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RESUMO

Introducdo: Existe alguma evidéncia que sugere que 0S acidos graxos
Odmega-3 (AGw-3) podem alterar a atividade das vias anti-catabolicas e/ou

anabdlicas do musculo esquelético para promover a manutencdo da massa

muscular. Objetivo: Analisar o efeito da suplementagdo de AGw-3 no

musculo esquelético e no perfil lipidico em ratos submetidos a natacéo.
Meétodo: Sessenta ratos Wistar machos foram divididos em quatro grupos:
sedentario placebo (SP), sedentario AGw-3 (Sw-3), exercicio placebo (EP)
e exercicio AGw-3 (Ew-3). Os animais dos grupos EP e Ew-3 foram
submetidos a 30 sessbes de natacdo com duracdo de 45 minutos,
intermitente, com sobrecarga de 15% do peso corporal, cinco dias por
semana. Os animais receberam 500mg/dia de AGw-3 ou Oleo de oliva
(placebo) por gavagem. Apds a eutanasia, amostras sanguineas foram
coletadas para dosagens de CK, DHL e lipideos sanguineos. Foi retirado o
musculo gastrocnémio, preparadas laminas em HE e estimadas as areas
seccionais pelo método estereoldgico. Resultados: O grupo placebo
submetido ao exercicio (EP) apresentou menor ganho de peso comparado

ao grupo sedentario placebo (SP) (p<0,0001). O grupo Sw-3 apresentou
menor area das fibras musculares (p=0,018), menor valor de CK (p=0,001)

e de colesterol (p<0,0001) comparado ao grupo SP. O grupo Ew-3
apresentou menor valor de DHL (p=0,029), menor valor de LDL
(p=0,0002) e maior valor de HDL (p=0,035) comparado ao grupo EP.
Conclusdo: A suplementacdo com AGw-3 em ratos diminuiu a area
seccional do musculo esquelético, diminuiu os niveis séricos das enzimas

CK e DHL e melhorou 0 perfil lipidico.

XV
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1. Introducao

O musculo esquelético é um tecido contratil especializado, que
movimenta todo o esqueleto, é essencial para a respiracdo, € uma
importante fonte geradora de calor e regula 0 metabolismo. A manutencéo
da massa muscular é de grande importancia para uma vida independente,
saudavel e normal (SHAVLAKADZE & GROUNDS, 2006).

O aumento do desempenho, da forca e da massa muscular é de
interesse fundamental da medicina esportiva (SHAVLAKADZE &
GROUNDS, 2006) e € o objetivo principal da grande maioria dos atletas
que deseja desenvolver sua capacidade fisica ao maximo (SCHOENFELD,
2010).

Existe alguma evidéncia em um numero limitado de estudos em
animais, que sugere que os acidos graxos 6mega-3 (AGw-3) podem alterar
a atividade das vias anti-catabolicas e/ou anabolicas do musculo
esquelético, para promover a manutencdo da massa muscular (GINGRAS
et al., 2007). Estes potenciais efeitos anti-catabolicos e anabdlicos dos
AGw-3 podem atenuar a perda de massa muscular e promover a
manutencdo da massa muscular (e da taxa metabolica), durante os periodos
de restricdo energética na dieta, ou, potencialmente, aumentar a massa
muscular durante o balanco energético (WHITEHOUSE & TISDALE,
2001; GINGRAS et al., 2007).

O suplemento composto pelos AGw-3 estd entre os suplementos
mais populares do mundo, é amplamente comercializado e consumido. Ele
é vendido na forma de cépsula, contendo de 500 a 2000mg de extrato de
6leo de peixe (FAPPI et al., 2014; ALBERT et al., 2015). A Food and
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Drug Administration (FDA) recomenda um maximo de ingestdo de 3g por
dia de AGw-3, sendo que ndo se deve exceder 2g na forma de suplemento
dietético (Food and Drug Administration, 2004).

Devido a limitagdo que os seres humanos possuem para dessaturar 0s
AGo-3, eles sdo considerados essenciais e € necessario obté-los em
quantidades suficientes na dieta (MARTIN et al., 2006; SURETTE, 2008;
BUCKLEY & HOWE, 2010; MOLFINO et al., 2014).

Pesquisas clinicas com a suplementacdo de AGw-3 indicaram seu
impacto positivo em muitas doencas, particularmente naquelas em que a
inflamacdo é sugerida como componente chave na patogénese (BUCKLEY
& HOWE, 2010; SILVERBERG & SCHWARTZ, 2012).

Além disso, tem sido demonstrado que os AGw-3 podem melhorar o
metabolismo dos lipideos por diminuir os triglicérides no sangue
(EBRAHIMI et al., 2014, LESLIE et al., 2015) e aumentar a beta oxidacéo,
contribuindo para o efeito hipolipemiante (FEILLET-COUDRAY et al.,
2013).

Atualmente, também tem sido investigado o seu uso no meio atlético,
avaliando o seu potencial anti-inflamatério e mais recentemente o seu
efeito na funcdo, manutencéo e ganho de massa muscular.

Alguns estudos observaram que a composic¢ao de acidos graxos dos
lipideos da membrana do musculo esquelético, séo reflexo da composicao
de &cidos graxos da dieta em homens e mulheres saudaveis (ANDERSSON
et al., 2002), em idosos (SMITH et al., 2011) e também em ratos (LE
FOLL et al., 2007; ABBOTT, ELSE, HULBERT, 2010; FAPPI et al.,
2014).

KIM & LEE (2014) fizeram uma revisdo sobre as intervengdes
nutricionais com efeitos na dor muscular de inicio tardio (DMIT), que

ocorre apés o exercicio. Os autores afirmaram que a intervencgdo nutricional
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€ uma das maneiras preventivas e terapéuticas de reduzir a DMIT e
descreveram que os AGw-3 possuem este papel, sugerindo que eles estdo
associados com a resposta inflamatoria na reducdo da DMIT.

Diversos estudos tém mensurado varios parametros sanguineos
indicadores de lesOes musculares, tais como: a atividade de enzimas como
a creatina quinase (CK), desidrogenase lactica (DHL) e conteudo de
mioglobina (AOIl, NAITO, YOSHIKAWA, 2006; UCHIYAMA et al.,
2006; NIU et al., 2008; DEMINICE et al., 2009; ARAUJO et al., 2010;
SUSSAI et al., 2010; SOUZA, et al., 2010; RA et al., 2013; MILIONI et
al., 2014; XIAO, 2015).

Lesbes musculares estdo associadas com alteragcbes na funcéo
muscular e tem sido sugerido que pequenas lesdes em um musculo em
particular, podem torna-lo com predisposicdo para lesdo maior no futuro
(WISL@FF, HELGERUD, HOFF, 1998).

MOLFINO et al. (2014) analisaram o papel da suplementacdo com
AG®-3 em idosos e um dos aspectos estudados foi o efeito destes &cidos na
funcdo muscular e 6ssea. Os autores concluiram que a suplementacéo esta
fortemente correlacionada com a fungdo e manutencdo da massa muscular.

A suplementacdo com AG®-3 também tem sido estudada como
auxilio na perda de peso e ganho de massa muscular, quando associada ao
exercicio (DEFINA et al., 2011).

Como ja apontado anteriormente, 0os AGw-3 sdo amplamente
consumidos, assim como pesquisados na area clinica. Recentemente, o seu
efeito no musculo esquelético tem despertado interesse, como uma
estratégia nutricional para a manutencao da integridade da fibra muscular e
prevencdo da sarcopenia, como também para o0 aumento da massa
muscular, associada ao exercicio. Esta nova perspectiva do seu uso, por ser

ainda pouco elucidada, motivaram a realizagdo deste estudo.
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2. Objetivos

Objetivo  priméario:  Analisar os efeitos da
suplementacdo de AGw-3 (acidos graxos dmega-3)
no muasculo esquelético em ratos submetidos ao

exercicio fisico.

Objetivo  Secundario: Verificar o efeito da

suplementacdo de AGw-3 nos valores sericos de

CK (creatina quinase), DHL (desidrogenase lactica)

e no perfil lipidico dos animais estudados.
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3. Literatura

3.1. O musculo esquelético

A musculatura esquelética constitui aproximadamente 40% do peso
corporal humano (SHAVLAKADZE & GROUNDS, 2006). A agua
representa em torno de 75% da massa do musculo esquelético e a proteina
corresponde a 20%. Os 5% restantes sdo representados por sais e outras
substancias, incluindo os fosfatos de alta energia, a ureia, o acido latico,
minerais (calcio, magnésio e fosforo), varias enzimas, os ions de sodio,
potassio e cloro, aminoacidos, gorduras e carboidratos (McCARDLE,
KATCH, KATCH, 2008).

O musculo esquelético € a principal reserva de proteinas, cerca de
60% da proteina total do corpo dos seres humanos. O tecido muscular
esquelético contém milhares de proteinas especificas que podem ser
classificadas como miofibrilares, sarcoplasmaticas e fracbes mitocondriais
(POOTTMANS et al.,, 2012). A miosina (aproximadamente 60% da
proteina muscular), actina e tropomiosina sao as proteinas mais abundantes.
Cada 100g de tecido muscular contém cerca de 700mg de proteina
conjugada fixadora de oxigénio, a mioglobina (McCARDLE, KATCH,
KATCH, 2008).

A massa muscular é regulada pelo equilibrio (ou a falta dele) entre as
taxas de sintese e degradacédo das proteinas (STEINER, GORDON, LANG,
2015). O turnover da proteina muscular é a soma do processo de sintese de
proteina muscular (SPM) e a degradacdo da proteina muscular (DPM)
(POOTTMANS et al., 2012).
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Depois da infancia, o desequilibrio crbénico entre o processo de
sintese e degradacdo da proteina, leva a um ganho liquido (hipertrofia:
SPM>DPM) ou perda liquida de proteinas (atrofiaz DPM>SPM)
(PHILLIPS, 2014).

Com o desenvolvimento de técnicas da biologia molecular,
ocorreram grandes avancos na compreensdo das mdltiplas vias de
sinalizagdo intracelulares, do turnover de proteina muscular com
consequente reprogramacao genética, que resulta em alteracbes na massa
contractil e nas propriedades metabolicas. Tais interacfes sugerem que a
dindmica na regulacdo da massa esquelética ndo € simplesmente um
balanco entre sintese e degradacdo proteica, mas um processo finamente
regulado (MIYAZAKI et al., 2011; FERNANDES et al., 2012).

O processo de desenvolvimento do musculo esquelético é chamado
de miogénese. Todas as células comecam como células-tronco
embrionarias, que recebem inimeros sinais e sdo programadas para assumir
caracteristica especializada tais como nervos, musculos, pele, o0ssos e
orgéos. Este processo de especializacdo é chamado de diferenciagcdo. Antes
da diferenciacdo, ocorrem eventos importantes dificeis de observar. Um
dos eventos € 0 momento em que a celula-tronco é direcionada para uma
linhagem de tecido, o que é chamado de determinacdo (LIEBER, 2012,
p.07).

Na biologia do musculo esquelético, o processo de determinacéo e
diferenciacéo e finamente controlado por uma familia de proteinas, que séo
chamadas de fatores reguladores da miogénese. O termo técnico para a
proteina que controla a expressdo do DNA é fator de transcrigdo. Um dos
primeiros fatores de transcricdo descoberto foi chamado de myoD
(LIEBER, 2012, p.07).

Pesquisadores observaram que quando o myoD era expresso, uma

celula-tronco era determinada para comecar uma célula muscular.
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Posteriormente, os pesquisadores descobriram que os fatores regulatérios
miogénicos (mrfs) sdo uma familia de quatro proteinas: a myoD, mifs, mrf4
e miogenina. As duas primeiras proteinas (myoD e mifs) sdo expressas no
momento da determinagdo, atuam na célula-tronco para ser determinado
um mioblasto e as duas Ultimas proteinas (mrf4 e miogenina) sdo expressas
no momento da diferenciacdo, onde atuam no desenvolvimento das fibras
musculares (LIEBER, 2012, p. 07; FERNANDES et al., 2012).

A sintese proteica no musculo esquelético é estimulada pelo Fator de
crescimento IGF-1 e insulina. Estimulos mecénicos, como o exercicio
fisico aumenta a expressdo de IGF-1 que ativa as vias de sinalizagdo
proteicas PI3K, Akt, mTOR e p70S6K, levando a hipertrofia muscular.
(MIYAZAKI et al., 2011; LIEBER, 2012).

Um fator de transcricdo conhecido como FOXO, tem papel muito
importante no controle da sintese e degradacdo proteica. Este fator, em
condicOes de atrofia, entra no nucleo da fibra muscular e ativa a atrogénese
(i.e: resposta atrofica), atraves da producdo de atrogina (LIEBER, 2012,
p.07).

Por outro lado, em condicdes hipertréficas o IGF-1 e a insulina
ativam as proteinas de sinalizacdo PI3K e AKT, que em cascata inibem a
entrada do FOXO no nucleo, resultando na inibicdo da atrogénese e
levando a hipertrofia muscular. (OCHI, ISHII, NAKAZATO, 2010;
LIEBER, 2012, p. 207).

3.2. Hipertrofia muscular

O masculo esquelético é uma estrutura muito plastica, o que significa

que ele é capaz de adaptar a sua estrutura e funcdo em diferentes cargas de
trabalho impostas (ERZEN, 2004).
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A massa muscular mantém um elevado grau de plasticidade
fenotipica durante o tempo de vida de um individuo, permitindo adaptacgdes
a diferentes tipos de treinamento fisico e cargas de trabalho impostas
(ERZEN, 2004; FLANN et al., 2011).

Nos esportes, na reabilitacdo fisica, na cirurgia e no trauma, a ideia
de que o musculo esquelético é um dos tecidos mais adaptaveis do corpo, é
facilmente comprovada (FLANN et al., 2011; FERNANDES et al., 2012).

A hipertrofia muscular é conhecida pelo aumento da area de sec¢édo
transversa do musculo esquelético a partir da biossintese de novas
estruturas envolvidas na contragdo muscular, sendo uma das principais
adaptacdes geradas no musculo em decorréncia do treinamento fisico
(GLASS, 2005).

Um dos mecanismos mais amplamente reconhecidos para provocar a
hipertrofia muscular, é a tensdo mecénica. Mecanotransdugdo é o termo
utilizado para descrever a conversdo da tensdo mecanica num sinal
bioquimico que desencadeia a sinalizacdo intracelular anabolica e a sintese
de proteina muscular. Geralmente, a hipertrofia induzida pelo treinamento
é considerada um processo lento. Frequentemente dura em torno de 6 a 7
semanas para ocorrer uma hipertrofia significativa, na qual o aumento
muscular pode ser demonstrado (PHILLIPS, 2000).

Entretanto, estudos observaram hipertrofia mais precoce apoés
programas de treinamento (SEYNNES, BOER, NARICI, 2007; OCHI,
ISHII, NAKAZATO, 2010; DEFREITAS et al., 2011).

DEFREITAS et al. (2011), examinaram o tempo da hipertrofia do
musculo esquelético, induzida por um programa de treino de forca. Eles
submeteram 28 homens com média de idade de 21,5 * 3,6 anos, saudaveis
e sedentarios, durante oito semanas, a vinte e quatro sessGes de

treinamento, com intervalos de 48 horas de cada sessdo. Foi medida a area
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seccional do musculo do bragco dominante em cada semana, através do uso
da tomografia computadorizada. A hipertrofia muscular foi significante

depois de trés a quatro semanas de treinamento.

RADER et al.(2014) estudaram a adaptacdo promovida pelo
levantamento de peso volitivo em ratos na performance e morfologia do
musculo esquelético. Os animais foram divididos em trés grupos: controle,
com cargas de 70 e 700g durante um més, para observar a hipertrofia
muscular através do método estereoldgico. Exclusivamente, o grupo
submetido a carga de 700g aumentou o namero de fibras por unidade de
area em 20% e decresceu a area da fibra muscular em 20%, com isso a
massa muscular permaneceu inalterada, isso inclusive ocorreu
principalmente no musculo gastrocnémio. Os autores concluiram que neste
modelo, alteracfes morfoldgicas distintas acompanham o precoce ganho de
forca antes de ocorrer a hipertrofia propriamente dita. Os autores relataram
que em estudo anterior com duracéo de dois meses, ocorreu a hipertrofia do

musculo gastrocnémio.

3.3. Suplementos nutricionais para aumento da massa muscular

A sintese proteica é dependente da disponibilidade de substratos
construtores, energeéticos e reguladores; portanto, a magnitude da resposta
hipertrofica muscular tem estreita dependéncia em relacdo a ingestao
nutricional (PASCHOAL & NAVES, 2014).

Os nutrientes podem ser obtidos através da alimentacdo. No meio
esportivo 0s suplementos nutricionais tém sido muito utilizados. A

industria destes suplementos tem desenvolvido produtos com nutrientes
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isolados ou com uma combinagdo deles com o objetivo de aumentar a

massa muscular, a forca e o desempenho fisico.

KREIDER et al. (2010) realizaram uma reviséo sobre as pesquisas e
recomendacbes de suplementos nutricionais na area esportiva, onde foi
efetuada uma andlise sobre supostos suplementos para aumento de massa
muscular. Foram considerados eficazes e seguros os seguintes suplementos:

e Creatina monoidratada - considerada nesta revisdo o mais eficaz
suplemento nutricional disponivel para os atletas, para aumentar a
massa muscular, associado a exercicios de alta intensidade.

e Proteina: atletas submetidos a treinamento intenso podem precisar de
proteina adicional em sua dieta para atender as necessidades de
proteina para sintese proteica muscular.

e Aminoacidos Essenciais: estudos recentes indicaram que a ingestéo
de 3 a 6 g destes aminoacidos antes e/ou apds o exercicio estimula a
sintese proteica.

Além disso, outros suplementos que possuem fundamentacéo tedrica
para seu uso, mas que exigem mais pesquisas para determinar seu potencial
anabdlico séo:

e [-hidroxi B-metilbutirato (HMB) - é um metabodlito do aminoacido
leucina. A leucina e os seus metabolitos inibem a degradacdo de
proteinas.

e Aminoéacidos de cadeia ramificada (AACR) - relatou-se que reduzem
a degradacdo de proteinas e de enzimas indicadoras de lesdo
muscular induzida pelo exercicio, possivelmente através da
promocao de um perfil hormonal anti-catabolico.

Recentemente, componentes alimentares com acgbes fisiologicas

foram chamados de ‘““alimentos funcionais” e os efeitos destes alimentos
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tém sido cientificamente investigados (NICKLEBOROUGH et al., 2003;
AOI, NAITO, YOSHIKAWA, 2006).

Mais recentemente, outros nutrientes ou fitoquimicos presentes nos
alimentos tem sido investigados quanto aos seus efeitos no ganho de massa
muscular, como exemplos a vitamina C (MAKANAE et al., 2013), o &cido
ursolico, presente na maca e outras frutas (OGASAWARA et al., 2013), o
acido fosfatidico presente na soja (JOY et al., 2014) e os acidos graxos
polinsaturados 6mega-3 (AGw-3) presentes em peixes e Oleo de peixes
(WHITEHOUSE & TISDALE, 2001; BRAGA et al., 2006; GINGRAS,
WHITE, CHOUINARD, 2007).

3.4. Acidos Graxos Omega-3

Os acidos graxos polinsaturados (AGPI) sdo considerados nutrientes
beneficos para a saude humana, com efeito particular no sistema
cardiovascular e sistema nervoso (SIMOPOULOS, 2002; DUDA et al.,
2009; TENG et al., 2010; BUCKLEY & HOWE, 2010; BAKKER, ERK,
PELLIS, 2010; SILVERBERG & SCHWARTZ, 2012). Estes acidos sao
classificados em quatro tipos de familias: 6mega-3 (»-3), 6mega-6 (®-6),
O0mega-7 (o-7) e 6mega-9 (»-9), sendo que esta classificacdo refere-se a
posicédo da primeira insaturacdo (dupla ligacdo) na cadeia carbonica a partir
do carbono terminal (MARTIN et al., 2006; SURETTE, 2008).

Duas familias de AGPI, os acidos graxos m-3 (&cido linolénico) e o-
6 (&cido linoleico) sdo os mais consumidos no mundo e estdo associados a
efeitos amplamente discutidos na comunidade cientifica (FAPPI et al.,
2014). Eles sdo seletivamente incorporados aos lipideos da membrana
plasmatica em varios tipos de células, especialmente naquelas com funcgdes

especializadas, por exemplo: cardiacas, musculares, nervosas e células do
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sistema imunoldgico (GALLI & CALDER, 2009; ABBOTT, ELSE,
HUBERT, 2010; FAPPI et al, 2014).

Os 4acidos graxos ®-3 (AGw-3) ¢ ®-6 (AGw-6) tém sido alvo de
inmeros estudos nas ultimas décadas (ABBATECOLA et al.,, 2009;
ROUSSEAU, KLEPPINGER, KENNY, 2009; MOLFINO et al., 2014).
Estes acidos podem ser produzidos pelas plantas mediante a introducéo de
duplas ligacGes adicionais no acido oleico, formando 0 AGw-6 com duas
insaturacbes ou 0 AGw-3 com trés insaturacdes (MARTIN et al., 2006).

Devido a limitacdo que os seres humanos possuem para sintetizar
estes acidos graxos, eles séo considerados essenciais e € necessario obté-los
em quantidades suficientes por meio da dieta (MARTIN et al., 2006;
SURETTE, 2008; BUCKLEY & HOWE, 2010; MOLFINO et al. 2014).

Os AGo-6 sdo convertidos por uma série de dessaturagdes e
alongacdes em &cido araquidonico (AA), enquanto os AGw-3, da mesma
forma, ddo origem aos acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico
(DHA). Estes acidos que sdo de cadeia longa vdo formar eicosanoides, que
incluem prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Os AGw-3 geram
prostaglandinas e tromboxanos da serie-3 e leucotrienos da série-5 (séries
impares), que tém efeito antitrombotico, antivasoconstritor e anti-
inflamatdério. No entanto, os AGw-6 produzem prostaglandinas e
tromboxanos da série-2 e leucotrienos da serie-4 (séries pares), Cujos
efeitos sdo opostos (SANT’ANA, 2004; GALLI & CALDER, 2009;
CALDER, 2010).

EPA e DHA sdo AGw-3, inibem o metabolismo do AA, que € um
AGo-6 e reduzem a producdo de mediadores inflamatorios, que sédo os
leucotrienos e prostaglandinas e a producdo de citocinas por células
inflamatdrias (ENDOH et al., 2005). O consumo de 6leo de peixe resulta

numa parcial inibicio do AA em membranas de células inflamatorias,
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provocada pelo EPA. Esta resposta representa um potencial efeito anti-
inflamatodrio dos AGw-3 (ARITA et al., 2005) (figura 1).

AG®m-6 AGm-3
Acido araquidénico e EPA DHA
CoX -LOXN, COX e LOX COX e LOX
Y

2-séries PGs 4-séries LTs 3-séries PGs  S-sériesLTs  E-séries  D-séries resolvinas
- - ” h e - _ resolvinas e protectinas

Alto porenc Baixo potencial Anti-inflam;’:driu e Cessaa

pré-inflamatério pré-inflamatdrio N

inflamagao

Figura 1 - Visdo geral da sintese de mediadores lipidicos do acido araquidénico , EPA e

DHA e dos seus efeitos na inflamacdo. Fonte: Calder (2010, p. 8).

Os AGPI das séries ®-3 ¢ o-6 competem pelas enzimas envolvidas
nas reacdes de dessaturacdo e alongamento da cadeia. Embora essas
enzimas tenham maior afinidade pelos acidos da familia -3, a converséo
dos AGw-3 € fortemente influenciada pelos niveis de AGw-6 na dieta.
Assim, a razdo entre a ingestdo diaria de alimentos fontes de AGw-3 e
AGo-6 assume grande importancia na nutricgdo humana, resultando em
varias recomendacdes que tém sido estabelecidas por autores e 6rgédos de
saude em diferentes paises (MORITZ et al., 2008).

Os AGw-6, denominados linoleicos, s&o encontrados em 06leos
vegetais como o de algoddo, gergelim, girassol, soja, milho, cereais
integrais, leite, ovos, carnes, aves e alimentos processados (WEISS,
BARRETT-CONNOR, MUHLEN, 2005; MARTIN et al., 2006; LANCHA
Jr, 2009).

Os AGw-3, denominados a-linolénicos, s&o encontrados

principalmente nos 6leos de moluscos e de peixes de agua fria, tipo
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anchova, atum, arenque, cavalinha, salmao, sardinha, truta e tainha; assim
como, em mamiferos marinhos (MARTIN et al, 2006; SURETTE, 2008;
SILVERBERG & SCHWARTZ, 2012). Peixes oriundos da piscicultura
contém menor teor de AGw-3 e maior teor de AGw-6 (PASCHOAL &
NAVES, 2014). Fontes vegetarianas de AGw-3 sdo encontradas nas
sementes e no Oleo de linhaca, de canola, na chia e nas nozes. Pequenas
quantidades sdo encontradas em vegetais, frutas, ovos, aves, e carnes.
(WEISS, BARRETT-CONNOR, MUHLEN, 2005).

Suplemento de Oleo de peixe também € uma fonte rica e
normalmente contém de 30% a 50% de AGw-3 por peso (SURETTE,
2008).

Estima-se que a razdo de AGw-6/AGw-3 na dieta das pessoas que
viveram no periodo que antecedeu a industrializacdo, girava em torno de
1:1 a 2:1, devido ao consumo abundante de vegetais e de alimentos de
origem marinha, contendo AGw-3. A dieta ocidental moderna contém
elevadas quantidades de AGw-6, resultando numa elevada razéo de AGw-
6/AGw-3 (~15:1), o que pode promover o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (SIMOPAULOS, 2002).

Alguns paises, como a Suécia e a Alemanha tém estabelecido
recomendagdes para uma ingestdo por meio da dieta, na razdo de AGw-
6/AGw-3 de 5:1, enquanto o Japdo & mais rigoroso e estabelece uma
ingestdo na razdo de 2:1. A Food and Agricultural Organization of the
United Nations (FAO) é menos exigente e estabelece uma ingestdo destes
acidos com a razdo AGw-6/AGw-3 de 5-10:1(SANT’ANA, 2004).

ABBATECOLA et al. (2009) estudaram a relacdo do consumo de
AGPI e o declinio da performance fisica em idosos durante trés anos. Eles
constataram que o nivel plasmatico de AGw-3, 0s quais refletem a ingestéo

dietética, parecem proteger contra o acelerado declinio do desempenho
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fisico e que uma maior razdo de AGw-6/AGw-3 estd associada ao menor

desempenho fisico e a menor velocidade de caminhada.

BLASBALG et al. (2011) analisou a mudanga no consumo de AGo-
6 e AGw-3 na dieta da populacdo americana no século 20 e verificou que a
razdo AGw-6/AGw-3 aumentou de 6,4 em 1909 para 10 em 1999. A maior
modificacdo na dieta desta populacdo neste século foi o aumento na
estimativa do consumo per capita de 6leo de soja de 0,006% para 7,38% da
energia consumida. Este aumento se deu principalmente na Gltima metade
do século, de 1946 a 1999.

Com a industrializacdo, ocorreu um aumento progressivo desta
razdo, devido principalmente a producdo de oleos refinados oriundos de
especies oleaginosas com alto teor de linoleico e a diminuicdo da ingestéo
de frutas e verduras, resultando em dietas com quantidades inadequadas de
AGw-3. Além disso, com o desenvolvimento difundido de certas préticas
da criacdo de gado, incluindo a alimentacdo com grdos em vez de grama,
tem levado a um decréscimo no consumo dos AGw-3 (YOUNG &
MARTIN, 2003; BLASBALG et al., 2011).

Pesquisas clinicas com a suplementacdo com 0s AGw-3 indicaram
seu impacto positivo em certas doencas, particularmente aquelas em que a
inflamacéo é sugerida como componente chave na patogénese (BUCKLEY
& HOWE, 2010; SILVERBERG & SCHWARTZ, 2012).

A base molecular de acédo nas doencas e local de inflamacéo tem sido
investigada, incluindo doencas cardiovasculares (BUCKLEY & HOWE,
2010; SILVERBERG & SCHWARTZ, 2012), osteoartrite (JEROSCH,
2011), fibromialgia (KO et al., 2010), asma e periodontites (ARITA et al.,
2005), doencas neuro degenerativas (SIMOPOULOS, 2002; RAMIREZ-
RAMIREZ et al. 2013), depressdo (HUANG et al., 2008), transtornos de
humor e pancreatite (WEYLANDT et al., 2008), diabetes tipo 1 e 2 e
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obesidade (GALLI & CALDER, 2009; BUCKLEY & HOWE, 2010;
BAKKER et al., 2010; DEFINA et al., 2011). Além disso, sdo utilizados
em alguns produtos para gestantes e lactentes para promover um melhor
desenvolvimento cerebral e visual em criangas (LINKO & HAYAKAWA,
1996; SURETTE, 2008).

Atualmente, também tem sido estudado o seu efeito na prevencéo de
lesbes neoplasicas (WHITEHOUSE & TISDALE, 2001) e foram
observadas propriedades imunossupressoras e anticaquéticas (BAKKER et
al., 2010; ROGERS et al., 2011).

A suplementagdo com AGw-3 tem demonstrado efeito benéfico na
perda de peso e ganho de massa muscular, quando associada ao exercicio
(DEFINA et al., 2011).

Com isso, abriram-se novos horizontes de pesquisa, e uma delas aqui
apresentada, é a possibilidade dos AGw-3 contribuir na integridade e ganho
de massa muscular decorrentes de exercicios intensos. Torna-se importante
e necessaria a compreensdo do papel dos AGw-3 nas fibras musculares,

para somar a tantos outros beneficios ja conhecidos.

3.5. Acidos Graxos Omega-3 e Hipertrofia Muscular

MOLFINO et al. (2014), em uma recente revisdo, analisaram o papel
da suplementagdo com AGw-3 em idosos e um dos aspectos estudados foi
0 efeito destes acidos na funcdo muscular e éssea. Os estudos relacionados
a funcdo muscular foram de CORNISH & CHILIBECK (2009),
ROUSSEAU et al. (2009) e SMITH, GREENBERG, TISDALE (2011).

CORNISH & CHILIBECK (2009) estudaram o efeito da
suplementa¢do com AGw-3 associada ao treino de forca em idosos. O
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objetivo da pesquisa foi avaliar a efetividade dos AGw-3 nos marcadores
de inflamagdo, na massa muscular e forga de idosos submetidos a um
programa de treino de forca progressiva. A hipotese dos autores € que a
redugdo cronica da inflamacdo devido aos AGw-3 poderia aumentar o
conteudo e a densidade mineral 6ssea mais que o placebo, durante o
programa de exercicio de forca. Participaram da pesquisa 51 idosos e as
varidveis dependentes foram: concentracdo plasmatica de IL-6 € TNF-a,
avalicdo fisica e DXA. Os individuos foram divididos por sexo,
randomizados e suplementados com AGw-3 ou placebo. Cada individuo
completou um programa progressivo de treinamento trés vezes por semana,
durante doze semanas. A suplementagio com AGw-3 diminuiu a
concentragédo IL-6 em homens idosos, mas ndo nas mulheres, mas ndo teve

efeito significativo na massa muscular e na forca dos sujeitos avaliados.

ROUSSEAU et al. (2009) analisaram a relacdo entre o relato de
ingestdo de AGw-3 e a densidade éssea através da DXA e a funcédo
muscular dos membros inferiores de idosos. O estudo foi transversal e
participaram 247 idosos, sendo 118 homens e 129 mulheres. Os idosos
reportaram uma média de ingestdo de 1,27g/dia de AGw-3, quantidade
considerada baixa. Os autores concluiram que houve uma associacdo entre
alta ingestdo de AGw-3 e maior densidade mineral 0ssea, mas ndo houve
associacdo com a funcdo muscular. Os autores acreditam que esta ultima é
influenciada por outros fatores nutricionais, tais como, a ingestdo de
proteinas, de vitamina D e associacdo entre a razdo de ingestdo de AG o-
6/w-3, que foi pesquisada no estudo de Rancho Bernardo (WEISS,
BARNETT-CONNOR, MUHLEN, 2005), no qual os autores encontraram
correlacdo inversa entre esta razdo e a densidade mineral 6ssea.

SMITH, GREENBERG, TISDALE (2011) realizaram um estudo

clinico randomizado com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacéo
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com os AGw-3 na sintese proteica muscular em idosos. Sessenta e seis
idosos foram randomizados em dois grupos recebendo AGw-3 ou 6leo de
milho durante oito semanas. Eles avaliaram a taxa da sintese proteica e as
vias de sinalizacdo anabdlicas musculares antes e apds a suplementacéo,
em condi¢cBes basais, pds absortivas e durante hiperaminoacidemia -
hiperinsulinemia. A suplementacdo com 0os AGw-3 néo teve efeito na taxa
basal de sintese proteica, mas na condicdo de hiperaminoacidemia —
hiperinsulinemia, aumentou a taxa de sintese proteica muscular que foi
acompanhada com o grande aumento de mTor e p70S6K no masculo. Os
autores concluiram que os AGw-3 estimulam a sintese proteica muscular
em idosos (por um mecanismo ainda ndo conhecido) e que podem ser
usados na prevencao e tratamento da sarcopenia.

A suplementagdo com AGw-3 esta fortemente correlacionada com a
funcdo e manutencdo da massa muscular. A maior ingestdo de AGw-3 na
dieta ou na forma de suplementos deve ser encorajada, apesar de serem
necessarios mais estudos para elucidar os resultados conflitantes na
literatura sobre o efeito dos AG ®-3 na manutencdo da salde éssea, na
prevencdo da perda de massa muscular e fungdo associada com o
envelhecimento (MOLFINO et al. 2014).

3.6. Acidos Graxos Omega-3 e Atrofia Muscular

Atrofia muscular é a perda de massa muscular resultante de uma
reducdo da éarea da fibra muscular ou da densidade devido a uma
diminuicdo da sintese proteica e um aumento da degradacdo de proteinas
musculares. Alguns estudos recentes tém demonstrado um potencial
atrogénico dos AGw-3. (FAPPI et al., 2014).
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SOHAL et al. (1992) estudaram o efeito da dieta com altas doses de
AG®w-3 (19%) versus controle (1%) em ratos saudaveis. Depois de trés
semanas, metade dos ratos foi induzida ao diabetes por meio da
estreptozotocina, os quais formaram quatro grupos. Depois de passadas as
trés Ultimas semanas do experimento, 0os musculos epitrocleares e extensor
longo dos dedos de cada rato foram avaliados in vitro. A dieta com altas
doses de AGw-3 diminuiu a sintese das prostaglandinas PGE, e PGF, nos
dois musculos. Os musculos de todos os ratos alimentados com dieta com
alto teor de AGw-3 mostraram diminuicdo de 20% nas taxas de sintese
proteica, comparado com 0s musculos dos ratos que ingeriram dieta com
baixo teor de AGw-3. As taxas de degradacdo proteica foram inibidas em
torno de 10% nos musculos dos animais que ingeriram dieta com alto teor
de AGw-3. Os autores mostraram que a administracdo de EPA causou
mudancas na composicdo de acidos graxos dos fosfolipideos da membrana
muscular, através da observacdo da mudanca da producdo das
prostaglandinas. A dieta contendo altos niveis de AGw-3 afetou
significativamente todos os parametros do turnover proteico estudado. Os
autores concluiram que a ingestdo de 6leo de peixe pode ter implicacdes
com a composicdo da membrana muscular e resulta na alteracdo do
metabolismo da glicose e da proteina muscular. Os autores sugeriram que a
aparente habilidade dos AGw-3 de suprimir as taxas de sintese e
degradacéo proteica pode ter efeito no crescimento muscular e na atrofia e

estes aspectos precisam ainda ser mais pesquisados.

VIGOUROUX et al. (2003) estudaram a influéncia de dietas
suplementadas com oOleo de peixe (9%) ou Oleo de girassol (3%) na
atividade do sistema proteosoma (que provoca a degradacdo proteica) nos
musculos esqueléticos de ratos Wistar durante oito semanas. As duas dietas

aumentaram a atividade do proteosoma, mas o0 aumento foi mais
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pronunciado na dieta com O6leo de peixe, sendo que no musculo
gastrocnémio o aumento foi de 90%. Os autores sugeriram que este

aumento se da devido a peroxidacdo lipidica que pode danificar proteinas.

LE FOLL et al. (2007) estudaram os mecanismos de sinalizacéo
celulares com uma dieta com baixo teor de AGw-3 e avaliaram se esta dieta
pode modular a atividade da PI3K e diminuir a fosforilagdo de Akt em
ratos normais e com resisténcia a insulina. Durante 28 dias os ratos foram
alimentados com dieta controle, contendo 14,6% do valor calorico
composto de 6leo de amendoim ou dieta com AGw-3, na qual 4,9% do
valor caldrico do 6leo de amendoim foram substituidos por 6leo de peixe.
O estimulo da insulina na PI3K e Akt foi estudado no figado, musculo e
tecido adiposo. Os autores verificaram que os ratos alimentados a base da
dieta com AGw-3 diminuiram a habilidade da insulina de estimular a
atividade da PI3K e reduziram significativamente os niveis de Akt no
tecido muscular. O decréscimo da atividade da Akt pela PI3K resulta em
alta ativacdo dos fatores de transcricdo como o FOXO, envolvidos no

processo de atrofia muscular.

CASTILLERO et al. (2009) pesquisaram o efeito da suplementacéo
com EPA na prevencdo da perda de peso e da massa muscular induzida
pela artrite. Os ratos receberam 1g/Kg/dia de EPA ou 6leo de coco durante
quinze dias. O EPA néo alterou o decréscimo na ingestdo alimentar e ndo
teve efeito no ganho de peso corporal, mas preveniu o0 aumento de
proteinas de sinalizacdo de atrofia muscular (TNF-a e atrogina-1) e
aumentou MurF1 mRNA e o peso do musculo gastrocnémio. Nos ratos
com artrite, o EPA ndo modificou o efeito estimulatério da artrite nos
fatores regulatérios da miogénese. Os autores sugeriram que a

suplementacdo com EPA atenuou a perda de musculo por decréscimo do
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TNF-a e atrogina-1 e aumentou os fatores de transcricdo que regulam a

miogénese.

FAPPI et al. (2014) avaliaram o efeito da suplementacdo com AGo-
3 no desenvolvimento da atrofia muscular induzida pela dexametasona,
através de analises histologicas, expressao de genes envolvidos na sintese e
degradacéo proteica e analise da expressdo de proteinas envolvidas, como a
IGF-1, PI3K, AKt e mTOR. A hipotese destes pesquisadores era que a
suplementagdo com os AGw-3 poderia impedir a atrofia induzida pela
dexametasona. Eles utilizaram dois grupos de ratos Wistar, com e sem a
suplementacdo com AGw-3, durante 40 dias. Nos altimos dez dias, 0s
grupos foram subdivididos em quatro grupos: controle, dexametasona,
AGo-3 e AGw-3 + dexametasona. Foram analisadas secgOes da area das
fibras musculares, expressdo de genes myo D, miogenina, murf-1 e
atrogina-1, a expressao das proteinas Akt, GSK3p, FOXO3a e mTOR. A
dexametasona induziu a perda de peso corporal e muscular, a atrofia nas
fibras tipo II b e decréscimo na expressao das proteinas Akt, GSK3p e
FOXO0O3a. A suplementacio com AG®w-3 ndo atenuou o efeito da
dexametasona no musculo esquelético e, ao contrario, causou atrofia nas
fibras musculares dos tipos | e lla, reduziu a expressdo de miogenina e
aumentou a expressdo de atrogina-1. Os pesquisadores concluiram que
suplementos contendo AGw-3 sdo usualmente benéficos para a saude, mas

eles podem potencializar alguns dos efeitos colaterais dos glicocorticoides.

3.7. O metodo estereoldgico

A estereologia é um conjunto de métodos que permite a aplicacdo de

regras morfométricas para apresentar informacdes de seccdes em duas
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dimensdes (2D) ou em trés dimensbes (3D). As estimativas de qualquer
parametro em especial, para ser significativa, tem que representar a
estrutura como um todo. Isto significa que a estrutura tem que ser
seccionada de tal modo que todas as partes tenham igual probabilidade de
estar presente nas seccdes que estdo sendo utilizadas na analise. Ou seja, é
necessaria uma amostra representativa das seccdes a partir da estrutura
inteira ou area a ser analisada, seja em 2D ou 3D (WEST, 2012).

Uma das maneiras pela qual isto pode ser conseguido em material
histologico é fazer a amostragem das seccdes a serem analisadas de
maneira aleatdria, sistematica e uniforme. A uniformidade significa que o
conjunto de seccdes a serem coletadas para analise seja espacado a
intervalos iguais ao longo de toda regido de interesse. Um dado importante
€ que a primeira sec¢do no conjunto é posicionada aleatoriamente dentro do
primeiro intervalo (WEST, 2012).

No caso da analise em 2D, isto é possivel através da aplicacdo do
“Fractionator” 2D, o qual realiza 0 procedimento de amostragem
sistematica, uniforme e aleatdria das regides de cada sec¢édo histoldgica a
ser analisada. Posteriormente, aplica-se o “Nucleator” 2D, que a partir do
ponto central de cada unidade selecionada (dentro da regido amostrada pelo
Fractionator 2D) sdo projetadas linhas com dire¢des isotrdpicas que serdo
delimitadas até a borda da unidade a ser medida com o auxilio de um

programa computacional (WEST, 2012).

ERZEN (2004) descreveu as possibilidades de aplicacdo dos
métodos estereoldgicos para estudar os musculos esqueléticos e o autor
concluiu que estes metodos ndo sdo ainda suficientemente reconhecidos,
mas que representam uma ferramenta util para quem deseja estudar a

plasticidade do musculo esquelético.
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A estereologia vem tomando o lugar da morfometria. A maioria dos
estudos utilizava a morfometria para realizar as medidas dos componentes
do mdasculo esquelético. Portanto, por ser uma técnica mais precisa,
utilizamos nessa pesquisa 0 metodo estereoldgico, com o intuito de

diminuir a margem de erro.

3.8. Creatina Quinase, Lactato Desidrogenase e Lesdo Muscular

O micro trauma, a inflamacéo e a dor sdo frequentemente causados
pelo aumento de atividade fisica, tais como treino intenso ou competicéo
em atletas de elite. A resposta a0 micro trauma é usualmente seguida por
uma resposta aguda inflamatoria (SCHENFELD, 2010).

Depois de um exercicio intenso, a dor muscular que ocorre em torno
de 24-48 horas ap0s a execugdo da atividade fisica, € chamada de dor
muscular de inicio tardio (DMIT). A quantificacdo da intensidade da dor €
dificil, por ser um parametro subjetivo, portanto, investigadores tém
reconhecido outros parametros mais objetivos para estudar o exercicio
excéntrico (LIEBER, 2012), tais como a mensuragdo de parametros
sanguineos de enzimas, como a creatina quinase (CK), lactato
desidrogenase (DHL) e contetdo de mioglobina (Mb) (THOMPSON,
NICHOLAS, WILLIAMS, 1997; XIAO, 2015).

A CK estd localizada dentro da fibra muscular e em condicbes
normais, permanece la. Entretanto, quando o exercicio € extremamente
intenso e a célula é lesada, a CK é liberada no sangue, onde pode ser
detectada (LIEBER, 2012). A elevacédo sérica da CK é atribuida a lesdes
teciduais, podendo resultar em aumento na permeabilidade da membrana
celular, entre outros fatores, devido a peroxidacao lipidica (ARAUJO et al.,
2010).
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A CK serve como um marcador indireto da integridade e lesdo da
miofibrila (LIEBER, 2012). As concentracdes circulantes de CK séo
alteradas conforme volume e intensidade de treinamento (ARAUJO et al.,
2010). Esta enzima catalisa a fosforilagédo da adenosina difosfato (ADP) do
fosfato de creatina, tornando o ATP disponivel para a contracdo muscular
(LIEBER, 2012), como ilustra a figura abaixo:

Creatina Fosfato + ADP =  Creatina + ATP
CEK

Figura 2 - Esquema da reacdo mediada pela enzima creatina quinase (CK)

O nivel serico circulante de CK é amplamente utilizado como
biomarcador de estresse e alteracdo na atividade muscular em animais e
humanos (ARAUJO et al., 2010). Inimeros estudos mostram aumento
destes parametros em resposta ao treinamento fisico, principalmente em
atividades que exigem contracdes excéntricas (NOSOKA &
CLARKRSON, 1995; LENN et al.,2002; ENDOH et al., 2005; ARAUJO
et al., 2010).

ZOPPI et al. (2003) realizaram uma pesquisa sobre a atividade da
enzima CK no plasma de jogadores de futebol, para quantificar os niveis de
alteracdo muscular. Os pesquisadores ndo encontraram variagao
significativa durante a temporada estudada, embora tenha apresentado
grande variabilidade entre os sujeitos e sempre estivera bem acima da
média dos valores de referéncia para sujeitos nao atletas, evidenciando um
maior nivel de alteracdo muscular, ou pelo menos uma maior
permeabilidade da membrana sarcolemal neste grupo de atletas, pelo
proprio estresse induzido pelo treinamento a que sdo submetidos

diariamente. Os autores consideram que deve haver outra faixa de
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referéncia para os valores da CK nesta populacdo, uma vez que os atletas
participantes do grupo experimental ndo apresentaram nenhum tipo de
lesdo muscular que os impedisse de participar dos jogos por motivo de

tratamento.

PRADA et al. (2004), analisaram biomarcadores de
condicionamento aerdbico, de estresse oxidativo e lesdo muscular em ratos
treinados com natacdo na intensidade correspondente ao limiar anaerdbico
(LAN). Além disso, os autores analisaram as concentragdes plasmaticas de
CK em ratos (n=10) submetidos a um teste para determinacdo do limiar
anaerobico e apds uma semana a um protocolo de natacdo com duracdo de
4 semanas e controle (n=10). Os ratos nadaram uma hora por dia
suportando carga correspondente ao limiar anaerobico que foi determinada
previamente. Ao final deste periodo, todos os ratos (controles e treinados)
foram novamente submetidos ao teste de esforco com carga fixa.
Constatou-se reducdo significativa da atividade da enzima CK no sangue
dos ratos treinados em comparagdo com 0s controles, sugerindo reducéo
das lesdes musculares. Os autores concluiram que o protocolo de natacdo
na intensidade correspondente ao limiar anaerobico durante 4 semanas foi
eficaz em melhorar o condicionamento aerobico dos animais e reduzir as

lesdes musculares.

NIU et al.(2008) investigaram o efeito protetor da suplementacéo
com lycium barbarum polysaccharides (uma planta da familia das
Solanaceae, muito usada na China) no dano oxidativo no mausculo
esquelético de ratos submetidos ao exercicio exaustivo durante 30 dias.
Foram utilizados 32 ratos machos Wistar, dividos em 4 grupos: controle e
com dosagens diferentes da planta estudada. A CK foi mensurada e 0s

autores observaram que a atividade desta enzima diminuiu
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proporcionalmente com o aumento das dosagens de lycium barbarum
polysaccharides utilizadas. Os autores concluiram que esta planta tem um
efeito protetor no estresse oxidativo causado pelo exercicio intenso de

longa duracéo.

ARAUJO et al. (2010), testaram um protocolo experimental
periodizado em natacdo utilizando ratos Wistar. Eles verificaram os efeitos
de 12 semanas de treinamento sobre os valores de glicogénio muscular e
hepatico, a capacidade aerobia, anaerdbia e a creatina quinase (CK). A
concentracdo de CK, ndo se modificou ao longo da periodizacdo em
comparacédo ao grupo controle. Este resultado, segundo os autores, sugere
que as 12 semanas de periodizacdo ndo resultou em lesdo tecidual
significativa.

A desidrogenase lactica (DHL) é uma enzima de transferéncia de
hidrogénio, que catalisa a inter-conversdo de piruvato e lactato com
concomitante inter-conversdo de nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH) + H" e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) em
todos os tecidos (PASCHOAL, NAVES, 2014). A figura 3 mostra a

equacao da reacdo mediada pela DHL.

NADH+H" NAD™
Piruvato + Lactato

DHL

Figura 3 - Equacéo da reacdo mediada pela enzima desidrogenase lactica (DHL)

SOUZA et al. (2010) examinaram o efeito da suplementacdo aguda
(5g/kg durante uma semana) e cronica (1g/kg durante quatro e oito

semanas) de creatina sobre as concentracfes plasmaticas de CK, DHL e
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aspartato aminotransferase (AST) de ratos sedentarios e exercitados com
natacdo (80% da carga maxima tolerada). Setenta e dois ratos foram
divididos em quatro grupos (n=18): controle, creatina, natacdo e natacdo +
creatina. Ao final da primeira, quarta e oitava semanas, seis animais de
cada grupo foram sacrificados. Os resultados demonstraram elevacdo
plasmatica da CK, DHL e AST na primeira semana nos grupos que
nadaram. Ao final da quarta semana observaram valores superiores para
CK e DHL para o grupo natacdo e ao final da oitava semana somente 0s
valores AST do grupo creatina estavam maiores que dos demais grupos. Os
autores sugeriram que a suplementacdo com creatina pode ser capaz de
reduzir o dano muscular apds quatro semanas de treinamento e que o dano

muscular parece ser atenuado pelo préprio exercicio.

XIAO (2015) investigou o efeito protetor da suplementagdo com
resveratrol (fitoquimico da uva) no dano oxidativo e peroxidacao lipidica
no musculo esquelético de ratos Wistar submetidos ao exercicio exaustivo
em esteira. Ele dividiu os ratos em quatro grupos com diferentes doses de
resveratrol (25, 50, e 100mg/kg) e o grupo controle. As enzimas CK e DHL
e indicadores de estresse oxidativo foram analisados. Quanto maior a dose
utilizada do suplemento a atividade destas enzimas diminuiu
significantemente em relagdo ao grupo controle. O autor concluiu que o
resveratrol apresentou efeito protetor contra o dano oxidativo e a

peroxidacéo lipidica.

3.9. Acidos Graxos Omega-3 e Perfil Lipidico

A relacdo entre exercicio fisico, metabolismo de lipidios e

suplementacdo com AGw-3 na forma de 6leo de peixe tem sido estudada
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em relacdo ao efeito desta intervencao nutricional no perfil de lipoproteinas
e na lipidemia pos-prandial (PASCHOAL, NAVES, 2014).

Dietas com alto teor de peixes tem sido associadas com baixa
incidéncia de doencas cardiovasculares (LLUIS et al.,2013; FERGUSON
et al.,2015), o que € de relevancia para a Saude Publica (MOZAFFARIAN
& WU, 2011), em especial as que sdo ricas em EPA e DHA (LLUIS et
al.,2013).

EBRAHIMI et al. (2004), alimentaram ratos com carne de cabra
enriquecida com 0s AGw-3 durante 12 semanas e avaliaram os seus efeitos
sobre os niveis de colesterol no plasma, lipideos nos tecidos e expressao
genetica. Houve aumento significativo de AGw-3 nos tecidos musculares e
no figado dos ratos alimentados com carne de cabra enriquecida em
comparacdo com o grupo controle. O colesterol plasmatico diminuiu nos
ratos alimentados com carne de cabra enriquecida em comparagédo ao grupo

controle e regulou de forma positiva a expressdo de genes.

LLUIS et al. (2013), suplementaram ratas Wistar durante 13 semanas
com 5 suplementos com dleos, 3 grupos com derivados de peixe (com
proporces de EPA/DHA - 1:1, 2:1, 1:2), 1 grupo com 06leo de soja e 1
grupo com Oleo de linhaca. Eles avaliaram o perfil lipidico dos animais
(triglicerides, colesterol, HDL e sua ApoAl, LDL e sua ApoB100 ), como
também antioxidantes enddgenos, peso corporal e gordura abdominal. Em
relacdo ao perfil lipidico, eles observaram que ndo houve diferenca
significante entre os grupos em nenhum destes parametros, a relacdo
ApoB100/ApoAl diminuiu nos grupos suplementados com EPA/DHA -
1:1, 2:1 e no grupo suplementado com 0leo de soja, 0 que representa um

fator cardioprotetor destes 6leos.
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FERGUSON et al. (2015), estudou a associacdo entre o Index de
omega-3 (O3I) e o perfil lipidico de 276 idosos australianos de ambos os
sexos com faixa etaria entre 65 e 95 anos. O O3l foi inversamente
associado aos triglicérides plasmaticos em ambos 0s sexos e com a relacao
triglicerides/ HDL e positivamente relacionado ao HDL em todos os
idosos. Os autores afirmaram que hd uma associacdo a longo prazo entre o
O3l e o perfil lipidico dos idosos australianos. Os autores concluiram que
0s resultados deste estudo apoiam para o desenvolvimento e implantacéo
de estratégias dietéticas especificas por faixa etaria para reduzir o risco de

doencas cardiovasculares através da melhoria do O3l.

LESLIE et al. (2015), em trabalho de revisdo descreveram os efeitos
benéficos dos AGw-3, especialmente os EPA e DHA, em individuos
hiperlipidémicos que também se estende para individuos com niveis
normais ou perto dos niveis aumentados de lipideos séricos. Os autores
concluiram que existe alguma evidéncia que mostra que o consumo >
4g/dia de AGw-3 de fontes marinhas e alimentos enriquecidos com EPA
e/ou DHA, ou 1,5¢g/dia de EPA e/ou DHA na forma de suplementos,
tiveram efeitos na reducdo de triglicérides sericos de 9-26% e 4-51%
respectivamente, em individuos normolipidémicos para quase
hiperlipidémicos. Os autores descreveram que o0 consumo de AGw-3
marinhos ndo é somente extremamente Gtil para o tratamento da
dislipidemia, mas também para a populacdo saudavel, na prevencdo de
hiperlipidemia e pode subsequentemente reduzir o0 risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Apesar dos beneficios dos AGw-3 observados em muitos estudos,
recentemente alguns pesquisadores tem alertado que estes 6leos marinhos
sdo altamente propensos a sofrer peroxidacdo lipidica e podem alterar a

atividade biologica, tornando-os ineficazes ou prejudiciais (SACKS et al,
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1995; ALBERT, CAMERON-SMITH, HOFMAN, 2013; PESKIN, 2014),
embora haja também evidéncias que alguns efeitos benéficos destes 6leos
podem ser mediados através da peroxidacéo lipidica (ALBERT et al, 2013;
PESKIN, 2014).

Estudos em animais mostraram que lipideos oxidados podem causar
danos em orgdos, inflamacdo, carcinogénese e aterosclerose. Estes efeitos
ndo podem ser ignorados, particularmente quando estes lipideos sédo
ingeridos durante as fases vulneraveis da vida, como a gravidez, infancia e
velhice ou por longos periodos de tempo (ALBERT et al, 2013; PESKIN,
2014).

ALBERT et al (2015), avaliaram a qualidade e o conteudo dos
suplementos de Oleo de peixe na Nova Zelandia. Foram avaliados 0s
contelidos de é&cidos graxos, como também calculados os valores de
perdxidos, anisidina e oxidacao total. Apenas 3 dos 32 suplementos de 6leo
de peixe continham quantidades de EPA e DHA iguais ou acima da
indicada nos rétulos. A maioria testada (69%) continha menos de 67% do
contetdo que indicava, 83% excediam os valores de peroxidos, 25%
excediam os valores de anisidina e 50% estavam acima dos valores de
oxidagdo total. Apenas 8% ndo excediam estes valores. Os autores
descreveram que estes suplementos podem sofrer oxidacdo durante o
transporte, encapsulamento, embalagem e estocagem. Com o 6leo oxidado,
a concentracdo de EPA e DHA decresce, sugerindo reducéo da eficacia. Os
autores concluiram que estudos devem investigar o efeito das condi¢cdes
ambientais na oxidacdo de oOleos de peixe encapsulados, particularmente
em relacdo ao processo de oxidacdo, quando eles sdo armazenados em

ambientes de varejo ou em casa.



49
Literatura

3.10. O modelo experimental: natacao

Dentre os mais usados “ergdmetros” animais para estudos da
fisiologia do exercicio, estdo a esteira rolante e a natacdo. Os animais mais
usados sdo, sem davida, os ratos, que sao pequenos, de facil manipulacéo e
de boa resposta ao exercicio (GOBATTO et al., 2001).

A natagdo tem sido utilizada como modelo de exercicio fisico por
varios grupos de pesquisa tanto em exercicios agudos (ROGATTO et al.,
2004; HUANG et al., 2008; MILIONI et al., 2014; WANG et al., 2014)
como em exercicios cronicos (CIABATTARI, DAL PAI, DAL PAL, 2005;
CAMARGO FILHO et al., 2006; YILDIZ et al., 2009; GARCIA et al.,
2010; SOUZA et al., 2010; RIBEIRO, 2011; BECK & GOBATTO, 2013).

No entanto, uma limitacdo do modelo da natacdo é a dificuldade de
precisdo da sobrecarga de esforco. Para tornar o exercicio de natacdo mais
intenso, tem sido usada a inser¢do de pesos, geralmente de chumbo, junto

ao corpo dos animais, enquanto nadam (GOBATTO et al., 2001).

YILDIZ et al. (2009) estudaram o efeito da suplementacdo de
creatina na morfologia do musculo e no rendimento da natacdo submetendo
0s animais a um teste de exaustdo. Os ratos foram suplementados nas 12
semanas anteriores ao teste e divididos em quatro grupos: suplementados
com creatina (com 1g/kg/dia e 2g/kg/dia), ndo suplementados e com
restricdo de aminoacidos na dieta. Todos os ratos ganharam peso e nao
houve diferenca entre eles. Os animais suplementados resistiram a um
tempo maior ao teste de exaustdo e ocorreu maior ganho do numero e

tamanho das fibras musculares do musculo gastrocnémio.

GARCIA et al. (2010) estudaram os efeitos da dieta suplementada

com AG®-3 no muasculo soleo de ratos submetidos a natagdo, com
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sobrecarga corporal de 5%, durante 28 dias. Foram realizadas analises
histolégicas e morfométricas e 0s grupos submetidos a natacéo
apresentaram padrdes histologicos de lesdo muscular (aumento de tecido
endomisial e nimero de nucleos, presenca de fibras fagocitadas e de
contornos poligonais) com maior grau nos grupos que receberam o 6leo de
oliva. As fibras musculares foram medidas em seu menor didmetro e houve
aumento nos dois grupos submetidos a natacdo. Os autores concluiram que
a suplementacdo com AGw-3 apresentou efeito protetor contra lesdes
musculares, mas ndo teve efeito no aumento do diametro das fibras
musculares.

Algumas propostas de protocolos de exercicio fisico com
caracteristicas anaerdbicas e de alta intensidade tem despertado maior
interesse nos ultimos anos, tendo em vista os beneficios que este tipo de
atividade pode resultar (ROGATTO et al., 2004).

Poucas intervencdes com 0s AGw-3 tém sido testadas em animais
para verificar o efeito no musculo esquelético e ndo foi encontrado nenhum
estudo que testou a suplementacdo com os AGw-3 associada ao exercicio
intermitente. GARCIA et al. (2010) realizou estudo semelhante mas com
um protocolo de exercicio continuo. Devido a facilidade de utilizacdo da
modalidade natacdo e o interesse de estudar em exercicio intermitente e o

uso de sobrecarga corporal, optamos por este desenho de estudo.
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4. Métodos

4.1. O Estudo

4.1.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo primario e intervencional. Foi realizada uma
pesquisa experimental e prospectiva, na qual foi testada uma hipotese,

portanto € um estudo analitico, com controle comparativo.

4.1.2. Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa da Universidade de S& Paulo (UNIFESP), com numero do
protocolo CEP n° 1294/08 (Anexo 1) e durante o experimento foram
seguidos os "Principios Eticos na Experimentacdo Animal" adotado pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/SBCAL.

4.1.3. Amostra

Este estudo foi realizado com sessenta ratos (Rattus norvegicus,
Wistar) machos, com média de idade de 120 dias, pesando entre 250g e
300g, provenientes do setor de criacdo do Centro de Experimentacdo em
Modelo Animal (CEMA) da Universidade de Marilia/UNIMAR e
ambientados no setor de Experimentacéo.

Estes animais foram mantidos em sala climatizada com controle de

temperatura (entre 22°C a 24°C), com luz em ciclo de 12 horas (claro -
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escuro), com ciclo claro das 7 as 19h. Os animais permaneceram sob
condicdes higiénicas, dentro de caixas de Polietileno (5 ratos por caixa),
durante sete dias (periodo de adaptacdo). Eles receberam racdo peletizada
comercial para ratos Nuvilab (fabricante Nuvital), contendo por peso 19%
de proteina, 56% de carboidrato, 3,5% de lipideos, 4,5% de celulose, 5,0%
de vitaminas e minerais, totalizando 4,15Kcal/g=17,03kJ/g e &gua ad
libitum.

Apobs sete dias, os animais foram divididos em grupos e alojados em

gaiolas individuais (figura 4).

Figura 4 - Alojamento dos animais

4.1.4. Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos ao acaso em quatro grupos compostos

por 15 animais cada:

Grupo sedentario com placebo (SP) - animais mantidos em gaiolas

individuais com racdo e 4gua a vontade e receberam placebo por gavagem.
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Grupo sedentario com suplementacdo (Sw-3) - animais mantidos em
gaiolas individuais com racdo e agua a vontade, suplementados com AGw-

3 por gavagem.

Grupo exercicio com placebo (EP) - animais mantidos em gaiolas
individuais com racdo e agua a vontade, submetidos as sessbes diarias de
natacao e receberam placebo por gavagem.

Grupo exercicio com suplementacdo (Ew-3) - animais mantidos em

gaiolas individuais com racdo e agua a vontade, submetidos as sessdes

diarias de natacdo e suplementados com AGw-3 por gavagem.

4.2. Etapas Experimentais

O esquema a sequir ilustra as etapas experimentais da pesquisa.

Suplementagdo com AGe-3 ou placebo (1 vez/dia)

FRE

(Dia 0y Tnicio do
Experimento
2 semanas (Dia 14) (Diall) (1ia 28) (Dia 35) (Dia 42) (Dia 49) (Dia 54
‘ I I i %
" Sem1 Semn 2 Sem 3 Sem 4 Sem 5 Ser f Fim do experimento
Periodo de adaptagdo ao nado 2

ook . . A A A
Cot So |7I.'L'I!!':_’.| I.'IJI'|H|I.I ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 1{_ \l {I __\. |.’ .I.

o ; 15" na dgua / 157 deseamso fora da agua
Exercicio natagdo 5 dias / semana — 6 semanas

sobrecarga = 15% do peso corporal

A A A
B - i v L B Y S ] 3 ooy
‘ Peso corporal £ Sacrificio dos animais ," § Coleta de sangue ‘\_ Retirada do mosculo gastrocn émico

Figura 5 - Esquema ilustrativo do protocolo experimental e o tempo de estudo. Os
animais foram adaptados ao nado com sobrecarga corporal durante 2 semanas. Os
animais nadaram com sobrecarga de 15% por meio de chumbo preso a cauda e
receberam suplementacdo de AGw-3 ou placebo durante 6 semanas. Os animais foram
pesados semanalmente e ao final do experimento. Abreviaces: PRE: periodo de
adaptacao anterior ao inicio do experimento; AGw-3: &cidos graxos 6mega 3.




55
Métodos

Para controle do peso corporal e a fim de reajustar as sobrecargas ao
longo do estudo, os animais foram pesados semanalmente (figura 6) em

balanca digital (marca Filizola/mod.MF6kg).

Figura 6 - Animal sendo pesado

4.2.1. Protocolo do exercicio fisico

Todas as sessdes de exercicios foram realizadas entre 9 e 11 da
manh&. Os animais sedentarios (SP e Sw-3) ndo foram submetidos ao
exercicio, mas manipulados ao mesmo horario e local dos animais
exercitados (EP e E®-3).

4.2.2. Periodo de adaptacdao:

Os animais dos grupos exercicio passaram por um periodo de
adaptacédo de duas semanas, em que realizaram a natacdo cinco vezes por
semana, num total de dez sessdes diarias de natacéo.

Os animais inicialmente nadaram 15 minutos no primeiro dia, 0
volume sendo aumentado gradativamente chegando até 35 minutos no

terceiro dia. A partir do 4° dia, 0s animais comecaram a nadar com cargas
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presas a cauda por meio de um chumbo preso com elastico, que foram

incrementadas gradativamente (tabela 1). O exercicio realizado foi

intermitente, alternando 15 segundos de exercicio, com 15 segundos de

repouso em que o animal era retirado da agua pelo pesquisador. O tempo

foi controlado com o auxilio de um cronémetro.

Tabela 1 - Protocolo do periodo de adaptagdo (duas semanas).

Dias do periodo de

Duracéo das sessoes

adaptacao (minutos) Carga
1 a3 (semana 1) 15, 25, 35 Sem carga
4 e 5 (semana 1) 25, 35 5%
1e 2 (semana 2) 45, 45 5%
3 a5 (semana 2) 30, 35, 45 10%

Este procedimento foi realizado em seis tanques de inox (figura 7)

contendo agua na temperatura de 32°C = 1°C, medindo 30 cm de

comprimento por 20 cm de largura e profundidade de 50 cm, suficientes

para evitar que 0s animais encostem a cauda no fundo do tanque
(SURETTE, 2008; SOUZA et al., 2010; GARCIA et al., 2010).

4.2.3. Periodo de experimento
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Apbs o periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos a sessdes
de natacdo, cinco dias da semana, durante seis semanas, num total de 30
sessOes com uma carga utilizada que correspondia a 15% do peso corporal.
A caracteristica do exercicio realizado foi intermitente, alternando 15
segundos de exercicio, com 15 segundos de repouso, com duracdo de 45
minutos (BRAGA et al., 2006). O peso das cargas utilizadas foi corrigido a

cada semana, de acordo com o peso corporal dos animais.

4.2.4. Protocolo da suplementacao

Os animais dos grupos Swm-3 ¢ Ew-3 foram suplementados com
500mg/dia de 6leo de peixe (0,55ml), contendo AGw-3, composto de 50mg
de EPA e 50mg de DHA (Ativus Farmacéutica Ltda, Valinhos, Séo Paulo-
Brasil). De acordo com o fabricante, cada capsula (1000mg) de 6leo de
peixe era composta de: valor energético (10kcal = 41kJ); gorduras totais
(1,09); gorduras monoinsaturadas (0,2g); gorduras polinsaturadas (0,49);
EPA- &cido eicosapentaenoico (0,1g); DHA -acido docosahexaendico (0,19)
e colesterol (2,6mg) (Anexo II). A suplementacdo foi realizada por meio de
uma sonda oro-esofagica adaptada a uma seringa de 3ml (método de
gavagem). O Oleo foi introduzido na cavidade oral (VO), com uma agulha
curvada de 8cm, com a ponta arredondada que foi introduzida na boca do
animal e cuidadosamente empurrada pelo es6fago até o estbmago (figura
8).
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Figura 8 - Animal sendo suplementado pelo método

de gavagem

Este protocolo de suplementacdo foi realizado sem anestesia,

diariamente, de segunda a sexta-feira, logo apos as sessdes de natacdo,
durante o periodo de seis semanas.
Os animais do Grupo SP e EP receberam oleo de oliva como placebo, no
mesmo periodo e na quantidade dos demais grupos, pelo método de
gavagem. Utilizamos o azeite de oliva como placebo para garantir a
ingestdo isocaldrica, por apresentar em sua composi¢cdo menos de 1% de
AGwn-3 (TABELA BRASILEIRA DE COMPOSI(;AO QUIMICA DOS
ALIMENTOQOS, 2011) e por ser utilizado em outros estudos que também
testaram 0s AGw-3 (WHITEHOUSE & TISDALE, 2001; WHITEHOUSE
et al., 2001; SMITH, MUKERJI, TISDALE, 2005; KHAL & TISDALE,
2008; GARCIA et al., 2010; BANDO et al., 2012).

4.3. Obtencdo das Amostras, Analises Estereoldgica e Bioquimicas
O diagrama a seguir ilustra as etapas de obtencdo das amostras e das

analises bioguimicas e estereoldgica.
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Material Biol6gico
(Tecido e Sangue)

Incisio na regido posterior do
membro mnferior esquerdo para Coleta de 3 ml sangue da Veia porta
retirada do musculo gastrocnémio

| |

[Fixacdo em formol a 10% por 24 a 4§
lhoras para serem realizados cortes| Centrifugag&o a 3000rpm por 15 minutos a
4°C
Anélise

transversais em parafina. Cortes de 05
um de espessura e coloragdo HE.
Estereologica da area seccional das . .
fibras musculares Dosagens bioquimicas em um analisador
automéatico com kits comerciais

Enzimas: creatina quinase (CK) e
desidrogenase lactica (DHL)

COLESTEROL HDL
TRIGLICERIDEOS

Figura 9 - Diagrama ilustrativo dos procedimentos realizados apos a coleta do material

bioldgico.

4.3.1. Musculo Gastrocnémio

Foi realizada uma incisdo na regido posterior do membro inferior
esquerdo, para remocdo do masculo gastrocnémio inteiro. As amostras
musculares foram fixadas em formol a 10% por 24 a 48h e posteriormente
lavadas por 2 minutos em agua corrente, para a retirada das precipitacdes
de formol. Em seguida, foram desidratadas em solucdes alcoolicas com
concentracOes crescentes (70, 80 e 90 e 3 vezes em alcool absoluto durante

1 hora) e submetidas ao processo de diafanizacdo (limpeza das impurezas
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da amostra tecidual) com xilol durante 1 hora. Logo apoés, foram banhadas
em parafina por mais 1 hora. Logo apos, foi realizada a inclusdo em molde
e refrigeradas para solidificacdo. Posteriormente, foram realizados cortes
transversais das amostras do musculo gastrocnémio com 5um de espessura,
em micrétomo, e fixacdo em laminas. Para desparafinizacdo, foram
realizados 3 banhos de xilol com duracdo de 5 minutos cada. Apos este
procedimento, foram realizados mais 3 banhos de 5 minutos com alcool
absoluto e lavagem em agua por 10 minutos para reidratacdo. Em seguida,
foram corados com hematoxilina durante 5 minutos, lavados durante 20
minutos em agua corrente e corados em seguida com o corante eosina por 3
minutos. Passaram por novo banho em agua destilada e foram desidratadas
com alcool 95% e absoluto por 2 minutos cada. Apos isso, foram
diafanizados em xilol (3 passagens de 2 minutos cada) (BEHMER, 1976;
CAMARGO FILHO et al., 2006). As sec¢Oes foram montadas entre lamina
e laminula, num total de 56 ldminas para posterior analise estereoldgica.
Ocorreu perda de quatro ldaminas durante este procedimento.

A preparacdo das laminas foi realizada no Laboratorio de Histologia
da Universidade de Marilia/UNIMAR.

4.3.2. Andlise estereoldgica do musculo gastrocnémio

4.3.2.1. Area do perfil seccional das fibras musculares

A estimativa local da &rea das fibras musculares do musculo
gatrocnémio foi realizada em duas etapas; primeiro aplicou-se um
procedimento de amostragem sistematica, uniforme e aleatoria das regides
de cada seccdo histoldgica, com a aplicacdo do "fractionator" 2D e,
posteriormente aplicou-se o "nucleator” 2D (GUNDERSEN, 1988;
JENSEN, 1998).
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A partir de um ponto central de cada fibra transversal, amostrada
com o fractionator 2D (figura 10), a area seccional foi estimada
mensurando-se a distancia, |, até a borda de cada fibra (membrana
sarcoplasmatica) em um numero predeterminado de linhas a partir deste
ponto central, em direcdes isotrépicas (Figura 8) (GUNDERSEN, 1988;
JENSEN, 1998), criadas com o auxilio do software newCast® (versdo

4.5.1.324). A seguinte férmula foi utilizada:

. 12
aseccional/ fibra = 7. I

Onde, a é a éarea seccional individual de cada fibra muscular, ’é a

distancia até a borda de cada fibra transversal.

Figura 10 - Fotomicrografia representativa da aplicacdo do método
estereologico nucleator 2D para a mensuracdo de area seccional de
fibras musculares em corte transversal, onde foram geradas linhas
isotropicas a partir de um ponto central, marcando-se a interseccéo
destas linhas com a borda da fibra. Coloracdo: Hematoxilina-eosina.
Escala de barra: 50 pm.

e epifluorescéncia ( Leica DM 6000) na objetiva de 20x. Este procedimento
foi realizado no Laboratorio de Estereologia Estocastica e Anatomia
Quimica da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Séo
Paulo/USP.

Isculares fo
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4.3.3. Coleta de sangue

No Gltimo dia do experimento, os animais foram pesados e apo6s 3
horas da ultima sess@o de treinamento, todos os animais foram submetidos
ao processo de eutandsia por overdose do anestésico tiopental sddico (200
mg/kg), por via intramuscular, em uma sala de procedimento do Biotério.
Ap0s a constatacdo do 6bito, o abddémen foi aberto e o sangue foi coletado
diretamente da veia porta, com seringa de 5ml e agulhas de 25x7 mm ap0s
afastamento das visceras anteriores ao vaso. Foram coletados 3 ml de
sangue e armazenados diretamente em tubo de ensaio seco e foram
encaminhados para o Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital
Universitario de Marilia/UNIMAR, onde imediatamente, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C em centrifuga (CELM,
modelo-Combate: 16 cacapas) e armazenadas para posterior analises

bioquimicas.

4.3.4. Dosagem das enzimas plasmaticas, triglicérides e do colesterol
total e HDL

As enzimas creatina quinase (CK) e desidrogenase lactica (DHL)
foram dosadas pelo método cinético automatizado, sendo utilizado o
reagente ABBOTT para a enzima CK e o reagente Labtest para a enzima
DHL. Os triglicerideos e o colesterol total foram dosados pelo método
enzimatico automatizado (reagente Labtest). O HDL foi dosado pelo
método direto sem precipitacdo (reagente Labtest). Foram seguidas as
instrucdes contidas nos manuais dos kits. As dosagens bioquimicas foram
realizadas em um Analisador automatico - Architect C4000 - marca
ABBOTT, no Laboratério Sdo Francisco situado no Hospital da

Universidade de Marilia.
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As concentracdes de LDL foram calculadas seguindo as formulas de
FRIEDEWALD et al (1972) descritas abaixo:

VLDL-= triacilglicerdis
5
LDL= colesterol total - (HDL + VLDL)

4.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram armazenados em um banco de dados no
programa Microsoft Excel®, versdo 2010 (Microsoft®). A anélise estatistica
foi realizada no programa estatistico Statistica para Windows (versdo 12,
Dell Inc.).

Para verificar se os dados apresentavam distribuicdo normal foram
estimados os coeficientes de assimetria e cutose.

As analises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou refutar
evidéncias encontradas na analise descritiva foram:

o Analise de Variancia (ANOVA) com dois fatores fixos (exercicio e
suplementacao) na comparacao das seguintes variaveis:

a) Peso inicial e final dos animais (12 semana e tltimo dia) e ganho de peso.
b) Area muscular.

¢) Enzimas CK e DHL

d) Colesterol total, LDL, triglicérides e relacdo HDL/LDL.

e) Relacdo da area seccional das fibras musculares com o peso corporal
(ASM/PC).

Foi necessaria a utilizacdo da transformacdo matematica logaritmica
nas variaveis: area muscular, relacdo ASM/PC, enzima CK, relacdo

HDL/LDL e triglicerideos, para o uso adequado da técnica estatistica.
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Foram realizadas comparacGes mdaltiplas pelo método de Tukey,

quando necessario.
Em todas as conclusdes obtidas através das analises inferenciais, foi

utilizado o nivel de significancia a igual a 5%.



5. RESULTADOS
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5- Resultados

5.1. Peso corporal

No inicio do experimento, 0os animais ndo apresentaram diferenca
significante no peso corporal entre os grupos experimentais (p=0,7013).
Todos os animais apresentaram ganho de peso durante o experimento, com
excecdo de um animal do grupo exercicio placebo (EP), que apresentou o
mesmo peso no inicio e no final do experimento.

Os animais do grupo sedentario placebo (SP) tiveram aumento de
18,4% no peso corporal médio, durante o experimento (peso inicial
281+35,7 g e peso final 332,9+42,2g) e 0s animais do grupo sedentario
com suplementacdo (Sw-3), 0 ganho médio foi de 18,2% (peso inicial
285,3£29g e peso final 337,1+32,1g). Os animais do grupo exercicio
placebo (EP) aumentaram 9,9% do peso corporal médio durante o
experimento (peso inicial 295,2+37,2 g e peso final 324,7+32,59¢) e os do
grupo exercicio com suplementacéo (Ew-3), aumentaram 9,3% (peso inicial
293+27,3g e peso final 320,4+£33,78g). Pode-se observar na figura 11, a
evolucdo do ganho de peso médio dos grupos experimentais durante o

experimento.
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Figura 11 - Peso medio (g) dos ratos Wistar nos tempos: inicio do experimento
(semana 1), semanas: 2, 3, 4, 5, 6 e ultimo dia do experimento dos grupos experimentais.
SP: sedentario placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP: exercicio
placebo; Ew-3: exercicio suplementado com AGw-3.

A figura 12 apresenta os valores medianos minimos e maximos do
ganho de peso dos animais, durante as seis semanas do experimento. Na
analise estatistica do ganho de peso, ndo evidenciamos efeito de interacéo
(p=0,811) entre exercicio fisico e suplemento. Houve diferenca significante
(p<0,0001) entre o ganho de peso do grupo sedentario (SP) comparado com
0 grupo submetido ao exercicio fisico (EP). O grupo suplementado (Sw-3)
ndo apresentou diferenca significante (p=0,811) quando comparado ao
grupo placebo (SP).

Em resumo, o exercicio fisico teve como consequéncia menor ganho
de peso e a suplementacdo com AGw-3, ndo alterou o0 ganho de peso dos

animais durante o experimento.
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Figura 12 - Ganho de peso corporal (g) dos animais durante seis semanas de
experimento. SP: sedentario placebo; Sw-3: sedentério suplementado com AGw-3; EP:
exercicio placebo; Ew-3: exercicio suplementado com AGw-3.

5.2 Area seccional das fibras musculares do musculo gastrocnémio

A figura 13 mostra os valores medianos, minimos e maximos da area
seccional das fibras musculares do musculo gastrocnémio dos animais
estudados. Na comparacdo da mediana da area seccional do musculo
gastrocnémio entre os grupos sedentarios, o grupo suplementado (Sw-3)
apresentou a mediana da area 18,33% menor que o grupo placebo (SP) e na
comparacdo da area seccional do musculo gastrocnémio entre 0s grupos
exercitados, 0 grupo exercicio com suplementacdo (Ew-3) apresentou a
média da area 8,8% menor que o grupo exercicio placebo (EP). Na analise
estatistica ndo evidenciamos efeito de interacdo (p=0,350) entre exercicio e

suplemento. Houve diferenca significante (p=0,018) na area seccional do
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musculo gastrocnémio entre o grupo suplementado (Sw-3) comparado com
0 grupo placebo (SP). O grupo exercitado (EP) ndo apresentou diferenca
significante (p=0,646) quando comparado ao grupo sedentario (SP).
Portanto, a suplementacdo com AG®-3 teve como consequéncia uma
menor area seccional do musculo gastrocnémio e a natacdo nao alterou a

area seccional deste muasculo durante o experimento.
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Figura 13 - Areas seccionais do musculo gastrocnémio (um2) dos ratos suplementados
com AGw-3 ou placebo durante 6 semanas e submetidos as sessdes de natacdo ou
sedentarios. SP: sedentario placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP:
exercicio placebo; Ew-3: exercicio suplementado com AGw-3.

Foi calculada a relacdo da area seccional das fibras musculares com
0 peso corporal (ASM/PC) dos animais estudados. Na andlise estatistica da
ASM/PC, ndo evidenciamos efeito de interacdo (p=0,223) entre exercicio e
suplemento. Houve diferenca significante (p=0,016) na relacdo ASM/PC
entre o grupo suplementado (Sw-3) comparado com o grupo placebo (SP).
O grupo suplementado apresentou menor valor de ASM/PC comparado
com o grupo placebo. O grupo submetido ao exercicio fisico (EP) néo
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apresentou diferenca significante (p=0,548) quando comparado ao grupo
sedentario (SP). Portanto, a suplementacdo com AG®-3 teve como
consequéncia uma menor relacdo ASM/PC e a natacdo néo teve influencia

nos valores desta relacao.

5.3. Enzimas CK e DHL

A figura 14 apresenta os dados da enzima Creatina quinase (CK). Na
anélise desta enzima, ndo evidenciamos efeito de interacdo (p=0,881) entre
exercicio e suplemento. Houve diferenca significante (p=0,048) entre os
niveis séricos de CK do grupo sedentario (SP) comparado com 0 grupo
submetido ao exercicio fisico (EP). O grupo suplementado (Sw-3) também
apresentou diferenca significante (p=0,001) quando comparado ao grupo
placebo (SP).

Em resumo, o grupo suplementado apresentou niveis menores de CK
em relacdo ao grupo placebo e o grupo submetido a natacdo também

apresentou niveis menores de CK comparado ao grupo sedentario.
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Figura 14 - Creatina quinase (CK) dos ratos suplementados com AGw-3 ou placebo
durante 6 semanas e submetidos as sessdes de natacdo ou sedentarios. SP: sedentario
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placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP: exercicio placebo; Ew-3:
exercicio suplementado com AGo-3.

Na figura 15 estdo apresentados os valores da enzima DHL. Na
analise desta enzima, evidenciamos efeito de interacdo (p=0,001) entre
exercicio e suplemento. O grupo exercicio suplemento (Ew-3) apresentou
menor valor sérico da enzima DHL comparado ao grupo exercicio placebo
(EP) (p=0,030). Houve também diferenca significante (p=0,016) entre o
grupo sedentario placebo (SP), o qual apresentou menores valores de DHL
comparado ao grupo exercicio placebo (EP). Os grupos sedentarios (SP e
Sw-3) ndo apresentaram diferenca significante entre si (p=0,149), assim
como 0s grupos suplementados (Sw-3 e Em-3) também nédo apresentaram
diferenca significante (p=0,230).

Em resumo, nos grupos submetidos ao exercicio, a suplementacdo com

AGm-3, diminuiu os niveis séricos de DHL.
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Figura 15 - Desidrogenase Lactica (DHL) dos ratos suplementados com AG®3 ou
placebo durante 6 semanas e submetidos as sessfes de natacdo ou sedentarios. SP:
sedentario placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP: exercicio placebo;
Ew-3: exercicio suplementado com AGw-3.
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5.4. Perfil lipidico

A figura 16 mostra a mediana, os valores minimos e maximos dos
niveis séricos de colesterol total dos quatro grupos experimentais. Na
anélise estatistica, ndo evidenciamos efeito de interacdo (p=0,964) entre
exercicio e suplemento. Houve diferenca significante (p<0,0001) entre os
niveis séricos de colesterol dos grupos sedentarios (SP e Sw-3) comparados
com o0s grupos submetidos ao exercicio (EP e Ew-3). Os grupos
suplementados (Sw-3 e Ew-3) apresentaram menores niveis de colesterol
comparados aos grupos placebo (SP e EP) e esta diferenca foi significante
(p<0,0001). A suplementacdo com os AGw-3 diminuiu 0s niveis de

colesterol quando comparado ao grupo placebo.
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Figura 16 - Niveis séricos de colesterol dos animais suplementados com AG®-3 ou
placebo durante 6 semanas e submetidos as sessdes de natacdo ou sedentarios. SP:
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sedentario placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP: exercicio placebo;
Ew-3: exercicio suplementado com AGo-3.

A figura 17 mostra a mediana, os valores minimos e maximos dos
niveis séricos e o0 desvio-padrdo dos niveis de LDL dos grupos
experimentais. Na andlise desta enzima, evidenciamos efeito de interacéo
(p=0,017) entre exercicio e suplemento. Houve diferenca entre 0s grupos
sedentarios: SP e Sw-3 (p=0,042), o grupo SP apresentou maiores valores
de LDL. Houve diferenca entre os grupos submetidos ao exercicio: EP e
Ew-3 (p=0,0002), o grupo EP apresentou maiores valores de LDL. Os dois
grupos com placebo (SP e EP) também apresentaram diferenca significante
(p=0,0002), o grupo EP apresentou maiores valores de LDL. Os grupos
suplementados (Sw-3 e Ew-3) também apresentaram diferenca significante
entre si (p=0,025), o grupo Sw-3 apresentou maiores valores de LDL.

A suplementacdo com AGw-3 diminuiu as concentragdes

plasmaticas de LDL.
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Figura 17 - Niveis séricos de LDL dos animais suplementados com AG®-3 ou placebo
durante 6 semanas e submetidos as sessdes de natacdo ou sedentarios. SP: sedentario
placebo; Sw-3: sedentério suplementado com AGw-3; EP: exercicio placebo; Ew-3:
exercicio suplementado com AGo-3.
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Quanto aos niveis de HDL, como mostra a figura 18, na analise
estatistica evidenciamos efeito de interacdo (p=0,024) entre exercicio e
suplemento. O grupo exercicio suplemento (Ew-3) apresentou maiores
valores sericos de HDL comparado ao grupo exercicio placebo (EP)
(p=0,035). Houve também diferenca significante (p=0,002) entre o grupo
sedentario suplemento (Sw-3), comparado ao grupo exercicio suplemento
(E®w-3). Os grupos sedentarios (SP e Sw-3) ndo apresentaram diferenca
significante entre si (p=0,964), assim como também os grupos placebo (SP
e EP) ndo apresentaram diferenca significante entre si (p=0,964).

A suplementacdo com AG®3, associada ao exercicio fisico,

aumentou os niveis séricos de HDL.
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Figura 18 - Niveis séricos de HDL dos animais suplementados com AGw-3 ou
placebo durante 6 semanas e submetidos as sessdes de natagcdo ou sedentarios. SP:
sedentario placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP: exercicio placebo;
Ew-3: exercicio suplementado com AGw-3.

Foi calculada a relacdo HDL/LDL dos animais estudados. Na anélise
estatistica ndo evidenciamos efeito de interacdo (p=0,127) entre exercicio e
suplemento. Houve diferenca significante (p<0,0001) na relagdo HDL/LDL

entre o grupo suplementado (Sw-3) comparado ao grupo placebo (SP). O
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grupo suplementado apresentou maior valor na relagio HDL/LDL
comparado com o grupo placebo.

A figura 19 apresenta os valores medianos, minimos e maximos da
concentracdo plasmatica de triglicérides.  Na analise estatistica dos
niveis de triglicérides, ndo evidenciamos efeito de interacdo (p=0,114)
entre exercicio e suplemento. Ndo houve diferenca significante (p=0,422)
dos niveis de triglicérides entre o grupo suplementado (Sw-3) comparado
ao grupo placebo (SP). O grupo exercitado (EP) apresentou diferenca
significante (p=0,035) quando comparado ao grupo sedentario placebo (SP).
O grupo sedentario placebo apresentou menor valor de triglicérides em
relacdo ao grupo submetido a natacdo. A suplementagdo com AGw-3 nédo

alterou as concentracdes plasmaticas de triglicérides.
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Figura 19 - Niveis séricos de triglicérides dos animais suplementados com AG®-3 ou
placebo durante 6 semanas e submetidos as sessdes de natacdo ou sedentarios. SP:
sedentério placebo; Sw-3: sedentario suplementado com AGw-3; EP: exercicio placebo;
Ew-3: exercicio suplementado com AGo-3.

Em resumo, este estudo mostrou que:
e A suplementacdo com AGw-3 néo alterou o peso corporal dos ratos e

diminuiu a area seccional das fibras do masculo gastrocnémio;
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e As concentragcOes das enzimas CK e DHL apresentaram-se mais
baixas nos grupos suplementados com AGw-3.

e A suplementagdo com AGw3 diminuiu a concentracdo plasmatica de
colesterol total, LDL e quando associada ao exercicio fisico

aumentou a concentracdo plasmatica de HDL.
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6. Discussao

O principal objetivo desta pesquisa foi analisar o efeito da
suplementacdo de acidos graxos 6mega-3 (AGw-3) no musculo esquelético
em um modelo animal. Para isso, foi realizada anélise estereoldgica da area
seccional do musculo gastrocnémio em ratos submetidos as sessdes de
natacdo, com protocolo de exercicio intermitente. Além disso, foram
dosadas as enzimas creatina quinase (CK) e a desidrogenase lactica (DHL).
Investigamos também a ag¢do dos AGw-3 nos mediadores bioquimicos
associados ao metabolismo lipidico, uma vez que a manutencéo dos niveis
lipidicos sanguineos dentro dos valores normais é de extrema importancia
para salde cardiovascular de um individuo, seja ele ativo ou néo.

Os AGw-3 sdo nutrientes naturais encontrados em alimentos de
origem animal e vegetal e tém sido pesquisados pela possibilidade de efeito
ergogénico nutricional para o musculo esquelético (SMITH et al., 2011),
0ssos (ROUSSEAU, 2009; WEISS, BARRET-CONNOR, VON
MUHLEN, 2005), para protecdo contra o declinio do desempenho fisico
em idosos (ABBATECOLA et al.,, 2009, CORNISH & CHILIBECK,
2009), para perda de peso em individuos obesos (DEFINA et al., 2011) e
prevencao da atrofia em ratos (BRYNER et al., 2012).

Peso corporal

Em nosso estudo, a suplementacdo com AGw-3 ndo interferiu no
ganho de peso corporal dos animais, j& que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos avaliados. Estes resultados corroboraram
outras pesquisas que descreveram que 0s AGw-3 ndo provocaram nenhuma

mudanca de peso corporal em humanos (DEFINA et al., 2011); como
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também em ratos (SOHAL et al., 1992; LE FOLL et al., 2007
CASTILLERO et al. 2009; GARCIA et al., 2010). Nos estudos de SOHAL
et al.(1992) e LE FOLL et al.(2007) os ratos ndo alteraram o0 consumo de
ragdo com a suplementacdo com AGw-3. Uma limitagcdo deste estudo foi
ndo termos monitorado a ingestdo de racdo dos animais.

Muitas controversias séo encontradas na literatura na relacdo entre a
composicao lipidica da dieta e 0 ganho de peso (FRANCO, CAMPOS,
DEMONTE, 2009). VIGOUROUX et al. (2003), LE FOLL et al. (2007) e
GARCIA et al. (2010) também estudaram o efeito da suplementacdo com
0s AGw-3 e utilizaram como placebo os &cidos graxos monoinsaturados e
ndo encontraram diferenca significante no peso corporal entre 0s grupos.
CASTILLERO et al. 2009, utilizou acidos graxos saturados (6leo de coco)
como placebo e também néo encontrou diferenca no ganho corporal entre
0S grupos experimentais. No nosso estudo, 0s animais suplementados com
AG®-3 e 0s do grupo placebo que receberam o 6leo de oliva, também né&o
apresentaram diferenca no ganho de peso, portanto o tipo de gordura néo
teve influéncia no ganho de peso corporal em nossa pesquisa assim como
nas citadas acima.

Por outro lado, os grupos submetidos as sessdes de natacéo
apresentaram menor ganho de peso em relacdo aos grupos sedentarios,
confirmando o que KREIDER et al. (2010) descreveu: que o exercicio é
uma das melhores estratégias para perda de peso. RIBEIRO et al.(2011)
utilizaram o mesmo protocolo de exercicio intermitente, mas com sessoes
de natacdo com duracdo de 20 minutos, durante 12 semanas e também
encontraram menor ganho de peso nos grupos exercitados em comparagao

com o0s sedentarios.
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AGw-3 e 0 musculo esquelético

Poucas intervengdes com 0s AGw-3 tém sido avaliadas em animais
para verificar o efeito no musculo esquelético (PHILLIPS, 2014). O
potencial destes acidos para aumentar a forca e a massa muscular € um
assunto controverso e ainda precisa de mais estudos. Foram utilizadas
diferentes metodologias para elucidar este fenémeno.

Diversos estudos em ratos (WHITEHOUSE et al, 2001;
WHITEHOUSE & TISDALE, 2001; KHAL & TISDALE, 2008; BRYNER
et al., 2012) e em humanos (ROBINSON et al., 2008; SMITH et al., 2011)
comprovaram que estes acidos exercem influéncia na massa muscular e
mostraram algum efeito nas vias de sinalizacdo da sintese de proteinas
musculares e na prevencdo da degradacdo proteica ou um minimo efeito
no ganho de massa muscular (CORNISH & CHILIBECK, 2009).
Entretanto, GARCIA et al. (2010) suplementaram ratos com 3g/dia de
AG®-3 submetidos a natagdo, realizada de forma continua, e ndo
encontraram diferenca significante no ganho de massa muscular entre 0s
grupos.

Em contrapartida, estudos identificaram que a suplementacdo com o0s
AG®-3 alteraram os parametros de turnover proteico, diminuiram as taxas
de sintese e degradacdo (SOHAL et al., 1992), mas ndo atenuaram o
processo de atrofia muscular, que foi evidenciado por meio de dosagens
das proteinas das vias de sinalizacdo da sintese proteica em ratos (BANDO
et al., 2012; FAPPI et al., 2014). Apesar das metodologias para analise do
efeito da suplementacdo com o0s AGw-3 nos musculos serem bem
diferentes do nosso estudo, na analise estereolégica do musculo
gastrocnémio, foi observado efeito de menor area seccional deste musculo
nos grupos suplementados com 0s AGw-3 quando comparados com 0s

animais dos grupos placebo.
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No estudo de FAPPI et al., 2014, os autores observaram que a
suplementacdo com AGw-3 causou atrofia nas fibras musculares dos tipos |
e lla, as quais apresentaram menor area seccional do musculo tibial
anterior, expressdo reduzida de miogenina e expressao aumentada de
atrogina-1 em ratos Wistar. Quando os AGw-3 foram administrados
juntamente com a dexametasona, este efeito se potencializou ainda mais.

S&0 necessarios mais estudos para elucidar este efeito dos AGw-3 no
musculo esquelético, o qual sugere que eles apresentam o mesmo efeito
colateral semelhante ao dos anti-inflamatdrios medicamentosos.

Neste estudo, foi observado menor area da fibra muscular, mas néo
foram dosadas as proteinas das vias de sinalizacdo de sintese proteica,
sendo uma limitacdo para que pudéssemos possuir um maior nimero de

variaveis para serem analisadas.

Os Marcadores de Lesdo Muscular

Alguns autores descreveram que a concentracdo plasmatica de CK
ndo é o padrdo ouro para a avaliagdo de lesdo muscular porque néo
apresenta uma correlacdo linear significativa com as fungbes musculares e
com as alteracBes estruturais nos musculos apés o exercicio (VAN DER
MEULEN, KUIPERS, DRUKKER, 1991; NEME IDE et al., 2013). Além
disso, possui um alto grau de variabilidade biologica individual e ¢ dificil
demonstrar uma diferenca estatistica entre um pequeno numero de
individuos (ZOPPI et al., 2003). Apesar disso, ela tem sido utilizada como
marcador indireto de lesdo muscular em muitos estudos em ratos (VAN
DER MEULEN, KUIPERS, DRUKKER, 1991; AOI, NAITO,
YOSHIKAWA, 2006; UCHIYAMA et al., 2006; NIU et al., 2008;
ARAUJO et al., 2010; SOUZA, et al., 2010; SUSSAI et al., 2010;
MILIONI et al., 2014; XIAO, 2015;) e em humanos (THOMPSON et
al.,1997; KNITTER et al.,, 2000; ZOPPI et al., 2003; RAHNAMA,
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RAHMANI-NIA, EBRAHIM, 2005; DEMINICE et al., 2009; RA et al.,
2013).

A suplementacdo com AGw-3 diminuiu a enzima CK nos grupos
suplementados em comparacdo com os grupos placebo e quando associada
ao exercicio também diminuiu a enzima DHL em comparacdo ao grupo
exercicio placebo. Nossos resultados sugerem que a suplementacdo com

AGw-3 foi eficaz para proteger os masculos contra a lesdo muscular.

A natagdo

CIABATTARI, DAL PAI e DAL PAI (2005) fizeram um estudo
morfoldgico e histoquimico para pesquisar o efeito da natacdo associada a
diferentes dietas no musculo tibial anterior de ratos durante dez semanas,
60 minutos por dia 2x/semana ou 5x/semana. Os pesquisadores realizaram
a analise do menor diametro da fibra muscular e houve uma leve hipertrofia
em relacdo ao grupo sedentario e os autores consideraram o tempo de dez
semanas intenso, mas muito curto. Recentemente, tem sido observado em
modelos de exercicios de forca em animais, que anteriormente ao aumento
de massa muscular, ocorre aumento do namero de fibras.

No estudo de RADER et al.(2014) em um modelo animal de treino
de resisténcia durante um més, foi estudada a morfologia das fibras
musculares e observaram que o numero de fibras por unidade de area
aumentou em 20% e decresceu a area da fibra muscular em 20%, com isso
a massa muscular permaneceu inalterada, isso inclusive ocorreu
principalmente no musculo gastrocnémio. Os autores relataram que em
estudo anterior com duracdo de dois meses, ocorreu a hipertrofia do
musculo gastrocnémio. O nosso estudo, com duracéo de seis semanas, pode
ter sido curto e ndo ter contribuido para que houvesse aumento da area da
fibra muscular. Além disso, ndo analisamos o numero de fibras musculares

para confirmar se houve, ou néo, diferenca entre 0s grupos.
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De acordo com SCHOENFELD (2010), os beneficios da hipertrofia
associados com maior estresse metabolico sdo aparentemente
contrabalanceados por uma diminui¢cdo da capacidade de forca, tornando o
intervalo de descanso curto (< 30 segundos) abaixo do ideal para
maximizar a hipertrofia. O intervalo de descanso no protocolo utilizado foi

de 15 segundos e isto pode ter influenciado o ganho de massa muscular.

Perfil lipidico

Os suplementos com AGw-3 sdo consumidos na forma de capsulas,
contendo de 500 a 2000mg de extrato de 6leo de peixe. Utilizamos a dose
de 500mg/dia, por ser a quantidade minima geralmente comercializada e
utilizada como suplemento e é também a quantidade recomendada pela
Sociedade Internacional de Estudos dos Acidos Graxos e Lipideos para
adultos saudaveis (SURETTE, 2008). Devemos considerar que esta
dosagem é supra fisiologica para ratos. A proporcdo de EPA/DHA da
suplementacdo foi de 1:1, como no estudo de LLUIS et al. (2013) que
associou esta proporcdo como benéfica para 0s pardmetros
cardiovasculares avaliados.

Como placebo foi utilizado o Oleo de oliva que também tem
propriedades cardioprotetoras e influencia os parametros lipidicos no
sangue. O Oleo de oliva € uma fonte rica em compostos fenélicos com
propriedades antioxidantes e bioldgicas, tanto em animais quanto em
humanos. A fracdo saponificavel, que representa 98,5%-99,5% do peso do
Oleo, é formada pela esterificacdo de triglicerideos composto
principalmente pelo &cido graxo monoinsaturado denominado oleico
(6mega-9) e por outros acidos (LOU-BONAFONTE et al., 2012). A fracdo
insaponificavel (cerca de 2%) contém mais de 230 compostos fenolicos
(SACODITTI, 2014). Justamente pela sua composi¢cdo quimica, que é

caracterizada pelos acidos graxos monoinsaturados, e por ser utilizado em
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muitos estudos que testaram os efeitos dos AGw-3, utilizamos este 6leo
como placebo. Quando comparamos o0s dois tipos de Oleos no perfil
lipidico, observamos que o 6leo de peixe teve maior efeito na diminuicdo
do colesterol total, LDL e no aumento dos valores de HDL.

N&o foi observada diferenca significante na concentracdo de
triglicérides no plasma em resposta a suplementacdo com AGw-3 e quando
associada ao exercicio contribuiu para o aumento do HDL.

Estes resultados foram semelhantes aos de ANDRADE, RIBEIRO,
CARMO (2006), que avaliaram o efeito da suplementacdo com 2,5¢g/dia de
AG®-3 no perfil lipidico de 14 nadadores de elite do sexo masculino, em
estudo randomizado, controlado por placebo, pelo periodo de seis semanas.
O grupo placebo (GP) recebeu 6leo mineral (n=6) e o grupo suplementado
(n=8), oOleo de peixe. Os autores observaram efeito hipocolesterolémico,
com a reducdo dos niveis séricos de VLDL, LDL e colesterol total. Os
valores de HDL ndo se alteraram com a suplementacéo, o que foi diferente
do resultado deste estudo. Os autores concluiram que a suplementacdo com
os AGw-3 é importante para a prevencao de doencas cardiovasculares.

Ferguson et al. (2015) tiveram a mesma conclusdo quando
relacionaram o O3l e o perfil lipidico de idosos australianos e encontraram
correlagdo positiva com a concentracdo de HDL em todos os individuos e
correlacdo inversa entre O3l e niveis triglicerides plasmaticos e também na
razdo TC/HDL.

E importante ressaltar que os valores obtidos nas analises do perfil
lipidico dos animais estavam muito semelhantes aos valores normais
encontrados em animais de laboratério da mesma linhagem (SPINELLI et
al., 2012). Além disso, nos grupos exercitados os valores das lipoproteinas
apresentaram-se maiores em relacdo aos grupos sedentérios; isto pode ter
ocorrido devido a eutanasia dos animais ter sido realizada 3 horas apos a
sessdo de natacdo e pode ter ocorrido maior mobilizacdo de lipideos para a
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corrente sanguinea. Uma limitacdo do estudo foi ndo termos os valores

iniciais destes parametros para podermos fazer a comparacao.

Considerac0es finais

Nos recentes milénios, a razdo AGw6/AGw3 da dieta aumentou
dramaticamente devido as profundas mudancas nos habitos alimentares da
populacdo, ocasionadas pela revolucdo agricola em consequéncia ao
aumento do consumo de milho (WEYLANDT et al, 2015) e
posteriormente com a revolucdo industrial ao aumento no consumo de 6leo
de soja (BLASBALG et al., 2011), acarretando elevagdo da relacdo m6/w3
de 1:1 para proporcdes em torno de 15:1 (SIMOPAULOS, 2002). Esta
mudanca é um dos principais fatores cruciais para o aumento das chamadas
doencas da civilizagdgo (WEYLANDT et al., 2015). A Food and
Agricultural Organization (FAO) recomenda uma dieta com a relagdo -
6/w-3 na razdo de 5-10:1 (SANT’ANA, 2004). Atualmente, para equilibrar
a relagdo ®w6/w3 tem-se usado 0s AG-w3 na forma de suplementos
alimentares e estes sdo consumidos no mundo inteiro.

Devemos ter em mente que a suplementacdo com 0s AG-w3 em
doses supra fisiologicas pode ter efeitos adversos ao organismo, pelo fato
destes acidos serem quimicamente instaveis e se oxidarem rapidamente
durante o armazenamento, resultando em uma mistura complexa de
perdxidos lipidicos, produtos de oxidacdo e acidos graxos ndo oxidados
(ALBERT et al., 2013).

A medida que os AG-03 se oxidam com o tempo, hd um aumento
exponencial da concentracdo de peroxidos lipidicos, que vao se degradando
e ocorre um aumento dos produtos de oxidacdo potencialmente prejudiciais
a saude (ALBERT et al., 2013), com efeito citotoxico e potencial
carcinogénico (SERINI, et al., 2011), como foi constatado por ALBERT et
al.(2015) que avaliaram a qualidade e o conteddo de 32 tipos de
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suplementos de 6leo de peixe comercializados na Nova Zelandia, onde
constataram que a grande maioria dos suplementos excediam 0s niveis
recomendados de marcadores de oxidacdo. A maioria dos produtos de 6leo
de peixe vendida globalmente (inclusive da Nova Zelandia) é proveniente
dos peixes das profundezas do mar da costa oeste da Ameérica do Sul, entdo
0s autores consideram que esta pesquisa tem relevancia internacional.

A nutricdo tem se tornado uma ciéncia muito complexa com a
manipulacdo de nutrientes isolados para o consumo diario e apesar dos AG-
®3 poderem ser considerados como um suplemento prescrito em muitas
partes do mundo em altas doses, eles sdo parte essencial de nossa dieta
(SERINI, et al., 2011).

E importante analisarmos a alimentacio como um todo e para
melhorar a razdo ®6/m3 na dieta, seria talvez mais recomendavel o
aumento do consumo de alimentos in natura e a diminui¢do do consumo de
alimentos industrializados e se necesséario, a suplementacdo com os AG-®3
numa dosagem fisiologica recomendada de 0,5 a 1g/dia ou doses
ligeiramente superior em individuos saudaveis (SERINI et al., 2011).
Quando a sua utilizacdo terapéutica for necessaria deve-se ter precaucdes
com dosagens acima do recomendado (ALBERT,2013; FEILLET-
COUDRAY et al., 2013; PESKIN, 2014; WEYLANDT, 2015).

Mais estudos com 0s AG-w3 sdo necessarios, com a utiliza¢do de
diferentes dosagens e em protocolos de exercicio de for¢ca com maior
tempo de duracdo para elucidar os mecanismos bioguimicos pelos quais 0s
AG-®3 interferem no ganho de massa muscular.

Neste estudo, ndo foi possivel mensurar as vias de sinalizacdo da
sintese proteica e 0 aumento da proteina muscular juntamente com a analise
estereoldgica. Portanto, consideramos que mais estudos sdo necessarios
para elucidar os mecanismos de acdo dos AG-w3. No futuro, a observacao

de proteinas relacionadas a mecanotransducdo e a avaliacdo de vias de
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sinalizacdo proteica em associagcdo com o exercicio de for¢ca em modelos

animais, poderdo possibilitar uma nova resposta para esta questao.



7.CONCLUSAO
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7. Conclusao

A suplementacdo com acidos graxos 6mega -3 em
ratos diminuiu a area seccional do musculo
esquelético, diminuiu os niveis séricos de CK e DHL

e melhorou o perfil lipidico.
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Abstract

ABSTRACT

Introduction: There is some evidence suggesting that omega-3 fatty acids
(AG®-3) can alter the activity of anti-catabolic and/or anabolic pathways of
the skeletal muscle to promote the maintenance of muscle mass. Objective:
To analyze the effect of AGw-3 supplementation in skeletal muscle and in
the lipid profile in rats submitted to swimming. Method: Sixty male Wistar
rats were divided into four groups: sedentary placebo (SP), sedentary AGw-
3 (Sw-3), exercise placebo (EP) and AGw-3 exercise (Ew-3). The animals
in the EP and E®-3 groups were subjected to 30 swimming sessions with a
duration of 45 minutes, with intermittent exercise and an overload of 15%
of body weight, five days a week. The animals received 500mg/day of
AGo-3 or olive oil (placebo) by gavage. After euthanasia, blood samples
were collected for CK, LDH and blood lipids dosages. The gastrocnemius
muscles were removed and slides were prepared with HE and an estimated
cross-sectional area was calculated by the stereological method. Results:
The placebo group submitted to exercise (EP) had less weight gain
compared to the sedentary groups (SP) (p <0.0001). The group Sw-3
presented with a lower area of muscle fibers (p = 0,018), lower CK
(p=0,001) and cholesterol (p<0,0001) compared to the groups SP. The Ew-
3 group presented lower LDH (p=0,029), lower LDL (p=0,0002) and
higher value of HDL (p=0,035) compared to the EP group. Conclusion:
The supplementation with omega-3 in rats submitted to swimming
decreased the sectional area of the skeletal muscle, decreased CK and DHL

enzyme and improved lipid profile.
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Dados das analises bioquimicas
Tabela 2 - Dados dos valores séricos das analises bioquimicas dos ratos do Grupo sedentario placebo (SP).
Grupo Sedentario Placebo
ANIMAL CK LDH COL LDL HDL TRIG
1 1580 179 97 29,6 41 132
2 1292 1418 88 29 41 90
3 1603 1035 65 19,2 31 74
4 540 1560 78 31,8 35 56
5 2092 281 82 20,6 34 137
6 953 1596 74 30,8 32 56
7 1175 1764 75 19,2 32 119
8 1052 977 78 25,6 33 97
9 903 1635 75 9 34 160
10 1168 1555 73 30,2 31 59
11 643 1425 61 17,2 33 54
12 1117 1806 64 24,4 28 58
13 536 1208 77 30,4 32 73
14 1170 1189 63 24 29 50
15 844 1732 51 13,4 26 58
Média 1111,2 1290,66 73,4 23,62 32,8 84,86
Desvio Padrao 407,16 483,66 11,03 6,75 3,95 34,76
Maximo 536 179 51 9 26 50
Minimo 2092 1806 97 31,8 41 160
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Tabela 3 - Dados dos valores séricos das analises bioquimicas dos ratos do Grupo sedentario com suplementac¢ao de AGw-3 (Sw-3).
GRUPO S®-3
ANIMAL CK LDH COL LDL HDL TRIG
16 459 1014 59 21,8 30 36
17 522 1501 43 9,4 29 23
18 644 1361 61 8 35 90
19 513 1234 66 18,6 36 57
20 813 1707 44 8 26 50
21 1451 1638 59 17,4 31 53
22 614 1455 54 14,2 31 44
23 622 1811 65 19,6 32 67
24 352 896 66 9,6 36 102
25 1231 1949 63 13,2 32 89
26 737 2034 70 21,2 35 69
27 934 2076 55 11,2 32 59
28 890 2057 61 17,6 31 62
29 962 1830 66 11,4 36 93
30 748 1545 67 21,6 31 72
Média 766,13 1607,2 59,93 14,85 32,2 64,4
Desvio Padrdo 285,04 357,68 7,74 4,92 2,80 21,51
Maximo 352 896 43 8 26 23
Minimo 1451 2076 70 21,8 36 102
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Tabela 4 - Dados dos valores séricos das analises bioquimicas dos ratos do grupo exercicio placebo (EP).
GRUPO EP
ANIMAL CK LDH COL LDL HDL TRIG
31 1720 2249 82 27,6 34 102
32 1109 2019 91 34,6 33 117
33 2083 1021 121 59,4 39 113
34 1288 2175 79 34 31 70
35 676 1764 98 51,6 36 52
36 686 1728 88 37,6 32 92
37 445 1320 118 68,4 38 58
38 621 1571 87 47,8 29 51
39 370 1025 105 51,2 36 89
40 1372 2152 79 25,4 31 113
41 650 1967 85 36,4 32 83
42 696 2070 114 64,6 32 87
43 750 1917 79 37,2 30 59
44 622 1952 91 46,8 30 71
45 476 1234 112 40,2 38 169
Média 904,26 174427 95,26 44,18 33,4 88,4
Desvio Padrao 485,38 401,84 14,47 12,51 3,13 30,44
Maximo 370 1021 79 25,4 29 51
Minimo 2083 2249 121 68,4 39 169
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Tabela 5 - Dados dos valores séricos das analises bioquimicas dos ratos do Grupo exercicio com suplementacdo de AGw-3 (Sw-3).
GRUPO E®-3
ANIMAL CK LDH COoL LDL HDL TRIG
46 465 1197 83 32,4 40 53
47 641 1278 87 23,4 41 113
48 662 1562 89 23,2 41 124
49 561 1469 88 37,4 37 68
50 709 1822 84 29 40 75
51 564 1345 87 41,4 39 33
52 450 1220 65 23,8 33 41
53 393 1034 73 24 37 60
54 636 1177 80 24,4 36 98
55 319 728 80 21,8 37 106
56 671 1400 100 11,2 38 254
57 384 914 66 14,2 30 109
58 875 1645 69 14,2 30 124
59 806 1685 83 19,2 37 134
60 680 1389 97 24,2 38 174
Média 587,733 1324,33 82,06 24,25 36,93 104,4
Desvio Padrdo 154,47 286,07 9,97 8,00 3,37 54,72
Maximo 319 728 65 11,2 30 33
Minimo 875 1822 100 41,4 41 254
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