respectivamente e 
estão representados na Tabela 3 e também na Figura 3.

Tabela 3: Resultados da dosagem de malondialdeído plasmático, 
expressos em média de cada grupo estudado + o desvio padrão 

Tratamento MDA Plasmático (µM)
100 µL de DHA+EPA 3,642748127 +0,1*
200 µL de DHA+EPA 3,075039705 +0,09*

100 µL de oleico 2,116145906 +0,09*
200 µL de água 4,198172353 +0,07

Grupo Basal 4,268845461 +0,06
*p<0,05
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Figura 3: Níveis de malondialdeído (MDA) plasmático em 
camundongos com dieta padrão, controle com água e tratados 
com 100µL OMEGA-3, 200µL OMEGA-3 e 100µL OLEICO. 

Cada coluna representa as médias ± o erro padrão da média 
de 5 animais

A suplementação com Omega-3 é tema controverso e nos 
últimos anos os seus benefícios para a saúde e prevenção de 
doenças têm instigado novas pesquisas. Estudo realizado em 
humanos revelou que a suplementação da dieta com Omega-3 
aumenta os níveis plasmáticos de HDL sem alteração nos 
níveis de LDL, resultado em elevação do colesterol total, 
juntamente com a redução de TG no plasma16. 

Diferentemente dos humanos, os animais vêem 
demonstrando comportamento no qual se observa a redução 
dos níveis plasmáticos de colesterol total e de suas frações, 
bem como os TG quando tratados com Omega-317-19.  Contudo, 
autores têm encontrado reduções no TG e aumento no 
colesterol total20. Tal fato demonstra que apesar de muitos 
estudos, poucas conclusões foram efetivas.

Os resultados apresentados nesse estudo mostram redução 
nos níveis de lipoproteínas plasmáticas (HDL, LDL e VLDL), 
bem como de TG em todos os animais tratados com Omeg-3 
e com ácido oleico, quando comparados com o grupo basal e 
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o tratado com água (Figura 1). Apesar da suplementação com 
ácido oleico ser mais significativa em reduzir os parâmetros 
bioquímicos avaliados, esse efeito já havia sido descrito e, 
no contexto desse estudo, foi utilizado como controle para 
determinar se não havia erros de experimentação, ou seja, 
controle positivo de tratamento21-24.

A redução de TG e colesterol no plasma de animais tratados 
com Omega-3 está relacionada com o efeito combinado de maior 
oxidação dos ácidos graxos por ativação de α-peroxissomos, 
via regulação do fator de transcrição “peroxisome proliferator 
actived receptors” (PPARS) e inibição da lipogênese com 
diminuição da secreção de VLDL pelo fígado25,26. 

Para as condições avaliadas nesse estudo, o Omega-3 
reduziu a concentração plasmática de LDL, o provável 
mecanismo está relacionado ao aumento da expressão de 
receptores hepáticos para essa fração do colesterol (LRP- 
“LDL receptor-related protein”), que gera  aumento da 
afinidade do LDL pela membrana dos hepatócitos e diminui a 
concentração dessa fração no plasma sanguíneo18,21,25. 

Os resultados indicaram redução na concentração 
plasmática de HDL, o que não seria de grande benefício, no 
entanto, estudo realizado por Morvan et al.27  demonstrou que 
apesar da diminuição da concentração plasmática de HDL há 
aumento da concentração de éster de HDL no fígado, quando 
os animais foram tratados com Omega-3. A conclusão sobre 
o efeito do ômega-3 na fração HDL ainda continua sendo um 
tema controverso.

No presente estudo os resultados demonstram possível 
efeito benéfico dos Omega-3 na concentração de TG e 
colesterol LDL no plasma, sugerindo que a ingestão de 
Omega-3 poderia resultar na redução da concentração 
plasmática desses fatores ajudando na prevenção de doenças 
relacionadas aos mesmos, como as cardiovasculares.

Para a avaliação da peroxidação lipídica foi realizada a 
dosagem de malondialdeído (MDA) no plasma e no cérebro 
dos camundongos como marcador do estresse oxidativo, 
revelando que a suplementação com Omega-3 foi eficiente na 
proteção contra a lipoperoxidação.

O malondialdeído é produto das principais reações 
em cadeia relacionadas com a oxidação de ácidos graxos 
poliinsaturados (peróxido de lipídios plasmáticos). Estudos 
demonstram que o malondialdeído possui ação citotóxica 
e genotóxica sendo encontrado em níveis elevados em 
patologias associadas ao estresse oxidativo28-30. Portanto, a 
variação de sua concentração demonstra diferentes níveis de 
destruição celular e por essa razão é utilizado como marcador 
do estresse oxidativo8.

O fato do aumento da ingestão de ácidos graxos 
poliinsaturados reduzirem ou não o estresse oxidativo 
observado por meio de biomarcadores do mesmo é tema 
controverso. Há estudos31 que demonstram ter sido encontrado 
aumento, outros32 redução; ainda há estudos que demonstram 
não haver alteração13,33 desses biomarcadores. 

Em pesquisa realizada por Monteiro34 em humanos 
suplementados com ácidos graxos poliinsaturados Omega-3 
mostrou que a concentração de MDA plasmática aumentou 
após seis semanas de suplementação. O mesmo estudo revela 
que em animais (ratos Winstar), suplementados com Omega-3, 
a concentração de MDA plasmático e no homogenato 
de cérebro não alterou significativamente. Hipóteses são 
determinadas para essa diferença de resultados e uma delas é 
que o metabolismo de roedores pode ser distinto dos humanos 
com relação ao stress oxidativo.

Os resultados demonstraram redução significativa na 
concentração de MDA plasmático em todos os grupos 
suplementados com Omega-3 e com ácido oleico (controle 
positivo). No homogenato de cérebro, a redução nos níveis de 
MDA foi mais significativa. Esse efeito pode ter fundamento 
em algumas hipóteses como o fato de que a suplementação 
com Omega-3 eleva a concentração de α-tocoferol o que 
aumentaria a proteção às membranas celulares do sistema 
nervoso35, ou que o Omega-3 aumenta a concentração de 
catalase dentro dos peroxissomos e no citoplasma aumentando 
a defesa contra o estresse oxidativo36; ou até mesmo que o 
Omega-3 poderia agir como sequestrador (scavenger) de 
radicais livres (RL) o que protegeria as células contra os 
efeitos deletérios dos RLs32. 

4 Conclusão

Nos ensaios realizados ficou evidente que a suplementação 
de camundongos com ácidos graxos poliinsaturados Omega-3 
é capaz de reduzir os níveis plasmáticos de lipoproteínas 
plasmáticas e malondialdeído no plasma e SNC. Existem 
várias hipóteses para a explicação dessa redução após 
a suplementação, no entanto, a partir dos experimentos 
executados pode-se apenas afirmar que a suplementação 
de ácidos graxos poliinsaturados Omega-3 pode ajudar na 
proteção da peroxidação lipídica no sistema nervoso central e 
a diminuir a concentração plasmática de TG e LDL.
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