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O uso de drogas antiinflamatérias é comum entre atletas nos quais a prevaléncia
de lesdes musculares é elevada tanto nos periodos de treinamento e competicao.
Entretanto, algumas dessas drogas possuem acao imunossupressiva, que guando
utilizadas em grande quantidade ou por tempo prolongado pode provocar queda nas
respostas imunolégicas. O objetivo da presente Tese foi verificar se a suplementacao
com &cidos graxos poliinsaturados 6mega-3 ocasionaria uma reducdo, tanto nas
concentragbes plasmaticas dos indicadores de lesdo muscular (enzima lactato
desidrogenase e creatina quinase) como dos mediadores quimicos da inflamacéo da
série “2” (prostaglandina E,, tromboxano B, e leucotrieno B,) derivados do acido
araquidonico (C20:4, w-6) e das alteracdes morfolégicas do musculo esquelético. O
experimento foi desenvolvido com 36 ratos Wistar distribuidos ao acaso em quatro
grupos experimentais com nove ratos. Os grupos formados eram os seguintes: Grupo
1 - ratos sedentarios sem suplementacdo; Grupo 2 - ratos sedentarios com
suplementacdo; Grupo 3 - ratos submetidos as sessdes de natacdo (60 minutos
diarios), com carga de peso extra crescente, sem suplementacdo e Grupo 4 - ratos
submetidos as sessbes de natacdo, com carga de peso extra crescente, com
suplementacdo. A suplementacéo era feita por gavagem utilizando-se 3,0 g diarias de
oleo de peixe contendo AGPI w-3 (EPA: 187,0 mg/g e DHA: 140,0 mg/g) durante 28
dias. Os grupos ndo suplementados receberam 3,0 g de azeite de oliva diariamente
(grupo controle). Os ratos receberam dieta ndo purificada de férmula fechada (MP-77-
Primor) e 4gua a vontade, sendo os pesos avaliados semanalmente. Os indicadores de

lesdo muscular (LDH e CK), analise histologica e morfométrica das fibras musculares
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esqueléticas bem como os mediadores do processo inflamatorio (PGE2, TXB; e LTB,)
foram determinados no final do experimento. Os resultados obtidos indicam que a
suplementacdo com AGPI| w-3 reduziu a concentracdo plasmatica da enzima LDH,
tanto nos animais sedentarios como nos submetidos ao treinamento fisico (p<0,05).
Com relacdo aos mediadores quimicos da inflamacdo (PGE,, TXB, e LTB,) as
concentragbes plasmaticas reduziram significativamente (p<0,05) nos animais
sedentarios, mas ndo reduziram nos animais submetidos ao exercicio fisico. No
entanto, ao se observar esse resultado, verificou-se que em todos os mediadores
guimicos houve uma reducédo nos valores absolutos nos animais suplementados com
AGPIl w-3. Pela analise histolégica das fibras musculares mostrou que nos grupos
treinados, o0s ratos ndo suplementados apresentaram as seguintes alteracdes
morfologicas: presenca de processo de fagocitose de fibra muscular, fibra atrofica e
fibras polimdrficas, enquanto que nos ratos suplementados, a andlise histolégica
mostrou uma reducdo acentuada dessas alteracbes 0 que resultou na quase
inexisténcia de lesdes musculares. Tendo em vista os resultados obtidos, pode ser
sugerido de que acdo antiinflamatoria dos AGPl w-3 nos ratos e por extensdo em
atletas, seria maior se a suplementacdo fosse realizada diariamente

independentemente do periodo de treinamento.
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The use of antiinflammatory drugs is common among athletes in which the
prevalence of muscular lesions is elevated in training and competition periods.
However, some of those drugs have an immunosuppression action, and when
used in high dosages or for long time can provoke a decrease in the immunological
responses. The objective of the present Thesis was to verify if the supplementation
with polyunsaturated fatty acids omega-3 would cause a reduction, in the plasmatic
concentrations of the indicators of muscular lesion (lactate dehidrogenase enzyme
and creatine kinase) as well as in the chemical mediators of the inflammation of the
series “2” (prostaglandin E2, thromboxane B2 and leukotriene B4) derived of
arachidonic acid (C20:4, w-6) and the morphologic alterations of skeletal muscle.
The experiment was developed with 36 Wistar rats distributed at random in four
experimental groups with nine rats. The formed groups were the following: Group
1 - sedentary rats without supplementation; Group 2 - sedentary rats with
supplementation; Group 3 - rats submitted to swimming sessions (60 minutes
daily), with load of gaining extra weight, without supplementation and Group 4 -
rats submitted to swimming sessions, with load of gaining extra weight, with
supplementation. The supplementation was made daily by “gavage” using 3,0g of
fish oil containing AGPI w-3 (EPA: 187,0 mg/g and DHA: 140,0 mg/g) for 28 days.
The groups not supplemented received 3,0g of olive oil daily (control group). The
rats received a non-purified diet of closed formula (MP-77-Primor) and water was
ad libitum, with their weight being checked weekly. The indicators of muscular

lesion (LDH and CK), histological and morphometric analyses of the skeletal
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muscular fibers as well as the mediators of the inflammatory process (PGE,, TXB;
and LTB,4) were determinated at the end of the experiment. The obtained results
indicate that the supplementation with AGPl w-3 did reduce the plasmatic
concentration of the LDH enzyme in the sedentary animals as well as in the
animals submitted to the physical training (p<0,05). With respect to the chemical
mediators of the inflammation (PGE,, TXB, and LTB,) the plasmatic concentrations
were reduced significantly (p < 0,05) in the sedentary animals, but were not
reduced in the animals submitted to the physical exercise. However, by observing
this results, it was verified that in all of the chemical mediators there was a
reduction in the absolute values in the supplemented animals with AGPI w-3. By
the histological analysis of the muscular fibers showed that in the trained groups,
the no supplemented rats had the following morphologic alterations: presence of
the process of phagocytosis of muscular fiber, atrophic fiber, polymorphic fibers,
while that in the supplemented rats, the histological analysis showed an
accentuated reduction of those alterations that resulted in an almost inexistence of
muscular lesions. Having in mind the obtained results, it can be suggested that the
antiinflammatory action of AGPI w-3 in the rats and for extension in athletes, would
be improved if the supplementation was administered daily independently of the

training period.

XXil



1 INTRODUCAO

Em atletas de elite, a prevaléncia de lesbes musculares é elevada tanto nos
periodos de treinamento quanto em competicdo, ocorrendo particularmente
guando o exercicio é relativamente intenso, de longa duracdo e/ou inclui uma
contracdo excéntrica. No inicio sdo microlesfes e freqientemente ocorrem em
propor¢cdes pequenas das fibras em um muasculo, ocasionando reducdes
temporéarias na producéo de forca e inflamagcdo muscular, as quais ambos podem

afetar a performance do atleta (ARMSTRONG, 1990).

Assim sendo, a utilizacdo de drogas antiinflamatorias é comum entre os
atletas. Algumas destas drogas possuem também uma acao imunossupressiva e
portanto, a sua utilizacdo em grande quantidade ou por tempo prolongado, pode
provocar uma queda das respostas imunolégicas (LAPOINTE; FRENETTE; COTE,

2002).

Os acidos graxos poliinsaturados podem ser classificados em émegas-9 (w-
9), 6megas-6 (w-6) e dBmegas-3 (w-3), de acordo com a localizagdo da primeira
dupla ligacéo, contando a partir do grupo metil terminal da molécula. Os acidos
graxos poliinsaturados acido linoléico (w-6) e o acido a-linolénico (w-3), quando
metabolizados formam outros poliinsaturados como acido araquidénico e acido
eicosapentaendico (EPA), respectivamente (CALDER, 2003). Vérios estudos tém

demonstrado efeitos benéficos dos w-3 a salde: no metabolismo lipidico,



provocam uma diminuicdo nos niveis plasmaticos dos triacilgliceris e um
aumento da HDL, (NESTEL, 2000), e possuem também uma acéao
antiinflamatéria, provocada pela diminuicdo da sintese de potentes mediadores
quimicos da inflamacdo, derivados do acido araquidénico: prostaglandina E;
(PGE), tromboxano A; (TXAz), prostaciclina (PGl;) e leucotrieno Bs (LTBa)
(KREMER, 2000). Portanto, pode-se supor que uma suplementacdo com o0s
acidos graxos EPA e DHA (w-3) em atletas, poderia atenuar os efeitos do
processo inflamatorio no masculo lesionado, através da diminuicdo da sintese dos
eicosanoides PGE;, TXA;, PGl e LTB4, diminuindo com isso o tempo de
recuperacdo dos atletas, e ao mesmo tempo diminuindo os efeitos

imunossupressivos das drogas antiinflamatorias normalmente usadas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EXERCICIO FiSICO E LESAO MUSCULAR

A atividade fisica € uma conhecida como forma de estresse e a exposicao
cronica a ela é chamada de treinamento fisico (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
Diante de uma atividade fisica o organismo pode responder produzindo vérias
alteracbes anatomofisiologicas, dentre elas destacam-se as alteracdes que podem

ser produzidas no sistema muscular (BEHM, 1998; GREEN et al., 1999).

Uma das alteracdes da musculatura € a presenca de microlesdes, que, de
acordo com Armstrong (1990), podem ser desencadeadas por um exercicio
muscular intenso de longa duracéo, o qual ocasiona lesdes das fibras musculares,
sendo estas de natureza subcelular que ocorrem normalmente em pequena
quantidade de fibras musculares. Segundo este mesmo autor, a rapida destruicdo
da fibra muscular lesada e do tecido conectivo é acompanhada pela difusdo de

componentes intracelulares dentro do intersticio e plasma (ARMSTRONG, 1990).

Essas alteragbes musculares também foram estudadas por Carlsson e
Faulkner (1983) que afirmam que em geral, o musculo esquelético tem a
capacidade de se adaptar as diferentes modalidades de treinamento reagindo de

maneiras variadas a cada uma delas. Porém, qualquer alteracdo, seja no aspecto



morfolégico ou histoquimico, provera um déficit de funcionamento no segmento

afetado, caracterizando uma lesao.

Acredita-se que a lesdo em um musculo, principalmente, apds ter ocorrido
uma série de contracBes excéntricas, pode ser explicada através de dois
mecanismos: ruptura do sistema miofibrilar do sarcobmero e falha no processo
acoplado excitacdo-contracdo (E-C). Neste tipo de exercicio durante o
alongamento do musculo, os sarcomeros sdo estendidos repetitivamente,
ocorrendo sua ruptura. Quando a regido de ruptura € extensa, a membrana €&
danificada, podendo ocorrer o rompimento dos tubulos T e destruicdo do reticulo
sarcoplasmatico. Isto acarreta uma liberacdo de grandes quantidades de Ca*? no

citossol, afetando o processo acoplado E-C (PROSKE; MORGAN, 2001).

Além de ocorrer ruptura do sistema miofibrilar do sarcbmero, outras
alterac6es morfologicas do musculo a nivel celular, tais como estiramento do disco
Z e ruptura da banda A, estdo também associadas com a contragdo excéntrica
(FRIDEN, 1984; OGILVIE et al., 1988). Estas microlesbes provocam dores
musculares e uma reducdo da for¢ca muscular, afetando a performance do atleta

(ARMSTRONG, 1984).

Segundo Armstrong (1990), uma lesdo muscular envolve quatro etapas. Na
primeira etapa ocorre a ruptura do sistema miofibrilar do sarcbmero, e

imediatamente ap0s esta fase inicia-se a fase autogenética, ocorrendo uma



protedlise e lipdlise na membrana das células musculares, iniciando assim, um
processo de degradacdo das estruturas celulares. Nesta etapa o aumento
intracelular de Ca*? ativa a fosfolipase A, induzindo a producdo de
prostaglandinas, leucotrienos e de radicais livres. Apos 4 a 6 horas de ter ocorrido
a primeira etapa, inicia-se a terceira etapa, a fagocitica, que é marcada por uma
tipica resposta inflamatoria no tecido lesionado. Na quarta e Ultima etapa, ocorre
a regeneracao do sistema miofibrilar do musculo lesionado, sendo que esta etapa

poder ser evidenciada de 4 a 6 dias ap0s 0 exercicio.

Durante o processo inflamatorio, trés subseqientes estagios podem ser
identificados de acordo com as diferentes populacbes de células inflamatérias
presentes no tecido lesionado. Primeiro, neutréfilos rapidamente invadem o local
da leséo e promovem a liberagdo de citocinas que podem ativar e atrair outras
células inflamatorias. Em seguida, macrofagos invadem a fibra muscular lesionada
e fagocitam os fragmentos celulares. No final, h4& um aumento de uma segunda
populacdo de macréfagos que estd associada com o processo de regeneracao

(LAPOINTE; FRENETTE; COTE, 2002; STAUBER et al., 1988; TIDBALL, 1995).

Além da resposta celular no processo inflamatério, alguns sinais clinicos
como elevacao de enzimas plasméticas (CK, LDH e AST), citocinas (IL-1a, IL-1f,
IL-2, IL-6 e TNF-a), proteina C reativa (PCR) e eicosandides (PG, TX, LT e PGI),
também séo frequentes nas lesbes musculares (ALMEKINDERS; BANES;

BALLENGER, 1992; ARMSTRONG; OGILVIE; SCHWANE, 1983; HIROSE et al.,



2004; KARAMIZRAK et al., 1994; KONIG et al., 1997; NOSAKA; CLARKSON,
1996; PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000). Segundo Pedersen e Hoffman-
Goetz (2000) a producéo e liberacao de citocinas pelos neutréfilos e macrofagos,
principalmente IL-6, estimula a producdo de prostaglandinas (PGE;), e que o
acumulo de citocinas, PGE> e CK no local da inflamacéo, provoca a dor e edema

no musculo.

O dano tecidual também pode ser gerado pelo estresse oxidativo presente
em atividades que levem ao desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, de maneira que os primeiros predominem (SIES, 1986). Além
disso, 0 estresse oxidativo pode gerar danos a proteinas e ao DNA, provocando
diversas alteragbes na funcéo celular e, portanto, tecidual. Confirmando essa
afirmacéo, Nies et al. (1996) ao estudarem humanos, demonstraram a ocorréncia

de dano ao DNA nos leucécitos circulantes apds exercicio exaustivo em esteira.

Durante a atividade muscular, a demanda energética pode superar em 35
vezes a demanda de repouso (ASTRAND et al., 2003). Dessa forma, durante a
sua realizac&o ocorre um grande aumento no consumo de oxigénio, na sua maior
parte em decorréncia do aumento de trabalho muscular. Pelo fato dos radicais
livres serem produzidos através do metabolismo intermediario, o exercicio
provoca aumento da sua producdo. A ativacdo de leucdcitos pode estimular a

producdo de radicais livres para melhorar os mecanismos de defesa do



hospedeiro em resposta ao dano muscular induzido pelo exercicio. Em particular,
os neutrofilos podem reduzir o oxigénio molecular a radical superdxido via NADPH
oxidase, a qual esta inativa nas células em repouso. Processos similares tém sido
observados em mondcitos e eosindfilos; Sendo assim, durante o metabolismo
aerobio, a possibilidade de ocorrer lesdo oxidativa nos tecidos vai depender de
um preciso equilibrio entre a geragdo de radicais de oxigénio e a eficacia dos

mecanismos antioxidantes.

Vindo de encontro a essas informacgdes, Oh-Ishi et al. (1997) avaliaram se
0 treinamento de resisténcia, em esteira rolante por nove semanas, ou se 0
exercicio agudo melhora a habilidade do musculo diafragma para resistir ao
estresse oxidativo induzido pelo exercicio. Os resultados demonstram que o
treinamento de resisténcia pode elevar o ajuste da atividade de certas enzimas
antioxidantes no musculo diafragma de ratos, indicando potencial melhora na
resisténcia a espécies de reacdes de oxigénio intracelular, também sugerem que
0 exercicio agudo pode causar lesdao oxidativa no diafragma de rato, através da
ativacdo de caminhos de inflamagéo, e que o treinamento de resisténcia pode

minimizar o estresse oxidativo extracelular devido ao exercicio agudo.

Apesar dos efeitos benéficos do exercicio fisico, o mesmo quando
executado de forma continua e intensa é acompanhado pela producéo de radicais

livres que produzem alteracdes das membranas celulares, o que causa uma lesdo



associada a um processo inflamatério nas das fibras musculares (CORDOVA,

NAVAS, 2000).

Sendo assim, para que o exercicio fisico seja totalmente benéfico, sdo
desejados niveis eficientes de defesa antioxidante e consequentemente baixos
niveis de estresse oxidativo 0 que evitaria a0 maximo a instalacdo de processos
de lesdo. Essa resposta poderia manter o desempenho pouco alterado, bem como
evitar o aparecimento de lesbes musculares ocasionadas por este tipo de estresse

(ZOPPI et. al., 2003).

2.2 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS E OMEGA-3

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) séo classificados em quatro tipos
de familias: 6mega-9 (w-9), dmega-7 (w-7), 6mega-6 (w-6) e dmega-3 (w-3),
sendo que esta classificacdo refere-se a posicdo da primeira insaturacao (dupla
ligacdo) na cadeia carbdnica a partir do carbono terminal. Os mamiferos sdo
capazes de sintetizar o0s acidos graxos saturados e é&cidos graxos
monoinsaturados das séries w-7 e w-9, mas ndo podem sintetizar os AGPI
linoléico (w-6) e a-linolénico (w-3) pela falta das enzimas delta 12 e delta 15

dessaturase, com isso sdo considerados acidos graxos essenciais.



As grandes fontes alimentares do &cido linoléico sdo os Oleos de soja,
girassol e milho, e do a-linolénico sdo os 6leos de linhaca, canola e peixes
(CALDER, 2003; JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000). Uma vez consumido estes
acidos graxos, eles podem formar outros AGPI (Figura 1) . Assim, o acido linoléico
€ dessaturado, formando o acido y-linolénico (w-6), que sofre um alongamento da
sua cadeia carbonica, originando o acido dihomo-y-linolénico (w-6), o qual é
dessaturado, formando o &cido araquidénico (w-6). Os &cidos graxos w-3 séo
alongados e dessaturados pelas mesmas enzimas, levando a formacdo dos
acidos eicosapentaenoico (EPA; w-3) e docosahexaendico (DHA; w-3) a partir do
acido a-linolénico (Figura 1) . Com isso existe uma competi¢cdo entre os AGPI w-3
e w-6, porém sabe-se que a enzima delta-6-dessaturase possui mais afinidade
pelo acido a-linolénico (SUCHNER; SENFTLEBEN, 1994). Comparados com 0s
acidos linoléico e a-linolénico, a ingestdo de dietas contendo os &cidos graxos
EPA e DHA é pequena, que s&o encontrados principalmente nos 6leos de peixes

(CALDER, 2003; KONIG et al., 1997; JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000).



Acido oléico (18:1, w-9)
ﬂ «—/A-12-dessaturase (somente nas plantas)

A-15 dessaturase (somente nas plantas)

Acido linoléico (18:2, w-6) — Acido a-linolénico (18:3, w-3)
ﬂ «— A-6-dessaturase — ﬂ

Acido y-linolénico (18:3, w-6) Acido octadecatetraendico (18:4, w-3)
ﬂ < elongase — ﬂ

Acido dihomo-y-linolénico (20:3, w-6) Acido eicosatetraendico (20:4, w-3)
ﬂ «— A-5-dessaturase — ﬂ

Acido araquidénico (20:4, w-6) Acido eicosapentaenodico (EPA; 20:5, w-3)

elongase 4>ﬂ

Acido Docosapentaenoico (22:5, w-3)
A-4—dessaturase — ﬂ

Acido Docosahexaenoico (DHA; 22:6, w-3)

Figura 1. Biossintese dos acidos graxos poliinsaturados.
Fonte: Konig et al. (1997, p. 4).

Calder (2003) destaca trés principais importancias dos AGPI. A primeira
envolve a regulacdo do metabolismo e transporte dos lipideos. Neste caso sabe-
se que os AGPI w-3 inibem a sintese hepética do triacilglicerol, contribuindo para
gue ocorra uma hipotriacilglicerolemia e uma diminuicdo na concentragdo

sanguinea da LDL colesterol. A segunda importancia, € que os AGPI constituem
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os fosfolipideos, que sdo os principais componentes das membranas de todas as
células. A presenca de grande quantidade de AGPI na membrana aumenta a sua
fluidez, tendo com isso, um papel importante na regulacdo da atividade das
proteinas da membrana. A terceira, € que alguns tipos de AGPI sédo substratos
para a sintese de metabdlitos bioativos conhecidos como eicosandides. A familia
desses metabdlitos inclui prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), prostaciclinas

(PGI) e derivados hidroxilados dos acidos graxos (HETEs e HPETE).

Os substratos para a formacdo dos eicosandides sdo os acidos: dihomo-y-
linolénico, araquidbnico e o eicosapentaendico (EPA). Na sintese dos
eicosanoides, seu &cido graxo precursor é clivado dos fosfolipideos da membrana
pela fosfolipase A, ou C. Os acidos graxos livres resultantes sdo entdo
metabolizados pela enzima ciclooxigenase, resultando em PG, PGI, TX. Estes
eicosanoides quando derivados do &cido araquidbnico, sdo da série “2” (PGE,,
TXA; e PGl,), e quando derivados do acido eicosapentaendico (EPA), sdo da série
“3" (PGE3, TXAsz e PGI3). O é&cido dihomo-y-linolénico ndo é convertido em
tromboxano e prostaciclina, ele da origem as prostaglandina E; (PGE;) (CALDER,

2003; KONIG et al., 1997) (Figura 2) .

Um outro caminho metabdlico na sintese dos eicosandides é a sintese dos
leucotrienos (LT) através do metabolismo dos acidos graxos livres, clivados dos

fosfolipideos pela acdo da enzima 5-lipoxigenase, onde o acido araquidénico da
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origem aos leucotrienos da série “4” (LTA4, LTB4, LTCy4 LTD4, LTE; ) € O
eicosapentaendico (EPA) forma os da série “5”. Os leucotrienos derivados do
acido dihomo-y-linolénico sdo da série “3”, tendo até o momento, pouca
informac&o sobre sua importancia bioquimica e clinica (CALDER, 2003; KONIG et

al., 1997; SUCHNER; SENFTLEBEN, 1994)(Figura 2) .

Dihomo-y-linolénico | = ac.araquidonico ac.eicosapentaendico

U by ¢ U

ciclooxigenase 5-lipoxigenase ciclooxigenase 5-lipoxigenase
PGE: LTBs « LTA4 PGE, PGEs; LTAs — LTBs
LTC, PGI; PGl; LTCs
LTD4 TXA2, TXAs LTDs
TXB, TXBsj

Figura 2. Via metabdlica da sintese dos eicosandides a partir dos acidos graxos
poliinsaturados.
Fonte: Calder (2003, p. 436).

2.3 ACAO BIOLOGICA DOS EICOSANOIDES

As prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos,

dependendo de sua estrutura exercem varios efeitos nas respostas inflamatérias e
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imunes, atuando como mediadores quimicos. Segundo Bonta e Parnham (1982), a
prostaglandina E; (PGE;) aumenta os niveis de AMPc nos leucdcitos, linfocitos T e
linfocitos B, e com isso exerce um efeito imunossupressor, através da diminuicdo
das funcdes dos linfocitos B e T, diminuicdo na producao de antigenos, inibicdo da
migracgao e proliferacdo dos linfocitos. Tem sido também demonstrado que a PGE;
inibe a atividade das células destruidoras naturais (NK cells), diminui a atividade
fagocitaria, a quimiotaxia, a agregacdo e o metabolismo oxidativo dos leucécitos

(AYALA; CHAUDRY, 1995; KONIG et al., 1997; POMPEIA et al., 2000).

Segundo Calder (2003) com relagdo ao processo inflamatorio, a PGE;
aumenta a permeabilidade vascular e vasodilatacéo, induz a febre, a dor e edema.
A PGE; também possui uma acao antiinflamatoéria ao diminuir a producdo de TNF-
a e IL-1. Apesar da PGE;3 ter o mesmo efeito da PGE;, existem trabalhos que
comprovam que a PGE3; € menos imunossupressora do que a PGE,, e que tem
mostrado efeitos positivos no sistema imune (GUARNER; VILASECA,;
MALAGELADA, 1992); ja a PGE; possui efeitos como vasodilatacéo e inibicdo das
funcdes dos leucocitos, como por exemplo a quimiotaxia e a liberacdo de enzimas

dos lisossomos (JOHNSON et al., 1997).

O papel do tromboxano A, (TXAz) no processo inflamatério € de
vasoconstritor e estimulador da agregacao plaquetéaria, sendo que o TXA3 exerce
0s mesmos efeitos, porém menos intensos, e ambos sdo rapidamente convertidos

em seus respectivos metabdlitos inativos TXB, e TXBg; ja as prostaciclinas (PGl; e
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PGl3) possuem efeitos contrarios dos TX(s), promovendo a vasodilatacdo e

inibindo a agregacao plaquetaria (PALOMBO et al., 1996).

Os leucotrienos (LTC4, LTDs e LTE4) sao chamados de substancias de
reacdo lenta (SRS), estdo envolvidas na contragdo da musculatura lisa
gastrointestinal e respiratéria, onde possui efeitos quimiostatico e promovem a
liberagcdo de enzimas lisossomais. O LTB4; € produzido principalmente pelos
monadcitos, mastacitos, basdfilos e neutrdéfilos, e estimula a agregagéo e migracao
celular, possuindo alta atividade quimiostética nos tecidos, estimula a liberacdo de
enzimas lisossomais, e aumenta a formacdo de radicais livres de oxigénio, e
aumenta a producdo de TNF-q, IL-1 e IL-6 (AYALA; CHAUDRY, 1995; CALDER,
2003), sendo que o LTBs possui uma baixa bioatividade em relacdo ao LTB4

(CALDER, 1998a; SPURNEY et al., 1994).

2.4 EFEITO DA DIETA EM AGPI NA SINTESE DE MEDIADORES QUIMICOS

DA INFLAMACAO

Da mesma forma da competicdo da enzima delta-6-dessaturase, os acidos
graxos essenciais competem pela ciclooxigenase e 5-lipoxigenase; embora o
acido araquiddnico seja preferencialmente metabolizado pela ciclooxigenase, os
acidos graxos w-3 e principalmente o EPA, inibe competitivamente a
ciclooxigenase (AYALA; CHAUDRY, 1995; CALDER, 1998a, 2003; JAMES;

GIBSON; CLELAND, 2000). Com isso uma ingestao de grande quantidade de
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peixes ricos em acidos graxos poliinsaturados w-3 ou pela suplementacao com w-
3, resulta em uma diminui¢do da concentracdo do acido araquidénico nos tecidos
e sangue (BELL et al., 1996; BOUDREAU et al., 1991), levando a uma diminui¢do
da sintese dos eicosandides derivados do araquidbnico (PGE,, TXA, e PGl,) e
aumentando a formacéao dos eicosandides derivados do EPA (PGEs, TXA3 e PGl3)

gue sé&o menos ativos do que os eicosandides da série “2”.

Comparando com o acido araquiddnico, o EPA é o substrato preferencial da
5-lipoxigenase, desta maneira uma ingestdo maior de acidos w-3, leva também a
uma diminuicdo da sintese de LTB, e um aumento na produgédo de LTBs, que &
menos ativo que o leucotrieno da série “4” (KIM et al., 1991; SPURNEY et al.,

1994).

Uma outra maneira de controlar a sintese dos eicosandides € de aumentar
a ingestéo do acido y-linolénico (w-6), que apods formar o dihomo y-linolénico (w-6)
compete também com o &cido araquidbnico pela enzima ciclooxigenase, levando
com isso a um aumento da sintese de PGE;, a qual inibe a sintese do LTB, e
diminui a relagdo entre TXA; / PGIl, (JOHNSON et al.,, 1997; PALOMBO et al.,

1996).

Varios estudos tém mostrado que a ingestédo de acidos graxos w-3 e acidos

y-linolénico (w-6) diminui a sintese de potentes mediadores quimicos da
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inflamacéo, derivados do acido araquidénico (PGE,, TXAz, PGl,, LTB4, LTCy, LTD,

e LTE4) em animais e humanos:

Calder (1998b) relata as principais conclusfes tiradas do Simpdsio
“Lipideos e Sistema Imune”; onde o autor destaca a importancia dos acidos graxos
no sistema imune e finalmente conclui que:

1- A quantidade e o tipo de eicosandides podem ser afetados pelo tipo de gordura
consumida na dieta.

2- Os eicosandides e acidos graxos poliinsaturados sédo potentes moduladores das
funcdes dos linfécitos in vitro.

3-Dietas ricas em acidos graxos w-3 possuem acdo antiinflamatéria e
imunossupressora in vivo.

4- Embora os acidos graxos w-3 exer¢cam uma a¢do moduladora na sintese dos
eicosanoides, alguns dos efeitos provocados por estes acidos graxos podem ser
explicados por mecanismos independentes dos eicosandides, incluindo uma agéo
no mecanismo da sinalizacdo intracelular e na transcricdo de fatores ativos da
resposta imunologica.

5- Os acidos graxos w-3 podem ser usados na terapia de inflamagfes agudas e
cronicas, e nos casos em que a resposta imune estd sendo ativada

inadequadamente.

Estudando o efeito dos acidos graxos w-3 na sintese de eicosandides em

ratos, Brouard e Pascaud (1990) observaram que uma dieta contendo 6leo de
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peixe, que contém grande quantidade de EPA e DHA (w-3), diminuiu
significativamente a sintese dos eicosandides (PGl,, TXB,, PGE; e LTBy)
comparada com uma dieta contendo 6leo de linhaga, rico em acido graxo a-

linolénico (w-3).

Kim et al. (1991) realizaram um estudo em suinos alimentados com 3 tipos
de dietas: 1- dieta rica em gordura e colesterol; 2- Dieta 1 mais 6leo de peixe (30
mL/dia) e 3- dieta pobre em gordura e colesterol. Os autores observaram uma
diminuicao significativa nos niveis dos eicosanoides: tromboxano B,, prostaciclina

I> e leucotrieno By, nos animais alimentados com a dieta-3.

Hamazaki (1992) realizando uma infuséo intravenosa de acidos graxos w-3
em coelhos, obteve uma diminuicdo de 40% de leucotrieno B, e uma diminuigdo

da atividade das células destruidoras naturais (NK cells)

Bunce, Soad e Berdanier (1992) estudaram o efeito de uma alimentag&o
com dietas (2% ou 10% de gordura) contendo Oleo de milho, carne de boi
gordurosa ou Oleo de cozinha, nos niveis de eicosandides no cérebro, plasma e
medula renal de ratos; observaram que os niveis LTB, foram significativamente
mais altos no cérebro dos ratos alimentados com baixa quantidade de carne de
boi gordurosa do que no cérebro de ratos alimentados com altas quantidades de

carne de boi ou com baixa quantidade de 6leo de milho ou 6leo de cozinha, e que
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os niveis de PGI, foram altas em ratos alimentados com dietas contendo 10% de

6leo de milho.

Com objetivos de estudar experimentalmente a influéncia de dietas ricas
em acidos graxos w-6 ou w-3 nas inflamacdes intestinais; Guarner, Vilaseca e
Malagelada (1992) usaram o &cido trinitrobenzenosulfénico em ratos, com a
finalidade de induzir uma colite inflamatoria, observaram que aqueles animais que
ingeriram uma dieta rica em acidos w-3 (6leo de figado de bacalhau),
apresentaram uma menor sintese de eicosandides pelo limen em relacdo aos
animais que ingeriram uma dieta rica em w-6 (0leo de acafrdo); avaliando
macroscopicamente e microscopicamente, observaram também uma diferenca
significativa da lesdo entre os grupos, sugerindo que uma dieta com 6leo de peixe

diminui a severidade da lesao.

Blair et al. (1993) em um estudo com mulheres ingerindo duas dietas com
guantidades diferentes de acido linoléico (w-6), observaram que a excregdo
urinaria do metabolito 6-oxo-prostaglandina Fiq (metabdlito derivado da PGl,) n&o
alterou em ambas as dietas, enquanto que a excrec¢éo do 2,3-dinor-tromboxano B,
(metabdlito resultante do TXA;) foi menor na ingestdo da dieta rica em linoléico;
com relacdo a excrecdo da PGE,, ela foi maior nas pessoas que ingeriram grande

guantidade de acido linoléico.

18



Outros trabalhos confirmam a influéncia da dieta na biossintese dos
eicosandides: Prakash et al. (1994) observaram que dietas com salméao (rico em
acidos graxos w-3), a excrecao urinaria de 2,3-dinor-tromboxano foi
significativamente menor em relacdo a dietas padroes consumidas nos Estados
Unidos, porém a excregdo urinaria de 2,3-dinor-6-oxo-prostaglandina Fi, ndo foi
significativamente diferente entre as pessoas que ingeriram uma dieta rica em
salméo e dieta padrédo. Em um outro estudo Nordoy et al. (1994) comparando o
efeito de uma dieta rica em gorduras saturadas e de outra rica em 0Oleo de peixe
na biossintese de eicosandides, concluiram que a producdo de tromboxano A; e

prostaciclina I, foi menor em homens que ingeriram a dieta rica em Oleo de peixe.

Os acidos graxos w-3 podem ter um papel importante nas doencas auto-
imunes; durante um estudo com ratos portadores de lupus nefrite (doenca auto-
imune), Spurney et al. (1994) observaram uma melhora das fun¢des renais e da
histologia glomerular em ratos alimentados com Oleo de peixe quando
comparados aos animais alimentados com Oleo de acafrdo e concluiram que os

acidos w-3 diminuem a sintese de leucotrieno B4 pelos macrofagos.

Suchner e Senftleben (1994) em uma revisdo dos principais trabalhos
relacionandos a interacdo farmacoldgica entre os acidos graxos poliinsaturados,
eicosanoides e sistema imune, concluiram que uma alteracédo nas dietas contendo

acidos graxos w-3 e w-6 pode influenciar na sintese e na acdo dos mediadores
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guimicos do sistema imune, e que os eicosandides derivados dos acidos w-3
comparados daqueles derivados dos w-6, possuem similares efeitos, mas com

menor intensidade.

Relacionando ainda os acidos w-3 com o sistema imune, Ayala e Chaudry
(1995) comentam a importancia de determinar com precisdo a quantidade e a
duracdo da suplementacdo com w-3 apds um trauma, com objetivo de se prevenir
a destruicdo de tecidos pela reposta imune, mas sem afetar as fungdes imunes

normais.

Uma dieta com acidos graxos w-3 e gama-linolénico (GLA; w-6) pode
alterar rapidamente a composicdo quimica dos fosfolipideos dos macrofagos;
Palombo et al. (1996) observaram que ratos alimentados enteralmente com dietas
enriguecidas com 5,3% (em peso) de EPA (w-3) e também com 1,2% ou 4,6% de
GLA, em 3 dias ocorreram modificagbes dos fosfolipideos dos macrofagos
aveolares, pulméo e fosfolipideos das células endoteliais. Bell et al. (1996)
também observaram alteracdes na composicdo quimica dos fosfolipideos
presentes no rim e branquias de salmdes, quando estes foram alimentados com
dietas ricas 6leos de peixe; com relacdo a sintese de eicosandides, observaram
um aumento da concentracdo de PGF3, nas branquias de salmdes alimentados
com oOleo de peixe marinho e uma concentracdo reduzida de PGE3; no

homogeneizado de rins dos salmfes alimentados com 6leos de plantas (rico em
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w-6). Um outro estudo em humanos, Johnson et al. (1997) suplementaram 29
voluntarios com doses de 1,5 a 6,0 g/d de acido gama-linolénico (GLA),
observaram um acumulo do dihomo-gama-linolénico nos glicerolipideos dos
neutrofilos, os quais atenuaram a biossintese dos eicosanoéides derivados do acido
araquiddnico, indicando que uma dieta com GLA pode exercer um efeito
antiinflamatério. No entanto, Barham et al. (2000) observaram que uma
suplementacdo com EPA e GLA exerce uma agao antiinflamatoria mais eficaz do
gue somente com GLA, isto se deve ao fato que o EPA inibe a enzima delta-5-

dessaturase que converte o &cido dihomo-y-linolénico em araquidénico.

Ferretti et al. (1997) realizou um estudo contrario aos de Johnson et al.
(1997) e Barham et al., (2000), suplementando 10 homens saudaveis com dois
tipos de dieta: uma dieta com pequena quantidade de acido araquidonico e a outra
com grande quantidade desse acido, sendo o estudo realizado em crossover; no
final do estudo concluiram que a excrecdo urinaria dos eicosanodides vasoativos:
11-dehidrotromboxano B, e 2,3—dinor-6-oxo-PGFi, aumentaram em 41% e 27%
respectivamente, quando as pessoas foram alimentadas com uma dieta rica em

acido araquidénico.

Em um outro estudo com ratos, Broughton e Wade (2002) estudaram a

influéncia da relacdo w-3:w-6 presente na gordura total de dietas, na composicao

dos é&cidos graxos nos tecidos e na producdo de eicosanodides pelas células
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peritoneais; observaram que o aumento da ingestdo de acidos graxos w-3 esta
associada com um aumento de w-3 e uma diminuicdo de w-6 nos tecidos, e
também com a diminuicdo da sintese de LTC4, LTD,4, LTE4, PGl e PGE,, €
aumento da sintese de LTs da série “5” pelas células peritoneais. Utilizando-se
também de células peritoneais, Doshi et al. (2004) injetaram Zymosan A no
peritdnio de ratos para induzir um processo inflamatorio, observaram que as
concentragbes de LTE,; e PGE; na cavidade peritoneal foram significativamente

menores nos ratos suplementados com dietas ricas em acidos graxos w-3.

Além da acdo moduladora dos acidos w-3 na biossintese dos eicosandides,
trabalhos mostram que os mesmos também atuam inibindo a producéo da IL-1p e

do TNFa (CAUGHEY et al., 1996; JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000).

Nas artrites reumaticas onde ha um envolvimento do TNFa, Kremer (2000)
sugere que uma suplementacdo com &cidos graxos w-3 por 3 a 4 meses por
pacientes com esta patologia, poderiam tentar reduzir suas doses de drogas
antiinflamatérias ndo esterdides. Konig et al. (1997) em um trabalho de revisédo
sobre a interacdo entre acidos graxos essenciais, funcdo imune e exercicio,
fizeram as seguintes observacfes: o exercicio provoca alteracdes no sistema
imune (liberagdo de mediadores da inflamacdo, ativacdo dos leucdcitos e
complementos e producéo de proteinas da fase aguda); o exercicio muito intenso

pode provocar uma acao imunossupressora (diminuicdo das fungdes dos linfocitos
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T e B e também da atividade fagocitica e citotdxica); os acidos graxos essenciais
ajudam na regulagéo do processo inflamatério, modulando a liberacdo de citocinas
e as respostas da fase aguda e finalmente, que futuros estudos devem ser
realizados para avaliar melhor o efeito da composi¢cdo dos acidos graxos no

sistema imune e no processo inflamatorio, durante um exercicio intenso.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

1. Verificar se ocorre alteragdes nas concentracdes plasmaticas de indicadores
de lesdo muscular, dos mediadores quimicos da inflamacéo e alteracdes das
caracteristicas morfologicas do musculo esquelético em ratos treinados com
sessbes de natacdo, suplementados com acidos graxos < Ww-3,

eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA).

3.2 ESPECIFICOS

1. Determinar as concentragfes plasmaticas de enzimas lactato desidrogenase

(LDH) e creatina quinase (CK).

2. Determinar as concentracbes plasmaticas dos mediadores quimicos da
inflamac&o: prostaglandina E, (PGE,), tromboxano B, (TXB,, metabdlito inativo
do tromboxano A)) e leucotrieno B4 (LTB,) pelo método de enzima imunoensaio
(EIA).

3. Analisar as alteracdes histologicas (posicionamento do nucleo, caracteristicas e
contornos das fibras e tecido conjutival) e morfométrica das fibras musculares

esqueléticas dos ratos submetidos a experimentacao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi realizado com trinta e seis ratos (Rattus albinus, Wistar)
machos, com 100 dias de idade, pesando entre 250 e 300 g, no inicio do

experimento.

Esses animais foram mantidos em uma sala climatizada com controle de
temperatura entre 24°C a 28°C em um ciclo regular diario com 12 h de

luminosidade.

Os animais permaneceram sob condi¢cdes higiénicas, dentro de gaiolas
plasticas (1 rato por gaiola) durante o periodo de adaptacéo (7 dias). Agua e ragéo
para roedores (MP-77 — Primor) foram fornecidas a vontade e os pesos dos
animais foram avaliados semanalmente.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos ao acaso em quatro grupos compostos por 9

animais cada, seguintes:
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* Grupo 1 (controle) — animais mantidos em gaiolas individuais com racdo e
agua a vontade sem suplementag¢do com acidos graxos poliinsaturados (AGPI)
w-3.

e Grupo 2 (sedentarios com suplementacdo) — animais mantidos em gaiolas
individuais com ra¢éo e agua a vontade, suplementados com AGPI w-3.

* Grupo 3 (treinados sem suplementacdo) — animais mantidos em gaiolas
individuais com racéo e agua a vontade, com treinamentos diarios de natacéo
em tanque e sem suplementacdo com AGPI w-3.

 Grupo 4 (treinados com suplementagdo) - animais mantidos em gaiolas
individuais com racéo e agua a vontade, com treinamentos diarios de natacéo

em tanque e suplementados com AGPI w-3.

4.3 PROTOCOLO DA SUPLEMENTACAO

Os animais foram suplementados com 3,0 g/dia de oOleo de peixe (RP
Scherer do Brasil encapsuladora Ltda, Sorocaba, Sado Paulo-Brasil), contendo
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) w-3 (EPA: 187,0 mg/g e DHA: 140,0 mg/g),
dados estes tirados de laudo fornecido pelo fabricante. A suplementacdo foi
realizada por gavagem (Figura 3) durante um periodo de quatro semanas
(BARHAM et al., 2000; DOSHI et al., 2004), com vitamina E através do farmaco
EPHINAL®, em quantidade equivalente a 552 mg/dia de acetato de DL-o-

tocoferol, em vista a evitar a autoxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados
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(JAMES et al., 1991). Os animais do Grupo 1 (controle) e Grupo 3 (treinados sem
suplementacéo) foram suplementados com azeite de oliva como placebo e com a

mesma quantidade de vitamina E dos demais grupos.

Figura 3. Animal sendo suplementado pelo método de gavagem.

4.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Os animais dos grupos treinados (3 e 4) foram submetidos a sessbes de
natacdo em um tanque de inox medindo 100 cm x 50 cm x 60 cm (Figura 4),
contendo agua a 30° + 1°C a uma profundidade de 50 cm, suficiente para evitar
gue os animais encostem a cauda no fundo do mesmo (MARCONDES et al.,
1996). Em cada sessdo, os animais do grupo experimental foram colocados

simultaneamente para nadar no mesmo tanque.
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Figura 4. Tanque de natacéo utilizado no experimento.

O programa de treinamento constituiu-se de sessdes diarias de natacado, 5
dias por semana (LINARDI, 1992; OSTMAN-SMITH, 1979), num total de 20
sessOes, como ilustra a Tabela 1. Na primeira semana correspondente a fase de
adaptacdo, foram executadas cinco sessbes de 10, 20, 30, 40 e 50 min,
respectivamente. A partir da 62 sessdo os animais foram submetidos a sessdes de
natacdo por 60 min continuos e diarios, os quais se mantiveram até o final da

quarta semana.

Tabela 1. Protocolo de treinamento por meio de natacao.

Semana de treinamento Duracao das sessfes (min)
1 10, 20, 30, 40, 50
2 60, 60, 60, 60, 60
3 60, 60, 60, 60, 60
4 60, 60, 60, 60, 60
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A partir da segunda semana, a intensidade de treinamento dos animais foi
aumentada por meio de um chumbo preso com elastico na regido dorsal dos
animais (Figura 5). O incremento de peso foi de 5% do peso corporal,
aumentando gradativamente até o inicio da 42 semana, como pode ser visualizado

na Tabela 2.

-

Figura 5. Carga presa (P) a regido dorsal do animal.

Tabela 2. Incremento de carga a ser utilizada no protocolo de treinamento.

Semana de treinamento Carga (peso do chumbo)
1 Sem carga
2 5% do peso corpéreo semanal
3 5% do peso corpéreo semanal
4 5% do peso corp6reo semanal
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Ao término de cada sessdo de natacdo, os animais foram colocados em
caixas plasticas no interior de uma caixa de madeira aquecida por 2 lampadas
incandescente de 100 watts, onde permaneceram por aproximadamente 20 - 30

minutos até estarem secos, retornando em seguida para suas gaiolas (Figura 6) .

Figura 6. Caixa de luz para aquecimento dos animais.

4.5 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

4.5.1 Sangue

O animais foram anestesiados com 1,0 mL de hidrato cloral (10%) logo

apos a ultima atividade fisica, no momento em que foi feita a retirada de sangue

diretamente do coracdo por puncdo em camera cardiaca, e também do musculo
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sb6leo. O sangue foi centrifugado para obtencdo do plasma e soro que foram

conservados a —70°C.

4.5.2 Musculo séleo

Para a retirada do musculo séleo foi realizada uma incisdo na regiao
posterior do membro pélvico esquerdo, retirando toda a pele deste local com
posterior retirada do musculo (Figura 7). As amostras musculares foram retiradas
com tamanho préximo a 2,0 cm de comprimento x 0,5 cm de diametro, de modo
que, suas fibras ficassem dispostas longitudinalmente, para serem,
posteriormente, realizados cortes transversais as mesmas, possibilitando assim

sua analise morfométrica e histolégica.

Figura 7. Procedimento para retirada do musculo séleo.
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Imediatamente apds a retirada dos fragmentos do musculo séleo, estes
foram congelados através do sistema de imersdo em n-Hexana resfriada a —70C
em nitrogénio pelo Método de Congelamento de Tecido Ndo Fixado (DAL PAI,
1995). Para realizacdo deste procedimento foi colocado de 30 a 50 mL de n-
Hexana em um béquer amarrado a um fio isolante para imersdo em nitrogénio.
Por meio de um bastéo de vidro o liquido intermediario foi agitado até atingir um
estado pastoso (-70C a -80C), onde foram imersos o0s blocos de tecido muscular
por 20 a 30 segundos. ApoOs tal procedimento, os blocos congelados foram
transferidos a camara do micrétomo criostato “HM 505 E Microm” (-20C) (Figura
8) e mantidos na camara até que se estabeleceu o equilibrio térmico (20 a 30
min), sendo posteriormente colocados em cdapsulas plasticas identificados e

armazenados em botijao de nitrogénio a —180C para posteriores analises.

Figura 8. Micrétomo criostato - HM 505 E Microm com blocos de tecido muscular fixados.
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4.6 MORFOLOGIA GERAL DAS FIBRAS MUSCULARES

Cortes transversais de 8 ym de espessura de fibras musculares do musculo
soleo foram efetuados no criostato a -20°C. Esses cortes foram corados pelo
método hematoxilina e eosina (HE) (McMANUS; MOWRY, 1960), permitindo
avaliar o posicionamento do nucleo na célula, as caracteristicas das fibras:
tamanho (normal, atréfica e hipertréfica) e forma (poligonais, arredondadas e

angulares) e o tecido conjutival (endomisio e perimisio).

4.7 ANALISE MORFOMETRICA DAS FIBRAS

A partir das laminas coradas pela HE foi avaliado o grau de hipertrofia das
fiboras musculares, através do método de mensuracdo do menor diametro,
seguindo-se os critérios preconizados por Dubowitz, Brooke e Neiville (1973),
tendo sido utilizado um sistema de anélise de imagem computadorizada. Para
cada animal, foram mensuradas (um) de 100 a 150 fibras musculares do musculo

séleo.

4.8 DOSAGEM DOS EICOSANOIDES

As concentracdes plasmaticas de PGE,, TXB, e LTB4 foram determinadas

pelo método de enzima imunoensaio (EIA) utilizando-se dos kits Biotrak
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Enzymeimmunoassay System (Amersham Biosciences Ltd) (PRADELLES;
GRASSI; MACLOUF, 1990). Sendo que a PGE; plasméatica foi determinada
diretamente, e os eicosandides TXB; e LTB, foram inicialmente extraidos das
amostras de plasma através de extracdo em fase solida nas colunas tipo Amprep
C2 etil (Amersham Biosciences Ltd), o qual foi sequencialmente lavada com 5,0
mL de cada um dos solventes: agua destilada, etanol 10% e hexano. No final, o
TXB, e LTB,4 foram eluidos da coluna com 5,0 mL de acetato de etila com 1% de
metanol, que apdés a evaporacdo do eluente sob nitrogénio (TP 019-Tecnal), o
extrato final contendo TXB, e LTB, foi redissolvido em tamp&o fosfato 0,1M

(pH=7,5) e analisado por EIA.

4.9 DOSAGEM DAS ENZIMAS PLASMATICAS

As enzimas creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) foram
dosadas no soro espectrofotométricamente — U.V. (Cobas Mira — Roche)

utilizando Kits Invitro Diagnéstica (Human) (GRADY et al, 1996, p. 84-85).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das concentracbes sanguineas das enzimas e dos

eicosanodides, e a variacdo do peso dos animais dos diferentes grupos estudados
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foram agrupados em valores médios e erros padrdao da média e, posteriormente,
foram comparados por andlise de variancia (ANOVA one-way). Com relacdo aos
dados obtidos em ratos suplementados ou nao, estes foram comparados através
do teste de Tukey para as variaveis dependentes. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05. Para tanto foi utilizado o Software “GraphPad Prism 3” (San Diego,

California-USA).

Para analise dos dados morfométricos das fibras musculares foi utilizado o
método estatistico descritivo e os resultados foram apresentados com valores de
meédias seguidos de seus respectivos erros padroes da média, mediana, valores
minimos e maximos, percentuais e numeros absolutos. Os valores do menor
didametro das fibras musculares foram comparados por andlise de variancia
bifatorial, também com os fatores estado de treinamento (sedentéario e treinado) e
suplementacdo (com e sem w-3), seguida do teste T-LSD para comparacdo das
meédias. Valores de p menores do que 0,05 foram indicativos de significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 PESO MEDIO DOS RATOS (g)

Pode-se observar, na Figura 9, que a variacdo do ganho de peso médio dos

ratos durante o experimento, ndo foram significativamente diferentes (p>0,05)

entre 0s grupos experimentais.
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Figura 9. Peso médio (g) dos ratos Wistar nos tempos: inicio da suplementacdo (tempo
0), 7, 14, 21 e 28 dias de suplementagdo por gavagem nos grupos experimentais, G1:
grupo controle, sem treinamentos diarios e sem suplementacdo com AGPI w-3; G2:
animais sem treinamentos diarios e suplementados com AGP| w-3; G3: animais com
treinamentos diarios e sem suplementacéo com AGPI w-3; G4: animais com treinamentos
diarios e suplementados com AGPI w-3.
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5.2 CONCENTRACAO PLASMATICA DE CK E LDH

Na Tabela 3, esta demontrando que as concentracbes plasméaticas da
enzima creatina quinase (CK) ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos experimentais (p>0,05), porém, em relacdo a lactato desidrogenase, as
concentragbes plasmaticas foram significativamente mais elevadas no grupo
controle (G1) quando comparada com os demais grupos (p<0,05). Nos grupos
com treinamentos diarios (G3 e G4), os animais que foram suplementados com
AGPl w-3 (G4) apresentaram uma concentracdo plasmética da LDH
significativamente menor em relacdo aos animais ndo suplementados com w-3
(G3). Tanto nos grupos de animais sedentarios como treinados, a suplementacao
com w-3 diminuiu significativamente a concentragcdo plasmatica de LDH em
relagcdo aos demais grupos.

Tabela 3. Concentracdo plasmatica (U/L) das enzimas creatina quinase (CK) e lactato
desidrogenase (LH), nos grupos experimentais, G1. grupo controle, sem treinamentos
diarios e sem suplementacdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e
suplementados com AGPIl w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3.

LDH CK

Grupos (U/L)* (U/L)*
G1 1015,9+27,322 30,3+2,3°
G2 343,8+14,0° 20,8+1,5°
G3 548,6+26,0° 23,4+2,3%
G4 311,8+33,5" 28,8+4,0°

* Os resultados mostram a médiazerro padrao da média (n=9)
abe) etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05)
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5.3 CONCENTRACOES PLASMATICAS DOS EICOSANOIDES

As Figuras 10, 11 e 12 mostram as concentracdes plasmaticas da
prostasglandina E, (PGE;), tromboxano B, (TXB,) e leucotrieno B4 (LTB4), onde
pode ser observado que a concentracao plasméatica de PGE; no grupo controle
(G1) foi significativamente superior (p<0,05) quando comparados com os demais
grupos (Figura 10). Observou-se também que entre os animais dos grupos
treinados (G3 e G4), a suplementacdo com w-3 ndo provocou alteragbes
significativas (p>0,05) na concentracdo plasméatica de PGE,, e que também né&o
diferiram significativamente com o grupo de animais sedentarios suplementados
com w-3. Em relagdo a concentragfes plasmaticas de TXB, e LTB4 nos animais
treinados foram significativamente superiores em relagdo ao grupo sedentério
suplementado com w-3, sendo que a concentracdo plasmatica de TXB, nos
animais treinados suplementados com w-3 (G4) néo foi significativamente maior
em relacdo ao grupo controle, enquanto que o0s animais treinados n&o
suplementados com w-3 (G3) apresentaram diferencas significativas em relagéo
ao grupo controle (Figura 11) ; j& em relacdo a concentracao plasmatica de LTB4
nos animais do grupo controle foram significativamente maiores aos dos grupos
sedentario e treinado suplementados com w-3 (G2 e G4), e quando comparados
com os animais do grupo treinado ndo suplementado com w-3 ndo apresentaram

diferengas significativas (Figura 12) .
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Nas Figuras 10, 11 e 12 mostram também que dos eicosanodides (PGE,,
TXB, e LTB,4), somente a concentracdo plasméatica de TXB, dos animais do grupo
controle nao foi significativamente maior em relacdo ao grupo sedentario
suplementado com w-3 (G2), e que a concentracfes plasmaticas de todos os
eicosandides ndo foram significativamente diferentes entre os animais treinados

com e sem suplementacdo com w-3 (G3 e G4).
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Figura 10. Concentracdo plasmatica (pg/mL) da prostaglandina E, (PGE,) + erro padréo
da média (n=9), nos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem treinamentos diérios
e sem suplementagdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e
suplementados com AGPI w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3. As letras a,b e ¢ demonstram diferenca significativas (p<0,05) entre os
grupos.
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Figura 11. Concentracdo plasmética (pg/mL) do tromboxano B, (TXB,) + erro padrao da
média (n=9), nos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem treinamentos diarios e
sem suplementagdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e
suplementados com AGPI w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3. As letras a,b e ¢ demonstram diferencas significativas (p<0,05) entre os

grupos.
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Figura 12. Concentracdo plasmatica (pg/mL) do leucotrieno B, (LTB,) * erro padrdo da
média (n=9), nos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem treinamentos diarios e
sem suplementacdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e
suplementados com AGPl w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3. As letras a,b e ¢ demonstram diferencas significativas (p<0,05) entre os

grupos.
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5.4 MORFOLOGIA GERAL DAS FIBRAS MUSCULARES

A morfologia geral das células foi analisada através de cortes corados com

HE. Segue abaixo a descricdo dos achados para cada grupo estudado.

Grupo 1 — Estes animais apresentaram um aspecto morfolégico normal com as
fiboras com formato poligonal, nucleos periféricos e padrdo fascicular. Alguns
animais apresentaram de forma geral, um menor grau de alteracdes morfoldgicas
das fibras musculares do que o apresentado pelos animais treinados. Foram
observados pequenos numeros de modificagcbes de formato, como fibras
polimorficas, processos atréficos, caracterizando metabolismo celular normal da

fibra muscular (Figura 13).

Grupo 2 — Em alguns animais e em pequenas areas, observou-se a ocorréncia de
fibras polimérficas, angulosas e discreto aumento do tecido conjuntivo endomisial.
Nas demais areas foram observadas ndcleos em posicdo periférica, contornos

poligonais (Figura 14) .

Grupo 3 — De um modo geral, os animais deste grupo apresentaram um grau
visivelmente acentuado de modificagbes das fibras musculares. Foram
observados estagios iniciais e completos do processo de fagocitose em algumas
fibras musculares, fibras angulares, atréficas, nucleos centralizados e perda do

sarcolema, denotando a ocorréncia de degeneracdo. Foram observados ainda,
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aumento do tecido endomisial, fibras em splitting e muitas fibras em processo de

arredondamento (Figura 15) .

Grupo 4 — A maioria dos animais analisados apresentou fibras musculares com
contornos poligonais, com pouquissimas modificacdes dos formatos e com
tendéncia a arredondamento, nicleos em posicéo periférica e algumas areas com
fibras hipertréficas e hialinizadas. Também pode ser observada a auséncia do
aumento de tecido conjuntivo endomisial. Estes animais apresentaram um grau de
alteracdo morfologica das fibras mais acentuado do que o observado nos animais
dos grupos 1 e 2. Por outro lado, tal quantificacdo foi menor que aquela observada

junto aos anima<|s do grupo 3 (Figura 16) .

Figura 13. Seccdo transversal da regido média do musculo séleo de rato, HE 200x.
Animal pertencente ao grupo 1. Observam-se fibras com formato poligonal, nucleos
periféricos (p), pequeno numero de fibra muscular arredondada (ar) e polimorficas (pm).
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Figura 14. Seccao transversal da regido média do musculo séleo de rato, HE 200x.
Animal pertencente ao grupo 2. Observam-se fibras com formato poligonal, niucleos
periféricos (p), pequeno numero de fibra muscular arredondada (ar), polimorficas (pm) e
atroficas (a).

Figura 15. Seccdo transversal da regido média do musculo séleo de rato, HE 200x.
Animal pertencente ao grupo 3. Observa-se a presenca de fibras musculares polimorficas
(pm), arredondadas (ar), atréficas (a), angulares (ag), areas com fibras hipertréficas (h),
splitting (sp) e fibras em processo de fagocitose (f).
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Figura 16. Seccdo transversal da regido média do muculo soleo de rato, HE 200x. Animal
pertencente ao grupo 4. Observam-se contornos poligonais, poucas fibras com tendéncia
a arredondamento (ar), polimoérficas (pm) e algumas areas com fibras angulares (ag),
hipertroficas (h) e hialinizadas.

5.5 ANALISE DO MENOR DIAMETRO DAS FIBRAS MUSCULARES

<
A Tabela 4 mostra os valores meédios, seguidos dos respectivos erros

padrdoes da média, mediana e valores minimos e maximos do menor diametro das
fibras musculares dos diferentes grupos sedentarios e treinados utilizados nos
experimentos. O box-plot representativo desta medida pode ser visualizado na

Figura 17 .

A andlise de variancia (ANOVA) bifatorial da medida do diametro das fibras
do musculo séleo dos animais estudados mostrou diferencas significativas para o

fator estado de treinamento (p<0,05), enquanto que ndo observamos diferencas
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entre o fator suplementacédo (p >0,05) e a interacdo estado de treinamento x
suplementacéo (p>0,05). O teste T-LSD mostrou que a medida do menor diametro
das fibras musculares dos animais do grupo sedentario sem suplementacdo com
AGPI w-3 (G1) foi significativamente menor quando comparada com a do grupo
treinado sem suplementacdo com AGPI w-3 (G3) (Tabela 4). N&o foram

encontrados diferencgas significativas nas comparacdes entre 0S outros grupos.

Tabela 4. Valores médios, seguidos dos erros padrbes das médias, mediana, valor
minimo e valor maximo do didmetro das fibras, micrébmetros (um), dos animais dos grupos
estudados.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4

Média 42,68 +0,23% 42,56 +0,24* 4533+0,23° 46,47 +0,33°
Mediana 42 46 42 46 44 33 45,06
Valor Minimo 26,98 21,28 27,66 5,85
Valor maximo 70,37 63,24 66,35 88,14

%®Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
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Figura 17. Box-plot representativo do menor didmetro das fibras musculares do musculo
séleo dos animais dos grupos analisados.

A Figura 18 mostra a distribuicdo, em valores percentuais, da quantidade
de fibras musculares pelos véarios diametros das fibras entre os grupos sedentarios
e treinados. Pela figura podemos observar que em todos os grupos estudados, ha
uma maior concentracdo das fibras musculares na faixa de 30 — 50 pm de
didametro, sendo que na faixa que varia de 30 — 40 um ha predominio dos grupos

sedentarios (G1 e G2) e na faixa de 50 — 60 um dos grupos treinados (G3 e G4).

Também pode ser observado que, em didmetros menores que 30 um ha
maiores quantidades de fibras musculares dos grupos suplementados (G2 e G4)

guando comparadas com o0s grupos sem suplementacdo (G1 e G2), os quais

46




apresentam pequena quantidade de fibras musculares deste diametro. Nas faixas
de didmetros maiores que 50 um predominam um numero maior de fibras dos
grupos treinados (G3 e G4) quando comparado com 0s grupos sedentérios (G1 e

G2).

Diametro das Fibras Musculares ( um)
(%)

Hl1 N2

W3 B4

Figura 18. Distribuicdo percentual da quantidade de fibras musculares nos varios
didmetros das fibras entre os grupos sedentarios e treinados, suplementados e sem
suplementacéo.

Essa condicdo pode se melhor observada na Figura 19, onde o desvio da
curva a direita nos diametros a partir de 50 pm dos grupos submetidos a
treinamento fisico, indica a hipertrofia das fibras musculares, sendo que essa

hipertrofia foi maior nos animais submetidos a suplementacdo com w-3.
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Figura 19. Distribuicbes percentuais da quantidade de fibras musculares nos vérios
didmetros das fibras entre os grupos treinados e sedentarios, com e sem suplementacao
de w-3.
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6 DISCUSSAO

6.1 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Indmeros modelos experimentais foram desenvolvidos para o estudo das
lesGes musculares em diferentes tecidos humanos e animais. O presente trabalho
utilizou um protocolo de treinamento de natacdo, um modelo experimental que,
além da atividade fisica propriamente dita, produz também forte estimulo
emocional que estd relacionado ao tipo de atividade n&o habitual, a
impossibilidade de fuga e a eminéncia de morte (AZEVEDO, 1994; OSTMAN-

SMITH, 1979).

Em um estudo realizado por Camargo Filho et al. (2006), no qual estudaram
o efeito do ester6ide anabdlico nandrolona sobre o musculo soleo de ratos
submetidos a treinamento fisico de natacdo, observaram que nos animais
treinados as alteracdes histologicas e morfométricas das fibras foram maiores,

guando comparadas com 0s animais nao treinados.

A sobrecarga ventral foi realmente importante, pois a resisténcia oferecida
pelo peso extra de chumbo, obrigava o animal a realizar esfor¢o intenso e

continuo, principalmente, com os dois membros posteriores, e também forcavam
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0S animais a apoiar os membros pélvicos no fundo do tanque para impulsionar o
corpo para cima. Com isso, no presente estudo observou-se nos ratos submetidos
ao treinamento fisico, alteracdes histologicas e morfométricas das fibras do

musculo séleo da regido pélvica.

6.2 VARIACAO DO PESO MEDIO DOS ANIMAIS

Conforme os resultados, apresentados na Figura 9, a suplementagcdo com
AGPI w-3 nédo provocou variagdes significativas de ganho de peso nos animais de
nenhum dos grupos experimentais, que confirmam os achados em outros
trabalhos (ALMEIDA, 2003; SONG; MIYAZAWA, 2001). Indicando que o peso nao
pode ser considerado fator de interferéncia nas demais analises, uma vez que 0s

grupos analisados mostraram-se homogéneos.

Estudos mostram que os AGPI w-3 e 6 possuem outra funcdo metabdlica
distinta & da sintese de triacilgliceréis, que € a de fazerem parte da estrutura
guimica dos fosfolipideos presentes na membrana das células (BELL et al., 1996;
CALDER, 2003; PALOMBO et al, 1996). Com isso, no presente trabalho, o ganho
de peso nos animais suplementados ou ndo com w-3 se deve principalmente a
uma evolugdo normal dos animais, do que a um aumento dos depdsitos de

triacilglicerol no tecido adiposo.
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6.3 CONCENTRACAO PLASMATICA DAS ENZIMAS CK E LDH

Embora outros trabalhos (NOSAKA; CLARKSON, 1996; PEDERSEN,;
HOFFMAN-GOETZ, 2000) mostrem, que a concentracdo plasmatica das enzimas
creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) aumenta logo ap6s um
exercicio agudo, atingindo seu pico maximo 2 horas ap0s o exercicio. Os
resultados, encontrados no presente trabalho (Tabela 3), mostram que n&o houve
nenhuma alteracdo significativa (p>0,05) na concentragcdo plasméatica da enzima
CK em nenhum dos grupos experimentais. Uma vez que, no presente estudo, 0s
animais foram submetidos a um periodo de 4 semanas de treinamentos diarios
antes de ser coletado o0 sangue para as analises das enzimas, possivelmente o
treinamento cronico acarretou uma adaptacdo do musculo ao exercicio,
diminuindo a producéo e liberagdo da enzima CK no sangue (HIROSE et al.,
2004). Porém em relagdo a enzima LDH, os resultados mostraram que a
suplementacdo com w-3 diminuiu significativamente (p<0,05) a LDH plasmatica
tanto nos animais sedentarios como nos treinados (Tabela 3), indicando
possivelmente que o AGPI w-3 diminui o nimero de lesdes das células
musculares durante o exercicio fisico, ja que também houve diferencas
significativas na concentragcdo plasmatica da LDH entre os animais treinados com

e sem suplementagéo com w-3.

51



6.4 PRODUCAO DOS EICOSANOIDES

Estudos tém demonstrado que dietas ricas em AGPl w-3 diminuem o
conteudo de acido araquidonico (w-6) nos fosfolipideos das membranas celulares,
acarretando uma diminuicdo na sintese dos eicosanodides derivados do &cido
araquidonico (PGE;, TXB, e LTB4) nos tecidos e sangue (BROUGHTON; WADE,
2002; CALDER, 2003; DOSHI et al., 2004; SPURNEY et al.,1994; SUCHNER;
SENFTLEBEN, 1994). Porém, no presente trabalho, uma diminuig&o significativa
(p<0,05) na concentracdo plasmatica de PGE, e LTB, foi observada
principalmente nos animais suplementados com w-3 dos grupos de animais
sedentarios (G1 e G2), o mesmo ndo ocorrendo com o TXB, (Figura 11),
mostrando que nos animais sedentérios, a resposta a acdo do w-3 foi mais

acentuada.

Embora, as Figuras 10, 11 e 12 mostrem que nos animais treinados, a
suplementacdo com w-3 ndo diminuiu significativamente (p>0,05) as
concentracdes plasmaticas da PGE,, TXB, e LTB,, porém, em valores absolutos
ocorreu uma reducdo nos animais suplementados (Anexos: Tabelas 10, 11 e 12) .
No presente trabalho observou-se também que somente a concentracdo de TXB,
nos grupos de animais treinados (G3 e G4) foi significativamente maior em relacéo
aos animais sedentarios e sem suplementacdo com w-3 (Grupo 1) (Figura 11),

contrariando com isso, estudos que mostram que ap6s um exercicio fisico intenso,
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a concentracdo de PGE,, TXB, e LTB4 aumenta nos tecidos e sangue (KONIG et
al.,1997). Observamos que possivelmente essa diferenca nos resultados, se deve
ao tipo de exercicio que 0s nossos animais foram submetidos, ou seja, o protocolo
de treinamento adotado no presente estudo pode ter provocado uma adaptacdo
da célula muscular, reduzindo as lesGes oxidativas, e acarretando uma diminui¢ao

na sintese dos eicosanoides pro-inflamatorios PGE; e LTB,.

Com relacdo a esta hipdtese, Oh-Ishi et al. (1997) observaram que o
treinamento de resisténcia pode elevar o ajuste da atividade de certas enzimas
antioxidantes no musculo diafragma de ratos, indicando potencial melhora na
resisténcia a espécies reativas de oxigénio intracelular, e com isso, minimizando o
estresse oxidativo, também sugerem que o treinamento de resisténcia pode
reduzir as lesGes oxidativas do musculo diafragma, e consequentemente do

processo inflamatério causado por um exercicio agudo.

6.5 MORFOLOGIA GERAL E DIAMETRO DAS FIBRAS MUCULARES

O exercicio fisico excessivo provoca um aumento de alteracdes
morfologicas e estruturais das fibras musculares (ARMSTRONG, 1990;
GUARNER; VILASECA; MALAGELADA, 1992; PROSKE; MORGAN, 2001). Além

disso, com exercicios extenuantes e prolongados ocorre um aumento da formacéao
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de radicais livres de oxigénio (NAGLE, 1991) que sdo espécies intermediarias do
metabolismo do oxigénio, que podem influenciar processos intracelulares
importantes jA& que uma vez formados, podem oxidar lipidios, proteinas, acidos
nucléicos ou quaisquer outras biomoléculas que estiverem proximas a eles. Dessa
maneira, a atividade dos radicais livres pode ser limitada pelos antioxidantes,

como a vitamina E e enzimas antioxidantes.

Qualquer circunstancia, em que prevaleca a formacdo de oxidantes aos
antioxidantes, tal como exercicio fisico, envelhecimento ou patologias (canceres,
diabete, arteriosclerose, entre outras), pode induzir a instalacdo de uma condigc&o
chamada estresse oxidativo (GANDRA et al., 2004). Nesse caso, 0 acumulo de
reacfes de oxidacdo pode induzir alteracbes severas em varias estruturas
celulares, provocando modificagbes da funcédo e da estrutura celular, e podendo

levar a célula a morte (FRANCISCO NETO et al., 2005).

As Figuras de 13 a 16 mostram que em relacao as analises histologicas os
animais pertencentes aos grupos 1 e 2 (sedentéarios) apresentaram de forma geral,
um grau leve de lesdo quando comparados ao grupo 3 (treinado), envolvendo as
fibras musculares por meio de estagios distintos do processo de fagocitose e por
poucas modificagbes de formato (polimorfismo), com poucas células atroficas e

nacleos periféricos com fasciculos normais.
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Os animais do grupo 4 (treinado) apresentaram nucleos periféricos com
pouca presenca de fagocitose e polimorfismo menos acentuado quando
comparados ao grupo treinado sem suplementacdo e auséncia de aumento do

tecido endomisial.

Ja4 pela analise morfométrica (Tabela 4 e Figura 17), este trabalho
demonstrou que o treinamento fisico por meio da natacédo foi capaz de influenciar
o menor diametro das fibras musculares dos grupos treinados quando
comparados com o0s grupos sedentarios (p<0,05), indicando que o treinamento
induziu hipertrofia do masculo séleo nestes animais. Ja quanto a suplementacao
ndo houve influéncias no menor didmetro nos diferentes grupos analisados
(p>0,05). Além disso, a analise entre os fatores treinamento x suplementagdo com
AGPl w-3 mostrou que ndo houve diferencas significativas nesses animais.
Entretanto, apesar de nado ter sido estatisticamente significante (p> 0,05), os
animais treinados e suplementados com w-3 obtiveram maiores didmetros em

suas fibras musculares.

Nos grupos treinados (G3 e G4), ha predominancia de fibras com diametro
entre 50 e 60 ym, enquanto que nos grupos sedentarios (G1 e G2) foi de 40 a 50
um (Figura 18) . Embora, a Figura 19 mostre que fibras hipertréficas superiores a
50 ym de diametro foram encontradas principalmente nos grupos treinados
suplementados com w-3, ndo podemos afirmar que os AGPI w-3 possam exercer

algum efeito na hipertrofia das fibras musculares.
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A hipertrofia muscular é um processo adaptativo resultante de um aumento
da area de seccdo transversa do musculo, assim como também da area de
seccao transversa da fibra muscular (BRITO et al.,, 2006; SEMSARIAN et al.
1999), como resposta ao aumento da sintese protéica, do nimero e tamanho das
miofibrilas, e também da adicdo de sarcbmeros, o que resulta em um aumento no
volume das fibras musculares individuais, aumentando o nimero de elementos
contrateis e a tensdo maxima que o musculo esquelético pode produzir em

resposta ao exercicio de alta resisténcia (CARSON; NETTLETON; REECY, 2002).

Sendo a hipertrofia, um processo oriundo de uma maior demanda funcional,
e uma alteracdo adaptativa a sobrecarga fisica (BRITO et al., 2006), pode-se
sugerir que nestes animais a sobrecarga sobre o sistema muscular foi suficiente
para produzir hipertrofia desta musculatura, uma vez que o fator treinamento fisico

influenciou as fibras musculares através de seus menores didmetros analisados.

A maior hipertrofia e menos alteragbes das fibras musculares nos animais
suplementados pode estar relacionado as propriedades antiinflamatérias do AGPI
w-3, através da reducdo da sintese dos eicosandides pro-inflamatorios (PGE,,
TXB, e LTB,), e da manutencdo do equilibrio do sistema de antioxidante/oxidante,
prevenindo assim a exarcebacdo da resposta inflamatoria frente ao processo de

lesdo muscular induzido pelo estresse fisico decorrente da natacgao.
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Esta hipotese recebe sustentagdo no fato de termos observado na anélise
histologica que as fibras musculares dos grupos suplementados apresentaram-se
com menos alteragbes celulares quando comparada aos animais do grupo
controle, o que pode estar relacionado com essa propriedade antiinflamatéria do

AGP| w-3.

Uma das teorias para explicar o aumento nos niveis de lesdo muscular
induzida pelo exercicio fisico propde que a perda de integridade da membrana
celular ocorra principalmente como consequiéncia de um ataque dos radicais livres

(GANDRA et al., 2004).

Dessa maneira, tem sido proposto que os radicais livres podem causar
lesdo oxidativa induzida pelo exercicio em musculos ativos. Um aumento no
consumo de oxigénio, assim como a ativacdo de vias metabolicas especificas
durante ou apés o exercicio, resulta na producdo de radicais livres de oxigénio,
sendo que estas moléculas estdo aumentadas em exercicio de alta intensidade e

extenuantes (GANDRA et al., 2004).

Estudos mostram que a reducdo da sintese de PGE, e LTB, a partir da
acdo das enzimas ciclooxigenase e 5-lipoxigenase presentes na membrana das
células musculares, provoca uma diminui¢do na liberacdo de enzimas proteoliticas

lisossomais e dos radicais livres, e consequentemente do estresse oxidativo
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intracelular (ARMSTRONG, 1990; CALDER, 2003). Isso sugere que a
suplementagcdo com w-3 pode ter influenciado a manutengcdo da homeostase do
sistema muscular e no equilibrio do sistema antioxidante/oxidante, modulando as
respostas inflamatérias e o ataque dos radicais livres decorrentes do estresse

fisico, prevenindo o aparecimento de lesfes celulares no musculo esquelético.

Para que o exercicio fisico seja totalmente benéfico, portanto, séo
desejados niveis eficientes de defesa antioxidante e conseqientemente baixos
niveis de estresse oxidativo, evitando, assim, ao maximo a instalacdo de
processos de fadiga. Essa resposta poderia manter os niveis de desempenho
pouco alterados, bem como evitar o aparecimento de lesdes musculares

ocasionadas por este tipo de estresse (ZOPPI et al., 2003).

Logo, esse estudo mostrou a acdo do w-3 no sentido de minimizar as
lesbes induzidas pelo exercicio fisico por meio da natagdo, através da
manutencdo do equilibrio intracelular entre oxidante/antioxidante e pela sua acao
antiinflamatéria decorrente da redugdo da sintese dos eicosanoides pro-
inflamatorios (PGE,, TXB; e LTB,), permitindo o desenvolvimento de uma maior

hipertrofia muscular nos animais treinados e suplementados com w-3.

Portanto, sugerimos que a suplementacdo com AGPI w-3 poderia ser

utilizada em atletas, com o objetivo de diminuir os sintomas de um processo
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inflamatorio, e como o seu efeito na sintese dos eicosanodides derivados do &cido
araquidoénico (PGE;, TXB; e LTB,) foi mais evidente entre os animais sedentarios,
achamos que a acao antiinflamatodria do w-3 nos ratos, e, por extensao em atletas,
seria maior se a suplementacdo fosse realizada diariamente, independente do
periodo de treinamento. Para confirmar essa hipotese, futuros trabalhos poderiam
ser realizados comparando a acdo dos w-3 em exercicios fisicos agudos e

cronicos.
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7 CONCLUSOES

1. Na acdo dos acidos graxos poliinsaturados (AGPI w-3), a concentracao
plasmatica da enzima lactato desidrogenase (LDH) mostrou-se um indicador de
lesdo muscular que se altera mais rapidamente do que a enzima creatina quinase

(CK).

2. Apesar das andlises estatisticas nao indicarem diferencas significativas (p>0,05)
da acdo dos AGPI w-3 na reducdo da concentracdo plasmética dos eicosandides
PGE;, TXB, e LTB, nos ratos treinados, os valores absolutos mostraram

diferencas.

3. O protocolo de treinamento fisico por meio da natacéo utilizado foi suficiente para
induzir alteragcdes histologicas e de menor didmetro das fibras musculares do soleo de

ratos.

4. A andlise histoldégica mostrou que dentre os grupos treinados, o maior grau de lesdo
foi verificada no grupo 3 (sem suplementacdo de w-3), que apresentou alteracbes
morfoldgicas (sobretudo sinais de lesdo) de maior intensidade e frequéncia quando
comparados ao grupo 4 (suplementados com w-3), indicando que 0 w-3 minimizou as

lesBes induzidas pelo exercicio por meio da natacao.
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5. Com relag¢do a medida do menor diametro das fibras musculares do so6leo, os grupos
treinados apresentaram valores maiores que observados nos animais sedentérios, o
que permite concluir que este aumento ocorreu em fungéo do exercicio fisico e ndo da

suplementacéo com w-3.
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Tabela 5. Peso médio (g) dos ratos Wistar nos tempos: inicio da suplementacéo (tempo
0), 7, 14, 21 e 28 dias de suplementacgdo por gavagem no grupo experimental, G1: grupo
controle, sem treinamentos diarios e sem suplementa¢do com AGPI w-3.

PESO-GRUPO 1

ANIMAL 0 7 14 21 28
1 272 294 324 350 368
2 255 277 296 323 333
3 282 300 326 345 365
4 280 294 312 340 359
5 277 299 323 337 363
6 276 299 324 351 365
7 259 267 298 321 331
8 280 311 353 390 410
9 282 313 339 367 378
PESO MEDIO  273,7 2949 321,7 347,1 363,6

Tabela 6. Peso médio (g) dos ratos Wistar nos tempos: inicio da suplementacéo (tempo
0), 7, 14, 21 e 28 dias de suplementagdo por gavagem no grupo experimental, G2: grupo
controle, sem treinamentos diarios e com suplementacéo com AGPI w-3.

PESO-GRUPO 2

ANIMAL 0 7 14 21 28
1 257 282 294 303 325
2 288 306 333 349 365
3 282 297 330 354 385
4 257 270 300 315 335
5 262 201 320 338 355
6 270 287 300 311 321
7 271 294 310 340 350
8 288 322 350 374 389
9 253 280 299 325 338
PESO MEDIO  269,8 292,1 315,1 334,3 3514
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Tabela 7. Peso médio (g) dos ratos Wistar nos tempos: inicio da suplementacéo (tempo
0), 7, 14, 21 e 28 dias de suplementacgdo por gavagem no grupo experimental, G3: grupo
com treinamentos diarios e sem suplementacdo com AGPI w-3.

PESO-GRUPO 3

ANIMAL 0 7 14 21 28
1 258 288 295 313 335
2 255 275 201 311 320
3 261 293 302 334 352
4 265 295 305 333 365
5 254 281 292 305 338
6 273 297 314 336 358
7 274 301 319 343 362
8 257 286 302 320 340
9 269 308 330 348 376
PESO MEDIO  262,9 291,6 305,6 327,0 349,6

Tabela 8. Peso médio (g) dos ratos Wistar nos tempos: inicio da suplementacéo (tempo
0), 7, 14, 21 e 28 dias de suplementacgdo por gavagem no grupo experimental, G4: grupo
com treinamentos diarios e com suplementacdo com AGPI w-3.

PESO-GRUPO 4

ANIMAL 0 7 14 21 28
1 280 302 330 352 376
2 295 321 327 340 360
3 265 281 289 301 310
4 282 315 344 375 400
5 257 281 302 332 362
6 256 262 312 338 360
7 252 260 299 317 342
8 259 274 291 307 325
9 261 287 201 322 356
PESO MEDIO  267,4 287,0 3094 331,6 354,6
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Tabela 9. Concentracdo plasmatica (U/L) das enzimas creatina quinase (CK) e lactato
desidrogenase (LH), nos animais dos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem
treinamentos diarios e sem suplementacdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos
diarios e suplementados com AGPI w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3.

LDH U/L CK U/L

ANIMAL Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4 Grupol Grupo2 Gru po3 Grupo4

1 974,10 320,40 555,70 234,10 40,00 20,00 27,00 16,00
1082,40 292,60 552,80 199,50 34,00 17,00 33,00 22,00
909,90 343,90 548,61 311,76 24,00 18,00 30,00 38,00
899,20 341,20 621,20 353,90 33,00 19,00 23,00 17,00
1127,60 439,00 678,50 433,00 37,00 26,00 23,00 44,00
1116,10 364,10 401,60 379,10 23,00 15,00 25,00 49,00
1002,00 343,77 474,80 311,76 36,00 19,00 25,00 22,00
1015,90 343,77 548,61 433,50 24,00 28,00 13,00 28,00
1015,90 305,20 555,70 149,20 22,00 25,00 12,00 23,00
MEDIA 101590 343,77 548,61 311,76 30,33 20,78 23,44 28,78

SEM 27,38 14,00 26,00 33,50 2,30 1,50 2,30 4,00
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Figura 20. Curva padrdo da prostaglandina E,.

Tabela 10. Concentracdes plasmaticas do eicosandide prostaglandina E, (PGE,), nos
animais dos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem suplementacdo com AGPI
w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados com AGPI w-3.

PGE,
pg/mL
ANIMAL Gl G2 G3 G4
1 62,4 72,8 36,6 19,6
2 48,0 50,9 27,6 41,3
3 75,6 49,1 36,6 47,6
4 54,2 45,7 27,8 31,0
5 62,4 29,3 32,4 31,0
6 62,2 49,1 36,6 45,2
7 76,8 58,5 25,6 31,0
8 60,3 27,6 69,1 14,6
9 59,4 28,0 37,1 17,4
MEDIA 62,4 45,7 36,6 31,0
SEM 3,1 5,1 4,0 4,0
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Figura 21. Curva padréo do tromboxano B,.

Tabela 11. Concentracdes plasmaticas do eicosanéide tromboxano B, (TXB,), nos
animais dos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem suplementacdo com AGPI
w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados com AGPI w-3.

TXB,
pg/mL
ANIMAL G1 G2 G3 G4
1 38,6 41,4 49,5 52,9
2 47,0 49,2 55,1 47,7
3 41,5 41,4 57,2 53,3
4 47,0 34,2 54,3 52,9
5 60,0 41,4 51,4 44,7
6 50,6 49,7 58,7 60,0
7 58,2 34,2 55,1 58,5
8 42,3 44,7 60,4 47,1
9 37,7 36,2 54,5 59,1
MEDIA 47,0 41,4 55,1 52,9
SEM 2,7 1,9 1,0 1,9
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Figura 22. Curva padrao do leucotrieno B,.

Tabela 12. Concentracdes plasmaticas do eicosandide leucotrieno B, (LTB,), nos animais
dos grupos experimentais, G1: grupo controle, sem treinamentos diarios e sem
suplementacdo com AGPI w-3; G2: animais sem treinamentos diarios e suplementados
com AGPI w-3; G3: animais com treinamentos diarios e sem suplementacdo com AGPI
w-3; G4: animais com treinamentos diarios e suplementados com AGPI w-3.

LTB,4 pg/mL
ANIMAL G1 G2 G3 G4
1 673,2 227,0 593,0 549,0
2 566,0 291,1 663,7 542,2
3 673,2 146,7 647,5 473,3
4 576,9 261,4 548,6 542,2
5 566,0 291,1 636,9 631,6
6 789,2 99,6 691,6 505,6
7 680,3 227,0 593,0 576,9
8 757,3 267,9 493,2 457,9
9 776,3 231,0 469,4 601,1

MEDIA 673,2 227,0 593,0 542,2
SEM 29,7 21,7 25,0 19,0
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