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ÓLEO DE KRILL REDUZ A INFLAMAÇÃO 
INTESTINAL, MELHORANDO A INTEGRIDADE  
DO EPITÉLIO E REDUZINDO A PATOGENICIDADE 
DA ESCHERICHIA COLI ADERENTE-INVASIVA

RESUMO

Antecedentes: O óleo de krill é derivado de fonte 
marinha e rico em fosfolipídios, astaxantina e ácidos 
graxos ômega-3. Vários estudos descobriram seus 
benefícios contra danos oxidativos e inflamatórios.

OBJETIVOS

Tivemos como objetivo avaliar a capacidade do óleo 
de krill para reduzir a inflamação intestinal, melho-
rando a integridade da barreira epitelial, aumentando 
a sobrevivência das células, e reduzindo a patogenici-
dade da Escherichia coli aderente-invasiva.

MÉTODOS

Células Caco2 e HT29 foram expostas a cytomix 
(TNF-α e IFNγ) para induzir a inflamação e expondo 
juntamente a cytomix e óleo de krill. Níveis de E-ca-
derina, ZO-1 e F-actina foram analisados através de 
imunofluorescência para avaliar a integridade da 
barreira. Teste de raspagem foi realizado para medir 
a cicatrização de feridas. A sobrevivência celular foi 
analisada por citometria de fluxo. LF82 Escherichia 
coli aderente-invasiva foi usada para o ensaio de 
adesão/invasão.

RESULTADOS

E-caderina e ZO-1 diminuíram nas células inflamadas, 
com perda de adesão célula-célula, e a polimerização 
de F-actina aumentou as fibras de stress. O óleo de krill 
restaurou as condições iniciais, melhorou a cicatriza-
ção de feridas, e reduziu a adesão/invasão bacteriana 
em células epiteliais e sobrevivência no interior dos 
macrófagos; além de reduzir a expressão do mRNA 
induzida por LF82 de citocinas pró-inflamatórias.

CONCLUSÕES 

O óleo krill melhora a integridade da barreira intestinal 
e a restituição epitelial durante a inflamação, e controla 
a adesão e invasão bacteriana às células epiteliais. 
Assim, o óleo de krill pode representar uma ferramenta 
inovadora para reduzir a inflamação intestinal.

PALAVRAS-CHAVE: krill antártico; epitélio intestinal; 
bactérias luminais

1. INTRODUÇÃO

A homeostase intestinal é altamente regulada atra-
vés de uma complexa interação entre a imunidade 
da mucosa, a integridade do epitélio, a microbiota 
intestinal e nutrientes. Estes últimos são cada vez 
mais conhecidos como uma variável que possui um 
papel crucial nesse processo, quer por interação 
direta com o epitélio quer alterando a composição 
da microbiota, ou na qualidade de alérgenos. Tanto a 
inflamação quanto o câncer podem resultar na desre-
gulação dessa homeostase.

O ômega-3, ácidos graxos poli-insaturados n-3 
(PUFAs), são denominados “ácidos graxos essen-
ciais” e, normalmente, são obtidos a partir da dieta 
desde que não podem ser sintetizados por células 
humanas. Em particular, o a-linolênico (ALA) é um 
n-3 PUFA que é endogenamente convertido em ácido 
eicosapentaenoico (EPA) e subsequentemente em 
ácido docosahexaenoico (DHA). As propriedades 
anti-inflamatórias dos ômega-3 PUFAs têm sido 
extensivamente estudadas quanto ao seu papel na 
prevenção e tratamento de muitas doenças inflama-
tórias humanas [1-4]. O consumo de frutos do mar 
fornece muitos benefícios para a saúde, muitos dos 
quais vêm da presença de uma quantidade adequada 
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de PUFAs, incluindo EPA e DHA, e antioxidantes [5,6]. 
A maioria dos estudos têm apoiado o valor de PUFAs 
derivados de óleo de peixe na inibição da inflama-
ção e melhoria de doenças inflamatórias, como a 
asma, doenças alérgicas, doenças cardiovascula-
res e diabetes [7-10]. No intestino, o óleo de peixe 
tem provado ser fortemente protetor na inflamação 
intestinal em modelos animais [11-15], embora resul-
tados controversos têm sido relatados na inflama-
ção intestinal humana, especialmente na doença 
inflamatória do intestino (IBD) [2,7,16-18]. Curiosa-
mente, foi apontado um papel importante do óleo de 
peixe na modulação da microbiota intestinal [19-22]. 
Mais recentemente, o óleo de krill (KO), um extrato 
preparado a partir de uma espécie de krill antártico, 
Euphausia superba, contendo ácidos graxos ômega-
3, ácidos graxos derivados de fosfolipídios e o 
pigmento natural, astaxantina, surgiu supostamente 
por seus benefícios de saúde, incluindo a gestão e 
tratamento de distúrbios inflamatórios e metabólicos 
[5,23-28].

O KO é comparável ao óleo de peixe como fonte dieté-
tica de n-3 PUFAs, embora ele compreenda fosfolipí-
deos e triglicerídeos, enquanto que o óleo de peixe 
contém apenas triglicerídeos. Estudos pré-clínicos 
demonstraram que os ácidos graxos ligados a fosfo-
lipídeos são absorvidos em órgãos específicos, tais 
como o coração, cérebro e fígado de animais, melhor 
do que quando ligado ao glicerol como os triglicerí-
deos [29]. Além disso, quando quantidades seme-
lhantes de n-3 PUFAs são administradas, o KO parece 
ter uma maior eficácia na promoção do catabolismo 
lipídico [30], regulando negativamente a atividade 

Krill antártico, Euphausia superba.

de vias envolvidas na produção de glicose hepática, 
bem como na síntese de lipídios e colesterol [31]. 
Recentemente, Ramprasath et al. observaram um 
aumento nas concentrações plasmáticas de EPA e 
DHA com o consumo de KO, em comparação com o 
óleo de peixe, e sugeriram ser devido a diferenças na 
absorção e biodisponibilidade com base na diferença 
estrutural dos dois óleos [32,33]. 

Os estudos das interações entre o hospedeiro e 
microbiota são fundamentais para a compreensão 
dos mecanismos envolvidos na homeostase intes-
tinal e inflamação. Perturbações na estrutura de 
complexas comunidades comensais (referidas como 
disbiose) podem desencadear uma série de doenças 
mediadas pelo sistema imune, incluindo IBD [40,41].

Estudos recentes têm identificado uma prevalência 
de espécies bacterianas específicas em pacientes 
com doença de Crohn (CD), uma das duas formas 
de IBD, entre as quais está a Escherichia coli aderen-
te-invasiva (AIEC) [42]. A AIEC é caracterizada por 
acrescida adesão e invasão epitelial, sobrevivên-
cia dentro de macrófagos, e formação de biofilmes 
[43]. Por essas razões, é pensado que essa espécie 
desempenhe um papel na patogênese da IBD [44].

Assim, no presente estudo, que teve como objetivo 
avaliar a capacidade de KO para regular a inflamação 
intestinal, induzindo a restituição funcional e morfo-
lógica epitelial, melhorando a sobrevivência das célu-
las e reduzindo a aderência e invasão de bactérias 
AIEC.



2. Materiais e métodos

2.1. Óleo de krill

KO (Giellepi SPA, Milão, Itália), cuja composição 
específica são fosfolipídios (51%, w/w), DHA (7%, 
w/w), EPA (12%, w/w), ômega-3 (-3, ou PUFA-3) (21%, 
w/w), astaxantina (0,04%, w/w), foi utilizado a uma 
concentração de 250 mg/l em todos os experimen-
tos (dose de 750 μg/poço). O fabricante forneceu um 
Certificado de Análise para o uso em suplementos 
nutricionais e alimentos funcionais, que inclui: total 
de ingredientes ativos, testes físicos, químicos e 
microbiológicos.

2.2. Óleo de milho

O óleo de milho (CO) (Sigma, St. Louis, MO, EUA), cuja 
composição específica consiste na maior parte de 
ácido graxo (C18:1 20,0-42,2%; C18:2 39,4-62,0%), foi 
usado numa uma concentração de 250 mg/l (dose 
de 750 μg/poço) nas nossas experiências.  O fabri-
cante forneceu um Certificado de Análise para o uso 
em suplementos nutricionais e alimentos funcionais, 
incluindo ingredientes ativos, testes físicos, quími-
cos, e microbiológicos.

2.3. Estirpe bacteriana LF82

A estirpe aderente, invasiva E. coli, LF82 (ileal estirpe 
de Crohn, gentilmente cedida pela professora Arlette 
Darfeuille-Michaud, Clermont Université, Université 
d’Auvergne, em Clermont-Ferrand, França) foi cultivada 
em placas de agar MacConkey por 24 horas à tempera-
tura de 37 °C, e depois sub-cultivada em Luria Bertani 
Broth (LB, Oxoid, Basingstoke, UK) com incubação 
durante a noite à 150 rpm, 37 °C.

2.4. Linhagem celular

Células CACO2, HT29 (linhas celulares de câncer color-
retal humano) e RAW 264.7 (macrófagos monócitos de 
camundongo com leucemia) foram obtidos a partir da 
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MA, 
EUA). CACO2 e HT29 foram cultivadas em confluência 
a 37 °C em meio mínimo essencial Dulbecco (DMEM, 
Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e meio 
McCoy 5A (Gibco), respectivamente, suplementa-
das com 10% de soro fetal de vitelo inativado (FCS , 
Euroclone, Milão, Itália) e 2 mM de L-glutamina, 100 
U/ml de penicilina e 100 Mg/ml de estreptomicina 
(Biochrom, Berlim, Alemanha). RAW 264.7 foram culti-

vados em confluência a 37 °C em meio RPMI 1640 
(Gibco), suplementados com 10% FCS e 2 mM de 
L-glutamina.

2.5. Teste de raspagem

A cicatrização de feridas foi avaliada através do 
teste de raspagem, como previamente descrito [45]. 
Resumidamente, as células HT29 confluentes foram 
inoculadas sobre uma placa de 6-multi-poços a uma 
densidade de 2×105 células/ml. A raspagem linear 
foi feita com uma ponta de pipeta estéril de 10 μl 
e as larguras de hiato (1 mm no dia 0) foram medi-
das após 24 horas. Em seguida, as células foram 
expostas a um cytomix de fator necrótico tumoral 
de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α de 10 ng/ml) 
e o interferon (IFN 250 ng/ml) para induzir a infla-
mação ou expor juntamente a cytomix e KO durante 
24 horas. A cicatrização de feridas foi observada 
sob um microscópio Nikon invertido (Nikon, Tokyo, 
Japão) em 10 x de ampliação.

2.6. Citometria de fluxo

Células 5×105 foram semeadas em placas de muitos 
poços (multiwell plates) com meio 5A de McCoy isento 
de soro. No dia seguinte, as células foram expostas 
ao cytomix ou coexpostas a cytomix e KO durante 18 
horas. Em seguida, as células foram fixadas em etanol 
frio a 70% e mantidas durante a noite a +4 °C. As célu-
las centrifugadas foram suspensas novamente em 1 
ml de tampão coloração propídio iodite/RNase (BD 
Biosciences, San Jose, CA, EUA). As amostras foram 
incubadas durante 15 minutos a + 4 °C e analisadas 
por citometria de fluxo (usando o FACSCalibur BD Bios-
ciences). Para cada amostra, foram analisadas 2×104 
células. A distribuição do ciclo celular e conteúdo de 
DNA (hipodiploidia) foram calculados pelo software 
Cell Quest (BD Biosciences).

2.7. Imunofluorescência

As células expostas ao cytomix ou coexpostas 
a cytomix e KO foram cultivadas em conflu-
ência numa lâmina de microscópio de vidro 
durante 24 horas. Em seguida, as células foram 
fixadas durante 10 minutos em PBS com 4% parafor-
maldeído. As células foram lavadas em PBS, perme-
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abilizadas por incubação durante 10 minutos em PBS 
com 0,1% de Triton X-100 (Sigma), e depois bloqueadas 
durante 30 minutos em PBS-1% BSA. Para a coloração 
de E-caderina e ZO-1 (Proteína de junção apertada 1), 
as amostras foram incubadas com anticorpos contra 
E-caderina (diluição de 1:100, BD Transduction Labora-
tories) e contra ZO-1 (diluição de 1:100, BD Transduc-
tion Laboratories) durante 1hora e, em seguida, com o 
anticorpo secundário contra camundongo Alexa Fluor 
488 (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) durante 30 
minutos. Para a coloração de F-actina, as amostras 
foram incubadas com Alexa Fluor 488 conjugada com 
faloidina (diluição 1:50, Molecular Probes), de acordo 
com as instruções do fabricante. Em ambos os casos, 
4’, 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) foi adicionado para 
contra coloração nuclear. 

2.8. Testes de adesão e invasão bacteriana 

Ensaio de aderência: As células foram cultivadas 
em placas de 24 poços para confluência e infectadas 
com estirpes LF82 a uma multiplicidade de infec-
ção (MOI) de 10:1 para CACO2 e 100:1 para HT29, a 
37 °C durante 3 horas. Para quantificar a aderência 
de LF82, as células infectadas foram lavadas duas 
vezes em PBS e lisadas durante 10 minutos com 0,5 
ml de 0,1% de Triton X-100 em tampão PBS. Bacté-
rias aderentes foram recuperadas e colocadas em 
placas de LB-agar. As últimas foram incubadas a 37 
°C durante a noite e, em seguida, as colônias foram 
contadas para a análise estatística.

Ensaio de invasão: Para avaliar a capacidade de 
invasão de LF82, CACO2 e HT29 foram infectadas e 
incubadas, como acima. Após incubação as células 
foram lavadas duas vezes em PBS estéril e depois 
incubadas em DMEM com 100 µg/ml de gentamicina 
durante 1 hora para matar bactérias extracelulares. 
As células foram lavadas duas vezes em PBS esté-
ril. A lise, a incubação e as contagens foram efetu-
adas tal como no ensaio de adesão. Para garantir a 
reprodutibilidade, precisão e significância estatística 
máxima, os ensaios de adesão e invasão foram reali-
zados simultaneamente em triplicado.

2.9. Ensaios de sobrevivência bacteriana em 
macrófagos 

Células RAW 264.7 foram pré-tratadas com KO durante 
18 horas. As células foram infectadas a uma MOI de 100 
bactérias (LF82) por macrófagos. Após 2 horas de incu-

bação a 37 °C em 5% de CO2, os macrófagos infectados 
foram lavados duas vezes em PBS, e um meio de cultura 
fresca, contendo 100 µg/ml de gentamicina, foi adicio-
nado para matar bactérias extracelulares. Após 1 hora, o 
meio foi removido e um meio fresco, contendo 20 µg/ml 
de gentamicina, foi adicionado para períodos mais longos 
após a infecção. Para determinar o número de bactérias 
internalizadas, as células foram lavadas em PBS e 0,5 
mL de 1% de Triton X-100 (Sigma Chemical Company, 
St. Louis, MO) de água deionizada foi colocado em cada 
poço durante 5 minutos para lisar as células eucarióticas. 
Triton X-100, na concentração usada não afetou a viabi-
lidade bacteriana durante pelo menos 30 minutos. As 
amostras foram então removidas, diluídas e colocadas 
em placas de agar MacConkey para determinar o número 
de CFU recuperado a partir de monocamadas lisadas. 
O número de bactérias sobreviventes à gentamicina foi 
determinado após o tratamento antibiótico de 1, 4, e 18 
horas.

2.10. Análise quantitativa de PCR

A expressão de TNF-α e IL-8 foi determinada por PCR 
quantitativa. Os iniciadores foram concebidos para 
sequências não redundantes usando Primer Express v. 
3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A pureza do 
RNA foi avaliada pela razão de absorvência 260/280 e 
260/230 nm (2.0 ou superior). A integridade do RNA foi 
verificada por análise em agarose com formaldeído. O 
RNA total (1 g) foi transcrito em reverso em DNAc por 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems). A amplificação quantitativa PCR foi reali-
zada pelo ABI Prism 7300 Sequence Detection System 
utilizando o kit de SYBR Green (Applied Biosystems), de 
acordo com as instruções do fabricante. Sequências de 
iniciadores. TNF-α: forward 5’-TCTGGCCCAGGCAGTCA-
GATC-3’, reverso 5’-CAGTGATGTTGGGGATAAAGAGC-3’; 
IL-8: forward 5’-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT-3’, 
reverso 5’-TCTCAGCCCTCTT- CAAAAACTTCTC-3’. Níveis 
de transcrição relativos foram determinados utilizando-
-se actina como controlo do gene endógeno. Forward: 
5’-CCTGGCACCCAGCACAAT-3’ e reverso: 5’-GCCGATC-
CACAC-3’.

2.11. Análise estatística

Todas os experimentos foram repetidos três vezes. 
Os dados são apresentados como média ± DP. A 
comparação entre os grupos foi realizada pelo teste 
t bicaudal Student ou teste do qui-quadrado (signifi-
cância tomada como p<0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito de KO sobre a célula epitelial – adesão 
celular e arquitetura do tecido alterado por inflamação 

Células confluentes CACO2 e HT29 foram expostas 
a um cytomix de citocinas pró-inflamatórias para 
induzir a inflamação ou coexpostas ao cytomix e 
KO durante 18 horas. A localização e expressão de 
E-caderina, ZO-1 e F-actina foram determinadas por 
imunofluorescência. Os resultados mostraram que 
a exposição ao cytomix causou uma diminuição da 
expressão de E-caderina e ZO-1 e uma perda celular - 
adesão celular e organização do tecido; no entanto, o 
tratamento com KO notavelmente restaurou as condi-
ções iniciais em ambas linhagens celulares e para 
ambas as proteínas (Fig. 1A-D). Além disso, a expo-
sição ao cytomix causou um aumento acentuado 
do número de fibras de stress (SF) (principalmente 
evidente em células CACO2) com uma desorganiza-
ção no conjunto juncional (principalmente aparente 
em células HT29). O tratamento conjunto com KO 
reduziu fortemente os números de SF e restaurou 
uma arquitetura do tecido apropriado (Fig. 1E, F).

3.2. Efeito do KO sobre a restituição epitelial durante 
as condições fisiológicas e inflamatórias

As células confluentes HT29 foram raspadas em 
placas de Petri com uma ponta da micropipeta de 
10 ml e as larguras dos vãos (1 mm no dia 0) foram 
medidos após 24 horas (dia 1: ocorreram 20% de 
cicatrização fisiológica). As células raspadas foram 
expostas ao cytomix para induzir a inflamação, ao KO 
sozinho, ou expostas conjuntamente ao cytomix e KO 
durante 24 horas. Em primeiro lugar, foi observado 
que as células expostas unicamente ao KO ficaram 
curadas muito mais rapidamente do que aquelas 
não expostas. Em segundo lugar, as células expos-
tas ao cytomix mostraram um atraso de 13,41% de 
cura em um dia, em comparação com as células não 
expostas. No entanto, o tratamento conjunto com 
KO melhorou significativamente a taxa de restituição 
epitelial (p < 0,001) (Fig. 2A, B).

Fig 1. Exposição de células CACO2 e HT29 a cytomix causa significante diminuição da expressão de E-cadherin (A,B) e ZO1(C,D). Além 
disso, a exposição ao cytomix causa uma redução da expressão de F-actina com um aumento acentuado no número SF (E) e uma 
desorganização na montagem de junção (F). O tratamento com óleo de krill sempre restabelece as condições iniciais. UN, células não 
tratadas; KO, óleo de krill.
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3.3. Efeito de KO na morte celular induzida por 
inflamação 

As células confluentes HT29 foram expostas ao 
cytomix para induzir à inflamação durante 6 horas 
ou previamente tratadas com KO durante 18 horas e, 
em seguida, expostas a cytomix durante 6 horas. No 
final dos tratamentos, a morte celular foi avaliada por 
citometria de fluxo. A exposição ao cytomix aumen-
tou significativamente a morte celular (p < 0,05), no 
entanto, a coexposição ao KO diminuiu esse efeito (p 
< 0,05), o que sugere que o KO possui uma importante 
função de sobrevivência celular (Fig. 3).

3.4. Efeito de KO sobre a expressão pró-inflamatória 
de citocina induzida por inflamação

As células confluentes CACO2 e HT29 foram expostas 
durante 6 horas ao cytomix ou pré-tratadas durante 18 
horas com KO ou CO e, em seguida, expostas durante 
6 horas ao cytomix. Os resultados mostraram que a 
exposição ao cytomix causou um aumento acentuado 
na indução de citocinas pró-inflamatórias, IL-8 e TNF-α, 
tal como avaliado por PCR em tempo real. Interessan-
temente, o pré-tratamento com KO reduziu significati-
vamente a expressão de citocinas (p < 0,05). Uma vez 
que o cytomix é um líquido à base de água, enquanto 
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Fig. 2. Células HT29 expostas ao óleo de krill mostram mais rápida cicatrização do que aquelas não expostas (KO/dia1 vs. UN/
dia1); células expostas a cytomix mostram um atraso de cura em comparação com células não expostas (CYTOMIX/dia1 vs. UN/
dia1); células coexpostas a cytomix e óleo de krill melhoram significativamente a taxa de restituição epitelial (KO + CYTOMIX/dia1 
vs. CYTOMIX/dia1). (A) cicatrização de raspagem observada no microscópio invertido a 10 × de ampliação; (B) largura do vão (%). 
As barras representam a média de três experimentos (70 medições de coluna) ± DP. UN/dia0, o dia da raspagem; UN/dia1, 24 horas 
após a raspagem; KO, óleo de krill. *** p < 0,001.
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KO é um líquido oleoso, a fim de eliminar os efeitos da 
substância oleosa sobre os resultados experimentais, 
utilizou-se um óleo vegetal, o CO como controlo adicio-
nal. Descobrimos que as células expostas apenas ao 
CO não alteraram a expressão da citocina; Do mesmo 
modo, as células expostas ao CO e cytomix não mostra-
ram nenhuma diferença em comparação com as células 
expostas ao cytomix sozinho (Fig. 4A, B).

3.5. Efeito de KO na adesão e invasão de bactérias 
AIEC e sobrevivência dentro de macrófagos

Células CACO2 e HT29 confluentes foram infetadas 
com o LF82, o protótipo de estirpes AIEC. KO foi 
adicionado a culturas de células e testes de adesão e 
invasão foram realizados em comparação com cultu-

e bem tolerado, com nenhum relato de efeitos adver-
sos [6,27,32,46-49]. Vários dados demonstraram os 
benefícios de saúde de KO contra danos oxidativos 
e inflamatórios [26,27]. Assim, no presente estudo, 
nossa intenção foi avaliar in vitro o potencial do 
KO para reduzir a inflamação, melhorar a restitui-
ção epitelial e proteger contra as bactérias luminais 
adesiva-invasiva. O epitélio intestinal proporciona 
uma barreira física com interligações entre as célu-
las epiteliais do intestino, que pode ser mimetizado in 
vitro com sucesso por uma monocamada confluente 
epitelial, que expressam várias características morfo-
lógicas e funcionais dos enterócitos maduros [50]. 
O espaço entre essas células é selado por junções 
apertadas (TJs), que regulam a permeabilidade da 
barreira intestinal. TJs são compostas de proteínas 
transmembrana, que interagem com várias proteínas 
citoplasmáticas diferentes, tais como ZO-1, que liga 

Fig. 3. Exposição de células HT29 a cytomix aumenta significativamente a morte celular. O pré-tratamento com óleo de krill restabelece 
as condições iniciais. UN, células não tratadas; KO, óleo de krill. * p < 0,05.
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3.6. Efeito de KO sobre a expressão da 
pró-inflamatória citocina induzida por bactérias

Células confluentes CACO2 e HT29 foram expostas 
por 3 horas para LF82, sem ou após pré-tratamento 
durante 18 horas com KO. Os resultados mostraram 
que a exposição ao LF82 aumentou a indução de 
citocinas pró-inflamatórias, IL-8 e TNF-α (p < 0,05, 
p < 0,01), tal como avaliado por PCR em tempo real; 
no entanto, o pré-tratamento com KO reduziu signi-
ficativamente esse aumento (IL-8: P < 0,05, TNF-α: 
p < 0,01). Curiosamente, KO por si só não afetou a 
expressão de citocinas (Fig. 6A, B).

4. DISCUSSÃO

O krill é uma rica fonte de proteínas de alta qualidade, 
bem como de EPA e DHA. Numerosos estudos clíni-
cos e pré-clínicos demonstraram que o KO é seguro 

ras não tratadas com KO. Os resultados mostraram 
que KO foi capaz de diminuir significativamente a 
adesão (p < 0,05), bem como a invasão (p < 0,01) do 
LF82, sugerindo o seu papel num poderoso controle 
da estimulação imune bacteriana (Fig. 5A, B). Além 
disso, como as estirpes AIEC são conhecidas por 
sobreviver extensivamente dentro de macrófagos, 
foram medidas a absorção e sobrevivência bacte-
riana em linhagens celulares de macrófagos RAW 
264.7 pelo ensaio de proteção com gentamicina. 
Os resultados mostraram que LF82 pode sobreviver 
e replicar no interior dos macrófagos. No entanto, 
o tratamento com KO significativamente reduziu (p 
< 0,05) a percentagem de bactérias que proliferam 
após 18 horas (Fig. 5C).

PICO DE 
HYPODIPLOID 
(%)
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Fig. 4. Pré tratamento com óleo de krill mas não com óleo de milho, diminui significativamente a expressão citomix mRNA de citocinas 
pró-inflamatórias, IL-8 e TNF-α, em (A) CACO2 e (B) células HT29 em comparação as células não tratadas. As barras representam a 
média de 3 experimentos ± DP. UN, células não tratadas; KO, óleo de krill; CO, óleo de milho. *p < 0.05.

Fig. 5. Tratamento de óleo de krill prejudica significativamente a adesão (A) e invasão (B) em células CACO2 e HT29, bem como 
a sobrevivência dentro de macrófagos (C) em células RAW 264.7 da estirpe AIEC LF82. As barras representam a média de três 
experimentos ± DP. AIEC, Escherichia coli aderente-invasiva; KO, óleo de krill. *p < 0,05, **p < 0,01.
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Fig. 6. Exposição de células CACO2 e HT29 para a estirpe LF82 provoca um aumento significativo de citocinas pró-inflamatórias, IL-8 
e TNF-α, em (A) células CACO2 e (B) HT29. Pré-tratamento com óleo de krill restabelece as condições iniciais. As barras representam 
a média de três experimentos ± DP. UN, células não tratadas; KO, óleo de krill. *p < 0,05, **p < 0,01

TJs a filamentos F-actina do anel perijuncional apical 
da actinamiosina, assim regulando a permeabilidade 
paracelular [51].

Curiosamente, ZO-1 tem sido demonstrado por 
aumentar a colite induzida experimentalmente em 
camundongos, quando a dieta é suplementada com 
n-3 [52]. A montagem e permanente vedação de TJs 
depende crucialmente no contato de célula com 
célula. O complexo E-caderina-catenina desempenha 
um papel crucial na adesão célula-célula epitelial e 
na manutenção da arquitetura do tecido: perturbação 
na expressão ou função desse complexo resulta em 
perda de adesão intercelular [53]. Em conformidade, 
para avaliar o efeito de KO na permeabilidade intes-
tinal, investigamos o nível de expressão de ZO-1 e 
E-caderina numa monocamada confluente de HT29 
e CACO2 que foram expostas a um cytomix de cito-
cinas pró-inflamatórias para causar inflamação ou 
coexpostas ao cytomix e KO. Observou-se uma forte 
redução da expressão de ZO-1 e E-caderina, bem 
como uma perda resiliente de adesão célula-célula 
em células inflamadas que significativamente se 
recuperaram no tratamento com KO.

Além disso, a adesão celular é também estreitamente 
regulada pelo citoesqueleto da actina filamentosa 
(F-actina), cuja remodelação tem emergido como 

um mecanismo chave subjacente da desmontagem 
juncional e ruptura da barreira epitelial em tecidos 
inflamados [54]. Filamentos de F-actina são conhe-
cidos por ser organizados em fibras de stress (SF), 
feixes contrácteis que são alterados por estímulos 
estressores incluindo inflamação [55,56]. A acumula-
ção de SF em células é comumente utilizada como 
um marcador de inflamação. Na nossa configuração 
experimental, foram expostas células ao cytomix e 
observou-se um aumento marcado de SF, bem como 
uma perda de adesão célula-célula. Células inflamadas 
tratadas com KO apresentaram uma redução signifi-
cativa de SF e uma recuperação paralela do conjunto 
juncional.

Todos esses resultados sugerem fortemente que o KO 
é altamente eficaz em restaurar a integridade do epité-
lio e da permeabilidade intestinal.

Para reforçar os benefícios de KO na integridade estru-
tural da barreira epitelial, também investigamos sua 
influência na cicatrização da mucosa (MH). A base 
estrutural da MH é uma função de barreira intacta do 
epitélio intestinal que previne a translocação de bacté-
rias comensais na mucosa com subsequente ativação 
de células imunitárias. A cicatrização da mucosa é 
uma nova meta emergente de terapia para inflamação 
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intestinal e prevê remissão clínica a longo prazo e 
sobrevida livre de ressecção em IBD [57]. A base 
racional para assumir um efeito positivo de KO em 
MH reside na presença de n-3 PUFAs e fosfolipídios, 
ambos conhecidos por seu papel na restituição epite-
lial [58,59]. Para avaliar a cicatrização da mucosa 
intestinal foi utilizado o teste de raspagem de ferida, 
que consiste na criação de uma “raspagem” em uma 
monocamada celular, capturando-se as imagens 
iniciais e em intervalos definidos, durante a migra-
ção celular seu fechamento (ou cura), e comparando 
as imagens para quantificar a restituição epitelial. 
Assim, as células raspadas foram expostas ao cyto-
mix por si só para induzir à inflamação, ao KO por 
si só, ou expostas conjuntamente ao cytomix e KO. 
Curiosamente, os resultados mostraram que o KO 
melhora a reparação tecidual após a lesão produ-
zida pela raspagem, aumentando a migração celular 
e reduzindo as larguras dos vãos. Essa capacidade é 
mantida quando o dano é piorado por inflamação, de 
fato, as células coexpostas ao KO foram capazes de 
curar muito mais rapidamente do que aquelas não 
expostas. Essas evidências enfatizam uma função 
principal de KO em melhorar a cicatrização do epité-
lio danificado.

Da mesma forma, KO também mostrou melhorar 
a sobrevivência de células epiteliais, reduzindo a 
morte celular durante a inflamação.

Para mostrar que os efeitos apresentados por KO 
não eram devido à sua natureza oleosa hidrofóbica, 
mas à sua riqueza em ômega-3, comparamos KO 
com outro óleo (óleo de milho) com composição de 
lipídios diferentes e sem ômega-3. Ao contrário de 
KO, o óleo de milho não foi capaz de neutralizar o 
efeito de cytomix em induzir as citocinas pró-infla-
matórias, IL-8 e TNF-α.

Devido à associação estrita entre a perda da inte-
gridade da barreira e a proteção inadequada do 
epitélio intestinal contra as bactérias do intestino 
luminais aderentes-invasivas, queríamos explorar o 
valor de KO em reduzir o desencadeamento imune 
inadequado por AIEC, bactérias luminais com 
propriedades peculiares referenciais de adesão e 
invasão. No nosso estudo, infectamos as células 
com LF82, a estirpe de referência AIEC, e mostra-
mos que a coexposição com KO significativamente 
reduziu a adesividade e a invasividade e, mais inte-
ressante, diminuiu significativamente a expressão 

do mRNA induzida por AIEC de IL-8 e TNF-α. Além 
disso, o tratamento com KO reduziu significativa-
mente a percentagem de LF82 que sobreviveram no 
interior de macrófagos. Isso sugere que a influên-
cia de KO na estirpe AIEC é principalmente devido 
aos seus efeitos importantes sobre a morfologia da 
barreira epitelial, além de concebíveis efeitos dire-
tos sobre essas bactérias.

CONCLUSÃO 

Todos estes resultados em conjunto proporcionam 
pela primeira vez forte evidência para apoiar o valor 
de KO na regulação da inflamação intestinal através 
da indução de restituição da propriedade funcional 
e morfológica epitelial, melhorando a sobrevivência 
de células e reduzindo a capacidade de adesão e 
invasão de bactérias AIEC. Considerando-se a total 
falta de efeitos adversos, acreditamos que o KO 
poderia abrir novas perspectivas para a sua possí-
vel utilização no tratamento de inflamação intesti-
nal em humanos,especialmente para as formas de 
inflamação crônica, tais como IBD.

O trabalho futuro será focado no aprofundamento 
dos mecanismos de ação do KO e de suas funções 
como um novo suplemento anti-inflamatório em 
modelos animais com inflamação intestinal.
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