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RESUMO

A literatura dispde de vdrios estudos que comprovam o efeito antiinflamatdrio e protetor
contra doengas cardiovasculares, que os dcidos graxos poliinsaturados Omega-3 possuem A
ingestdo destes acidos graxos tem sido recomendada, como forma de prevenir doencas
cardiacas e melhorar a funcdo cardiaca. Existem poucas pesquisas associando o efeito
antiinflamatério dos 4cidos graxos Omega-3, com o processo inflamatério desencadeado pelo
estresse fisico de grande magnitude. O efeito da suplementacio de 4cidos graxos
poliinsaturados (AGPI) omega-3 (n-3) na resposta imunolégica e ocorréncia de dano muscular
em militares foi investigado. Vinte sujeitos foram divididos em dois grupos e receberam
céapsulas contendo AGPI n-3 (SUP) (n=10) ou placebo (PLA) (n=10) durante quatro semanas.
No decorrer da quarta semana de suplementagdo, os militares foram submetidos a um
acampamento militar com ingestdo caldrica e repouso restrito e elevado estresse fisico e
psicolégico. A concentracdo de proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us) foi utilizada como
marcador inflamatério e a ocorréncia de dano muscular pela atividade da enzima
creatinoquinase (CK). Amostras sanguineas foram coletadas em quatro momentos: 1) pré-
suplementagdo; 2) pré-acampamento; 3) durante o acampamento; 4) pds-acampamento.
Durante as trés semanas de suplementag@o e que antecederam o regime de acampamento foi
observada uma redugdo significativa na concentragio sérica de PCR-us apenas no grupo SUP.
Um aumento significativo da atividade da CK no pds-acampamento confirmou o cardter
extenuante deste procedimento. Apesar de ndo impedir a elevacio da PCR-us, o grupo SUP
apresentou uma concentragdo de PCR-us significativamente menor em comparacdo com O
grupo PLA ao final do acampamento. Estes resultados sugerem que a suplementacdo de AGPI
n-3 exercem um efeito protetor contra o processo inflamatério induzido por um regime de
treinamento fisico intenso e restri¢do alimentar.

Palavras chave: Acido Eicosapentaendico e dcido docosahexaendico, dmega-3 e proteina C-
reativa, dmega-3 e exercicio.



ABSTRACT

The literature has several studies showing the anti-inflammatory and protective against
cardiovascular disease, the polyunsaturated fatty acids are omega-3 intake of fatty acids has
been recommended as a way to prevent heart disease and improve heart function. There are
few studies involving the anti-inflammatory effect of fatty acids omega-3, with the
inflammatory process triggered by physical stress of great magnitude. The effect of
supplementation of polyunsaturated fatty acids (PUFA) omega-3 (n-3) in the immune
response and occurrence of muscle damage in soldiers were investigated. Twenty males were
divided in two groups and they received capsules contends PUFA n-3 (SUP) (n=10) or
placebo (PLA) (n=10) during four weeks. in elapsing of the fourth week of supplementation,
the military were submitted to a military camp with caloric ingestion and restricted rest, and
elevated physical and psychological stress. The concentration of C-reactive protein (CRP-hs)
was used as inflammatory marker and the occurrence of muscle damage by creatine kinase’s
(CK) activity. Sanguine samples were taken in four moments: 1) before supplementation; 2)
before camp; 3) during camp; 4) after camp. During the three weeks of supplementation that
preceded the camp’s routine, was observed a significant reduction in serum CRP-hs’s
concentration only in group SUP. A significant increase of CK activity in the after camp,
confirmed the character strenuous of this procedure. In spite of not impeding the PCR-us’s
increase, SUP presented a concentration of PCR-hs significantly smaller than PLA at the end
of camp. These results suggest that PUFA n-3 supplementation exercises a protecting effect
against the inflammatory process induced by intense physical training and alimentary
restriction.

Keywords: Eicosapentaenoic Acid and Docosahexaenoic Acid, omega-3 and C-reactive
protein-hs, omega-3 and exercise.
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1 Introducao

O consumo demasiado de gorduras estd diretamente associado a fatores de risco para
doencas cronicas do tipo resisténcia a insulina, diabetes, disfuncdo endotelial, inflamacao
sistémica, cancer e obesidade. A gordura € o nutriente que mais preocupa os 6rgdos ligados a
saide, como a American Heart Association e a American Cancer Society, sendo as
concentragdes séricas de colesterol LDL e o consumo de 4cidos graxos trans, as gorduras de
maior risco para a satide (WILLIAMS, 2002; TEEGALA et al., 2009).

Apesar de ser considerado um dos principais fatores de risco para as doencas cronico
degenerativas, os lipidios desempenham papéis fundamentais na fisiologia humana, com
atividades ligadas a: 1 - estabilidade de membrana; 2 - formagdo de hormoénios; 3 -
fornecimento de colesterol; 4 - sdo isolantes térmicos; 5 - sdo constituintes da bainha de
mielina, dentre outros (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003).

Na década de 70, alguns tipos de gorduras passaram a ser consideradas sauddveis. O
aumento do interesse pelos aspectos sauddveis das gorduras deu-se a partir da constatagdo
epidemioldgica de que, apesar de apresentarem sobrepeso e uma dieta rica em gorduras, 0s
indices de mortes por problemas cardiacos entre os esquimds da Groenldndia eram muito
baixos. Observou-se, entdo, que os lipidios que faziam parte do carddpio dessa populacdo
eram advindos da gordura de baleia, focas e peixes de dguas profundas, que sdo as principais
fontes de 4cidos graxos dmega-3 (®-3) (DYERBERG et al., 1978).

Desde entdo, tem-se demonstrado que os dcidos graxos poliinsaturados (AGPI) de
cadeia longa ®-3 promovem beneficios para a sadide, e sua inser¢do no carddpio da
populacdo mundial € hoje bastante recomendada (SIMOPOULOS, 2002; BRESLOW, 2006;
VON SCHACKY; HARRIS 2007). As propriedades moleculares dos ®-3, bem como os
mecanismos pelos quais eles promovem protecio cardiovascular ainda precisam ser, melhor
elucidadas. No entanto, ja estd comprovado que esses dcidos graxos possuem a capacidade de
diminuir a produgéo das citocinas inflamatdrias, dentre elas o fator de necrose tumoral (TNF-
a), a interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) e a expressdo de moléculas de adesdo na
interacdo inflamatéria entre leucécitos e células endoteliais (CALDER, 2001). De fato,
pessoas em situagdo de risco cardiovascular apresentam marcadores inflamatorios
aumentados na corrente sanguinea (BLAKE; RIDKER, 2001). Sendo assim, as acdes
antiinflamatdrias do acido graxo de cadeia longa ®-3 podem ser de uso terap€utico em

situacdes de inflamagdo aguda ou cronica (CALDER, 2006).



A despeito de um razodvel volume de pesquisas estarem sendo realizadas bem como
revisdes publicadas com os ®-3 nos aspectos cardiovasculares (HARRIS et al., 2007; VON
SCHACKY, 2007), pesquisadores passaram a investigar uma possivel relacdo dos beneficios
do consumo de ®-3 em atletas (ANDRADE; TAVARES DO CARMO, 2004). A
fundamentagdo para esta nova linha de investigacdo € o fato de que exercicios fisicos
intensos podem promover vdrias alteragdes imunoldgicas, acarretando a producdo de
substancias inflamatdrias, das quais as prostaglandinas e as citocinas se destacam (WOODS;
VIEIRA; KEYLOCK, 2009).

Uma das hipdteses para explicar as possiveis causas do fendmeno do exercicio fisico
induzindo inflamacdo € a relagdo lesdo/citocinas/inflamagdo. A ocorréncia de microlesdes
durante os treinos, também chamadas de microtraumas adaptativos, desencadearia o processo
inflamatério natural no local lesionado. Caso uma recuperacdo adequada ndo seja
proporcionada ao individuo, a inflamacdo, antes local e aguda, pode evoluir para um estagio
cronico e sistémico, afetando diretamente a satde e o desempenho do atleta (SMITH, 2000).

Apesar da relacio existente entre treinamento e produg@o de marcadores inflamatorios
e do fato de os ®-3 serem capazes de minimizar este problema, ainda ndo se dispde de
evidéncias consistentes relacionando os ®-3 com a performance e a saide de pessoas que
praticam atividades fisicas com altos volumes e intensidades. Sdo exemplos destas
populacdes ndo somente os atletas, mas também trabalhadores que se submetem a uma rotina
didria de bastante esfor¢o fisico (operarios da construgdo civil, estivadores, dentre outros) e
militares em periodo de formacdo, que realizam treinamentos sob severas condi¢des de
grande restricdo caldrica, aliado a esfor¢os fisicos por periodos prolongados. Este fato
justifica a pertinéncia de investigacdes, integrando os campos da nutricdo e do exercicio
fisico.

Os primeiros autores que alertaram para um possivel efeito antiinflamatério do ®-3
relacionado ao exercicio fisico foram Andrade e Tavares do Carmo (2004). Posteriormente,
Andrade et al. (2007) demonstraram que atletas tinham reducdo dos marcadores
inflamatorios, mas essa pesquisa ndo deixou claro se os resultados obtidos foram devido a
uma simples melhoria da funcio endotelial dos atletas, ou se a suplementacio com ®-3
realmente atenuou o processo inflamatoério induzido pelo treinamento fisico.

Para verificar se os efeitos antiinflamatérios observados na pesquisa de Andrade et al.
(2007) foram apenas a nivel endotelial ou provocados realmente por acdo direta na inibi¢do
do processo inflamatério induzido pelo exercicio fisico extenuante, seria necessdria a

inclusdo de um grupo controle, de ndo praticantes de exercicio, o que ndo aconteceu neste



estudo. Além disso, seria preciso investigar outras populacdes de sujeitos ndo atletas, mas
que realizam exercicios intensos, para que se estabeleca uma aproximacdo mais real da
participac@o do ®-3 na inibi¢ao do processo inflamatdrio induzido pelo treinamento severo.

Um exemplo disto sdo os militares que, em alguns momentos de seus periodos de
treinamento, sdo expostos a situacdes de intensas atividades fisicas e restricdo alimentar por
varios dias seguidos. No entanto, até o momento existem poucas investigacdes cientificas a
respeito das repercussdes metabdlicas deste regime de treinamento, particularmente sobre o
processo inflamatério desencadeado pela relagdo excesso de treino/ restricdo alimentar. Do
mesmo modo, ndo se sabe se, assim como para atletas, a suplementacdo de ®-3 poderia
influenciar este processo inflamatdrio.

Dessa maneira, esta pesquisa tem como objetivo confirmar a ocorréncia de processo
inflamatério induzido pelo exercicio em militares submetidos a treinamento de guerra
caracterizado por intensos exercicios, poucas horas de descanso e restricdo alimentar, por
varios dias seguidos, e verificar os efeitos da suplementacio de ®-3 nos marcadores

inflamatorios e de dano muscular, do Nicleo de Preparacdo de Oficiais da Reserva (NPOR).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Lipidios

Lipidios € um termo geral que deriva da palavra lipos, que em grego quer dizer
gordura. O termo lipidio é bastante amplo e pode se referir a uma variedade de componentes
que compartilham propriedades hidrofébicas similares (FRITSCHE, 2006). Esse
macronutriente é formado por um grupo heterogéneo de compostos que incluem os 6leos, as
gorduras, as ceras e compostos correlatos. Os lipidios representam a maior fonte de energia
potencial que pode ser utilizada como acionador do trabalho biolégico do nosso corpo. Além
de serem excelentes isolantes térmicos e protetores dos 6rgdos vitais, eles também atuam
como carreadores das vitaminas lipossoliveis A, D, E e K (MCARDLE; KATCH; KATCH,
2003).

Os lipidios podem ser encontrados em um dos trés grupos principais: lipidios simples
(triacilglicerdis), lipidios compostos (fosfolipidios, glicolipidios e lipoproteinas), e lipidios
derivados (acidos graxos, esterdides e hidrocarbonetos) (WILLIAMS, 2002). As gorduras
simples, ou neutras, sfo encontradas principalmente na forma de triacilglicerol
(triglicerideos), que € o lipidio mais abundante encontrado no corpo e nas células adiposas. A
molécula de triacilglicerol € formada por duas outras substincias, sendo uma dessas o
glicerol, solivel em dgua que contém trés carbonos em sua estrutura. Ligados a molécula de
glicerol existem trés aglomerados de dtomos na forma de cadeias de carbono, geralmente

com ndmero par, chamados de &cidos graxos (conforme mostrado na figura 1) (FOSS;

KETEYIAN, 2000).
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Figura 1 - Diagrama de um triacilglicerol. E mostrada a interagdo entre as moléculas de cidos graxos
e glicerol.



Os fosfolipidios possuem uma base de glicerol, um ou dois acidos graxos acoplados e
um grupo fosfato adicional. O organismo € capaz de sintetizar fosfolipidios a partir dos
triacilglicerois e sua principal fungdo é formar a bicamada lipidica, uma verdadeira barreira
atravessada apenas por moléculas lipossoliveis pequenas e moléculas polares. O colesterol,
substincia perolada, tem aparéncia de gordura e € encontrada nos tecidos animais. E
produzido no figado a partir de &4cidos graxos e dos produtos da decomposi¢do dos
carboidratos, da proteina-glicose e dos aminoacidos. O colesterol faz parte da composicdo de

véarios hormdnios, como testosterona e estrogeno, mas a maior parte do colesterol é utilizada

no figado para produgdo de sais biliares (WILLIAMS, 2002).

2.2 Estrutura quimica e fun¢ao bioldgica dos acidos graxos

Assim como os carboidratos, os dcidos graxos cont€ém atomos de carbono, hidrogénio
e oxigénio. Existem vdrios tipos de 4cidos graxos, entretanto, o acido estedrico, o acido
oléico e o 4acido palmitico sdo os mais comuns. Os dacidos graxos sdo alifaticos
monocarboxilicicidos que podem ter varias duplas ligagcdes, mas geralmente ndo ultrapassam
seis. Os acidos graxos com duas ou mais duplas ligacdes sdo chamados AGPI; com uma
unica dupla ligacdo sdo 4cidos graxos monoinsaturados e quando ndo possuem duplas
ligacdes, sdo chamados acidos graxos saturados. Os dcidos graxos podem ser sintetizados
pelo organismo, com exce¢do dos essenciais, dos quais, as melhores fontes sdo as gorduras
dietéticas (HEIRD; LAPILLONNE, 2005).

Os 4cidos graxos possuem nomes comuns, mas também sio identificados por um
sistema de “taquigrafia” indicando o ndmero de 4tomos de carbono que contém a sua
molécula, o nimero de duplas ligacdes e o local da primeira dupla ligag¢do a partir do grupo
metil terminal (Figura 2). Por exemplo, o dcido palmitico, um &4cido graxo saturado com 16
carbonos, é designado 16:0 e o 4cido oléico, um 4cido graxo monoinsaturado com 18
carbonos, cuja unica dupla ligacdo localiza-se entre o nono e o décimo carbono a partir do
grupo metil terminal, € designado 18:1 n-9. O 4cido linoléico e o dcido a-linolénico, ambos
AGPI com 18 carbonos, sdo designados 18:2 -6 e 18:3 ®-3 respectivamente (HEIRD;
LAPILLONNE, 2005).

Existem dois tipos de dcidos graxos que sdo necessarios para garantir a integridade
das membranas plasmaticas, para o crescimento, a reproducdo, o funcionamento geral do
organismo e que apresentam propriedades dermatoldgicas. Entretanto, eles ndo podem ser

sintetizados pelo organismo, sdo os dcidos a-linolénico (ALA) e o linoléico (AL), os quais



pertencem as familias dos dcidos graxos ®-3 e ®-6 respectivamente e sdo adquiridos na
alimentagdo de origem vegetal (MOYAD, 2005). A figura 3 mostra uma representacido da

estrutura quimica de diferentes acidos graxos.

Acido Graxo Polinsaturado 6mega-3 EPA\DHA

NN RGNS

Acido a-linolénico {ALA; 18:30-3)

NN NSNS

Acido Eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3)

T P Y R e

Acido Docosaexaendico {DHA; 22°661-3)

Grupo Metil HC

Figura 2. Estrutura quimica e sistema de taquigrafia do dcido a-linolénico (ALA), do dcido
eicosapentaendico (EPA) e do dcido docosahexaendico (DHA).

De acordo com Calder (2007), os 4cidos graxos desempenham uma variedade de
papeis entre as células imunes. Eles atuam como: 1 - combustivel para geracdo de energia; 2
- componentes das membranas das células dos fosfolipidios contribuindo para as
propriedades fisicas e funcionais dessas membranas; 3 - modificadores covalentes das
estruturas das proteinas, influenciando a localizacdo celular e fun¢do das proteinas; 4 -
reguladores da expressdo génica, (por seu efeito na atividade dos receptores no processo de
sinalizacdo intracelular, ou na ativag@o do fator de transcri¢@o); 5 - precursores para a sintese
de mediadores lipidicos bioativos tipo prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas e outros.

Mais recentemente, a fungdo de alguns dcidos graxos na atividade do sistema imune
tem sido confirmada. Os mecanismos propostos sdo alteragdes na composi¢do da membrana
fosfolipidica dos 4cidos graxos que podem influenciar as fungdes das células imunes de
varias maneiras. O leque de possibilidades inclui: 1) alteracdes nas propriedades fisicas das
membranas; 2) efeitos nas vias de sinalizacdo celular, modificando a expressdo, atividade e
avidez dos receptores de membrana, ou por alteracdo nos mecanismos de transdugdo,
resultando na modificacdo da transcricdo génica; 3) alteracdes no padrio de mediadores
lipidicos produzidos com diferentes atividades e poténcias biolégicas (CALDER, 2007). A

suplementagdo de AGPI, também aprimora os efeitos do exercicio na sinapse, plasticidade e



cognicdo. Efeito associado com uma maior producdo de fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), promovendo satde mental e reduzindo os riscos de desordens neuroldgicas

(WU, 2008).
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Figura 3. Diferentes tipos de dcidos graxos: Acido graxo saturado cujas ligacdes com o carbono estio
plenas; &4cido graxo monoinsaturado, que possui apenas uma dupla ligacdo; 4cido graxo
poliinsaturado, com duas ou mais liga¢cdes duplas e o dcido graxo dmega-3, com sua primeira dupla
ligacdo no terceiro carbono, a partir do grupo terminal metil.

2.3 AGPI de cadeia longa ®-3 e ®»-6

De acordo com Moyad (2005), existem duas familias de 4dcidos graxos essenciais: os
AGPI ®-3 e 0os ®-6. O ALA e o AL, que sdo respectivamente ®-3 e ®-6, s@o sintetizados
pelas plantas. Suas principais fontes s@o as sementes e 6leos, que sdo especialmente ricos no
acido linoléico (CALDER; DECKELBAUM, 2008). Curiosamente, o corpo humano néo é
capaz de formar carbonos com duplas ligacdes antes do 9° carbono contando a partir da
posicdo Omega, ou grupo metil terminal. Entretanto, o corpo humano possui as enzimas
necessdrias para converter o ALA em outros dcidos graxos ®-3 que tém duplas ligacoes
adicionais, o 4cido eicosapentaendico (EPA) e o dcido docosahexaendico (DHA). Nao
obstante, a capacidade dos humanos em converter o ALA em EPA e especialmente em DHA
parece ser limitada, embora possa haver significativas variacdes entre diferentes grupos e
subgrupos de uma populacio (ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006; CALDER E
DECKELBAUM 2008).



A numeracdo ®-3 e w-6 refere-se a real posicdo da primeira dupla ligacdo nesses
dcidos graxos insaturados, contando a partir do carbono no radical metil (dmega ou nth)

terminal, conforme mostrado na figura 4.
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Fig. 4 Estrutura do Acido araquidonico e do EPA com suas respectivas duplas ligagdes. O corpo
humano sé € capaz de sintetizar carbonos com dupla ligacdo a partir do carbono 9 (JAMES;
PROUDMAN; CLELAND, 2003).

A primeira descricdo sobre a baixa incidéncia de doencas coronarianas entre os
esquimos da Groelandia foi feita por Sinclair (1953). Ele observou que, apesar de uma dieta
rica em gorduras de baleia, de focas e de peixes, o nimero de mortes por complicagdes
cardfacas nessa populacdo era muito baixo. Trés décadas mais tarde, Bang, Dyerberg e
Hjoorne (1976) relataram que mesmo consumindo grandes quantidades de gordura e
colesterol, e pequenas quantidades de frutas, vegetais e carboidratos complexos, 0s esquimods
apresentavam taxas de colesterol e de triglicerideos menores do que seus congéneres
residentes na Dinamarca. Além disso, os riscos de infarto do miocdrdio também eram bem
menores.

Desde entdo, aumentaram consideravelmente as especulagdes e a quantidade de
estudos a cerca do potencial dos AGPI -3, também chamado de o “Efeito Esquimé”
protetor (WILLIAM, 2008), e as pesquisas com essa classe de AGPI e suas fontes naturais
tém sido realizadas no ambito da saide (DAS, 2000; THIES et al., 2001; KEW et al., 2003;
MOYAD, 2005; BORTOLOTTI; TAPPY; SCHNEITER, 2007; YUSOF; MILES; CALDER,



2008). Na figura 5 s@o mostradas algumas espécies de peixes com os seus teores de EPA e de
DHA.

O reticulo endoplasmatico do figado € responsdvel pela primeira etapa da
interconversdo do ALA em EPA e DHA e envolve uma serie de enzimas que adicionam dois
carbonos ao 4cido graxo e enzimas de dessaturacdo que inserem duplas ligagdes nas
moléculas. Como as enzimas envolvidas na sintese de ®-3 sdo as mesmas responsaveis pela
conversao do AL ®-6 em dcido araquiddnico, a dieta pode influenciar a conversdo desses
dcidos graxos (ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006). A cascata de conversdao dos -3 e ®-6
estd representada na figura 7.

O DHA ¢ o 4cido graxo -3 mais abundante nas membranas e estd presente em todos
os orgdos. Sua concentragdo € variavel entre orgdos e é particularmente abundante nos

tecidos neurais (cérebro e retina) (ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006).

Quantidades de EPA+DHA em diferentes espécies
de peixes por 100g

Cavala -1810 mg Salmao -1 800 mg Atum -1 500 mg

Arenque -1 200 mg Truta de Salmio -1060mg Bacalhau - 240 mg

Wi o

Figura 5: Diferentes espécies de peixes e seus respectivos teores de EPA e de DHA em cada 100g.
Fonte: (FEDACKO et al., 2007).

Apenas poucas quantidades de ALA e EPA estdo presentes nos tecidos e o DHA
geralmente excede o EPA em uma propor¢cao de 5:30 na maioria dos 6rgiaos. Os AGPI ®-3
estdo presentes nas membranas das células e sdo incorporados primariamente nos
fosfolipidios. Estes dcidos graxos podem influenciar as propriedades biofisicas da membrana
(fluidez e plasticidade) e afetar a atividade das suas proteinas (ARTERBURN; HALL,;
OKEN, 2006).

O DHA e o EPA, sintetizados a partir do ALA e do y-linoléico (GLA) e o acido

araquidonico a partir do AL, desempenham importante papel na fluidez da membrana,



peroxidacdo dos lipidios, producdo de eicosandides e expressdo génica. Alteragdes nos
conteudos de fosfolipidios das membranas neurais podem resultar em mudancas no sinal de
transducdo, liberagdo de neurotransmissores, atividades enzimadticas e nos receptores dos
neurotransmissores. Estas mudancas implicam na etiologia de desordens de humor e
respostas ao estresse em humanos e mudancas comportamentais em animais (SONG et al.,

2003).

n-6 n-3
18:2 (LA) 18:3 (ALA)
v AB-desaturase
18:3 (GLA) 18-4
# elongase &
eicosandides «— 20:3 (DGLA) 20:4
Ab-desaturase ¢
eicosandides «— 20:4 (ARA) 20:5 (EPA) —» cicosandides
& elongase
22:4 22:5 (DPA)
* elongase +
24:4 24:5
* AG-desaturase +
24:5 24:6
# oxidaciao peroxissomal *
22:5 (DPA) 22:6 (DHA)

Figura 6. Via bioquimica para a interconversdo de AGPI w-6 e AGPI »-3. Sequéncia de conversdes
até a formagdo do dcido docosapentaendico (DPA) e do DHA, -6 e w-3 respectivamente. Fonte:
(ARTERBURN; HALL; OKEN, 2006).

A constatagdo de que € possivel modificar a composicdo dos &acidos graxos da
membrana dos fosfolipidios das células imunes por meio da alimentagdo tem sido obtida a
partir de estudos em animais e em humanos. Animais alimentados com uma dieta modificada
apresentaram alteragdes na composi¢cao dos dcidos graxos das células imunes, de acordo com
a quantidade de 4cidos graxos que a dieta apresentava (KEW et al., 2003). Em humanos, a
composicdo da membrana das células imunes varia da mesma maneira que em animais, de

acordo com o maior teor de um tipo especifico de dcido graxo da dieta. Pessoas alimentadas



com uma dieta tipicamente ocidental apresentaram cerca de 20% dos 4cidos graxos da
membrana dos fosfolipidios compostos por acido araquiddnico e aproximadamente 1% de
EPA e 2,5% de DHA (KEW et al., 2004).

Os AGPI da familia do ®-3, particularmente os de cadeia longa, sdo importantes
nutrientes ao longo do ciclo da vida. Criancas necessitam do DHA para o desenvolvimento
visual e cognitivo, e s@o beneficiadas do ponto de vista cardiovascular. O DHA e o EPA sdo
importantes para a prevencdo de doengas cardiovasculares e na diminui¢do da mortalidade
cardfaca. Recentes estudos epidemioldgicos e pré-clinicos também sugerem que o DHA pode
proteger contra o mal de Alzheimer e outros tipos de deméncias, além disso, os AGPI -3 de
cadeia longa podem proteger contra a degeneracdo macular relacionada a idade,
desempenhando um papel unico na saide do cérebro e dos olhos em adultos e idosos
(ALNAJJAR et al., 2006).

O consumo de AGPI ®-3 principalmente DHA, tem a capacidade de melhorar varios
fatores de risco cardiovasculares, incluindo pressdo arterial elevada, concentragcoes
sanguineas elevadas de triacilglicerois, agregacdo plaquetaria, disfunc@o endotelial e arritmia
(MORI; WOODMAN, 2006). Das (2000), afirma que os mecanismos sugeridos para
protecdo cardiaca envolvem o metabolismo de eicosandides, o processo inflamatério, a -
oxidacdo, a disfun¢do endotelial, as citocinas e a expressdo génica das moléculas de adesio.
Ja no que diz respeito a acdo do ®-3 na variabilidade cardiaca, produz modificacdes nos
canais de s6dio por meio de ligacdo direta com as proteinas, previne a isquemia induzida por
fibrilacdo ventricular e morte subita.

Pessoas diagnosticadas com a sindrome coronariana aguda possuem menores
quantidades de EPA e DHA na corrente sanguinea do que individuos congéneres. Portanto,
concentragdes séricas de ®-3, podem ser utilizadas como indicador de risco modificdvel para

a sindrome coronariana aguda (HARRIS et al., 2007).

2.4 Os AGPI ®-3 na alimentacio humana

A importancia dos AGPI na alimentacio humana e prevencdo de doengas foi
cientificamente reconhecida trés décadas atrds. No final da década de 20, pesquisadores
como Burr; Burr (1929) ja relatavam os problemas relacionados a uma dieta com exclusdo
rigida de lipidios e alertava para os beneficios a satde e funcdo dos 6rgdos promovidos pela

ingestdo de AGPI o-3.



A produgdo de concentrados de 6mega-3 desperta atualmente grande interesse para a
industria farmacéutica e de alimentos funcionais. Tanto o ®-3 quanto o ®-6 s@o precursores
de combinagdes hormonais tipo eicosandides, que estdo envolvidos em varios processos
biolégicos importantes no corpo humano (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1998).

Quando administrados oralmente, os ®-3 incorporam-se rapidamente as plaquetas e
competem com o dcido araquidonico pela mesma posicao (2-acil) da membrana fosfolipidica
e como substrato para o complexo enzimdtico cicloxigenase e lipoxigenase. O 4cido
araquidonico € uma substancia pré - inflamatdria e o que determinard as quantidades desses
dcidos graxos nas membranas serd o seu teor na alimentagdo. Uma maior quantidade de ®-3
nas células tem como resultado uma menor producdo de eicosandides pro-inflamatérios
(DAS 2000).

Os é4cidos graxos EPA e DHA contidos em 6leos de peixe sdo precursores dos
mediadores lipidicos, leucotrienos e prostaglandinas. A competicdo entre o EPA e o DHA
contra o dcido araquiddnico pela sintese desses mediadores, levam ao aumento da sintese de
prostaglandinas e leucotrienos que t€m propriedades menos inflamatérias que os
eicosandides formados a partir do 4cido araquidoénico (CALDER, 2006).

Atualmente, a indudstria alimenticia vem tentando por meio da modificagdo genética,
adicionar AGPI ®-3 nos alimentos. Os dcidos graxos de 6leos tradicionais como soja e
canola estdo sendo alterados, para que estes se tornem boas fontes de ®-3. Se por um lado
essa nova tendéncia facilitard o acesso da populagdo aos AGPI ®-3, por ser uma fonte mais
barata que o peixe, por outro lado, a velocidade no avanco das pesquisas precisa ser
proporcional ao lancamento de novos produtos e seus derivados pela indudstria alimenticia.
Assim, a busca pelos beneficios da ingestdo do ®-3 nio provocard exatamente o oposto, isto
€, a oferta de alimentos considerados benéficos, mas que na realidade ndao possuem beneficio
adicional algum, devido a falta de precisdo e acompanhamento dessa evolu¢do (WHELAN;
RUST, 2006).

Thies et al. (2001) verificaram os efeitos de uma suplementacdo com moderados
niveis de acido ALA, GLA, 4cido araquiddonico, DHA ou dleo de peixe, no nimero e na
funcdo de células inflamatdrias e nos niveis circulantes de moléculas soliveis de adesdo.
Sujeitos sauddveis com idade entre 55 e 75 anos, consumiram nove capsulas por dia durante
12 semanas, totalizando 4g de gorduras ingeridas por dia. Ao término da pesquisa os autores
verificaram que a suplementacio ndo diminuiu o nimero de células inflamatérias. Entretanto,

a suplementacio de ALA e de dleo de peixe diminuiu a concentragdo de moléculas soliveis



de adesdo, demonstrando que quantidades moderadas dessas substincias podem diminuir
alguns marcadores de ativac@o endotelial.

Willemsen et al. (2008) investigaram os efeitos dos AGPI ©-3 (ALA, EPA e DHA) e
-6 (AL, GLA, 4cido dihomo-y-linolénico, 4cido araquidonico) na barreira intestinal. Os
pesquisadores avaliaram a integridade da barreira pela mensuracdo da resisténcia e da
permeabilidade transepitelial, e a composi¢do da membrana fosfolipidica foi determinada por
cromatografia. Com base nos resultados obtidos os autores concluiram que os AGPI de
cadeia longa DGLA, 4cido araquiddnico, EPA e DHA foram particularmente efetivos em
manter a integridade da barreira por melhorar a resisténcia e reduzir a permeabilidade a

interleucina-4 contribuindo para a protecao contra infec¢des e doengas alérgicas.

2.5 Sistema imunoldgico e processo inflamatério

Os leucdcitos, também conhecidos como glébulos brancos, se dividem em duas
grandes categorias: os fagdcitos, que incluem os mondcitos, macréfagos (neutréfilos,
basofilos e eosindfilos) e os linfocitos. Existem trés diferentes tipos de linfdcitos: linfocitos T
e B e as células natural killer. Todas as células do sistema imune sdo produzidas na medula
Ossea e podem ser encontradas dispersas pelo corpo, ou em 6rgdos especificos como o bago,
o timo e os nodos linfaticos (CALDER, 2001; CALDER et al., 2002).

A inflamag¢do faz parte de uma resposta inata imune do corpo, que responde
imediatamente a infecgdes ou lesdes por meio do processo inflamatdrio. Esse processo se
caracteriza por vermelhiddo, inchaco, calor e dor. Fluxo sanguineo aumentado, bem como
uma maior permeabilidade dos capilares, promove o deslocamento de grandes moléculas
(complementos, citocinas, anticorpos) que deixam a corrente sanguinea e atravessam a
barreira epitelial instalando-se nos tecidos adjacentes (CALDER, 2001).

A comunicacdo entre o sistema imune inato e o adquirido é feita por meio de
mensageiros quimicos chamados de citocinas e com a participacido das moléculas de adesao.
As citocinas s@o proteinas que podem atuar na regulacio da atividade da prépria célula que a
produziu e/ou em outras células. Cada citocina pode ter varias fun¢des em diferentes tipos de
células. Elas atuam por meio da ligacdo com seus receptores especificos localizados na
superficie das células alvo, promovendo alteragdes no crescimento, no desenvolvimento e na
atividade daquela célula (CALDER, 2001).

Dentre os varios tipos de citocinas produzidas pelos mondcitos e macréfagos, as mais

importantes sdo o TNF-a, IL-1 e IL-6. Estas citocinas estimulam a destrui¢do das bactérias e



tumores pela ativacdo dos neutrdfilos, mondcitos e macréfagos. Além disso, os linfocitos T e
B que também sdo estimulados por estas citocinas, iniciam a produg@o de outras citocinas.
Devido a esta importante associacdo entre o sistema inato e o adquirido, é que o TNF-a, a IL-
1 e IL-6 sdo considerados mediadores de ambos os sistemas (OSTROWSKY et al., 1999;
CALDER, 2001).

Por se tratar de um processo natural de defesa contra agentes infecciosos, a producio
de TNF-a, IL-1 e IL-6 torna-se benéfica ao organismo. Entretanto, quantidades inapropriadas
ou até mesmo uma superproducdo dessas moléculas, podem se transformar num risco a satide
do individuo, pois tais citocinas, em especial o TNF-a, estdo envolvidas nas causas de
algumas respostas patoldgicas como cancer, Alzheimer, disfuncido endotelial e artrite, que
ocorrem no processo inflamatério (ABBAS; LICHTMAN; PODER, 2003). E importante
salientar que a IL.-6 ndo € classificada como inflamatéria ou pré-inflamatéria, mas como
sendo uma citocina que responde a inflamacdo, ja que ela por si s6, ndo induz o processo
inflamatério (OSTROWSKY et al., 1999). Além disso, a IL-6 pode antagonizar os efeitos
pro inflamatérios do TNF-a possuindo caracteristicas antiinflamatérias (PEDERSEN et al.,
2003).

Além das citocinas pré-inflamatdrias, existem as citocinas antiinflamatérias, que tém
o papel de contra regular as acdes das citocinas pré-inflamatorias. Dentre estas, pode-se citar
a interleucina-4, interleucina-10, e as citocinas inibidoras tais como: receptor antagonista de
IL-1 e receptores soliveis de TNF (ABBAS; LICHTMAN; PODER, 2003).

Desde o final da década passada e inicio da década atual tem sido postulado que as
doencas cardiovasculares apresentam um forte componente inflamatério. Tracy et al. (1997),
foram um dos primeiros a descrever que sujeitos cardiopatas apresentavam elevados niveis
plasmadticos de proteina-C reativa (PCR). De fato, a doencga aterosclerética ¢ um processo
inflamatério, do mesmo modo que a acdo das lipoproteinas LDL no dano endotelial se d4 por

meio da oxidacdo destas lipoproteinas por macréfagos (LIBBY, 2002).

2.6 Sistema imunolégico, processo inflamatdrio e os AGPI

Os eicosandides sdo mensageiros quimicos sintetizados a partir do carbono 20 dos
AGPI, acido dihomo-y-linolénico (20:3 ®-6), acido araquidénico (20:4 ®-6) e EPA (20:5 -
3). Os eicosandides incluem as prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas, dcido
hidroperoxieicosatetraenoico e o 4cido hidroxieicosatetraenoico. O acido graxo precursor

para a sintese de eicosandide € lancado da membrana das células dos fosfolipidios,



geralmente por acdo da fosfolipase A, ativada em resposta a um estimulo celular. Como a
maioria das membranas das células imunes contém maiores quantidades de dacido
araquidonico, comparado com o 4cido dihomo-y-linolénico e EPA, ele é geralmente o
principal precursor para a sintese de eicosandides (CALDER, 2001; CALDER et al., 2002;
CALDER, 2006).

Alguns eicosanéides produzidos a partir do ®-6 podem elevar a coagulacdo
sanguinea, a pressdo arterial, a freqiiéncia cardiaca e as inflamagdes. Entretanto, os
eicosandides, formados a partir dos AGPI -3, possuem efeitos opostos e sauddveis. Os
AGPI ®-3 podem competir com os ®-6 pelas mesmas enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase e
epoxigenase na formacgdo de diferentes classes de eicosandides, que podem competir ou
antagonizar os efeitos dos eicosandides dos AGPI ©-6 (MOAYAD, 2005). De acordo com
Simopoulos (2002), quantidades excessivas de dcidos graxos ®-6 e uma relacdo muito alta de
®-6/®-3, como encontrada atualmente na dieta ocidental, promovem patogénese de varias
doencas, incluindo doenga cardiovascular, cincer e doencas inflamatdrias e auto-imunes,
enquanto que um aumento nos niveis de -3 (baixa relagio ®-6/w-3) exerce um efeito
supressivo.

Uma dieta rica em EPA e seu derivado DHA, resulta na diminui¢do de &cido
araquidonico na membrana dos fosfolipidios das células envolvidas na inflamagdo e na
imunidade. Além disso, os AGPI ®-3 parecem inibir a liberagdo de acido araquiddnico da
membrana dos fosfolipidios pela inibicdo das fosfolipases. Por competirem pelos mesmos
sitios ativos da cicloxigenase e S-lipoxigenase, o EPA suprime a producdo dos derivados do
dcido araquidonico e consequentemente eleva a producdo de eicosandides produzidos a partir
do EPA. Os eicosandides derivados do EPA atuam como antagonistas dos mediadores
derivados do 4cido araquidonico por compartilharem do mesmo receptor das células alvo
(CALDER, 2001).

A competicdo entre os AGPI -3 e -6 pelas mesmas enzimas disponibilizard
maiores quantidades dessas substancias e de seus metabdlitos de acordo com a quantidade de
cada um na dieta da pessoa. Assim, um individuo que consome regularmente concentragdes
de -3 elevadas, comparado com ®-6, aumentara as quantidades sanguineas e teciduais de ®-
3 (MOYAD, 2005).

A producio de eicosandides a partir do dcido araquidonico origina as prostaglandinas
da série 2 e tromboxanos e leucotrienos da serie 4. Estes eicosandides sdo biologicamente

ativos em pequenas quantidades, mas se grandes quantidades forem formadas, eles



contribuirdo para a formacdo de trombos, ateromas, desordens alérgicas e inflamatérias e
proliferacdo de células (SIMOPUOLUS, 2002).

Para Erdogan et al. (2004), a suplementacdo de -3 pode aumentar a resisténcia aos
ataques de radicais livres e reduzir a peroxidacdo dos lipidios. Resultados obtidos a partir de
estudos com ratos suplementados durante 30 dias com -3, apdiam a idéia de que estes
dcidos graxos podem ser suplementos dietéticos efetivos no tratamento de varias doencgas em
que os mecanismos de defesa oxidante/antioxidante estdo desacelerados.

Song et al. (2003) administraram IL-1f, uma citocina pro-inflamatdria, via inje¢do
intracerebroventricular em grupos de ratos suplementados com AGPI w-3 ethyl-EPA e AGPI
-6 ethyl-GLA e 4cido araquiddnico. Apds seis semanas o dcido graxo ethyl-EPA foi capaz
de atenuar o estresse/ansiedade, reduzir o aumento sérico de corticosterona e prostaglandina
E2 induzido pela interleucina-1b. Além disso, o ethyl-EPA e o ethyl-GLA induziram a
producdo da citocina antiinflamatéria interleucina-10 por todas as células sanguineas.
Entretanto, a suplementacdo de 4cido araquidonico ndo teve efeito sobre o comportamento,
imunidade e mudancas enddcrinas induzidas pela IL-1p. A suplementagdo apenas de acido
araquidonico aumentou as respostas inflamatérias basais, as concentragdes séricas de
corticosterona e induziu ansiedade comportamental durante um teste comportamental em um

labirinto suspenso na forma de “x”.

2.7 Sistema imunolégico, processo inflamatério e exercicio fisico

Atividades fisicas incomuns, ou de grande intensidade e/ou duracdo, sdo os principais
causadores de lesdo tecidual e sdo conhecidas como exercicios indutores de dano muscular
(EIDM) (TEE et al., 2007). O processo inflamatério no tecido lesionado tem inicio, a partir
da ocorréncia do dano muscular provocado principalmente por contragdes musculares
excéntricas. Como resultado do dano muscular, é verificada uma migracio em massa dos
mondcitos para o local lesionado, onde serdao convertidos em macréfagos, para desencadear o
processo de remogdo do tecido necrético e producio de prostaglandinas. As prostaglandinas
atuam sobre os receptores de dor, intensificando a sensacdo dolorosa. O surgimento tardio da
sensacdo de dor seria justificado pelo tempo necessdrio, para que todo o mecanismo acima
descrito promovesse a producdo da prostaglandina pelos macréfagos (MIZUMURA, 2009).

Os sintomas dos EIDM sdo caracterizados por rigidez, inchago, forca de contracio
muscular diminuida e dor muscular de inicio retardado (DMIR). Elevagio nas concentracdes

séricas de troponina I, mioglobina e miosina de cadeia pesada, sdo apontadas como principais



caracteristicas dos EIDM, bem como o surgimento de enzimas intramusculares na corrente
sanguinea, tais como, creatinoquinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), aldalase entre
outras (NIKOLAIDIS et al., 2008; PASCHALIS et al., 2007). Desta maneira, o surgimento
de enzimas musculares na corrente sanguinea apds o exercicio fisico é bastante utilizado
como marcador da ocorréncia de dano muscular. A concentragdo ou a atividade de enzimas
musculares observada na corrente sangiiinea apés um exercicio incomum e/ou intenso
aumenta de duas a dez vezes acima das concentragdes normais (BALNAVE; THOMPSON,
1993).

De acordo com Ostrowski et al. (1999), atualmente reconhece-se que sustancias
liberadas dos musculos lesados podem agir como “hormodnios da lesdo”, dando inicio ao
processo inflamatério. Células mononucleares do miusculo sdo ativadas pela lesdo,
fornecendo o estimulo quimico as células inflamatdrias circulantes. Citocinas sdo liberadas
pelos neutréfilos invasores do local lesionado, que atraem e ativam mais células
inflamatdrias.

Prestes et al. (2008) verificaram os efeitos de exercicios de curta duragio e diferentes
intensidades na fungdo dos linfocitos e citocinas em ratos Wistar com dois meses de idade.
Todos os grupos exercitados apresentaram significativo aumento no ndmero total de
leucécitos, linfocitos teciduais e circulantes em comparagdo com o controle. Nenhuma
alteracdo na funcdo dos linfocitos foi observada. Entretanto, nos grupos que realizaram
exercicio moderado (15m e 5Sm com adi¢do de 5% do peso corporal dos animais) ocorreu
diminuicdo nos niveis de TNF-a.

A sindrome do overtraining é um fendmeno que acomete atletas que treinam com
altos volumes e/ou intensidades sem um tempo de recuperagcdo adequado. O overtraining
caracteriza-se pelo acimulo de estresse advindo do treinamento ou ndo, resultando num
longo periodo de diminui¢do da performance com ou sem sinais e sintomas fisioldgicos ou
psicolégicos, no qual a restauragdo da performance pode levar vdrias semanas ou meses
(HALSON; JEUKENDRUP, 2004).

Uma das teorias aceitas para explicar as causas do surgimento da sindrome do
overtraining € a interagcdo lesdo-inflamagdo-citocinas. Segundo essa teoria, as microlesdes
observadas nos musculos, tenddes e ossos, ocasionados pelo exercicio fisico irdo se adaptar e
se regenerar, caso um periodo de recuperacio adequado seja proporcionado ao atleta. Esses
tecidos lesionados uma vez adaptados recebem a denominagdo de microtraumas adaptativos.

Entretanto, quando sobrecargas sucessivas sdo impostas ao individuo com um curto periodo



de recuperagdo, esses microtraumas evoluem de uma inflamagéo local e aguda, para uma
inflamacdo sist€mica e cronica (SMITH et al., 2004).

Uma caracteristica comum observada em atletas com diagndstico de overtraining € a
presenga de marcadores inflamatérios na corrente sanguinea (ROGERO; MENDES;
TIRAPEGUI, 2005). Dentre esses marcadores estdo as citocinas pré-inflamatérias TNF-a,
IL-1 e IL-6 (CALDER, 2006).

A proteina C-reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda reagente que atua no
sistema imune inato como um padrdo de reconhecimento molecular. Tradicionalmente, a
PCR era vista como um mero espectador do processo inflamatério, sem desempenhar um
papel direto na cascata inflamatdria. Entretanto, evidencias recentes sugerem que a PCR pode
contribuir diretamente para o estado pro—inflamatério. A PCR emergiu como o marcador
inflamatério de risco cardiovascular mais efetivo e com 6tima acurécia. Sua producdo ocorre
no figado, estimulada pela presenca de IL-6. Elevados niveis basais de PCR sdo um forte
indicador independente de risco vascular (BLAKE; RIDKER, 2001).

Por se tratar de um dos melhores e mais modernos marcadores inflamatérios, a PCR
despertou a atencdo dos pesquisadores e fisiologistas no campo do treinamento desportivo
sendo incluida nas andlises bioquimicas de pesquisas com atletas (ALBERT; GLYNN;
RIDKER, 2004; MASTALOUDIS et al., 2004; TAKASHIMA et al., 2007). Seu uso passou a
ser rotina nos exames bioquimicos dos atletas, para avaliar a magnitude do estresse fisico e
uma ferramenta a mais na tentativa de diagnosticar precocemente o estado de overtraining.

Albert, Glynn e Ridker (2004) demonstraram que existe uma associacio inversa entre
atividade fisica e marcadores inflamatdrios. Quanto mais alto for o nivel de condicionamento
fisico de uma pessoa, menor € a producdo de PCR. A diminui¢do do indice de massa corporal
e redu¢do na produgdo de IL-6 pelos adipdcitos podem ser as possiveis causas para a
existéncia dessa relacdo inversamente proporcional entre o nivel de condicionamento fisico e
a producao de PCR.

Apds um evento esportivo de ultramaratona, caracterizado por grande estresse fisico,
foi observada elevacdo da PCR, bem como do TNF-a e da IL-6. Como ja era de se esperar, o
aumento das concentra¢cdes de PCR foi acompanhado da elevacdo no nimero de citocinas,
principalmente a IL-6 que estimula o figado a produzir esse marcador inflamatdrio
(MASTALOUDIS et al., 2004).

Takashima et al. (2007) mensuraram as concentracdes de varios marcadores de dano
muscular e a PCR como marcador inflamatério em atletas de esqui moderadamente

treinados, nos quais, 24 horas ap6és um evento de 50km, a PCR sofreu um aumento



significativo, permanecendo, porém, no limite dos valores de referéncia, e normalizando em

72 horas.

2.8 AGPI ©-3, processo inflamatério e exercicio

Os ®-3 tém sido primeiramente associados a processos inflamatérios, derivados de
doencas cardiovasculares, porém, tem sido demonstrado que além dos beneficios na funcdo
cardiaca, a suplementacdo de EPA e DHA também pode beneficiar atletas e pessoas que se
submetem a rotinas didrias de esforcos fisicos extenuantes. Tais beneficios incluem redugao
da freqiiéncia cardiaca de repouso durante exercicio submdximo (NINIO et al. 2008;
BUCKLEY et al. 2008), variabilidade da freqii€ncia cardiaca (NINIO et al., 2008), reducdo
da pressdo arterial diastolica (BUCKLEY et al., 2008), da pressdo arterial média de repouso,
aumento do volume de ejecdo, aumento do débito cardiaco e aumento da variabilidade da
freqiiéncia cardiaca (WALSER; STEBBINS, 2008). Portanto, o transporte de oxigé€nio
durante o exercicio pode ser positivamente influenciado pela suplementagédo de ®-3, podendo
gerar beneficios tanto para individuos cardiopatas e com baixa tolerincia ao exercicio,
quanto para pessoas sauddveis praticantes de exercicio fisico (WALSER; STEBBINS, 2008;
NINIO et al., 2008; BUCKLEY et al., 2008).

Com relacdo a freqiiéncia cardiaca, os resultados ainda sdo bastante controversos.
Ninio et al. (2008) demonstraram reducdo na freqii€ncia cardiaca de repouso e durante
exercicio submaximo, enquanto que Walser e Stebbins, (2008) ndo observaram alteragdo nos
valores da freqiiéncia cardiaca durante o repouso e exercicio fisico de baixa ou moderada
intensidade, em resposta a suplementagdo de -3.

Mancardi et al. (2008), observaram que o tratamento com uma dieta enriquecida com
-3, melhorou a protecdo cardiaca contra eventos isquémicos, em ratos Wistar submetidos a
um protocolo de exercicio for¢cado. Entretanto, os ratos submetidos ao protocolo de exercicio,
apresentaram uma menor tolerincia cardiaca para eventos isquémicos, a qual ndo pode ser
revertida pela suplementacio de ®-3.

Segundo Thomas et al., (2004), a suplementa¢do com ®-3 em homens jovens, elevou
a concentragdo do colesterol HDL, enquanto o grupo que realizou uma sessdo de exercicio
aerébio na esteira (60 minutos a do 60% VO,max) elevou as concentracdes tanto do HDL,
quanto do LDL. No grupo que combinou a suplementacio de ®-3 com exercicio, as

concentragdes do colesterol HDL foram maiores do que as encontradas no exercicio isolado,



havendo uma tendéncia a ser maior que a suplementagdo sem exercicio. A combinagido de
exercicio mais suplementagdo com ®-3, ndo produziu efeitos sobre o LDL nesta pesquisa.

Foi com base nas pesquisas que demonstravam melhorias na funcido cardiaca de
atletas, que Buckley et al. (2008), examinaram os efeitos do ®-3 no desempenho de
endurance, recuperacdo e fatores de risco cardiovascular em 25 jogadores de futebol. O
estudo foi conduzido num modelo duplo-cego, com apenas 5 semanas de suplementacdo e
treinamento, no qual 12 atletas ingeriam 6g/d de DHA, enquanto o grupo controle (n=13)
consumia a mesma quantidade sendo de cdpsulas contendo 6leo de semente de girassol. A
suplementacdo elevou as quantidades sanguineas de -3 e reduziu as de triacilglicerol, a
pressdo arterial diastdlica e a freqii€éncia cardiaca durante exercicio submdximo na esteira.
Portanto, cinco semanas de suplementacio com DHA melhorou a funcio cardiovascular e
seus fatores de risco, mas ndo foi capaz de melhorar a endurance nem a recuperagdo dos
atletas.

A possibilidade dos AGPI ®-3 possuirem a capacidade de gerar citocinas
antiinflamatdrias e consequentemente, influenciar, a resposta inflamatéria induzida pelo
exercicio foi levantada por Andrade e Tavares do Carmo (2004). Mais tarde, Andrade et al.,
(2007) suplementaram AGPI ®-3 em nadadores de elite, durante seis semanas. A
suplementagdo foi capaz de atenuar a producdo de prostaglandinas da classe E2 em sujeitos
suplementados, em relagdo a um grupo placebo. Entretanto, uma reducio nas concentracdes
de TNF-a foi observada tanto no grupo experimental, quanto no placebo. Estes resultados
sugerem que a suplementagdo de w-3 influencia o exercicio associado a resposta imunoldgica
em atletas submetidos a treinamentos extenuantes.

Homens brancos (n=18), com histdrico de infarto do miocardio e fracdo de ejecdo
<40% foram randomicamente distribuidos em grupo placebo e grupo com suplementacio de
®-3. Os AGPI »-3 reduziram a freqiiéncia cardiaca de repouso e melhoraram o tempo de
recuperacdo de 1 minuto apds o exercicio. Porém, ndo houve efeitos significantes na pressio
arterial, complacéncia arterial, concentracdes sanguineas de lipidios nem de marcadores
inflamatérios (O’KEEFE et al., 2006).

Apesar de afirmarem que ndo foi verificado efeito da suplementacdo de ®-3 nos
marcadores inflamatdrios, O’Keefe et al. (2006) tomaram como base apenas os valores apds
o periodo de suplementacio, comparando o grupo placebo com o grupo experimental. Os
pesquisadores chegaram a esta conclusdo sem valores prévios de referencia dos marcadores

inflamatérios dos sujeitos da pesquisa. Esse erro metodolégico ndo deixa claro se a



suplementagdo de -3 realmente ndo interferiu nos marcadores inflamatdrios, ji que nao
existiram valores prévios para tal comparacao.

Os fosfolipidios plasmaticos sofrem alteracdes de composicdo por meio da
suplementacdo de AGPI ®-3. Apesar de ndo existir um periodo minimo pré - determinado,
em pesquisas cuja metodologia inclufa-se a administracdo de suplementos alimentares de ®-
3, demonstrou-se que poucas semanas de suplementacdo sdo o bastante para aumentar a
quantidade dessas substdncias na corrente sanguinea, podendo ocorrer variagdes entre trés e
12 semanas (MICKLEBOROUGH et al., 2003; ANDRADE et al., 2007; NINIO et al., 2008;
BUCKLEY et al., 2008).

Kew et al. (2004) verificaram que a suplementagdo de 42 sujeitos com EPA (4,7g/d)
ou DHA (4,9g/d) por apenas quatro semanas, foi suficiente para promover alteracdes
significativas na composicdo dos fosfolipidios plasmaticos e dos neutréfilos. Embora o
estudo tenha sido conduzido com sujeitos aparentemente saudaveis, a idade variou de 23 a 65
anos, de modo que os sujeitos mais velhos teoricamente poderiam apresentar uma atividade
pré-inflamatéria em relacdo aos seus congéneres mais novos. Ja em ratos Sprague-Dawley,
Kaur et al. (2009) observaram que a administracdo de EPA, DHA e DPA pelo método de

gavage em apenas sete dias, foi capaz de alterar o perfil lipidico dos animais.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacio e desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo quanto ao objetivo, experimental, longitudinal, de
cardter quantitativo. Os participantes tiveram seu consumo alimentar de ®-3 previamente
determinado, bem como sua composi¢do corporal. Apds isso, receberam suplementagdo de
®-3 ou placebo por quatro semanas. No inicio da quarta semana de suplementagdo, os
militares realizaram um acampamento militar de sobrevivéncia, com dura¢do de cinco dias,
caracterizado por esfor¢os fisicos constantes ao longo do dia e da noite, restri¢cdo alimentar e
de sono. Coletas sanguineas foram feitas antes do inicio da suplementacio e imediatamente
antes, durante e no final do acampamento. Durante as trés semanas de suplementagdo que
ndo ocorreram simultaneamente com o acampamento, as atividades fisicas dos sujeitos foram
supervisionadas, seguindo o macrociclo anual definido na programacéo de treinamento fisico

militar daquela unidade.

3.2 Populaciao e local do estudo

A pesquisa foi realizada com militares do 16° Regimento de Cavalaria Mecanizado
localizado na cidade de Bayeux - PB. A amostra foi constituida por 20 rapazes, alunos do
Niucleo de Preparacdo de Oficiais da Reserva (NPOR), distribuidos em dois grupos: grupo
Suplementado (SUP) com 10 alunos suplementados com 0mega-3 e grupo Placebo (PLA)
com 10 alunos que receberam capsulas contendo maltodextrina.

Os participantes do estudo foram escolhidos de maneira intencional, com divisdo
intra-grupos de maneira aleatéria e de forma alternada entre eles. Foram adotados os
seguintes critérios de inclusao: ser do género masculino; ter entre 18 anos e 20 anos de idade;
realizar exercicio fisico numa frequéncia de pelo menos cinco vezes por semana e ha pelo

menos seis meses; apresentar dieta normocaldrica, normoglicidica.
3.3 Questoes éticas
Em um primeiro momento, os pesquisadores entraram em contato com o militar

responsavel pelo esquadrdo do NPOR, a fim de obter a sua autorizacdo para a realizacio da

pesquisa. Em seguida, o projeto foi encaminhado para a apreciacio do Comité de Etica em



Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Paraiba, com a
finalidade de avaliar as questdes éticas, no intuito de preservar os direitos dos participantes,
sendo aprovado sob protocolo de n° 0051 conforme certiddo do CEP (Anexo A).

Ap6s a aprovagdo, foi realizada uma apresentacdo didatica do projeto na organizacgio
militar, com todos os alunos e militares responsdveis para explicar-lhes os objetivos da
pesquisa, esclarecer sobre os procedimentos e para obter consentimento, por meio da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), conforme
determina a Resolug@o 196/96 do Conselho Nacional de Satde, que regulamenta os aspectos
éticos de pesquisas envolvendo seres humanos. Embora fizessem parte de uma corporacio
militar, foi enfaticamente esclarecido que a participag¢do no estudo era voluntéria, podendo o
participante desistir a qualquer momento. Durante o estudo, trés militares manifestaram o

desejo de ndo mais participar da pesquisa, o que foi prontamente atendido.

3.4 Avaliacao do consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado pelo método do recordatério de 24 horas (Anexo
B) que consiste em definir e quantificar todos os alimentos e bebidas ingeridos no periodo
anterior ao da entrevista, que pode ser de 24h precedentes ou, mais comumente, o dia anterior
(FISBERG et al., 2005). Optou-se por esse método por ser considerado o instrumento mais
empregado para avaliacdo da ingestdo de alimentos e nutrientes no Brasil e no mundo
(FISBERG et al., 2005). Aplicou-se durante uma semana o questiondrio, trés vezes para cada
sujeito, sendo que, dois dias foram representativos do consumo alimentar referente a dias da
semana e um dia referente ao consumo do final de semana e, para caracterizar a dieta
habitual dos sujeitos e o consumo de 4cidos graxos, tomou-se uma média dos trés valores.

Para a analise dos recordatérios utilizou-se o software NutWin (versdo 1.5 2002).

3.5 Avaliacao da composicao corporal

Para a caracterizagdo da amostra, os sujeitos selecionados foram submetidos a
afericdes de medidas antropométricas. Para mensuragdo da massa corporal (kg), os sujeitos
foram posicionados em pé, mantendo o afastamento lateral dos pés, em posi¢do ereta, com
roupas leves e foi utilizada uma balanca digital MIControl II, Plena, Brasil, com capacidade
de 150kg e graduacdo de 100g. Para a mensuragdo da estatura, os sujeitos foram mantidos em

posicdo ereta, em pé, bracos estendidos ao longo do corpo, descalgos, pés unidos, procurando



pOr em contato com o instrumento de medida as superficies posteriores do calcanhar, cintura
pélvica e regido occipital. A medida foi realizada com o sujeito em apnéia inspiratdria, com a
cabeca orientada segundo o plano de Frankfurt, paralela ao solo e com o cursor em angulo de
90° em relagdo a escala (NORTON; OLDS, 2000), e foi utilizado um estadidmetro
telescopico personal Sanny, Brasil, com capacidade de 110cm a 204cm e precisdo de lcm.

A composicido corporal foi quantificada por meio das medidas de espessura das
dobras cutineas do lado direito do avaliado, em uma série de trés medidas sucessivas, num
mesmo local, considerando a média das trés como sendo o valor adotado para esse ponto.
Foram mensuradas as dobras cutineas triciptal, subescapular, biciptal, supra-iliaca,
supraespinhal, abdominal, coxa, panturrilha medial e axilar média (NORTON; OLDS, 2000),

utilizando-se um adipémetro cientifico Sanny, Brasil, com capacidade de Omm a 78mm.

3.6 Suplementacio: obtencio e dosagem do suplemento e do placebo

A suplementag@o consistiu de cdpsulas contendo 1000mg de ®-3 (180mg de EPA e
120mg de DHA) cobertas por gelatina para o grupo experimental (Vitamin Life, Matdo,
Brasil). O placebo foi composto por cdpsulas de formato similar aquelas do ®-3, contendo
80mg de maltodextrina as quais foram produzidas em uma farmdacia de manipulagio
(Farmaférmula, Jodo Pessoa, Brasil). Os sujeitos consumiram trés cdpsulas por dia (540g/dia
de EPA e 360g/dia de DHA). Assim, todos os participantes do grupo experimental
consumiram 3,0g/dia de ®-3 enquanto que os sujeitos do grupo placebo consumiram
80mg/dia de maltodextrina.

Todo o estudo foi desenvolvido conforme o modelo duplo-cego. Apenas o
Coordenador da coleta de dados conhecia os cddigos de cada grupo, os quais, s6 foram
revelados aos demais pesquisadores apds o final das andlises bioquimica e estatistica. Nas
trés primeiras semanas, o pesquisador responsdvel pelo estudo entregou as cédpsulas
diretamente a cada sujeito do estudo e orientou-os para as ingerissem a sua frente. Na quarta
semana, durante o acampamento, as cdpsulas foram entregues por um tenente responsivel

pelo grupamento, que estava participando da pesquisa como colaborador.

3.7 Regime militar durante o Curso de Formacao de Oficiais da Reserva (NPOR)

Quando se iniciou o protocolo de suplementacdo, os sujeitos do estudo estavam na

23* semana do Curso de Formagdo de Oficiais da Reserva e o acampamento ocorreu na 26°



Até o inicio da suplementacdo, os militares ja haviam passado por um regime de treinamento
fisico prescrito por um profissional de educacio fisica, ndo militar, o qual foi baseado na
teoria de planejamento do treinamento de Mtaveiev (1991), seguindo os preceitos cientificos
do treinamento desportivo. No programa, foram encontrados aspectos de ondulagdo das
cargas de treinamento e aplicacdo de conceitos de ciclos (mesociclos e microciclos). Deste
modo, os microciclos foram organizados para conter fases de choque (semanas de
treinamento intenso), fases de recuperacdo (semanas de treinamento leves, regenerativos), e
fases de treinamento ordindrio (semanas de treinamento de acordo com a capacidade atual
dos militares). Portanto, quando do inicio do estudo, os militares ji realizavam um programa
racional e equilibrado de treinamento.

O regime de acampamento foi constituido por cinco dias com ingestdo caldrica
controlada e abaixo das exigéncias nutricionais tanto em termos de aporte calérico quanto em
quantidades de refeicdes, poucas horas de sono e intenso estresse fisico. No primeiro dia de
acampamento, cada militar recebeu um kit de Ragdo Operacional de Combate. Este kit tem a
finalidade de alimentar uma pessoa, durante 24 horas, em situagdes de campanha. Cada
unidade completa é composta por quatro refei¢des: desjejum, almogo, jantar e ceia. No
entanto, os sujeitos s6 consumiram as porcdes estabelecidas no planejamento das atividades
(ver tabela 1) As refei¢des foram constituidas por alimentos termoprocessados de pronto
consumo em embalagens flexiveis esterelizaveis, quando se tratou das refei¢des principais
(almoco e jantar), e em menor quantidade por alimentos liofilizados e/ou desidratados de
facil reconstitui¢do empregados no desjejum. O valor caldrico total do kit varia de 3.000 a
3.600 kcal, sendo nutricionalmente equilibrada perfazendo uma média de 12 a 15% para

proteina, 20 a 35% para lipidios e 50 a 70% para carboidratos, do Valor Calérico Total.

3.8 Dosagens bioquimicas

Os sujeitos foram submetidos a quatro coletas de sangue: antes do inicio da

suplementagdo, antes do inicio do acampamento, durante o acampamento e imediatamente

apds o acampamento.

3.8.1 Coleta de sangue para as dosagens

Todo o procedimento de coleta sanguinea foi realizado por uma profissional de

enfermagem experiente. As coletas foram realizadas em tubo vicuo BD Vacutainer® de uso



unico, com anticoagulante EDTA/K2. Foram retirados 5 ml de sangue venoso a partir da veia
antecubital utilizando-se seringas a vacuo descartdveis (vacutainer) e o sangue foi
imediatamente transportado para o laboratério de andlises clinicas do Hospital Universitario
Lauro Wanderley. O soro foi obtido por centrifugacdo a 3000rpm por 10 minutos a 4°C e
refrigerado a 4° até o momento das andlises, que aconteceram no mesmo dia ou no dia

seguinte a coleta.

3.8.2 Analise da CK

Para a andlise de CK foi utilizado um kit comercial (Labtest, Minas Gerais, Brasil).
Um volume de 20ul de plasma foi adicionado a 1 ml do reagente de trabalho, conforme
instru¢des do kit, e a leitura foi feita em um espectrofotometro, modelo SP 22, a um
comprimento de onde de 340nm.

3.8.3 Analise da Proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us).

A PCR-us foi analisada pelo método ultra-sensivel, com uso do kit comercial
Biosystems (Barcelona, Espanha) utilizando um fotdmetro automdtico Biosystems A25
(Barcelona, Espanha). Apds preparo do reagente de trabalho e das amostras, o reagente de
trabalho e as porta cubetas do fotdmetro foram aquecidas a 37°C. Um volume de 1,5ml de
reagente de trabalho foi misturado a 20ul de amostra, branco ou padrdo. Um cronémetro foi
acionado e a leitura foi feita a 540nm aos 10 segundos e aos cinco minutos. O célculo da

PCR foi feito contra uma curva de calibragdo

3.8.4 Analise do colesterol total

A andlise foi realizada seguindo as recomendag¢des do kit comercial da marca Labtest
(Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Um volume de 10ul de amostra foi adicionado a 1ml do
reagente de trabalho em tubos ependorf. Em seguida, os tubos foram colocados em banho-
maria a 37°C por 10 minutos, sendo, finalmente, feita a leitura em espectrofotometro, em um
comprimento de onda de 500nm, previamente zerado contra um branco contendo apenas o

reagente de trabalho.



3.9 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo da média. Os testes de
Smirnov-Kolmogorov e de Barlet foram utilizados para testar a normalidade dos dados de
cada grupo e as diferencas entre os desvios padrdo entre os conjuntos de dados que estavam
sendo comparados. Com base nestes resultados, o teste r-student para amostras
independentes, o teste T para amostras pareadas e o teste de ANOVA foram adotados.
Quando os dados ndo permitiram o uso de testes paramétricos foram utilizados testes de
Mann-Whitney, Wilcoxon e Kruskal-Wallis respectivamente. Todos estes procedimentos

foram realizados no software GraphPad Instat versdo 3.03 (GraphPad, San Diego, CA, USA).



REFERENCIAS

ABBAS, AK.; LICHTMAN, A.H.; PODER, J.S. Citocinas. In: Imunologia celular
e molecular. 4 ed. Rio de Janeiro: Revinter, cap.11, p.235-240, 2003

ALBERT, M. A.; GLYNN, R. J.; RIDKER, P. M. Effect of Physical Activity on Serum C-
Reactive Protein. The American Journal of Cardiology, v. 93, p. 221-225, 2004.

ALNAJJAR, A.; et al. Effect of n-3 and w-6 polyunsaturated fatty acids on lymphocyte
proliferation, interleukin production and phospholipid fatty acids composition in type 2
diabetic and healthy subjects in Jordan people. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential
Fatty Acids. v. 74, p. 347-356, 2006.

ANDRADE, P. M. M.; TAVARES do CARMO, M. G. Dietary long chain N-3 fatty acids
and anti-inflammatory action: potential application in the field of physical exercise,
Nutrition, v. 20, p. 243, 2004.

ANDRADE, P. M. M.; et al. Effects of the fish-oil supplementation on the immune and
inflammatory responses in elite swimmers. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential
Fatty Acids, v. 77, p. 139-145, 2007.

ARTERBURN, L. M.; HALL, E. B.; OKEN, H. Distribution, interconversion, and dose
response of n_3 fatty acids in humans. American Journal of Clinical Nutrition, v. 83
(suppl), p.1467S-76S, 2006.

BALNAVE, C. D.; THOMPSON, M. W. Effect of training on eccentric exercise-induced
muscle damage. Journal of Applied Physiology, v. 75, p. 1545-1551, 1993.

BANG, H. O.; DYERBERG, J.; HIOORNE, N. The composition of food consumed by
Greenland Eskimos. Acta Medica Scandinavica, v. 200, p. 69 — 73, 1976.

BLAKE ,G J.; RIDKER, P. M. Novel Clinical Markers of Vascular Wall Inflammation.
Circulation research, v. 89, p. 763-771, 2001.

BORTOLOTTI, M.; TAPPY, L.; SCHNEITER, P. Fish oil supplementation does not alter
energy efficiency in healthy males. Clinical Nutrition, v. 26, p. 225-230, 2007.

BRESLOW, J. L. n-3 Fatty acids and cardiovascular disease. American Journal of Clinical
Nutrition, v. 83 (suppl), p. 1477S— 8285, 2006.

BUCKLEY, J. D.; et al. DHA-rich fish oil lowers heart rate during submaximal exercise in
elite Australian Rules footballers. Journal of Science and Medicine in Sport and exercise,
v. 12, p. 503-507, 2008.

BURR, G. O.; BURR, M. M. A new deficiency disease produced by rigid exclusion of fat
from the diet. F. Biol. Chem, v. 82, p. 345-367, 1929.

CALDER, P. C. Immunomodulation by omega-3 fatty acids. Prostaglandins, Leukotrienes
and Essential Fatty Acids, v. 77, p. 327-335, 2007.



CALDER, P. C. Polyunsaturated fatty acids, inflammation and immunity, Lipids, v. 36, n. 9,
p- 1007-1024, 2001.

CALDER, P. C. Polyunsatureted fatty acids and inflammation. Prostaglandins,
Leukotrienes and Essential Fatty Acids, v. 75, p.197-202, 2006.

CALDER, P. C.; DECKELBAUM, R. J. Omega-3 fatty acids: time to get the messages right!
Current opinion in clinical nutrition and metabolic care, v. 11, p. 91-93, 2008.

CALDER, P. C.; et al. Fatty acids and lymphocyte functions. British Journal of Nutrition,
v. 87 (Suppl.), n. 1, p. S31-S48, 2002.

DAS, U.N. Beneficial effect(s) of n-3 fatty acids in cardiovascular diseases: but, why and
how? Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, v. 63, n. 6, p. 351-362,
2000.

DYERBERG J,; et al. Ficosapentaenoic acid and prevention of thrombosis and
atherosclerosis? Lancet, v. 15, p. 117-9, 1978.

ERDOGAN H;,; et al. Effect of fish oil supplementation on plasma oxidant/antioxidant status
in rats. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids v. 71, p.149-152, 2004.

FEDACKO, J.; et al. n-3 PUFAs—From dietary supplements to medicines.
Pathophysiology, v. 14, p. 127-132, 2007

FISBERG, R. M.; et al. Inquéritos alimentares: métodos e bases cientificos. Barueri, SP:
Manole, 2005.

FRITSCHE, K. Fatty acids as modulators of the immune response. Annual Reviews
Nutrition. V. 26, p. 45-73, 2006

FOSS, M L; KETEYIAN, S J. Bases fisiologicas do exercicio e do esporte. Rio de Janeiro:
Guanabara, 2000.

HALSON, S. L.; JEUKENDRUP, A. E. Does overtraining exist? An analysis of
overreaching and overtraining research. Sports Med v. 34, p. 967-981, 2004

HARRIS, W. S.; et al. Blood Omega-3 and Trans Fatty Acids in Middle-Aged Acute
Coronary Syndrome Patients. The American Journal of Cardiology, v. 99, p. 154 —158,
2007.

HEIRD W. C.; LAPILLONNE, A. The role of essential fatty acids in development. Annual
Review of Nutrition, v. 25, p. 549-71, 2005.

JAMES, M. J.; PROUDMAN, M. S.; CLELAND, L. G. Dietary n-3 fats as adjunctive
therapy in a prototypic inflammatory disease: issues and obstacles for use in rheumatoid
arthritis. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, v. 68, p. 399-405,
2003.



KAUR, G.; et al. Short-term docosapentaenoic acid (22 : 5 n-3) supplementation increases
tissue docosapentaenoic acid, DHA and EPA concentrations in rats. : The British Journal of
Nutrition, v. 4, p.1-6, 2009.

KEW, S.; et al. Effects of oils rich in eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids on
immune cell composition and function in healthy humans. American journal of clinical
nutrition, v. 79, p. 674-681, 2004.

KEW, S.; et al. The Effect of Eicosapentaenoic Acid on Rat Lymphocyte Proliferation
Depends Upon Its Position in Dietary Triacylglycerols. The British Journal of Nutrition, v.
133, p. 42304238, 2003.

LIBBY, P. Inflammation in atherosclerosis. Nature, v. 420, p. 868 — 874, 2002.

LIPPI, G.; et al. Acute variation of biochemical markers of muscle damage following a 21-
km, half-marathon run. Scandinavian journal of clinical and laboratory investigation, v.
15, p. 1-6, 2008.

MANCARDI, D.; et al.; Omega 3 has a beneficial effect on ischemia/reperfusion injury, but
cannot reverse the effect of stressful forced exercise. Nutrition, Metabolism &
Cardiovascular Diseases, v.19, n. 1, p. 20-26, 2008.

MASTALOUDIS, A.; et al. Antoxidant suplementation prevents exercise-induced lipid
peroxidation but not inflammation in ultramarathon runners. Free Radical Biology &
Medicine, v. 36, n. 10, p. 1329-1341, 2004.

MATVEEV, L P. Fundamentos do treino desportivo. Lisboa: Livros Horizonte, 1991.

MCARDLE, W. D.; KATCH, F. I.; KATCH, V. L. Fisiologia do Exercicio: energia,
nutricdo e desempenho humano. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2003.

MICKLEBOROUGH, T. D.; et al. Fish Oil Supplementation Reduces Severity of Exercise-
induced Bronchoconstriction in Elite Athletes. American Journal of Respiratory and
Critical Care Medicine, v. 168, 2003

MIZUMURA, K. Peripheral mechanism of muscle pain: An update. Current Anaesthesia &
Critical Care v. 20, p. 183-187, 2009.

MORI, T. A.; WOODMAN, R. J. The independent effects of eicosapentaenoic acid and
docosahexaenoic acid on cardiovascular risk factors in humans. Current Opinion in
Clinical Nutrition and Metabolic Care; v.9, p. 95-104, 2006.

MOYAD, M. A. An introduction to dietary/supplemental omega-3 fatty acids for general
health and prevention: Part I. Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations,
v. 23, p. 28-35, 2005.

MOYAD, M. A. An introduction to dietary/supplemental omega-3 fatty acids for general
health and prevention: Part II. Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations,
v. 23, p. 36438, 2005.



NIKOLAIDIS, M. G.; et al. The Effect of Muscle-Damaging Exercise on Blood and Skeletal
Muscle Oxidative Stress: Magnitude and Time-Course Considerations. Sports Medicine, v.
38, p. 579-606, 2008.

NIKOLAIDIS, M. G.; et al.; Decreased blood oxidative stress after repeated muscle-
damaging exercise. Medicine and Science in Sports and Exercise, v. 39, n. 7, p. 1080-
1089, 2007.

NINIO, D. M.; et al. Docosahexaenoic acid-rich fish oil improves heart rate variability and
heart rate responses to exercise in overweight adults. The British Journal of Nutrition, v.
100, p. 1097-103, 2008.

NORTON, K.; OLDS, T. Antropometrica. Argentina: Biosystem, 2000.

O’KEEFE, J. H.; et al. Effects of Omega-3 Fatty Acids on Resting Heart Rate, Heart Rate
RecoveryAfter Exercise, and Heart Rate Variability in Men With Healed Myocardial

Infarctions and Depressed Ejection Fractions. The American Journal of Cardiology, v. 97,
p. 1127-1130, 2006.

OSTROWSKI, K.; et al. Pro- and anti-inflammatory cytokine balance in strenuous exercise
in humans. Journal of Physiology, v. 515, n. 1, p. 287—291, 1999.

PASCHALIS, V.; et al.; Uniform and prolonged changes in blood oxidative stress after
muscle-damaging exercise. In Vivo, v. 21, n. 5, p. 877-83, 2007.

PEDERSEN, B. K; HOFFMAN-GOETZ, L. Exercise and the Immune System: Regulation,
Integration, and Adaptation. Physiological reviews, v. 80, p. 1055-1081, 2000.

PEDERSEN B K.; et al. Muscle-derived interleukim-6: lipolytic, anti-inflammatory and
immune regulatory effects. Pflugers Arch; v.446, p. 9-16, 2003.

PRESTES, J.; et al. Lymphocyte and cytokines after short periods of exercise. International
Journal of Sports Medicine; v. 29 p. 1-5, 2008.

ROGERO, M. M.; MENDES, R. R.; TIRAPEGUI, J. Aspectos neuroenddcrinos e
nutricionais em atletas com overtraining. Arquivo Brasileiro Endocrinol Metab v. 49, p.
359-368, 2005.

SHAHIDI, F.; WANASUNDARA, U. N.; Omega-3 fatty acid concentrates: nutritional
aspects and production technologies. Trends in Food Science & Technology, v. 9, p. 230 —
240, 1998.

SIMOPOULOQOS, A. P. The importance of the ratio of omega-6/omega-3 essential fatty acids.
Biomedicine & pharmacotherapy. v. 56, p. 365-379, 2002.

SINCLAIR, H M. The diet of Canadian Indians and Eskimos. Proc Nutr Soc. v. 12, p. 69 —
82, 1953.

SMITH, B K.; et al. Exercise Plus n-3 Fatty Acids: Additive Effect on Postprandial Lipemia.
Metabolism, v. 53, n. 10, p. 1365-137, 2001.



SMITH, L. L. Cytokines hypothesis of overtraining: a physiological adaptation to excessive
stress? Medicine and Science in Sports and Exercise, v. 32, p. 32: 317-31, 2000.

SMITH BK,; et al. Exercise Plus n-3 Fatty Acids: Additive Effect on Postprandial Lipemia.
Metabolism; v. 53, p. 1365-1371, 2004.

SONG, C.; et al. Effects of dietary n-3 or -6 fatty acids on interleukin-1p-induced anxiety,
stress, and inflammatory responses in rats. Journal of Lipid Research, v. 44, p. 1984 —
1991, 2003.

TAKASHIMA, W_; et al. Muscle damage and soreness following a 50-km cross-country ski
race. European Journal of Sport Science, v. 7, n. 1, p. 27-33, 2007.

TEE, J. C.; BOSCH, A. N.; LAMBERT, M. Metabolic Consequences of Exercise-Induced
Muscle Damage. Sports Medicine, v. 37, p. 827-836, 2007.

TEEGALA, S. M, WILLETT, W. C, MOZAFFARIAN, D. Consumption and health effects
of trans fatty acids: a review. Journal of AOAC International, v. 92, n. 5, p.1250-7, 2009.

THIES, F.; et al. Influence of Dietary Supplementation with Long-Chain n-3 or ®-6
Polyunsaturated Fatty Acids on Blood Inflammatory Cell Populations and Functions and on
Plasma Soluble Adhesion Molecules in Healthy Adults. Lipids, v. 36, n. 11, 2001.

THOMAS, T. R.; et al. Effects of exercise and n-3 fatty acids on postprandial lipemia.
Journal of Applied Physiology, v. 88, p. 2199-2204, 2004.

TRACY, R P.; et al. Relationship of C-reactive protein to risk of cardiovascular disease in
the elderly: results from the Cardiovascular Health Study and the Rural Health Promotion
Project. Arterioscler Thromb Vasc Biol, v. 17, p. 1121 -7, 1997.

VON SCHACKY, C.; HARRIS, W. S. Cardiovascular benefits of omega-3 fatty acids.
Cardiovascular Research, v. 73, p. 310-315, 2007.

VON SCHACKY, C. Omega-3 fatty acids and cardiovascular disease. Current Opinion in
Clinical Nutrition and Metabolic Care v. 10, p.129-135, 2007.

WALSER, B.; STEBBINS, C. L. Omega-3 fatty acid supplementation enhances stroke
volume and cardiac output during dynamic exercise. European Journal of Applied
Physiology, v. 104, p.455-61, 2008.

WHELAN, J.; RUST, C. Innovative dietary sources of n-3 fatty acids. Annual Review of
Nutrition, v. 26, p.75-103, 2006.

WILLEMSEN, L. E. M;; et al. Polyunsaturated fatty acids support epithelial barrier integrity
and reduce IL-4 mediated permeability in vitro. European Journal of Nutrition, DOI
10.1007/s00394-008-0712-0, 2008.

WILLIAM, H. Omega-3 fatty acids: the “Japanese” factor? J Am Coll Cardiol, v. 52, p. 425
-7, 2008.



WILLIAMS, M. H.; Nutricdo para satde, condicionamento fisico & desempenho
desportivo. Sao Paulo: Manole, 2002.

WILMORE, J. H.; COSTIL, D. L. Fisiologia do esporte e do exercicio. Barueri-SP:
Manole, 2001.

WOODS J A, VIEIRA V J, KEYLOCK K T. Exercise, Inflammation, and Innate Immunity,
Immunol Allergy Clin N Am, v. 29, p. 381-393, 2009.

WU, A.; YING, Z.; GOMEZ-PINILLA, F. Docosahexaenoic acid dietary supplementation
enhances the effects of exercise on synaptic plasticity and cognition. Neuroscience, v. 155,
p. 751-759, 2008.

YUSOF, H. M.; MILES, E. A.; CALDER, P.; Influence of very long-chain n-3 fatty acids on
plasma markers of inflammation in middle-aged men. Prostaglandins, Leukotrienes and
Essential Fatty Acids, v. 78, p. 219 — 128, 2008.



ANEXO



ANEXO A - Certidao do CEP



ANEXO B - Recordatério de 24h

Local/Horario

Alimentos

Quantidades
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Apéndice A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OMEGA-3 NO
PROCESSO INFLAMATORIO E DANO MUSCULAR INDUZIDOS POR ESTRESSE
FISICO E RESTRICAO ALIMENTAR EM MILITARES.

Pesquisador Responsavel: Eduardo Porto dos Santos (Mestrando)

Orientadora: Luiza Sonia Rios Asciutti

Prezado Senhor:

Sou mestrando do Programa de Pés-Graduacdo em Cié€ncias da Nutricdo da
Universidade Federal da Paraiba e pretendo realizar um estudo cujo objetivo € verificar os
efeitos da suplementacdo de Omega-3 no processo inflamatério e dano muscular induzidos
por estresse fisico e restricdo alimentar e gostaria da sua colaborag@o no sentido de participar
do mesmo. Neste trabalho, o Sr. serd avaliado com toda a técnica, seguranca e higiene de
acordo com normas da Organizacio Mundial da Saide (OMS) e do Ministério da Sadde. O
estudo serd feito coletando-se informacdes antropométricas como peso, altura e dobras
cutaneas, aplicacio de um questiondrio de inquérito alimentar, coletas sanguineas para
quantificagdo dos mediadores bioquimicos da inflamag¢@o, enzimas musculares e colesterol.
Haveré suplementa¢do em dois dos trés grupos do estudo, que consistird de cdpsulas contendo
1.0g de n-3 (800mg de EPA e 200mg de DHA) para o grupo experimental e capsulas
similares contendo 1000mg de l-arginina. As cdpsulas utilizadas serdo constituidas de 0.5g de
6leo coberto por gelatina, adquiridas em uma farmécia de manipulacdo da cidade de Jodo
Pessoa. A distribuicdo das participantes nos diferentes grupos serd por sorteio. Informamos
que esta pesquisa ndo oferecerd riscos previsiveis a sua sadde, ja que se trata de um nutriente
e a dose ndo € nociva, e informamos, ainda, que a sua participacdo € voluntiria, que nao
receberd pagamento para isto, e que ndo serd prejudicada de forma alguma caso ndo queira
participar do estudo, sendo-lhe também garantido o direito de desistir da pesquisa, em
qualquer tempo, sem que essa decisdo a prejudique.

Caso o Sr. consinta, serd necessdrio assinar este termo como ¢ exigido na Resolucio n°.
196, de 10 de outubro de 1996, do conselho nacional de sadde, que regulamenta as pesquisas
envolvendo seres humanos.

Solicitamos o seu consentimento também para a publicacdo e divulgacio dos resultados,
garantindo o seu anonimato, nos veiculos cientificos e/ou de divulgagdo (jornais, revistas,
congressos, dentre outros), que os pesquisadores acharem convenientes. Esperamos contar
com seu apoio, e desde ja agradecemos sua colaboracao.

Contato com o pesquisador responsavel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre a pesquisa, favor ligar para o pesquisador.
Telefones: (83) 3045-3277; 8879-3199

Endereco: Rua Tabelido Jodo Nunes Travassos, 202, Castelo Branco 3.

CONSENTIMENTO

Apbs ter sido informada sobre a pesquisa, consinto em participar da mesma.

Assinatura do voluntério da pesquisa

Assinatura do pesquisador responsavel

Jodo Pessoa, / /
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RESUMO

O efeito da suplementacdo de dcidos graxos poliinsaturados omega-3 na resposta imunoldgica
e ocorréncia de dano muscular em militares foi investigado. Vinte sujeitos foram divididos em
dois grupos e receberam cdpsulas contendo omega-3 (SUP) (n=10) ou placebo (PLA) (n=10)
durante quatro semanas. No decorrer da quarta semana de suplementacdo, os militares foram
submetidos a um acampamento militar com ingestdo caldrica e repouso restrito e elevado
estresse fisico e psicoldgico. A concentracdo de proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us) foi
utilizada como marcador inflamatério e a ocorréncia de dano muscular pela atividade da
enzima creatinoquinase (CK). Amostras sanguineas foram coletadas em quatro momentos: 1)
pré-suplementacdo; 2) pré-acampamento; 3) durante o acampamento; 4) pds-acampamento.
Durante as trés semanas de suplementag@o e que antecederam o regime de acampamento foi
observada uma redugdo significativa na concentracdo sérica de PCR-us apenas no grupo SUP.
Um aumento significativo da atividade da CK no pds-acampamento confirmou o carater
extenuante deste procedimento. Apesar de ndo impedir a elevacdo da PCR-us, o grupo SUP
apresentou uma concentragdo de PCR-us significativamente menor em comparacdo com o
grupo PLA ao final do acampamento. Estes resultados sugerem que a suplementagdo de AGPI
n-3 exercem um efeito protetor contra o processo inflamatério induzido por um regime de
treinamento fisico intenso e restri¢do alimentar.

Palavras chave: Acido Eicosapentaendico e dcido docosahexaendico, dmega-3 e proteina C-
reativa, dmega-3 e exercicio.



ABSTRACT

The effect of polyunsaturated fatty acids (PUFA) omega-3 (n-3) supplementation in the
immunologic response was investigated. Twenty males were divided in two groups and they
received capsules contends PUFA n-3 (SUP) (n=10) or placebo (PLA) (n=10) during four
weeks. in elapsing of the fourth week of supplementation, the military were submitted to a
military camp with caloric ingestion and restricted rest, and elevated physical and
psychological stress. The concentration of C-reactive protein (CRP-hs) was used as
inflammatory marker and the occurrence of muscle damage by creatine kinase’s (CK)
activity. Sanguine samples were taken in four moments: 1) before supplementation; 2) before
camp; 3) during camp; 4) after camp. During the three weeks of supplementation that
preceded the camp’s routine, was observed a significant reduction in serum CRP-hs’s
concentration only in group SUP. A significant increase of CK activity in the after camp,
confirmed the character strenuous of this procedure. In spite of not impeding the PCR-us’s
increase, SUP presented a concentration of PCR-hs significantly smaller than PLA at the end
of camp. These results suggest that PUFA n-3 supplementation exercises a protecting effect
against the inflammatory process induced by intense physical training and alimentary
restriction.

Keywords: Eicosapentaenoic Acid and Docosahexaenoic Acid, n-3 and C-reactive Protein, n-
3 and exercise.

INTRODUCAO

As gorduras dietéticas, em especial o colesterol LDL e os dcidos graxos trans sdo os
nutrientes de maior risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e metabdlicas
como resisténcia a insulina, diabetes, disfun¢do endotelial, inflamacdo sist€mica, cancer e
obesidade. Nas ultimas décadas, foi observado um aumento do consumo destes tipos de
gorduras nas populagdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento [1].

No entanto, na década de 70, alguns tipos de gorduras passaram a ser considerados
sauddveis a partir da constatacdo epidemioldgica de que os esquimds da Groenlandia
apresentavam indices de morte por problemas cardiacos muito baixos, mesmo apresentando
uma dieta rica em gorduras e estando em sua maioria com altos niveis de
sobrepeso/obesidade. Foi constatado que os lipidios consumidos por essa populacdo eram
advindos da gordura de baleia, focas e peixes de dguas profundas, que sdo as principais fontes
de 4cidos graxos poliinsaturados (AGPI) 6mega-3 (n-3) [2].

As propriedades moleculares dos n-3, bem como os mecanismos pelos quais eles
promovem protecdo cardiovascular ainda precisam ser, melhor elucidadas. No entanto, ja se
sabe que esses dcidos graxos, possuem a capacidade de diminuir a producdo das citocinas

inflamatdrias, dentre elas o fator de necrose tumoral (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1) e



interleucina-6 (IL-6) e sdo substratos para producdo de eicosandides da serie 3
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) cuja resposta inflamatdria é menos potente que
os eicosandides originados a partir do acido araquiddnico [3, 4].

A despeito de muitas pesquisas estarem sendo realizadas com os n-3 quanto aos
aspectos cardiovasculares, passou-se a investigar uma possivel relacdo dos beneficios do
consumo de n-3 também em atletas [5]. A fundamentacdo para esta nova linha de investigacao
é o fato de que exercicios fisicos intensos produzem microlesdes musculares, que
desencadeiam um processo inflamatério natural no local lesionado. Caso o periodo de
recuperacdo seja insuficiente, a inflamacéo, antes local e aguda, pode evoluir para um estigio
cronico e sist€émico, mediado pela acdo de prostaglandinas e citocinas pré-inflamatérias (IL-1,
IL-6, TNF-a). A IL-6 controla a liberagdo de cortisol, catecolaminas, hormdnios gonadais e
estimula o figado a produzir proteina C-reativa. Como resultado, ocorre alteragcdes nos eixos
hipotdlamo-hipéfise-gonada e hipotdlamo-hipofise-adrenal, provocando os véirios sintomas
observados em atletas diagnosticados com overtraining [6].

Apesar de os AGPI n-3 serem capazes de diminuir a producdo de citocinas proé-
inflamatorias, ainda ndo se dispde de evidéncias consistentes quanto a relagdo dos n-3 com a
prevencdo do overtraining e a saide de pessoas que se submetem a exercicios de grande
estresse fisico.

Militares em periodo de formacgdo sdo expostos a cargas didrias de exercicios fisicos
com caracteristicas tanto aerébias, quanto anaerébias. Em determinados periodos do ano de
formacdo, sdo realizados acampamentos com o objetivo de preparar os sujeitos para situacdes
adversas. Durante a realizagdo desses acampamentos que duram aproximadamente uma
semana, a ingestdo caldrica e o descanso sdo bastante restritos, enquanto que os estresses
fisicos e psicoldgicos sdo bem acentuados.

Dessa maneira, este estudo teve como objetivos: confirmar a ocorréncia de processo
inflamatério induzido pelo exercicio em militares submetidos a um acampamento
caracterizado por intenso estresse fisico, poucas horas de descanso e restricdo alimentar por
varios dias seguidos; e verificar os efeitos da suplementacio de n-3 nos marcadores

inflamatorios e de dano muscular.



MATERIAIS E METODOS

Sujeitos do estudo: a pesquisa foi realizada com militares do 16° Regimento de
Cavalaria Mecanizado localizado na cidade de Bayeux — PB. Participaram do estudo 20
rapazes, com idade entre 18 e 20 anos, alunos do Niucleo de Preparacdo de Oficiais da
Reserva (NPOR). Os militares foram distribuidos em dois grupos: Suplementacdo (SUP,
n=10) e Placebo (PLA, n=10). Os participantes do estudo foram escolhidos de maneira
intencional, com divisdo aleatdria intra-grupos. Todos os militares participavam de um
mesmo programa de exercicios fisicos, cinco vezes por semana, como parte do treinamento
militar e apresentavam dieta normocaldrica, normoglicidica.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Satide da Universidade Federal da Paraiba, sendo aprovado sob o protocolo de n® 0051. Apds
a aprovacdo, foi realizada uma apresentagcdo didatica do projeto na organizagdo militar, com
todos os alunos e militares responsaveis para explicar-lhes os objetivos da pesquisa, esclarecer
sobre os procedimentos e para obter consentimento, por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme 196/96 do Conselho Nacional de
Satide. Embora fizessem parte de uma corporagdo militar, foi enfaticamente esclarecido que a
participacdo no estudo era completamente voluntiria e uma possivel desisténcia também.
Durante o estudo, trés militares manifestaram o desejo de ndo mais participar da pesquisa, no

que foi prontamente atendido.

Desenho do estudo: os participantes tiveram seu consumo alimentar de n-3 previamente
determinado, bem como sua composicdo corporal. Apds isso, receberam suplementacio de n-
3 ou placebo por quatro semanas. No inicio da quarta semana de suplementacdo, os militares
realizaram um acampamento militar de sobrevivéncia, com duragdo de cinco dias,
caracterizado por esforcos fisicos constantes ao longo do dia e da noite, restri¢do alimentar e
de sono. Coletas sanguineas foram feitas antes do inicio da suplementacdo e imediatamente
antes, durante e no final do acampamento. Durante todo o periodo do estudo, as atividades
fisicas dos sujeitos foram supervisionadas, seguindo o macrociclo anual definido na

programacao de treinamento fisico militar daquela unidade.

Avaliacdo do consumo alimentar: o consumo alimentar foi avaliado pelo método do
recordatério de 24 horas, que consiste em definir e quantificar todos os alimentos e bebidas

N

ingeridas no periodo anterior a entrevista, que pode ser de 24h precedentes ou, mais



comumente, o dia anterior [7]. Optou-se por esse método por ser considerado o instrumento
mais empregado para avaliacdo da ingestdo de alimentos e nutrientes [7]. Aplicou-se o
questiondrio trés vezes para cada sujeito, sendo que dois dias foram representativos do
consumo alimentar referente a dias da semana e um dia referente ao consumo de um dia do
final de semana. Para caracterizar a dieta habitual dos sujeitos e o consumo de 4cidos graxos,
tomou-se uma média dos valores dos trés questionarios. Para a andlise dos recordatdrios

utilizou-se o software NutWin (versdo 1.5, 2002).

Avaliacdo da composicdo corporal: os sujeitos selecionados foram submetidos a aferi¢cdes de
medidas antropométricas de peso, estatura e percentual de gordura antes do inicio do periodo
de suplementacdo. Peso e estatura foram medidos conforme protocolo proposto por Tritschler

[8]. Para o percentual de gordura foi utilizado o protocolo de trés dobras de Jackson e Pollock

[9].

Protocolo de suplementacdo: todo o estudo foi desenvolvido conforme o modelo duplo-cego.
A suplementagdo consistiu de trés cdpsulas didrias contendo 1000mg de n-3 (180mg de EPA e
120mg de DHA) cada, cobertas por gelatina (Vitamin Life, Matdo, Brasil) totalizando
540mg/dia de EPA e 360mg/dia de DHA. O equivalente ingerido na forma de placebo, que
consistiu de cdpsulas de formato similar as n-3, contendo 80mg de maltodextrina,
confeccionadas em uma farmécia de manipulacdo (Farmaférmula, Jodo Pessoa, Brasil). Nas
tr€s primeiras semanas, o pesquisador responsavel pelo estudo entregou as cdapsulas
diretamente a cada sujeito do estudo e orientou para que os sujeitos ingerissem a sua frente.
Na quarta semana, durante o acampamento, as cdpsulas foram entregues por um tenente

responsdvel pelo grupamento, que estava participando da pesquisa como colaborador.

Regime militar: Quando se iniciou o protocolo de suplementacdo, os sujeitos do estudo
estavam na 23* semana de regime militar. Até este momento, o treinamento fisico dos
militares havia sido prescrito por um profissional de educagéo fisica, ndo militar. Foi baseado
na teoria de planejamento do treinamento de Matvéiev [10], seguindo os preceitos cientificos
do treinamento desportivo. No programa, foram encontrados aspectos de ondulagdo das
cargas de treinamento e aplicacdo de conceitos de ciclos (mesociclos e microciclos). Deste
modo, os microciclos foram organizados para conter fases de choque (semanas de treinamento
intenso), fases de recuperacdo (semanas de treinamento leves, regenerativos), e fases de

treinamento ordindrio (semanas de treinamento de acordo com a capacidade atual dos



militares). Portanto, os militares estavam expostos a um programa racional e equilibrado de
treinamento que contava com praticas desportivas, corridas regulares e musculacéo.

O regime de acampamento foi constituido por cinco dias com ingestdo caldrica
controlada e abaixo das exigéncias nutricionais tanto em termos de aporte calérico quanto em
quantidades de refeicdes, poucas horas de sono e intenso estresse fisico. No primeiro dia de
acampamento, cada militar recebeu um kit de Racdo Operacional de Combate. Este kit tem a
finalidade de alimentar uma pessoa, durante 24 horas, em situacdes de campanha. Cada
unidade completa é composta por quatro refei¢cdes: desjejum, almogo, jantar e ceia. No
entanto, os sujeitos sO consumiram as porcdes estabelecidas no planejamento das atividades
(ver tabela 1)

As refeicdes foram constituidas por alimentos termoprocessados de pronto consumo
em embalagens flexiveis esterelizdveis, quando se tratou das refei¢cdes principais (almoco e
jantar), e em menor quantidade por alimentos liofilizados e/ou desidratados de facil
reconstituicdo empregados no desjejum. O valor caldrico total do kit varia de 3.000 a 3.600
kcal, sendo nutricionalmente equilibrada perfazendo uma média de 12 a 15% para proteina,

20 a 35% para lipidios e 50 a 70% para carboidratos, do Valor Calérico Total.

Tabela 1: RefeigOes realizadas pelos militares durante a semana de acampamento.

Refeicdo Momentos Valor Calérico
Café da manha 1° dia ~ 1000 kcal
Almocgo 1° 2° e 3° dias ~ 700 kcal
Jantar 2° e 3° dias ~ 700 kcal

Coleta sanguinea: os sujeitos foram submetidos a quatro coletas sanguineas: antes do inicio
da suplementacfo, antes do inicio do acampamento, durante 0 acampamento e imediatamente
ap6s o acampamento. Todo o procedimento de coleta sanguinea foi realizado por uma
profissional de enfermagem experiente. As coletas foram realizadas em tubos vicuo BD
Vacutainer® de uso tnico. Foram retirados 5 ml de sangue venoso a partir da veia antecubital
e o sangue foi imediatamente transportado para o laboratério de analises clinicas do Hospital
Universitario Lauro Wanderley. O plasma foi obtido por centrifugacdo a 3000rpm por 10
minutos a 4°C e refrigerados a 4° até as andlises, que aconteceram no mesmo dia ou no dia

seguinte a coleta.



Andlise de creatinoquinase: para analise de CK foi utilizado um kit comercial, (Labtest,
Minas Gerais, Brasil). Um volume de 20 ul de soro foi adicionado a 1 ml do reagente de
trabalho, conforme instrugdes do kit, e a leitura foi feita em um espectrofotdmetro, modelo SP

22, a um comprimento de onde de 340 nm.

Andlise da Proteina C-reativa ultra sensivel: a PCR-us foi avaliada pelo método ultra-
sensivel, através do kit comercial Biosystems (Barcelona, Espanha) utilizando um fotdmetro
automdtico Biosystems A25 (Barcelona, Espanha). Apds preparo do reagente de trabalho e
das amostras, o reagente de trabalho e as porta cubetas do fotdmetro foram aquecidas a 37°.
Um volume de 1,5 ml de reagente de trabalho foi misturado a 20 ul de amostra, branco ou
padrdo. Um crondmetro foi acionado e a leitura foi feita a 540 nm aos 10 segundos e aos

cinco minutos. O cédlculo da PRC foi feito contra uma curva de calibragio.

Andlise do colesterol total: a andlise foi realizada, seguindo as recomendacdes do kit
comercial da marca Labtest (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Um volume de 10 pl de
amostra foi adicionado a 1 ml do reagente de trabalho em tubos ependorfs. Em seguida, os
tubos foram colocados em banho Maria a 37° por 10 minutos. Finalmente,foi feita a leitura
em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 500 nm, previamente zerado contra

um branco contendo apenas o reagente de trabalho.

Andlise Estatistica: os dados estdo apresentados como média e desvio padrio da média. Os
testes de Smirnov-Kolmogorov e de Barlet foram utilziazos para testar a normalidade dos
dados de cada grupo e as diferencas entre os desvios padrdes entre os conjuntos de dados que
estavam sendo comparados. Com base nestes resultados, foram adotados o teste f-student para
amostras independentes, o teste T para amostras pareadas e o teste de ANOVA. Quando os
dados ndo permitiram o uso de testes paramétricos eles foram substituidos pelos testes de
Mann-Whitney, Wilcoxon e Kruskal-Wallis respectivamente. Todos estes procedimentos

foram realizados no software GraphPad Instat versdo 3.03 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Caracteristicas dos sujeitos: os grupos SUP e PLA se mostraram estatisticamente similares

em termos de estatura, peso e percentual de gordura. Do mesmo modo, os niveis pré-



suplementagdo de colesterol total, CK e PCR-us eram similares entre os dois grupos (Tabela

2).

Tabela 2: Caracteristicas dos sujeitos da pesquisa.

SUP PLA
Idade 18,6 £0,5 18,6 £0,5
Peso 69,7 + 6,5 70,3+ 7,3
Estatura 174,3 £ 4.8 175,6 £ 6,8
IMC 23,01 £ 1,8 22,45+ 1,8
Percentual de gordura 72+52 72+4,1

Os dados s3o média e desvio padrio da média. Nao foram encontradas diferengas entre os
dois grupos para nenhuma das varidveis.

Inquérito alimentar: Os 4cidos graxos saturados e insaturados consumido nas dietas dos
militares estdo apresentados na tabela 3. Adicionalmente foi avaliado o consumo dos
nutrientes que foram as varidveis deste estudo. O consumo de dcidos graxos poliinsaturados e
o dos dcidos linoléico, a-linolénico, docosahexaendico e araquidonico, mostrou-se

estatisticamente similar entre os dois grupos envolvidos no estudo.

Tabela 3: Padrdo de ingestdo alimentar de gorduras e dos derivados dos dcidos graxos
poliinsaturados.

SUP PLA
Acido graxo poliinsaturado (g) 20,7 £ 12,7 13,3 +£10,02
Acido a-linoléico (2) 18,7+ 11,5 11,8 £9,1
Acido linolénico (g) 1,7+0,9 1,3+0,9
Acido Docosahexaendico (2) 0,064 + 0,053 0,033 £0,05
Acido araquidonico (g) 0,23 +£0,16 0,15+0,14

Os dados s3o média e desvio padrio da média. Nao foram encontradas diferengas entre os
dois grupos para nenhuma das varidveis.

Efeito da suplementacdo de n-3 no colesterol total: as trés semanas de suplementacido de
Omega-3 que antecederam o regime de acampamento ndo foram capazes de alterar
significativamente os valores séricos de colesterol total. No entanto, a andlise realizada ao
final do acampamento, mostrou que em apenas cinco dias, o regime adotado neste periodo

promoveu uma redugdo significativa nos niveis de colesterol total em relacdo aos valores



encontrados na noite anterior ao inicio do acampamento. Este fendmeno foi observado tanto

no grupo SUP (-10,1%) quanto no PLA (-17,1%) (Tabela 4).

Tabela 4: Niveis de colesterol dos sujeitos antes do procedimento de suplementacio (pré-
suplementag¢@o), na noite anterior ao regime de acampamento (pré-acampamento), no quarto
dia de acampamento (acampamento) e duas horas apds o final do acampamento (pds-
acampamento)

Colesterol total (MG/dl)

SUP PLA
Pré-suplementacio 160,4 + 28 134,8 £43
Pré-acampamento 165,5+3 137 £ 27
Acampamento 165 £25 134 £30
Pés-acampamento 144,2 + 26" 111,8 22°

Os dados sdo média e desvio padrdo da média. T indica diferencga estatistica entre os valores
pds-acampamento em comparacdo com os demais momentos.

Comportamento da CK: a tabela 5 mostra que os valores da CK sofreram uma significativa
reducdo ao longo das trés semanas que antecederam o inicio do acampamento, comparados
com os valores iniciais, tanto no grupo SUP (-50,32%), quanto no PLA (-45,6%). O regime de
acampamento promoveu aumento significativo da CK nos dois grupos, sendo este aumento de
99,9% durante e 103,9% apds acampamento, no grupo SUP, 241,1% durante e 225,5% apds
acampamento, no grupo PLA. Em nenhum dos momentos avaliados foi observada diferencas

entre os grupos SUP e PLA.

Atividade inflamatoria: na tabela 6 estdo expostos os valores pré-suplementacdo de PCR-us.
Verifica-se que os resultados encontram-se dentro dos valores de referéncia adequados para
ambos os grupos. A suplementacdo com n-3 nas trés semanas que antecederam o regime de
acampamento promoveu uma redugdo significativa na concentracdo sérica de PCR-us,
enquanto que o grupo PLA ndo apresentou nenhuma alteracdo desta varidvel, neste mesmo
periodo. Na andlise que foi realizada no periodo de acampamento, ambos 0s grupos tiveram
aumento significativo na concentracdo de PCR-us em relacdo aos valores pré-acampamento,
mas ambos conseguiram permanecer com os valores ainda dentro dos limites de normalidade.
Neste momento ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os valores dos dois
grupos. Ao término do acampamento, ambos os grupos apresentaram valores de PCR-us

significativamente maiores do que aqueles encontrados no momento pré-acampamento e



durante o acampamento. Entretanto, o grupo SUP terminou o acampamento apresentando

status inflamatério significativamente menor do que o grupo PLA.

Tabela 5: Niveis de CK dos sujeitos antes do procedimento de suplementacdo (pré-
suplementag@o), na noite anterior ao regime de acampamento (pré-acampamento), no quarto
dia de acampamento (acampamento) e duas horas apés o final do acampamento (pds-
acampamento).

Creatinoquinase (U/l)

SUP PLA
Pré-suplementacdo (U/L) 336 + 148 282,3 £206
Pré-acampamento (U/L) 166,9 +39 * 153,5+ 109 *
Acampamento (U/L) 333,776 523,6 521 7
Pé6s-acampamento (U/L) 340,4 + 87 " 4996 + 435 "

Os dados sdo média e desvio padrdo da média. & indica diferencga estatistica entre os valores
pré-suplementacdo e pré-acampamento; T indica diferenca estatistica em relacdo aos valores
pré-acampamento.

Tabela 6: Niveis de PCR-us dos sujeitos antes do procedimento de suplementacdo (pré-
suplementag¢@o), na noite anterior ao regime de acampamento (pré-acampamento), no quarto
dia de acampamento (acampamento) e duas horas apds o final do acampamento (pds-
acampamento).

SUP PLA
Pré-suplementacao (mg/1) 1,30 +0,4 1,41 £0,8
Pré-acampamento (MG/1) 0,86 + 0,5i 1,49+ 1,4
Acampamento (mg/]) 2,04+1,5" 2,65+1,6"
Pés-acampamento (mg/1) 6,18+2,6"" 8,6+2.1"

Os dados sdo média e desvio padrdo da média. i indica diferencga estatistica entre os valores
pré-suplementacdo e pré-acampamento; T indica diferenca estatistica entre os valores durante
0 acampamento e pds-acampamento em compara¢do com o momento pré-acampamento. *
indica diferengas entre os grupos suplementacio e placebo.

DISCUSSAO

Os resultados indicam que a suplementacdo de AGPI n-3: 1) resultou na diminui¢do da
PCR-us em trés semanas de suplementacdo sem alterar os valores de colesterol total; 2)
atenuou a atividade inflamatéria induzida por um regime de cinco dias de acampamento
militar com grande esforco fisico e privacdo de sono e alimentagdo; 3) ndo foi capaz de

atenuar a ocorréncia de dano muscular durante o regime de acampamento. Adicionalmente,



apenas cinco dias de regime de acampamento militar foi capaz de promover uma significativa
reducdo nos niveis séricos de colesterol total.

A reducdo das concentragdes do colesterol total em apenas cinco dias de regime de
acampamento foi um dado que chamou a atencdo. Resultados anteriores tém demonstrado que
o colesterol sofre pouca influéncia do treinamento em tdo pouco tempo. Os estudos que
mostram efeitos benéficos do exercicio apontam para uma pequena redugdo do colesterol
LDL e aumento no HDL apés virias semanas de exercicio fisico [11]. E consenso que a
combinagdo de dieta com exercicio € mais eficaz tanto na redu¢dao do LDL quanto no aumento
do HDL [12]. Estas informacdes prévias nos levam a crer que um protocolo agudo de
privacdo alimentar somado a intensos exercicios promoveram esta importante reducdo do
colesterol total.

Como a dosagem do colesterol total era apenas para controle da varidvel da ingestdo
de n-3, ndo se pode determinar as participagdes das fracdes HDL, LDL e VLDL nesta redugio
do colesterol total. Hill et al. [13] examinaram o efeito individual e¢ combinado da
suplementagdo com n-3 (1560g de DHA e 360g de EPA) e exercicios regulares na
composicdo corporal e saide cardiovascular. Apenas a suplementagdo de n-3 mostrou ser
capaz de melhorar os fatores de risco cardiovasculares investigados, como o colesterol HDL,
que apresentou um aumento de ~10%. Essa resposta do colesterol a suplementacdo de n-3
também foi observada em outros estudos, apesar de divergirem quanto a quantidade de n-3
administrado [14 — 16].

A fungdo dos AGPI n-3 como influenciador da resposta inflamatéria induzido pela
obesidade e vdrias outras doencas cardiovasculares e metabdlicas tem sido vastamente
investigada [13, 16, 17], devido ao fato dos AGPI n-3 serem substratos para a producdo de
mediadores inflamatérios (eicosanoides e citocinas) menos potentes do que aqueles formados
a partir do 4dcido araquiddnico [4]. A suplementacdo de cdpsulas de AGPI n-3, resulta no
surgimento de EPA e DHA nos lipidios plasmadticos, plaquetas, eritrdcitos, leucdcitos, tecido
cardiaco e em outras células e tecidos [18]. Uma vez incorporados na membrana dos
fosfolipidios, os AGPI n-3 sdo capazes de inibir a producio de eicosandides e das citocinas
pré-inflamatorias cldssicas, TNF-a, IL-1p e IL-6 [4].

Recentemente, a fungdo antiinflamatéria dos AGPI n-3 foi ampliada para ambito
desportivo [5, 19]. O fundamento para esta linha de investigagdo é que o treinamento fisico
intenso promove um processo inflamatério na musculatura treinada, mediada pelo sistema
imunolégico, que pode evoluir para um processo inflamatério sistémico, com produgdo de

citocinas, alteragdo na modulacio do eixo hipotdlamo-hipdfise-gdnodas e hipotdlamo-



hipdfise-adrenais com produgdo de enzimas inflamatérias e proteinas de fase aguda [6].
Entdo, a relacdo entre AGP n-3 e a sindrome do overtraining estd no fato de que o
desequilibrio entre estresse fisico, dieta e periodos de recuperagdo aos quais atletas e ndo
atletas sdo submetidos sdo mediados pelos mesmos fatores pro-inflamatdrios que sio inibidos
pelos AGPI n-3. A este respeito, ndo existem estudos que tenham investigado o efeito protetor
dos n-3 em situacdes de grande estresse fisico, privacdo de sono e alimentagdo que
caracterizam a rotina do treinamento de militares em acampamento.

Os niveis de PCR-us encontrada nesta pesquisa que antecedeu o regime de
acampamento confirmam a fungdo antiinflamatéria dos n-3. Estes dados corroboram com
vérios estudos prévios que também mostraram efeito protetor dos AGPI n-3, seja pela reducio
da atividade de citocinas [19 — 22], PCR-us [23], ou ambas [24]. No entanto, outros estudos
ndo confirmam a influencia dos n-3 na atividade da PCR-us [21, 25 — 28], mesmo quando
doses tdo elevadas quanto 5,2g didrias e por um periodo tdo grande quanto 12 semanas foram
utilizados [28].

Com relacdo ao procedimento do acampamento, 0 expressivo aumento na atividade
sérica de CK confirmou o cariter extenuante do regime que foi adotado durante o
acampamento. O aumento na atividade da CK foi tdo grande quanto o encontrado por
Takashima et al. [29] ap6s uma prova de 50 km de esqui cross-country, ou por Rosen et al.
[30] que verificaram um aumento de 86% na atividade da CK apds uma corrida de 50km de
esqui, levando em conta que as provas de esqui sdo consideradas um dos eventos mais arduos
no ambito desportivo. Nestes dois estudos, ocorreram aumentos significativos da PCR-us em
concomitancia com o aumento observado na atividade de CK. Segundo Eston et al. [31], a
atividade da CK aumenta de acordo com a intensidade do exercicio fisico e pode ser atenuada
com a evolugdo do condicionamento fisico. Mesmo considerando que os militares ja
contavam com 26 semanas de treinamento fisico sistematizado, este pré-condicionamento nao
foi suficiente para evitar danos musculares tdo intensos quanto os das mais duras provas
atléticas. Ao mesmo tempo em que confirmou o cariter estressante do acampamento, os dados
da CK indicaram que a suplementacdo de n-3 néo foi capaz de minimizar o estresse muscular
induzido por este regime, mesmo considerando que esta mesma suplementacio foi capaz de
atenuar a atividade da CK nas trés semanas que antecederam o acampamento.

Embora tenha ocorrido um aumento significativo de PCR-us durante o regime de
acampamento para os grupos SUP e PLA, a suplementacio com AGPI n-3 foi capaz de
atenuar significativamente o aumento deste marcador inflamatério. Alguns autores

investigaram a influencia da suplementacdo de AGPI n-3 no ambito do treinamento



desportivo [19, 32 — 35]. De maneira geral estes estudos apontam para alteracdes positivas,
relacionadas a saude, na ingestdo de AGPI n-3, como acentuada reducdo na severidade da
broncoconstriccdo em atletas [32], reducdo mais eficiente da lipemia pospandrial quando
combinada com exercicio fisico [33], menor disponibilidades de &4cido araquidonico e
consequentemente menor produgdo de prostaglandinas [19], melhora da fungdo
cardiovascular e reducdo dos fatores de riscos cardiacos em atletas, mas sem melhora no
tempo de corrida na esteira até exaustdo e nem no tempo de recuperacdo nos atletas
suplementados [34].

Sendo assim, este estudo refor¢a a perspectiva de uma nova linha de pesquisa na area
dos AGPI n-3, com dados que ampliam as possibilidades de fun¢@o deste nutriente,
transcendendo da protecdo cardiovascular e metabdlica para a protecdo a individuos expostos
a regimes de atividades fisicas intensas e /ou inadequagdo nutricional, situacdes que podem
ser encontradas em atletas, militares em periodo de formac@o e algumas varias categorias de
trabalhadores. Sdo necessarios novos estudos com proposta de investigar os efeitos dos AGPI
n-3 no exercicio fisico. A utilizagdo de mais varidveis bioquimicas como citocinas pro e
antiinflamatdrias, sub-fracdes do colesterol e marcadores de dano muscular, podera confirmar,
os resultados obtidos nesse trabalho. Assim, ndo sé atletas ou militares se beneficiaram do
consumo de AGPI n-3, mas todas as pessoas que tenham rotinas didrias parecidas com as do

grupo investigado.
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