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CAPITULO 1

APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado estd estruturada da seguinte forma:

Uma introducdo onde sdo apresentados a justificativa, os aspectos relevantes e o
problema de pesquisa;

Uma revisdo de literatura onde sdo abordadas algumas informacdes importantes
para o entendimento do assunto e os principais estudos publicados em literatura cientifica e
que apresentam relagdo com o tema do estudo, seguido pela apresentacdo dos objetivos e
hipdteses da pesquisa;

Ap6s € apresentado um manuscrito original intitulado: “Efeitos da suplementa¢do
de d6mega-3 e do exercicio sobre pardmetros de estresse oxidativo e CRP-hs em diabéticos
tipo 2 *“ que serd traduzido e submetido a revista Diabetes Care. Observacdo: algumas
siglas sdo apresentadas conforme versdao em inglés, visando a tradugao futura;

Por fim, uma conclusdo com os desfechos do estudo realizado.
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CAPITULO 11

RESUMO

OBJETIVOS - Verificar o efeito do exercicio agudo e da suplementagdo com PUFA n-3
sobre parametros de estresse oxidativo e inflamatérios em pacientes diabéticos tipo 2.
DESENHO DA PESQUISA E METODOS - Participaram do estudo 30 diabéticos tipo 2
sem complicagdes decorrentes da doenga. Realizou-se coleta de sangue em jejum de 12 h e
de urina para analises bioquimicas. Apds foram submetidos a eletrocardiograma
concomitante ao teste de cargas progressivas. Na semana seguinte foi realizado o 1° teste
submiximo com coleta de sangue antes e apds o exercicio para analise de estresse
oxidativo e proteina C reativa ultra-sensivel (CRP-hs). Organizou-se aleatoriamente 2
grupos: placebo (recebeu cédpsulas contendo gelatina) e PUFA n-3 (recebeu cédpsulas ricas
em Odmega-3). Apds periodo de suplementacdo de 8 semanas foi repetido o protocolo do
teste submdximo.

RESULTADOS - Nio foram verificadas alteracdes significativas no HDL, LDL, COL,
glicemia e HbA1C. Apdés o periodo de suplementacdo, o grupo PUFA n-3 reduziu
significativamente os valores de triglicerideos (p=0,005) e VLDL (p=0,003) e aumentou a
capacidade antioxidante total (p=0,047) e a atividade da enzima superéxido dismutase
(p=0,017). Nao foram verificadas alteragdes nos marcadores de lipoperoxidacdo e acido
urico. A CRP-hs aumentou apds o exercicio em ambos os grupos, e ndo alterou-se com a
suplementacao.

CONCLUSOES - Uma tinica sessdo de exercicio ndo foi capaz de gerar danos oxidativos,
no entanto proporcionou aumento de CRP-hs. A suplementagdo com PUFA n-3 reduzir os
niveis de triglicerideos e aumentou as defesas antioxidantes sem alterar pardmetros

oxidativos.

Palavras-chave: Omega-3, exercicio agudo, estresse oxidativo, proteina C reativa.
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CAPITULO 111

INTRODUCAO

As doencas cronicas s@o a maior causa de morte no mundo, liderados pelas doengas
cardiovasculares (17 milhdes de mortes em 2002), seguido pelo cancer (7 milhdes de
mortes), doengas cronicas do pulmao (4 milhdes), e diabetes mellitus (aproximadamente 1
milhao) (1).

No mundo, segundo a International Diabetes Federation, (2), 5,1% (194 milhdes
de pessoas) da populacdo adulta s@o diabéticos. Numeros muito significativos para uma
populacdo total aproximada de 6,3 bilhdes. A perspectiva para o ano de 2025 é que estes
ndmeros crescam ainda mais, chegando a aproximadamente 333 milhdes de diabéticos.

No Brasil, no ano de 2000 j4 existiam 5,7 milhdes de diabéticos na faixa etaria de
20 a 79 anos. As perspectivas para o ano de 2025 sdo alarmantes, com aproximadamente
10,7 milhdes de brasileiros com esta patologia (2).

O diabetes mellitus é um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas pela
hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢do de insulina, na acdo da insulina ou de
ambos. A hiperglicemia cronica estd associada com danos a longo prazo, como alteragdes
micro e macrovasculares que levam a disfuncao, dano ou faléncia de vérios 6rgaos (3).

O aumento do metabolismo da glicose estd relacionado com uma maior formacao
de radicais livres por intermédio de vias metabdlicas, tais como, da auto-oxidagdo da
glicose, da glicosilacdo de proteinas e da ativacdo da via do poliol (4). Um incremento no
estresse oxidativo tem sido observado nos pacientes diabéticos podendo ser diagnosticados
pelo aumento na produgdo de radicais livres, peroxidagdo lipidica e diminui¢do no status
antioxidante (5, 6).

Além da maior producdo de estresse oxidativo, os diabéticos também apresentam
uma suscetibilidade aumentada aos processos inflamatérios (7). Marcadores inflamatérios
conhecidos, como, por exemplo, a proteina C reativa (CRP), podem predispor o aumento
do risco para doencgas cardiovasculares e ser um sinalizador importante no controle do
diabetes (8-10).

Alguns nutrientes tém sido estudados com o propésito de diminuir os niveis de
estresse oxidativo e de inflamacdo que se encontram elevados tanto em pacientes com
doencas cardiovasculares, quanto em diabéticos. Um destes nutrientes é o dcido graxo

poliinsaturado émega-3 (PUFA n-3) (11-13). Este acido graxo estd relacionado com a
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diminui¢cdo de marcadores inflamatérios, producdo de citoquinas, coagulagdao e funcio
endotelial (14, 15). E bem descrita a importancia do PUFA n-3 no tratamento de
hipertrigliceridemia (16, 17), no entanto, sua relagdo com a peroxidagao lipidica e com os
mecanismos de defesa antioxidante ndo estdo bem estabelecidos.

Além do manejo nutricional, os exercicios também podem ser utilizados para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes diabéticos. Os exercicios regulares t€ém sido
associados com a redugdo do risco para doengas cardiovasculares (18-20), e tem sido
recomendado para diabéticos devido ao aumento da sensibilidade a insulina, melhora na
tolerdncia a glicose, diminuicdo dos niveis de triglicerideos plasmaticos, melhora nos
niveis do colesterol HDL (21-24), melhora na fun¢do endotelial (25) e reducdo dos riscos
para desenvolvimento de sindrome metabdlica (26). Sabe-se também que a atividade fisica
€ reconhecida promotora de estresse oxidativo, no entanto se realizada sistematicamente
promove adaptacdes nos sistemas de defesa do organismo que se contrapde a producdo
radicalar. Contudo, pouco se sabe em relagdo aos efeitos que sessdes agudas de exercicio
podem proporcionar nesta populacao.

O PUFA n-3 tem sido estudado atualmente na prevencdo de doencgas
cardiovasculares, no entanto sdo poucos os estudos que relacionam o consumo desse 4cido
graxo com estresse oxidativo e marcadores inflamatorios em pacientes diabéticos.

Baseado nos pressupostos descritos anteriormente foi formulada o seguinte
problema de pesquisa: a suplementacdo com PUFA n-3 é capaz de melhorar os niveis de
CRP-hs e marcadores lipidicos sem causar danos oxidativos em repouso e frente ao

exercicio fisico em diabéticos tipo 2.
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CAPITULO IV

REFERENCIAL TEORICO

A revisdo de literatura estd dividida em trés partes: inicialmente abordou-se os
dcidos graxos poliinsaturados, em especial os PUFA n-3. Em um segundo momento falou-
se sobre o diabetes mellitus, dando énfase ao diabetes mellitus tipo 2. Apés, abordou-se
questdo referente ao estresse oxidativo e sua relacdo com diabetes mellitus e com o
exercicio. Ao longo da revisdo foram apresentados alguns trabalhos cientificos

desenvolvidos com pacientes diabéticos e com a suplementagdo de PUFA n-3.

Acidos graxos poliinsaturados

Os é4cidos graxos sdo fundamentais para a realizagdo de diversas fung¢des no
organismo humano, como a manuten¢do da integridade das membranas celulares e sintese
de hormonios esterdides. Além de fornecerem energia, sio também precursores para
numerosos compostos biologicamente ativos (27).

Sdo 4cidos carboxilicos com longas cadeias de hidrocarbonetos que podem ser
classificados de acordo com a presenca ou auséncia de insaturacdes (duplas ligacdes).
Sendo assim, os 4cidos graxos podem ser saturados (isento de duplas ligacdes) e
insaturados (com presenga de duplas ligacdes). Estes dltimos também podem ser
subdivididos em &cidos graxos monoinsaturados (onde encontramos apenas uma dupla
ligacdo) e poliinsaturados (com duas ou mais duplas ligacdes) (28).

Os PUFAs sdo classificados em 6mega-3 (n-3), dmega-6 (n-6), 6mega-7 (n-7) e
omega-9 (n-9). Destes, estaremos dando um enfoque especial ao n-3 e n-6. Sdo
classificados em n-3, quando a primeira insatura¢io encontra-se entre os carbonos 3-4 do
lado metila, e n-6, quando a primeira insaturacdo esta entre os carbonos 6-7 do lado metila.
A letra grega “®” também pode ser usada para descrever a terminacdo metila no lugar da
letra “n” (29).

A familia n-6 € derivada do 4cido graxo linoleico (18:2n-6) e a familia n-3 do 4cido
graxo o-linolénico (18:3n-3) (figura 1). Essas duas familias s@o interconversiveis em
mamiferos, pois a enzima que converte o dcido linoleico em a-linolénico estd presente
apenas em plantas (30). Sendo assim, sdo denominados “4dcidos graxos essenciais” para os

seres humanos, devendo fazer parte da alimentacéo.
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Figura 1: Estrutura dos 4cidos linoleico (n-6) e a-linolénico (n-3).

Os 4acidos graxos essenciais podem sofrer uma série de reacdes, formando dcidos
graxos com mais de 18 atomos de carbono. Neste processo, estdo envolvidas enzimas de
dessaturacdo e elongacdo. A dessaturacdo € caracterizada pela introducdo de uma dupla
ligacdo na cadeia de carbono e a elongacdo, pela introducdo de dois novos atomos de
carbono (31). Através destes processos, o 4cido linoleico é convertido a dcido araquiddnico
(20:4n-6) e o 4acido o-linolénico aos 4cidos eicosapentaendico (EPA) (20:5n-3) e
docosahexaendico (DHA) (22:6n-3), que sdo comumente encontrados no 6leo de peixe
(figura 2).

Os PUFA n-3 e n-6 sdo capazes de gerar substincias chamadas eicosandides. Os
eicosandides atuam como moduladores quimicos em diversos processos bioldgicos, como
na resposta inflamatdria, agregacio plaquetaria, permeabilidade vascular e na formacdo de
interleucinas. Sao classificados como moléculas bioativas com 20 dtomos de carbono, que
incluem leucotrienos (LT), prostaciclinas, prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX),
lipoxinas, acidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE) e acidos
hidroxieicosatetraendicos (HETE) (32).

Cada familia de PUFA d4 origem a uma série diferente de eicosandides. O acido
araquidonico é precursor de PG e TX da série 2, quando had atuagdo da enzima
ciclooxigenase e dos LT da série 4, HPETE e HETE das séries 5, 12 e 15, quando a enzima
atuante for a lipoxigenase. J4 o EPA € o precursor de PG e TX da série 3 via
ciclooxigenase e dos LT e HEPE da série 5 através da enzima lipoxigenase (33). Os
eicosandides derivados do n-6 sdo geralmente proinflamatérios e pré-agregatorios,
enquanto que os derivados do n-3 s@o predominantemente antiinflamatérios e inibidores da

agregacdo plaquetdria (figura 3) (34).
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Familia n-3
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v
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Figura 2: Esquema ilustrativo da biossintese dos dcidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e 6mega-3.

Adaptado de Calder (2003).
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Os acidos linoleico e a-linolénico sdao substratos das mesmas dessaturases, de forma
que as familias n-3 e n-6 competem entre si pelas mesmas enzimas na via metabdlica,
sendo que os 4cidos graxos derivados da familia n-3 apresentam maior afinidade por estas
enzimas. Assim, uma dieta rica em n-3 é capaz de diminuir a conversdo do 4cido linoleico
em acido araquiddnico, elevando a quantidade de EPA e DHA, promovendo a formagao de

PG da série 3 e LT da sério 5, que sdo mediadores inflamatérios menos ativos (34, 35).

FOSFOLIPIDIOS

Fosfolipase A,

Acido Araquidonico Acido Eicosapentaenéico
(20:4n-6) (20:5n-3)
Ciclooxigenase Lipoxigenase Ciclooxigenase Lipoxigenase
PGI, LTA, PGI; LTAs
TXA, LTB, TXA; LTB;s
TXB, LTC, TXB3 LTCs
PGD, LTD, PGD; LTDs
PGE, LTE,4 PGE; LTEs
PGF, 5-HPETE PGF; 5-HEPE
5-HETE
15-HPETE
15-HETE
12-HPETE
12-HETE

Figura 3: Sintese de eicosandides derivados dos d4cidos araquidonico e eicosapentaendico.
Prostaglandinas (PG); tromboxanos (TX); leucotrienos (LT); acidos hidroperoxieicosatetraendicos
(HPETE) e acidos hidroxieicosatetraenéicos (HETE).

Adaptado de Calder (1998).

Estudos tém demonstrado que o consumo de PUFA n-3 é capaz de proporcionar
efeitos benéficos em diversas doengas, agindo na diminuicdo dos sintomas ou até mesmo
reduzindo sua progressdo. Os trabalhos mais conhecidos incluem as doengas
cardiovasculares (36), dislipidemia (37), doencas inflamatérias cronicas como o diabetes
mellitus (38), artrite reumatdide (39) e até mesmo a depressdo (40). No entanto os

mecanismos de acio ndo estdo totalmente esclarecidos.
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Questdes referentes a relacdo dos PUFA n-3 com estresse oxidativo também tem sido
abordados na literatura (41). A insaturacio dos PUFAs favorecem a acdo dos radicais
livres, consequentemente aumentando a lipoperoxidacdo. Sendo assim, alguns trabalhos
com suplementa¢do de PUFA n-3 tem descrito aumento na formagdo de espécies reativas
de oxigénio (42). No entanto, o aumento da lipoperoxidacdo n3o € um consenso na
literatura, (38, 43, 44).

Devido aos diversos efeitos benéficos proporcionados pelo consumo de PUFA n-3,
os Orgdos americanos e europeus t€m incentivado o consumo de peixes de 2 a 3 vezes por
semana. Niveis de ingestdo adequada de dcidos graxos essenciais foram estabelecidos pelo
Institute of Medicine, por meio das quantidades dietéticas de referéncia, baseadas na
ingestdio média da populacio americana (45). A tabela 1 descreve as quantidades

recomendadas para o consumo do dcido a-linolénico de acordo com a idade e sexo.

Tabela 1 - Recomendacao (g/dia) de acido a-linolénico (n-3)

IDADE (ANOS) SEXO OMEGA-3

0-1 Masculino e feminino 0,5

1-3 Masculino e feminino 0,7

4-8 Masculino e feminino 0,9

9-13 Masculino 1,2

9-13 Feminino 1,0

>14 Masculino 1,6

>14 Feminino 1,1
Gestantes 1.4

Lactantes L3

Fonte: Institute of Medicine (2002).

Segundo a American Hearth Association em 2002 , o uso de cdpsulas contendo
dcido graxo n-3 € indicado para individuos com doengas cardiovasculares que ndo
conseguem atingir as quantidades recomendadas deste nutriente somente com a dieta e
para pessoas que possuem hipertrigliceridemia, pois necessitam ingerir uma quantidade
elevada de EPA e DHA por dia (13).

Fontes ricas de n-3 sdo encontradas em peixes de dguas frias como a sardinha e o
salmdo, mas também podem ser encontrados nos vegetais de folhas verdes e nos 6leos de
soja e canola, nozes, linhaca, germe de trigo e leguminosas, como descritos na tabela 2

(46).
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Tabela 2 - Principais fontes alimentares de acidos graxos 6mega-3

FONTE Gramas de n-3 em 100g de alimento

Linhaca 16,51
Oleo de Canola 10,0
Oleo de Soja 7,0
Noz 5,0
Cavala 1,8-5,3
Arenque 1,2-3,1
Salmao 1,0-2,0
Atum 0,5-1,6
Camarao 0,2-0,4
Lagosta 0,3-0,4
Bacalhau 0,2-0,3

Fonte: Adaptado de Schmidit (2000)

Deve-se ressaltar que doses excessivas de PUFA n-3 podem ser deletérias para a
saude pelo fato desse lipideo suprimir a produ¢do de agentes inflamatdrios, podendo levar
a uma diminui¢do exagerada da resposta do sistema imunoldgico, diminuir a coagulacio

sangiiinea e ainda aumentar o tempo de sangramento (47).

Diabetes

O diabetes mellitus ndo é uma unica doenca, mas um grupo heterogéneo de
distirbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia. Essa hiperglicemia é o
resultado de defeitos na acdo e/ou na secrecdo de insulina (48).

A classificacdo do diabetes proposta pela American Diabetes Association (49) e
endossada pela Sociedade Brasileira de Diabetes (48) inclui quatro classes clinicas:
diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, outros tipos especificos de diabetes e
diabetes mellitus gestacional. Ainda existem duas categorias, referidas como pré-diabetes,
que sdo a glicemia de jejum alterada e a tolerincia a glicose diminuida.

No mundo, segundo a International Diabetes Federation, (2), 5,1% (194 milhdes
de pessoas) da populacdo adulta é diabética. Nimeros muito significativos para uma
populacdo total aproximada de 6,3 bilhdes. A perspectiva para o ano de 2025 é que estes
ndmeros crescam ainda mais, chegando a aproximadamente 333 milhdes de diabéticos.

O Brasil encontra-se entre os dez paises com maior incidéncia de diabéticos. No

ano de 2000 ja eram 5,7 milhdes de diabéticos na faixa etdria de 20 a 79 anos. As
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perspectivas para o ano de 2025 sdo alarmantes, com aproximadamente 10,7 milhdes de
brasileiros com diabetes (2).

O diabetes mellitus tipo 2 é a forma mais presente de diabetes, representando 90-
95% dos casos, enquanto que a prevaléncia de diabetes tipo 1 é de aproximadamente 05-
10%. O diabetes gestacional, uma condicdo transitéria durante a gravidez ocorre em 1 a

14% de todas as gestagdes, dependendo da populacdo estudada (50).

Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 caracteriza-se por defeitos na acdo e na secre¢do da
insulina. Em geral ambos os defeitos estdo presentes quando a hiperglicemia se manifesta,
porém pode haver predominio de um deles. A maioria dos pacientes com esta forma de
diabetes apresenta sobrepeso ou obesidade. Geralmente é diagnosticada apds os 40 anos,
no entanto a incidéncia em adolescentes tem aumentado drasticamente na dltima década,
principalmente por causa da obesidade (48).

Sdo alguns fatores de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2: indice de
massa corporal > 25 kg/m’ histérico familiar positivo para diabetes, histérico
cardiovascular, inatividade fisica, niveis de HDL colesterol < 35 mg/dl e/ou niveis de
triglicerideos > 250 mg/dl (48, 51).

A evolucdo para diabetes tipo 2 ocorre ao longo de um periodo de tempo varidvel,
passando por estdgios intermedidrios que recebem o nome de glicemia de jejum alterada e
tolerincia a glicose diminuida. Tais estidgios seriam decorrentes de uma combinagdo de
resisténcia a acdo da insulina e disfuncdo das células beta. Os mecanismos envolvidos na
perda da funcdo destas células permanecem obscuros, entretanto ji se sabe que o
envelhecimento, o estresse oxidativo, a glicotoxicidade e a lipotoxicidade fazem parte
deste quadro.

O principal desencadeador do diabetes é o sobrepeso, que pode levar a um aumento de
mediadores pré-inflamatérios expressos pelo tecido adiposo. Este quadro tem sido
relacionado a resisténcia a insulina e possivelmente leva a um processo continuo de
destruicdo das células betas. (52).

O tecido adiposo, o qual abrange diversos tipos celulares (adipdcitos, macrdfagos,
células endoteliais, fibroblastos), por muito tempo foi considerado apenas um tecido
passivo. No entanto, fungdes enddcrinas t€m sido atribuidas a este tecido que é capaz de

secretar diversas citocinas, chamadas adipocinas (53). Estas citocinas induzem o figado a
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produzir as proteinas da fase aguda, como a CRP, e a0 mesmo tempo podem agir nas
ilhotas pancredticas e prejudicar a funcdo secretora das células beta (54).

A CRP € um marcador sensivel de inflamacdo e sua determinacdo possui um
elevado valor informativo para diagndstico, terapia e monitorizacdo da evolucdo de
processos inflamatérios e das doencgas a eles associados. Concentracdes elevadas desta
proteina t€m sido encontradas em pacientes portadores de diversas doencas, entre elas a
sindrome metabdlica (55), hipertensdo (56), doengas cardiovasculares (57, 58), diabetes
mellitus tipo 1 (59) e diabetes mellitus tipo 2 (60).

Os resultados de CRP mensurados nos intervalos de medicdo altamente sensiveis
(CRP-hs) podem servir como marcador de risco independente para a identificacdo de
pessoas com risco para doencas cardiovasculares. A CRP é formada pelo figado e,
normalmente, estd presente no soro e plasma sob a forma de oligoproteinas.

Quando as citocinas sdao produzidas localmente na placa inflamada, como
frequentemente ocorre em diabéticos mal controlados, exercem efeitos protrombdticos nas
células endoteliais, podendo aumentar diretamente a permeabilidade capilar e causar
estresse oxidativo e disfung@o endotelial, agravando o processo aterosclerdtico (61). Estes
danos levam ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, que concomitante com o

quadro do diabetes pode levar a morte.

Critérios para diagndstico e tratamento do diabetes

Os critérios para diagnostico do diabetes foi modificado em 1997 pela American
Diabetes Association (62) e posteriormente aceito pela Organizagdo Mundial da Sadde e
pela Sociedade Brasileira de Diabetes. Em 2003, a ADA sugeriu novas modificagdes para
o diagnostico do quadro de glicemia de jejum alterada (63).

Segundo estes critérios a glicemia € descrita como normal quando seus valores
encontram-se entre 70mg/dl e 99mg/dl em jejum e inferior a 140mg/dl duas horas a pds a
sobrecarga de glicose.

Para o diagnéstico do diabetes é necessario a presenga de pelo menos um desses
fatores:

= Presenca de sintomas do diabetes e a glicemia casual > 200mg/dl.

A mensuracdo da glicemia casual € realizada em qualquer periodo do dia sem

considerar o tempo desde a dltima refeicdo. Os sintomas cldssicos do diabetes incluem

polidria, polidipsia e involuntdria diminui¢@o de peso.
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= Glicemia de jejum > 126mg/dl.
Jejum é definido como um periodo de no minimo 8 horas sem consumir calorias.
Em caso de pequenas elevacdes da glicemia, o diagndstico deve ser confirmado pela
repeti¢do do teste em outro dia.
= Glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de glicose > 200mg/dl.
Este teste tem maior sensibilidade que a glicemia de jejum. Para a sua realizacdo é
necessario um jejum de 8 horas e a ingestdo de 75 g de glicose anidra dissolvida em dgua.
E diagnostica a glicemia de jejum alterada quando a glicemia encontra-se entre
100mg/dl e 125mg/dl e tolerdncia a glicose diminuida quando apds uma sobrecarga de 75g
de glicose, o valor da glicemia de 2 horas se situar entre 140mg/dl e 199mg/dl.

Os dados para diagnéstico do diabetes sao descritos resumidamente na tabela 3.

Tabela 3 — Valores de glicose plasmatica (em mg/dl) para diagnostico de diabetes

mellitus e seus estagios pré-clinicos

Categoria Jejum* 2h apds 75g de glicose Casual**

Glicemia normal <100 < 140

Tolerancia a glicose > 100a <126 > 140 a < 200

diminuida

Diabetes mellitus > 126 > 200 2 200 (com sintomas
classicos)***

* O jejum € definido como a falta de ingestdo de calorias por no minimo 8 horas; ** glicemia plasmaética casual
¢ aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde a tltima refeicéio; *** os sintomas
classicos de diabetes mellitus incluem politria, polidipsia e perda ndo-explicada de peso.

O tratamento do diabetes requer mudancas nos hdabitos de vida. A primeira
estratégia é a reeducacdo alimentar e o combate ao sedentarismo com o objetivo de
reducdo ou manutencdo do peso corporal e controle dos niveis glicEmicos. Quando o
paciente diabético tipo 2 ndo responde ou deixa de responder adequadamente as medidas
nido-medicamentosas, indica-se um ou mais agentes antidiabéticos. O tratamento
medicamentoso pode variar desde o uso agentes antidiabéticos orais e/ou uso de insulina.

O exercicio fisico faz parte do tratamento do diabetes por proporcionar diversos
beneficios a curto e longo prazo, melhorando a qualidade de vida desses pacientes. Os
exercicios regulares t&m sido associados com a redugdo do risco para doencgas
cardiovasculares (64, 65), assim como aumento da sensibilidade a insulina, melhora na
tolerancia a glicose (66, 67), diminui¢do dos niveis de triglicerideos plasméticos, aumento

dos niveis do colesterol HDL (64), melhora na fungdo endotelial (25) e redugéo dos riscos
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para desenvolvimento de sindrome metabdlica (26). Além destes beneficios ainda contribui
para reducdo de peso e melhora da auto-estima.

O American College of Sports Medicine (68) recomenda a realizacdo de atividade
fisica programada 3 a 4 vezes por semana com duragdo de 20 a 60 minutos, em intensidade
equivalente a 50 — 80% do VO,nsx ou utilizar a freqii€ncia cardiaca de reserva. Exercicios
de forca também sdo recomendados, devendo iniciar com séries de 10 — 15 repeti¢des com

cargas equivalentes a 40 — 60% de 1 repeticdo maxima, progredindo com o treinamento.

Estresse oxidativo

O oxigénio é considerado indispensdvel para a producéo eficiente de energia tanto
nos animais quanto nas plantas. Porém, assim como € indispensdvel para a vida, pode
resultar em danos reversiveis ou até mesmo irreversiveis quando os seres vivos sdo
expostos a ele em concentragdes superiores as encontradas na atmosfera, podendo
inclusive levar a morte celular. Isso € chamado de paradoxo do oxigé€nio (69, 70). Por isso
existem mecanismos para combater estes efeitos deletérios conhecidos como sistemas de
defesa antioxidantes. Os danos ao organismo podem variar consideravelmente de acordo
com o estado fisiolégico do individuo, a efetividade das suas defesas antioxidantes e seus

hébitos alimentares (71).

Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ERO) ou também chamadas espécies derivadas
de oxigénio incluem os radicais livres e outras espécies ndo-radicais. Além das ERO,
temos uma ampla gama de radicais livres como os radicais centrados no carbono, enxofre,
cloro e nitrogénio (71).

Um radical livre € definido como um 4tomo, grupo de dtomos ou moléculas, com
um ou mais elétrons desemparelhados na ultima camada e capaz de existéncia
independente (71). O ndo emparelhamento dos elétrons confere alta reatividade aos dtomos
ou moléculas. Sdo produzidos naturalmente em nosso organismo dentro dos processos
metabdlicos, e muitas vezes sdo de extrema utilidade, como nas situagdes onde ha
necessidade de ativacdo do sistema imunoldgico, na detoxificagdo de drogas, nos processos

de sinalizagdo celular e nas respostas mitdticas (72).
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Formacdo das espécies reativas de oxigénio

No processo respiratério formam-se espécies intermedidrias de oxigénio, as ERO.
Com isso, o metabolismo dos seres aerdbios depara-se com um paradoxo vital: a
imprescindibilidade do oxigénio (O;) para a manuten¢do da vida e, por outro lado, seu
potencial de toxicidade, diante de vias oxidativas defectiveis no processo respiratdrio.

Na cadeia de transporte de elétrons, grande parte do oxigénio € reduzida a dgua, em
uma reacao tetravalente estdvel, catalisada pela enzima citocromo-oxidase, condicionando

a reagdo a ocorrer em uma tnica etapa, sem a formacao de intermedidrios (reacéo 1).
Reacdo 1 — Reducio tetravalente do oxigé€nio
O, + 4¢ +4H" — 2H,0 + energia

Entretanto, uma pequena parte (2-5%) deste oxigénio pode sofrer reducio
univalente seqiiencial, formando ERO, como por exemplo, o radical superéxido (O,"),
peréxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil (OH").

Em razdo de sua configuracdo eletronica, o oxigénio tem uma forte tendéncia a
receber um elétron de cada vez. A conversao univalente do oxigénio a 4gua processa-se da
seguinte maneira:

(a) A adigdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental gera

a formacdo do radical superéxido (0,") (reacdo 2).
Reacio 2: O, +e —>0,"

(b) O superoxido ao receber mais um elétron e dois fons hidrogénio, forma
peréxido de hidrogénio (H,0,), através do processo chamado dismutacdo. Essa reagdo é
catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD) que é encontrada em quantidades
elevadas nas células de mamiferos e que acelera a reacdo a 10" vezes a freqiiéncia para

dismutacgdo espontinea num pH fisiolégico (reagéo 3).

SOD
Reacido 3: 20," +2H" — H,0,
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(c) Quando o perdxido de hidrogénio recebe mais um elétron e um fon hidrogénio, é
formado o radical hidroxil (OH"), que é o mais reativo dos intermedidrios, pois pode reagir
e alterar qualquer estrutura celular que esteja préoxima, e assim influenciar enzimas,
membranas ou acidos nucléicos (73).

O radical hidroxil pode ser formado quando o peréxido de hidrogé€nio reage com

fons ferro ou cobre (reacdo 4). A reacdo é conhecida como Reacdo de Fenton.
Reacdo 4:  Fe’*/Cu*+H,0, — OH'+ OH™ + Fe**/Cu®*

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacdo entre peroxido de
hidrogénio e superdéxido, conduzindo & producgdo de radical hidroxil (reagdo 5), a chamada

Reacdo de Haber-Weiss.
o Fe/Cu . i
Reacdo5: H,0,+0,” —> OH +OH + 0O,

Os radicais superéxido (0,") e hidroxil (OH®) tém elétrons desemparelhados em
sua 6rbita mais externa e sdo, portanto, chamados radicais livres. O peréxido de hidrogénio
(H20,) n3o é um radical livre: representa um metabdlito de oxigénio parcialmente
reduzido. Outras espécies reativas de interesse sdo os oxigé€nios singletes, que sdo formas
de oxigénio spin-alterada. Esses metabdlitos derivados do oxigénio, considerados em
conjunto, sdo denominados espécies reativas de oxigénio (tabela 4) em fungdo da sua
aumentada reatividade para as biomoléculas, e em geral alteram o tamanho e a forma dos

compostos com quem eles interagem.

Tabela 4 - Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais Livres Nao Radicais

Superéxido, O,™ Peréxido de hidrogénio, H,O,
Hidroxil, OH® Acido hipocloroso, HOCI
Peroxil, RO,* Ozonio, O3

Alcoxil, RO® Oxigénio singlet, O,'
Hidroperoxil, HO," Peroxinitrito, ONOO

*Q ponto sobrescrito (%) é usado para simbolizar um radical
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Além disso, o radical superéxido pode reagir diretamente com o 6xido nitrico (NO),
um radical livre centrado no nitrogénio, gerando peroxinitrito. Este pode levar a formacao

de um oxidante com caracteristicas do radical hidroxil (reacao 6).
Reagio 6: 0, + NO — ONOO™ —» ONOO™ + H" —» OH"

Cada ERO tem suas proprias caracteristicas, mostrando diferentes reatividades e

tempos de meia-vida.

Sistema de defesa antioxidante

A producdo continua de radicais livres durante processos metabdlicos levou ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a indug¢do de danos. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis
pela inibicdo e redugdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células.

Um antioxidante pode ser definido como uma substincia que, quando presente em
baixa concentracdo em comparagdo com a concentracdo de um substrato oxidavel previne
ou retarda significativamente a oxidagao deste substrato(71).

As substancias que neutralizam o efeito deletério dos radicais livres no organismo
podem ser agrupadas nos sistemas de defesa antioxidante. Os antioxidantes podem atuar
em trés niveis diferentes: prevenindo a iniciacido das reacdes em cadeia, por remocdo dos
radicais livres; seqiiestrando radicais livres gerados nas reagdes em cadeia, interrompendo-
as; e removendo perdxidos, prevenindo a geracdo de mais radicais livres.

O sistema de defesa antioxidante estd dividido em enzimdtico e ndo enzimadtico. O
primeiro inclui a SOD, catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

A CAT desempenha importante papel na elimina¢do do H,O,, promovendo a sua

catalise até dgua.
. CAT
Reagao 7: H202 + H202 — 02 + 2H20
A GPx também funciona como mecanismo de prote¢@o contra o estresse oxidativo,

convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), removendo H,O, e

formando dgua (reacdo 8) (74).
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Reacio 8: 2GSH + H,0, —— GSSG + 2H,0

Dessa forma, tanto a CAT quanto a GPx evitam o actimulo de radical superdxido e
de peréxido de hidrogénio para que nio haja produgdo de radical hidroxil, contra o qual
nido existe sistema enzimdtico de defesa. O perfeito equilibrio entre as enzimas
antioxidantes € importante para a manutencdo da integridade celular.

Ja o sistema ndo enzimadtico inclui compostos sintetizados pelo organismo humano
como bilirrubina, ceruloplasmina, hormonios sexuais, melatonina, coenzima Q, &4cido
urico, e outros, ingeridos através da dieta regular ou via suplementacdo como &acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), b-caroteno (precursor de vitamina A) e

grupos fendis de plantas (flavonéides) (71).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidantes e antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes (71). Um dos
principais mecanismos de lesdo € a lipoperoxidagao, ou seja, a oxidagdo da camada lipidica
da membrana celular. Além disso, o estresse oxidativo pode gerar danos a proteinas e ao
DNA, provocando diversas alteragdes na funcéo celular e, portanto, tecidual (71)

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, freqiientemente ¢ acompanhada
do aumento das defesas antioxidantes enzimdticas, mas a producdo de uma grande
quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular.

Diversos métodos podem ser utilizados para avaliar os niveis de estresse oxidativo
nos sistemas bioldgicos. No entanto os mais utilizados sdo os que envolvem os danos a
lipidios de membranas que podem ser subdivididos em produtos primarios e secundarios
da oxidacdo. Os primeiros incluem mensuragido de dienos conjugados e hidroperéxidos
lipidicos, enquanto que os segundos envolvem a mensuragdo do malondialdeido que é
usualmente mensurado como substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), F2-
isoprostanos (isoprostanos sdo produtos téxicos da lipoperoxidacdo, formados durante a

peroxidacdo do acido araquiddnico) e a andlise de gases expirados (75).
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Diabete, estresse oxidativos e exercicio

Muitas vias metabdlicas associadas com a hiperglicemia, tais como a auto-oxidagio
da glicose, a glicosilacdo de proteinas e a ativacdo da via do poliol aumentam a producio
de radicais livres. Em adi¢do, hd um desbalanco celular entre a oxidacdo/reducdo e
diminuicdo dos sistemas de defesas antioxidantes (4, 76). O aumento das espécies reativas
de oxigénio e de nitrogénio e os distirbios no sistema de defesas antioxidantes tem sido
considerados fatores participantes na iniciacdo e evolugdo das complicacdes micro e
macrovasculares do diabetes (77). No entanto, o mecanismo pelo qual deve-se este
aumento ndo estd totalmente esclarecido.

A correlacdo entre a hiperglicemia e o aumento da peroxidacdo lipidica tem sido
relata em diversos estudos. Niveis elevados de TBARS sdo encontrados tanto em
diabéticos tipo 1 (78) quanto em diabéticos tipo 2 (43). Ha evidéncias também da
diminui¢do na capacidade antioxidante total nos diabéticos (79). Outro marcador de
estresse oxidativo bastante utilizado € o F2-isoprostanos. Este marcador pode ser
mensurado tanto no plasma humano quanto na urina e niveis elevados deste marcador
foram relatados em pacientes diabéticos tipo 1 e 2 (80, 81).

O exercicio,b mesmo sendo recomendado no tratamento do diabetes €
reconhecidamente uma forma de estresse fisioldgico, fato que deve ser analisado
cuidadosamente. O exercicio tem uma relacdo Unica com a teoria dos radicais livres. Em
1982, Davies e colaboradores (82) foram um dos primeiros a demonstrar que o exercicio
era capaz de aumentar a producdo dos radicais livres. A demanda energética, durante o
exercicio pode superar em 35 vezes a demanda de repouso. Dessa forma, durante a sua
realizacdo ocorre um grande aumento no consumo de oxigénio, na sua maior parte em
decorréncia do aumento de trabalho muscular. Pelo fato das espécies reativas de oxigé€nio
serem produzidas através do metabolismo intermedidrio, o exercicio provoca aumento da
sua produgdo. Durante o esforco fisico, com o aumento de O, isto pode aumentar de dez a
quinze vezes (71).

Durante o exercicio exaustivo, ocorre a degradacdo de adenosina trifosfato (ATP)
indicada pela liberacdo da xantina e hipoxantina do musculo esquelético. A enzima xantina
oxidase pode gerar radicais superoxido na presenca de hipoxantina e oxigénio. Entdo,
quando os produtos da degradacdo do ATP se acumulam, a xantina oxidase pode gerar

radicais livres (75). Lembrando que a possibilidade de ocorrer lesdo oxidativa nos tecidos
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durante o exercicio vai depender do desequilibrio entre a geragdo de radicais livres e a
eficacia dos mecanismos antioxidantes (71).

Por outro lado, sabe-se que a atividade fisica ¢ uma conhecida forma de estresse e a
exposicdo cronica a ela, chamada treinamento fisico, é capaz de disparar adaptacdes em
resposta a uma maior producdo destes radicais livres. Sendo assim, o exercicio realizado
regularmente pode ser interpretado como um agente protetor, minimizando as
complicacdes decorrentes da evolucdo do quadro do diabetes, como a instalagdo de
doencas cardiovasculares (83).

Sabe-se que uma tnica sess@o de exercicio € capaz de reduzir os niveis glicEémicos e
os episddios de hiperglicemia em pacientes diabéticos (84). Contudo, pouco se sabe em
relacdo ao comportamento dos pardmetros oxidativos e antioxidantes nestas situacoes.

Desta forma, tornam-se importantes maiores investigacdes utilizando o exercicio agudo.

Omega-S e diabetes

A relacdo entre o consumo de PUFA n-3 e doencas cardiovasculares originou-se
através de observacdes, realizadas na Groelandia com populagdes de esquimds, que
revelaram uma baixa prevaléncia de doengas coronarianas quando comparadas a sujeitos
escandinavos (85). Populacdes do Alasca também foram estudadas e apresentaram indices
muito baixos de doengas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (86). Esses achados
foram relacionados com as dietas consumidas pelas populagdes locais, que possuem um
conteido extremamente alto de peixes e produtos derivados, abundantes em PUFA n-3,
mais especificamente de EPA e DHA (87).

Os benéficos proporcionados pelo consumo de PUFA n-3 para os diabéticos estio
relacionados principalmente com as alteragdes no perfil lipidico (88), mas também existem
relatos de melhora na pressdo arterial (44), na funcdo endotelial (89) e diminuicdo de
marcadores inflamatérios (90).

Dados da década de 80 ao inicio da década de 90 relatavam aumento dos niveis
glicémico, mensurados pela glicemia de jejum e hemoglobina glicada e baixa atividade
insulinica em sujeitos diabéticos tipo 2 que consumiam grandes quantidades (em torno de
10g/dia) de 6leo de peixe (91, 92). Com o avancar das pesquisas, observou-se que
quantidades menores de PUFA n-3, em torno de 1 a 4g/dia, eram capazes de proporcionar

beneficios ao organismo sem provocar elevagdes nos parametros glicémicos (93, 94).
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Em relacdo ao metabolismo lipidico hd alteragdes importantes com o consumo regular
de PUFA n-3. Os efeitos hipotrigliceridémicos sdo relatados em diversos estudos,
apresentando redugdes significativas dos triglicerideos tanto em individuos sauddveis (95,
96) quanto em pacientes diabéticos (42, 97). Os dados referentes ao HDL colesterol ainda
sdo divergentes. Enquanto que em alguns estudos foram verificados aumentos nos niveis
de HDL (42, 43), em outros a suplementacdo com PUFA n-3 nio foi capaz de modifica-los
(93, 95). Quando analisados o colesterol total e LDL colesterol, grande parte dos estudos
ndo verificaram alteragdes significativas (43, 94, 98). A meta-analise realizada por
Hartweg e colaboradores (88), utilizou 23 estudos controlados e randomizados com
pacientes diabéticos tipo 2 para os quais foram oferecidos quantidades aproximadas de
3,5g/dia de Omega-3 pelo periodo médio de 9 semanas, demonstrando reduc¢do nos
triglicerideos e VLDL colesterol, sem alteragdes nos demais parimetros lipidicos e
glicémicos analisados.

O aumento de PUFA n-3 estd associado com diversos beneficios aos pacientes
diabéticos tipo 2, no entanto, o dmega-3 € altamente insaturado, e por isso tem sido
relacionado com o aumento da formagdo de espécies reativas de oxigé€nio. Pedersen e
colaboradores (42) sugerem que a suplementagcdo com 4g/dia de 6leo de peixe leva a um
aumento de estresse oxidativo em vivo e em vitro em pacientes diabéticos tipo 2. No
entanto, outros estudos com suplementacdo de PUFA n-3, tem apresentado alteracdes
benéficas nos pardmetros oxidativos (38, 43, 44).

Se os PUFA n-3 forem capazes de proporcionar os diversos beneficios citados
anteriormente sem gerar aumento de estresse oxidativo aos pacientes diabéticos, sua
capacidade funcional seria ainda mais importante para esta populacdo. No entanto sio

escassos os trabalhos cientificos que tenham estudado tais efeitos.
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CAPITULO V

OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar o efeito do exercicio agudo e da suplementagdo com PUFA n-3 sobre

parametros de estresse oxidativo e inflamatérios em pacientes diabéticos tipo 2.

Objetivos especificos

7

% Auvaliar os efeitos do exercicio agudo sobre pardmetros de estresse oxidativo, através
da medida de substincias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS), F2-isoprostanos,
TRAP, SOD e UA e de marcadores inflamatérios, através da mensuragdo da CRP-hs.

% Avaliar os efeitos da suplementacdo, a curto prazo, com PUFA n-3 sobre parametros
de estresse oxidativo, através da medida do TBARS, F2-isoprostanos, TRAP, SOD e UA e
de marcadores inflamatorios, através da mensuragdo da CRP-hs.

% Auvaliar o efeito da suplementagdo com PUFA n-3 sobre parametros glicémicos e
lipidicos antes e apds a suplementagao.

% Avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre os pardmetros de estresse oxidativo e

marcadores inflamatdrios antes e apds a suplementacdo com PUFA n-3.

HIPOTESES

HI - O exercicio agudo induzird aumento de estresse oxidativo e CRP-hs;

H2 — A suplementagdo com PUFA n-3 diminuird os niveis de CRP-hs e ndo

promoverd danos oxidativos;

H3 - A suplementagdo com PUFA n-3 diminuird os niveis de triglicerideos e ndo

alterara os niveis glicémicos;
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DEFINICOES OPERACIONAIS DE TERMOS

Diabéticos: individuos com diabetes tipo 2, de ambos os sexos, com idades entre 33

a 59 anos, sem complicagdes decorrentes da doenca.

Parametros bioquimicos oxidativos: correspondem a medida de lipoperoxidagao,
quantificada através da andlise do TBARS, a partir da reacdo do malondialdeido (MDA)
com o TBA (4cido tiobarbitirico) e do F2-isoprostanos através da mensuracdo do 8-epi

PGF2a.

Parametros bioquimicos antioxidantes: correspondem a medida da capacidade
antioxidante total (TRAP), e das defesas antioxidantes enzimdticas, através da enzima

superoxido dismutase (SOD), e ndo enzimadticas, através do acido trico (UA).

Perfil lipidico: andlise de triglicerideos (TG), colesterol total (COL), lipoproteina de
alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e muito baixa densidade
(VLDL).

Parametros inflamatorios: analise de proteina C reativa ultra-sensivel (CRP-hs).

Exercicio: exercicio em cicloergdmetro realizado em intensidade equivalente ao
segundo limiar ventilatério, determinado a partir de um teste de cargas progressivas, com

duracdo de 30 minutos ou até exaustao do voluntario.

Grupo PUFA n-3: grupo que consumiu cdpsulas contendo dcido graxo

poliinsaturado 6mega-3.

Grupo Placebo: grupo que consumiu cdpsulas contendo gelatina.
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CAPITULO VI

ARTIGO ORIGINAL: EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OMEGA-3 E DO
EXERCICIO SOBRE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E PROTEINA
C REATIVA EM DIABETICOS TIPO 2.

RESUMO

OBJETIVOS - Verificar o efeito do exercicio agudo e da suplementagdo com PUFA n-3
sobre o perfil lipidico e glicEémico, pardmetros de estresse oxidativo e inflamatérios em
pacientes diabéticos tipo 2.

DELINEAMENTO DA PESQUISA - Participaram do estudo 30 diabéticos tipo 2 sem
complicacdes decorrentes da doenca. Realizou-se coleta de sangue em jejum de 12 h e de
urina para andlises bioquimicas. Apds foram submetidos a eletrocardiograma durante o
teste de cargas progressivas. Na semana seguinte foi realizado o 1° teste submdximo com
coleta de sangue antes e imediatamente apds o exercicio para andlise de estresse oxidativo
e proteina C reativa ultra-sensivel (CRP-hs). Os participantes foram aleatoriamente
alocados em 2 grupos: placebo (recebeu capsulas contendo gelatina) e PUFA n-3 (recebeu
céapsulas contendo 180mg de 4cido eicosapentaendico, 120mg de dcido docosahexaendico
e 2mg de vitamina E). Foram consumidas 3 cédpsulas ao dia pelo periodo de 8 semanas.
Apb6s este periodo, o protocolo de exames e teste submaximo foi repetido.

RESULTADOS - Nao foram verificadas alteragdes significativas nos niveis de HDL,
LDL, COL, glicemia e HbAlc apds a suplementagdo. Apds o periodo de suplementagio, o
grupo PUFA n-3 reduziu significativamente os valores de triglicerideos (p=0,005) e VLDL
(p=0,003) e aumentou a capacidade antioxidante total (p=0,047) e a atividade da enzima
super6xido dismutase (p=0,017). Ndo foram verificadas alteracdes nos marcadores de
lipoperoxidacdo e dcido urico. A CRP-hs aumentou apds o exercicio em ambos 0s grupos,
e ndo se alterou com a suplementacao.

CONCLUSOES - Uma tinica sessdo de exercicio ndo foi capaz de gerar danos oxidativos,
no entanto proporcionou aumento de CRP-hs. A suplementagdo com PUFA n-3 reduziu os
niveis de triglicerideos e aumentou as defesas antioxidantes sem alterar parimetros
oxidativos.

Palavras-chave: Omega-3, exercicio agudo, estresse oxidativo, proteina C reativa.
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ORIGINAL PAPER: EFFECTS OF OMEGA-3 SUPPLEMENTATION AND
EXERCISE UPON OXIDATIVE STRESS PARAMETERS AND C-REACTIVE
PROTEIN IN TYPE 2 DIABETICS

ABSTRACT

OBJECTIVES - To verify the effect of acute exercise and PUFA n-3 supplementation on
lipid and glycaemic profile, oxidative stress and inflammatory parameters in type 2
diabetic patients.

RESEARCH DESIGN - Thirty type 2 diabetic patients, without chronic complications,
took part in this study. Blood and urine samples were collected after 12h-fasting state for
biochemical analysis. Thereafter, electrocardiogram measurements were taken during
incremental exercising test. On the following week, participants performed the first
submaximal test with blood samples taken before and immediately after exercise for
measurement of oxidative stress and C-reactive protein (CRP-hs). Participants were
randomly allocated into two groups: placebo (capsules containing gelatin) and PUFA n-3
(capsules containing 180mg of eicosapentaenoic acid, 120mg of docosahexaenoic acid and
2mg of vitamin E). Three capsules were ingested per day for an eight-week period. After
this period, the examination protocol and the submaximal test were repeated.

RESULTS - There were no changes on HDL, LDL, COL, glycaemia, and HbAlc levels
after supplementation. After the supplementation period, PUFA n-3 group showed a
decrease in triglycerides (p=0.005) and VLDL levels (p=0.003), whereas total antioxidant
capacity (p=0.047) and superoxide dismutase increased (p=0.017). There were no
differences in lipid peroxidation markers and uric acid. CRP-hs increased after exercise in
both groups, however, no changes were observed after supplementation.

CONCLUSIONS - Despite an increase in CRP-hs, a single exercise session did not cause
oxidative damage in type 2 diabetic patients. PUFA n-3 supplementation reduced

triglycerides and improved antioxidant defense without affecting oxidative parameters.

Key-words: Omega-3, acute exercise, oxidative stress, C reactive protein.
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INTRODUCAO

A hiperglicemia e a causa reconhecida das desordens metabdlicas e indmeras
complicacdes nos individuos com diabetes. O aumento da oxidacdo da glicose estd
associado a uma maior formacdo de radicais livres por intermédio de vias metabdlicas, tais
como, da auto-oxidacdo da glicose, da glicosilagdo de proteinas e da ativagdo da via dos
polidis (1). O aumento na formagdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e os
disturbios no sistema de defesas antioxidantes tém sido considerados fatores participantes
na iniciacdo e evolug¢do das complicagdes micro e macrovasculares do diabetes (2). No
entanto, 0 mecanismo associado a este aumento nao esta totalmente esclarecido.

A relagdo entre a hiperglicemia e o aumento da peroxidagdo lipidica tem sido
relatada em diversos estudos (3-6). Niveis elevados de substincias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) tem sido descritos tanto em diabéticos tipo 1 (3) quanto em
diabéticos tipo 2 (4). Outro marcador de lipoperoxidacdo bastante utilizado é o F2-
isoprostano. Isoprostanos sdo produtos toxicos da lipoperoxidacdo, formados durante a
peroxidacdo do 4cido araquiddnico. Este marcador, que pode ser mensurado tanto no
plasma humano quanto na urina, tem se mostrado elevado em pacientes diabéticos tipo 2
S, 6).

Além da maior producdo de estresse oxidativo, os diabéticos também apresentam
uma suscetibilidade aumentada aos processos inflamatdrios. Marcadores inflamatdrios
conhecidos, como, por exemplo, a proteina C reativa ultra sensivel (CRP-hs), podem
predispor ao aumento do risco para doencgas cardiovasculares e serem sinalizadores
importantes no controle do diabetes e prevencdo de complicacdes decorrentes da doenga
(7-9).

Para se obter melhores resultados no manejo do diabetes, deve-se aliar o controle
bioquimico a pratica de exercicio e habitos alimentares sauddveis. O exercicio fisico faz
parte do tratamento do diabetes por proporcionar diversos beneficios a curto e longo prazo,
melhorando a qualidade de vida desses pacientes (10-13). No entanto, sabe-se que a
atividade fisica é uma forma promotora de estresse. A exposicdo crdnica ao exercicio,
chamada treinamento fisico, € capaz de promover adapta¢des em resposta a uma maior
producdo destes radicais livres. Contudo, pouco se sabe em relagdo ao comportamento dos
parametros oxidativos e antioxidantes proporcionados por uma dnica sessdo de exercicio.

Em relagcdo a alimentacdo, numerosos estudos tém demonstrado efeitos benéficos

dos 4cidos graxos poliinsaturados dmega-3 (PUFA n-3) no tratamento de diversas doengas,
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dentre elas, o diabetes (14-16). Os seus efeitos bioldgicos incluem principalmente
alteracdes no metabolismo das lipoproteinas, na funcido plaquetdria e endotelial e na
producdo de eicosandides antiinflamatérios. Os PUFA n-3 sdo fundamentais para a
manutencdo da integridade das membranas celulares e sdo considerados acidos graxos
essenciais para os seres humanos, devendo ser provenientes da dieta (17, 18).

Questdes referentes a relacio dos PUFA n-3 com estresse oxidativo também tem
sido abordados na literatura (14). A insaturacdo dos acidos graxos favorece a acdo dos
radicais livres, consequentemente aumentando a lipoperoxidagdo. Sendo assim, alguns
trabalhos com suplementagdo de PUFA n-3 tém descrito aumento na formacao de espécies
reativas de oxigénio (19). No entanto, o aumento de estresse oxidativo ndo é um consenso
na literatura, (4, 20, 21).

O objetivo do presente estudo foi verificar as respostas geradas pelo exercicio
agudo sobre os marcadores de estresse oxidativo e da CRP-hs, além dos efeitos da
suplementagdo com PUFA n-3 sobre o perfil glicémico, lipidico, pardmetros oxidativos e

antioxidantes e inflamatdrios em pacientes diabéticos tipo 2.

DESENHO DA PESQUISA E METODOS

Participantes

Foram recrutados para participar deste estudo 90 pacientes diabéticos tipo 2, com
idades entre 30 a 60 anos, provenientes do Ambulatdrio de Endocrinologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Destes pacientes, apenas 30 estavam adequados aos
critérios de participagdo do projeto. Os critérios de exclusdo incluiam tabagismo,
complicacdes decorrentes do diabetes, indice de massa corporal (IMC) superior a 34,9
kg/mz, hemoglobina glicada (HbA¢) acima de 9%, uso de medicamentos hipolipemiantes,
dcido acetil salicilico e de insulina, LDL colesterol igual ou superior a 190 mg/dl e
triglicerideos igual ou superior a 500 mg/dl. Todos os participantes assinaram um Termo
de Consentimento Informado e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

HCPA (06-252), estando adequado a Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Satide.

Procedimentos
O estudo foi composto por seis etapas: 1) Entrevista no ambulatério de
endocrinologia do HCPA; 2) Realizacdo de exames de sangue e urina no HCPA; 3)

Avaliacdo antropométrica, eletrocardiograma e teste mdximo no Laboratério de Pesquisa
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do Exercicio da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (LAPEX); 4) Realizacdo do
primeiro teste submaximo no LAPEX; 5) Apds oito semanas, realizacdo de novos exames

de sangue e urina no HCPA e 6) Realizacdo do segundo teste submdximo no LAPEX

(figura 1).
HCPA LAPEX HCPA LAPEX
I dias I samana I semana & semanas Idia
Bio quimd jale] TesiaSulxmmu!no Bivgruins Tesie
Henwgrana Tesie Maxino Suplemeniagio Henwgrana Submrinuo
Urina Urina

Figura 1 - Esquema ilustrativo referente aos procedimentos realizados pelos voluntdrios durante a

participagcdo no estudo.

Ap6s consulta realizada no HCPA foi agendado um retorno para realizagdo de
exames de sangue (HDL, LDL, colesterol total, VLDL, triglicerideos, HbA ¢, glicemia de
jejum e hemograma) e de urina (albumindria urindria) para os quais deveriam ser feito
jejum de 12h. Apés a obtengdo dos resultados dos exames, o participante era encaminhado
ao LAPEX. Na primeira visita, foram realizados os seguintes procedimentos: avaliacdo
antropométrica para determinacdo do percentual de gordura (22) e da relagdo
cintura/quadril; eletrocardiograma de repouso; verificacdo da glicemia capilar e pressao
arterial; eletrocardiograma de esfor¢o concomitante ao teste maximo em cicloergdmetro. A
segunda visita ao LAPEX ocorreu uma semana apds a primeira. Neste dia, foi realizado o
primeiro teste submaximo, com coleta de sangue (10 ml), antes e apds o exercicio, para
andlises da CRP-hs e marcadores de estresse oxidativo. A pressdo arterial foi verificada
antes e apos o exercicio, a freqii€ncia cardiaca (FC) a cada minuto durante o exercicio e a
glicemia capilar antes, no 15° minuto, no final do teste e apds 15 minutos de repouso.
Neste mesmo dia o participante recebia as cdpsulas de suplementacdo que deveriam ser
consumidas diariamente por oito semanas.

Os participantes foram alocados aleatoriamente em dois grupos: (1) grupo placebo
e (2) grupo PUFA n-3. Apds o periodo de suplementagdo, todos deveriam retornar ao
HCPA para realizacdo dos exames bioquimicos e apds, ao LAPEX, para realizagdo do
segundo teste submaximo, seguindo o mesmo protocolo do primeiro teste. Todos os testes

fisicos foram acompanhados por um cardiologista.
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Protocolo de testes

O protocolo de avaliagdes foi composto por um teste miximo e dois testes
submdximos, estes intercalados por um periodo de oito semanas. Os testes foram
realizados em cicloergdmetro (The Byke, Cybex, USA) juntamente com a realizagdo da
ergoespirometria (Medical Graphics Corporation, CPX-D, USA) para a andlise do
consumo de oxigénio de pico (VOapico) € do 2° limiar ventilatério (LV2), determinado
como a minima carga em que o VE/VO, apresenta um aumento concomitante com
VE/VCO; (23).

O protocolo do teste maximo consistiu de uma carga inicial de 25 watts (w), com
incrementos de 25 w.min™' até a exaustio, e recuperagdo de 3 minutos a 25 w. A cadéncia
de pedalada deveria ser mantida entre 60 e 90 rpm, ou seja, a rotagdo na qual o participante
se sentisse mais confortdvel (24). O teste poderia ser interrompido a qualquer momento
pelo participante ou pelo avaliador se o participante apresentasse incapacidade de
manuten¢do da rotacdo, platd na curva do VO,, FC préxima da maxima predita (220-idade)
ou qualquer outra situac@o que colocasse em risco sua integridade.

Os testes submaximos foram realizados no periodo da manha, apés 2h do desjejum,
sem atividade fisica de alta intensidade e consumo de alimentos com presenca de cafeina
na sua formulagdo e bebidas alcodlicas nas 24h antecedentes. Estes testes foram realizados
em uma intensidade que gerasse um VO, correspondente ao LV2. Apds 3 minutos de
repouso, iniciava-se o teste. Nos cinco primeiros minutos ocorriam incrementos de carga
com o propoésito de atingir uma intensidade aproximada de 55% do LV2. A carga era entio
ajustada a fim de alcangar 100% do LV2. O participante continuava em exercicio até que

completasse 30 minutos de teste ou chegasse a exaustdo (25).

Controle alimentar

Foram realizados dois tipos de registros alimentares: registro alimentar de trés dias
e registro alimentar pré-teste. O primeiro constituiu-se do preenchimento de trés registros
alimentares compostos por trés dias cada. Em cada registro deveria constar o consumo
alimentar referente a dois dias da semana e um do final de semana. O preenchimento deste
documento ocorreu nos seguintes momentos: no periodo entre a realizacdo do teste
maximo e do primeiro teste submaximo, na quarta semana apds o inicio da suplementacio

e na oitava semana de suplementacdo. O segundo constituiu-se do registro do consumo
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alimentar referente a tltima refei¢@o realizada antes da execug@o de cada teste submédximo.

Esta refei¢do deveria ser repetida previamente ao segundo teste submaximo.

Suplementagdo

A suplementagdo ocorreu por via oral, através de cdpsulas manipuladas. A
suplementag¢do foi realizada da seguinte maneira: Grupo Placebo: composto por cdpsulas
gelatinosas contendo 500 mg de gelatina cada. Grupo PUFA n-3: composto por capsulas
oleosas ricas em PUFA n-3 contendo 180mg de acido eicosapentaendico (EPA), 120mg de
dcido docosahexaendico (DHA) e 2mg de vitamina E (alfa-tocoferol) em cada capsula
disponibilizada pela empresa Naturalis®. Ambos os grupos deveriam consumir trés
cépsulas ao dia, distribuidas entre o café da manh3, almogo e jantar pelo periodo de oito

s€manas.

Pardametros bioquimicos

O sangue foi coletado em uma veia da regido antecubital, em trés momentos:

1. Em jejum de 12 horas, antes e apds o periodo de suplementagio.

2. Antes de cada teste submaximo, com o individuo em repouso por 15 minutos.

3. Imediatamente ap0s a realizacdo de cada teste submaximo.

Em cada coleta foram retirados 10 ml de sangue que foram distribuidos em tubos
com anticoagulante EDTA (8ml) e sem anticoagulante (2ml).

Para a analise de estresse oxidativo, foi utilizada a amostra contida nos tubos com
anticoagulante EDTA, sendo imediatamente centrifugada a 4000 rotagdes por minuto, a
4°C por 5 minutos. O plasma foi aliquotado e armazenado 2 =75 C até o momento de sua
andlise.

Para andlise de CRP-hs foi utilizada a amostra do tubo sem anticoagulante que foi
centrifugada e analisada apds o término de cada teste.

Os exames de sangue e de urina foram analisados utilizando os seguintes métodos:
enzimdtico colorimétrico para HDL colesterol, colesterol total e triglicerideos; enzimatico
colorimétrico oxidase para glicemia; imunoensaio para HbAc; impedancia para o
hemograma; imunoturbidimentria para albumintria urindria; nefelometria para CRP-hs; e
férmula de Friedwald para LDL e VLDL colesterol.

A lipoperoxida¢do foi determinada através de duas técnicas: 1) andlise do F2-
Isoprostanos no plasma, utilizando o kit comercial da Cayman® (26); 2) andlise do

TBARS, com o objetivo de medir os niveis de oxidagdo dos lipidios a partir da reagdo do
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malondialdeido (produto final da oxidacdo lipidica) com o &cido tiobarbitirico (27). As
propriedades antioxidantes nido enziméticas foram determinadas por cintilagdo liquida
através da medida da capacidade antioxidante total ndo enzimatica (TRAP) (28). A
atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi mensurada indiretamente a partir da
inibi¢do da autooxidacio da adrenalina a adenocromo de acordo com a técnica descrita por
Bannister (29). O contetido de proteina do plasma foi determinado a partir da técnica
proposta por Lowry et al. (30). Para a andlise do acido drico (UA), utilizou-se o kit

comercial Wiener Lab® (Uricostat enzimatico AA, Rosario, ARG).

Andlise estatistica

Todo o tratamento dos dados foi realizado no pacote estatistico SPSS versdo 14.0
para Windows. Para a verificagdo da normalidade dos dados, utilizou-se o teste de Shapiro-
Wilk, para a andlise da homocedasticidade das variancias, o teste de Levene. No caso em
que os dados ndo passaram pelos testes de normalidade e homocedasticidade, foram
realizados os testes ndo paramétricos respectivos. Para a comparagdo dos dados basais
entre os grupos, foi utilizado o teste ¢ de Student para amostras independentes, para os
dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para os dados nido paramétricos. Para
verificar os efeitos da suplementacdo e do exercicio, utilizou-se a ANOVA para medidas
repetidas. Foi realizada transformacdo logaritmica das varidveis com distribuicdo
assimétrica e ANOVA para medidas repetidas do logaritmo. Os resultados estdo expressos
em média + desvio padrido para os dados paramétricos e através de mediada (minimo e

maximo) para os resultados ndo paramétricos. O nivel de significincia aceito foi de 5%.

RESULTADOS

Todos os 30 participantes completaram as oito semanas de intervencdo. Das
varidveis utilizadas para caracterizacdo da amostra, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos na idade, duragio do diabetes, massa corporal, estatura, IMC,
percentual de gordura, relagdo cintura/quadril entre as mulheres e volume de exercicio
fisico semanal. Foi observada diferenca significativa entre os grupos apenas na avaliacdo

da relacdo cintura/quadril dos homens. Dados apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 — Caracterizacio dos grupos

PLACEBO PUFA n-3
N 15 15
Sexo (M/F) 4/11 8/7
Idade (anos) 50,67 £ 6,70 50,47 + 6,06
Duragio do diabetes (anos) 8(1-25) 6(2-15)
Tratamento (n)
Apenas dieta 3 3
Hipoglicemiantes oral
Biguanidas 4 8
Sulfoniluréias 0 3
Combinado 8 1
Antihipertensivos (n)

Sim/Nio 8/7 5/10
Massa Corporal (kg) 72,49 + 7,66 77,27 = 11,65
Estatura (m) 1,59 + 0,09 1,65 + 0,08
IMC (kg/m?) 28,81 £4,10 28,22 +2.95
% gordura 33,79 £ 10,07 32,93 + 8,88
Relagdo cintura/quadril

Homens 0,88 £ 0,05 0,97 +0,05"

Mulheres 0,87 £ 0,05 0,83 £ 0,08
Volume de exercicio fisico semanal (minutos) 120 (0 — 200) 90 (0 —200)

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo para os dados com distribui¢do simétrica e mediana

(minimo e mdximo) para os dados assimétricos. * p<0,05 comparado com o grupo placebo

Teste mdximo: Os grupos ndo diferiram no tempo de teste, carga maxima, VOopico,
LV2, FC de repouso, no LV2 e maxima, glicemia capilar inicial e final. O exercicio

proporcionou diminui¢cdo significativa na glicemia em ambos os grupos quando

comparados aos seus valores iniciais.

Tabela 2 — Resultados do teste maximo

PLACEBO PUFA n-3
n=15 n=15

Tempo de teste (minutos) 5,27 £1,98 5,93 +1,33
Carga maxima (watts) 131,67 £ 49,50 148,33 £ 33,36
VOypico (ml/kg/min) 22,10 £ 6,87 22,87 £5,42
LV2 (ml/kg/min) 15,75 £4,71 16,71 £ 4,07
FC (bpm)

Repouso 82,40 + 12,65 79,33 +16,42

No LV2 127,73 £ 17,10 126,00 £ 17,08

Méxima 153,87 £ 19,98 151,13 £ 20,29

Glicemia capilar (mg/dl)
Inicial
Final

Pressdo arterial sistélica (mmHg)
Inicial

157,33 + 32,66
147,80 + 33,94°

130,93 + 9,23

143,93 + 38,71
130,73 + 34,74°

121,33 +5,16"
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Final 176,00 % 20,98° 167,33 + 17,82°
Pressdo arterial diastélica (mmHg)

Inicial 86,33 £ 5,16 79,33 + 6,78°

Final 88,87 £9,15° 89,00 +4,71°

Dados expressos em média + desvio padrio; * P<0,05 comparado ao grupo placebo; ° P<0,005
comparado aos valores iniciais.

Exames de sangue e urina: Os grupos diferiram inicialmente apenas nos valores da
albumindria urinaria (p=0,03), percentual de basoéfilos (p=0,03), quantidade de mondcitos
(p=0,03) e de linfocitos (p=0,04). Apds o periodo de suplementacdo, o grupo PUFA n-3
reduziu significativamente os valores de triglicerideos em 17% em relacdo aos valores
basais (p=0,005) e em 26% em relacdo ao grupo placebo (p=0,005). Os valores do VLDL
também reduziram significativamente no grupo PUFA n-3 apds a suplementacao (p=0,003)
(Tabela 3). Os demais marcadores do hemograma ndo apresentaram alteragcdes

significativas (ANEXO I).

Tabela 3 — Resultados dos exames de sangue e de urina realizados pelos voluntarios dos

grupos placebo e PUFA n-3 antes e apos o periodo de suplementacio

GRUPO PLACEBO GRUPO PUFA n-3
N=15 n=15
Antes Depois Antes Depois
HDL-c (mg/dl) 51,67 £12,24 53,87 £12,72 49,73 £ 15,86 52,00 + 15,04
LDL-c (mg/dl) 110,01 + 35,60 108,80 + 41,69 105,37 + 35,27 102,41 +41,38
COL-t (mg/dl) 192,27 + 38,18 193, 27 £40,39 182,40 + 41,32 177,07 + 44,68
VLDL (mg/dl) 30,57 £ 11,90 30,60 £ 11,28 27,29 £ 15,19 22,65 + 14,28"
Glicemia jejum (mg/dl) 130,78 £ 5,51 122,78 + 4,60 134,71 £ 10,05 131,07 £ 6,68
HbAc (%) 7,00 (6,00 — 8,00) 6,00 (5,00 - 7,20) 7,00 (6,00 —9,00) 6,00 (5,00 — 8,00)
Triglicerideos (mg/dl) 152,93 + 59,52 153,00 + 56,39 136,47 + 75,94 113,27 + 71,40

Albuminuria (mg/l) 8,10 (2,00 -21,90) 6,60 (2,00 —24,90)
Basoéfilos (%) 0,58 £ 0,26 0,62 +0,29
Mondcitos (X105/u1) 0,50+ 0,13 0,47 £0,12
Linfécitos (X105/u1) 2,14 +£0,34 2,27+0,56

4,60 (2,00 - 13,60)" 3,90 (2,00 — 9,00)

0,88 £0,41" 0,71 £0,48
0,37 + 0,14 0,44 £0,11
1,85 +0,32° 2,05 +0,43

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo para os dados com distribui¢do simétrica e mediana (minimo
e mdximo) para os dados assimétricos; * p<0,05 comparado ao momento basal do grupo placebo; b p<0,005

comparado ao momento basal; © p=0,005 comparado ao grupo placebo

Pardmetros nutricionais: Através dos registros alimentares de trés dias foi

analisado o valor energético total da dieta, a oferta de macronutrientes e a oferta didria de

acidos graxos poliinsaturados, monoinsaturados e saturados, vitaminas A, C e E, zinco,
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fibras e colesterol. Para a andlise dos dados nutricionais, utilizou-se o programa de Apoio a
Nutrigdo NUTWIN (Versao 1.5 - 2002) da Universidade Federal de Sdo Paulo. Nao foram
verificadas diferencas significativas entre os grupos e nos diferentes momentos analisados
(Anexo II).

Também foi analisado o valor energético total da refeicdo realizada antes do
primeiro e do segundo teste submédximo com 0s respectivos macronutrientes. Nao foram

verificadas diferencas significativas nas varidveis analisadas (Anexo III).

Peroxidacdo lipidica: Nenhuma alteracdo significativa foi observada nas

concentragdes de TBARS e F2-Isoprostanos nos momentos analisados, como demonstrado

na figura 2.
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Figura 2 - (A) Resultados do TBARS e (B) F2-Isoprostanos, obtidos em ambos os grupos, placebo e PUFA
n-3, nos 4 diferentes momentos (AA: antes da suplementacdo e do exercicio; AD: antes da suplementag¢do e
depois do exercicio; DA: depois da suplementagdo e antes do exercicio; DD: depois da suplementacdo e do
exercicio).

Defesas antioxidantes: O grupo PUFA n-3 apresentou aumento significativo nos
valores de TRAP (p=0,047) apds a suplementacdo. Quando analisados o efeito do
exercicio, verificou-se diminuicdo significativa deste marcador apdés o periodo de

suplementagdo apenas no grupo PUFA n-3 (p=0,033) (Figura 3).
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Figura 3 - Resultados de TRAP em ambos os grupos, placebo e PUFA n-3, nos 4 diferentes momentos
(AA: antes da suplementagdo e do exercicio; AD: antes da suplementagcdo e depois do exercicio; DA:
depois da suplementagdo e antes do exercicio; DD: depois da suplementagdo e do exercicio).* p<0,05
comparando o momento AA ao DA, ** p<0,05 comparando o momento DA ao DD.

A capacidade antioxidante ndo enzimética, representada pela mensuragdo do acido
urico mostrou-se aumentada no grupo PUFA n-3 quando comparada ao grupo placebo no
momento antes da suplementacdo e do exercicio (p=0,006). Nao foram verificadas
alteracdes significativas ap6s o periodo de suplementacdo e da realizacdo do exercicio
(Figura 4A). A capacidade antioxidante enzimatica, representada pela atividade da enzima

SOD, apresentou diferengas significativas apds o periodo de suplementacdo no grupo

PUFA n-3 (p=0,017), sem alteracdes significativas ap6s o exercicio (Figura 4B).
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Figura 4 - (A) Resultados do UA e (B) SOD, obtidos nos grupos, placebo e PUFA n-3, nos 4 diferentes
momentos (AA: antes da suplementagdo e do exercicio; AD: antes da suplementagdo e depois do exercicio;
DA: depois da suplementacdo e antes do exercicio; DD: depois da suplementagdo e do exercicio).* p< 0,05
comparando o momento AA do grupo PUFA n-3 e Placebo; ** p<0,05 comparando o momento AA ao DA.
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Marcador inflamatorio: Os valores basais da CRP-hs foram semelhantes. Apés o
periodo de suplementacdo nio foram verificadas alteragdes significativas neste marcador,
no entanto o exercicio proporcionou aumento em ambos os grupos, placebo e PUFA n-3,

ap6s o primeiro teste (p=0,000) e apds a segunda avaliacio (p=0,003) (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados da proteina C reativa ultra-sensivel no grupo Placebo e
PUFA n-3 (mg/l)

PLACEBO PUFA n-3
n=15 n=15
Antes da Suplementacio Antes do Exercicio 1,14 (0,40 - 8,00) 1,87 (0,32 — 4,45)

Depois do Exercicio 1,27 (0,42 - 9,20)* 2,04 (0,34 —4,84)*

Depois da Suplementagdo Antes do Exercicio 0,99 (0,38 - 8,92) 1,53 (0,20 — 4,69)
Depois do Exercicio 1,07 (0,44 —9,12)* 1,68 (0,22 — 4,93)*

Dados expressos em mediana (minimo e médximo). * p<0,005 comparado ao momento antes do
exercicio.

DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas as respostas geradas pelo exercicio agudo sobre os
marcadores de estresse oxidativo e da CRP-hs, além dos efeitos da suplementagdo com
PUFA n-3 sobre o perfil glicémico, lipidico, parametros oxidativos e antioxidantes e
inflamatorios em pacientes diabéticos tipo 2.

Para melhor controle dos resultados, avaliamos o consumo alimentar dos
participantes em trés momentos durante a realizacdo do estudo, bem como a mensuracio
da massa corporal antes e apds o periodo de suplementacdo. A quantidade energética e de
macronutrientes, assim como a massa corporal permaneceram estabilizadas durante as 8

semanas de intervencgdo.

EFEITOS DO EXERCICIO AGUDO:

Quando analisada a capacidade cardiorrespiratéria dos participantes, verificamos
um VOypic, de 22,10 £ 6,87 € 22,87 + 5,42 ml.kg'l.min’1 para os grupos Placebo e PUFA n-
3, respectivamente. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados por Maiorana et al.
(31), que avaliaram 16 diabéticos tipo 2 sedentdrios (52 + 2 anos) e encontraram um
VOopico de 23,1 £ 1,2 ml.kg’l.min'l. J4 no estudo realizado por Villa Caballero et al. (32)
foram avaliados diabéticos tipo 2, com baixa atividade fisica e foi verificado um VO, de

29,5 £ 3,2 ml.kg'l.min’l. Este consumo foi superior aos valores encontrados em nosso
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estudo, mas também demonstram uma baixa capacidade cardiorrespiratéria dos
participantes.

Estudos relatam que o aumento do VO, proporcionado pela realizag¢do do exercicio
leva a uma maior produgdo de espécies reativas de oxigénio no plasma e nos tecidos (33,
34). Laaksonen et al. (35) e Atalay et al. (36) demonstraram aumento na produgdo de
espécies reativas de oxigé€nio apds realizacdo de exercicio submdximo, em intensidade
equivalente a 60% do VOgpic,, com duragio de 40 minutos em diabéticos tipo 1.
Diferentemente, em nosso estudo a realizagdo do exercicio em intensidade equivalente a
70-80% do VOypico, ndo foi capaz de aumentar a producdo de lipoperéxidos mensurada
pelas técnicas de TBARS e F2-Isoprostanos. Nossos dados corroboram com os resultados
encontrados por Davison et al. (37) que também ndo verificaram diferencas nas
concentragdes de malondialdeido apds a realizacdo de exercicio extenuante. No entanto
neste estudo, o exercicio avaliado foi um teste de cargas progressivas realizados com
diabéticos tipo 1, diferentemente do nosso trabalho que avaliou os marcadores de estresse
oxidativo em um teste submdximo. A divergéncia nos resultados pode estar nos
relacionada aos diferentes protocolos de exercicio, duracdo dos testes e de técnicas
bioquimica utilizados nas pesquisas. Em relacdo aos sistemas de defesa antioxidantes
mensurados em nosso trabalho (TRAP, SOD e UA), ndo foram encontradas alteracdes
significativas, resultados semelhantes aos descritos por Laaksonen et al. (35) e Atalay et al.
(36) que demonstraram que individuos com diabetes possuem uma defesa antioxidante
debilitada quando comparados a sauddveis mas que ndo ha alteracdes significativas com a
realizacdo de exercicio agudo. Contudo, ainda sdo limitadas as informacdes referentes aos
efeitos proporcionados pelo exercicio agudo no estresse oxidativo em sujeitos diabéticos
tipo 2.

Em relacdo a CRP-hs, um marcador importante de inflamagdo, o exercicio
proporcionou um aumento significativo (p<0,005) em ambos os grupos, placebo e PUFA
n-3. Este aumento também foi verificado em alguns estudos realizados principalmente com
atletas (38, 39). O exercicio de alta intensidade estd associado a lesdo de células
musculares e, por conseqii€éncia, ao aparecimento da chamada resposta de fase aguda, que
envolve o aumento de citocinas, dentre elas a CRP (40). No entanto ndo ha na literatura
trabalhos que tenham avaliado o efeito da CRP-hs apds exercicio agudo em individuos

diabéticos.
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO NO ESTRESSE OXIDATIVO E CRP-hs:

A suplementag¢do com PUFA n-3 proporcionou aumento de TRAP e da atividade da
enzima SOD, sem alterar os valores do UA e da lipoperoxidacdo mensurada pela técnica
do F2-Isoprostanos. Contudo, houve uma tendéncia de reduc@o nos valores do TBARS
(p=0,065) apods a suplementagdo com PUFA n-3 (de 41,68 + 22,83 para 29,81 + 9,99
pmolTBARS/mgProteina). Assim como em nosso estudo, Accinni et al. (15) verificaram
aumento nos valores de TRAP (p=0,001), no entanto com uma significativa redu¢do nos
niveis de TBARS (p=0,002). Diferentemente, Nalsen et al. (14) suplementaram
participantes sauddveis por 3 meses utilizando 3,6g/dia de PUFA n-3, e ndo obtiveram
alteracdes nos valores de TRAP, no entanto verificaram reducgao significativa (p=0,015) na
lipoperoxidacdo mensurada pela técnica do F2-isoprostanos. O aumento da atividade da
enzima SOD demonstrado em nosso estudo apds a suplementagdo com PUFA n-3 nio foi
verificado no trabalho de Kesavulu et al. (4). No entanto, Smaoui et al. (41) demonstraram
uma correlag@o positiva entre a atividade da enzima SOD com concentracdes de acidos
graxos poliinsaturados da familia dmega-3 presentes em eritrocitos. Erdogan et al. (42)
também verificaram aumento da atividade da SOD apés suplementar ratos com 0,4g/kg de
peso de 6leo de peixe por 30 dias. Este aumento da SOD e de TRAP pode ser explicado
pela formagdo da prostaglandinas ciclopentenonicas. A suplementagdo com PUFA n-3,
mais especificamente com EPA e DHA € capaz de desencadear um processo de
lipoperoxidagdo momentaneo levando a formacdo de prostaglandinas, em especial as
ciclopentenonicas. Estas sdo responsdveis pela dissociagdo do Keap1/Nrf2 (NF-E2-related
factor). O Nrf2 € capaz de ativar enzimas antioxidantes (ex. SOD, catalase, glutationa
redutase) além de enzimas da fase 2 (ex. glutationa S transferase, NADPH) e desta forma
também aumentar os niveis de TRAP (43, 44). No entanto, a producio de lipoperéxidos
ndo é considerada significativa a ponto de gerar danos ao organismo, e sim importante por
estimular os sistemas de defesa.

Diversos estudos tém demonstrado que sujeitos que desenvolvem diabetes tipo 2
apresentam niveis elevados de marcadores inflamatérios como a CRP quando comparados
a sujeitos saudaveis (45-47). A suplementagdo com PUFA n-3 tém sido sugerida a fim de
minimizar processos inflamatérios (48, 49). Em nosso estudo ndo verificamos esta melhora
nos niveis plasmaticos de CRP apds a suplementacio com PUFA n-3. Nossos achados
corroboram com os dados publicados por Madsen et al. (50) que trabalharam com sujeitos
saudéveis suplementados com 2 ou 6,6g/dia de PUFA n-3 pelo periodo de 12 semanas.

Ambos os grupos ndo apresentaram alteracdes nos valores da CRP. Mori et al. (21)
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também nio verificaram alteracdes nos niveis plasmaticos de CRP ap6s suplementacio de
4g/dia de EPA ou DHA por 6 semanas em diabéticos tipo 2. Alguns autores sugerem que
estes resultados podem ser explicados pela possivel redug¢do na sensibilidade a insulina
proporcionada pela suplementacdo com dleo de peixe, que pode ser demonstrado pelo sutil
aumento nos valores da glicemia de jejum, levando desta forma a uma maior expressio da

CRP (51), no entanto nao verificamos este aumento em nosso estudo.

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO NOS PARAMETROS GLICEMICOS E
LIPIDICOS

Quando analisado o perfil glicémico, através dos valores da glicemia de jejum e da
HbA1c ndo verificamos alteragdes significativas apds o periodo de suplementacdo. Alguns
estudos relataram aumento dos niveis glicémico, mensurados pela glicemia de jejum e
hemoglobina glicada e baixa atividade insulinica em diabéticos tipo 2, ap6s o consumo de
quantidades elevadas de 6leo de peixe (em torno de 10g/dia) (52, 53). No entanto, quando
administradas quantidades menores de PUFA n-3, em torno de 1 a 4g/dia (3g/dia
oferecidas em nosso estudo), nao sdo verificadas alteracdes nos parametros glicémicos (54,
595).

Em relagéo ao perfil lipidico, o presente estudo demonstrou redugdo significativa
(17%) nos valores de triglicerideos plasmaticos ap6s o periodo de suplementacdo com
PUFA n-3. Estes resultados podem ser explicados pela reducdo das fragdes de VLDL,
minimizando desta forma a producio hepatica de TG, assim como pela possivel redugéo de
dcidos graxos livres (56). Assim como em outros estudos, ndo verificamos alteracdes
significativas nos demais parametros lipidicos analisados (54, 55, 57). Na meta-andlise
realizada por Hartweg et al. (58), que abrangeu estudos entre os anos de 1966 a 2006,
também verificou-se redug@o apenas nos triglicerideos e VLDL, sem alteracdes nas demais
subfracdes lipidicas. Diferentemente, Abe et al. (59), apds a suplementacdo de 6 semanas
com 4g/dia de PUFA n-3, verificaram reducdo de 11% no colesterol total e aumento de

14% no HDL. Estas alteracdes ainda ndo sdo consideradas consenso pela literatura.

RESPOSTAS DO EXERCICIO AGUDO APOS SUPLEMENTACAO:
Apb6s o periodo de suplementacdo e de exercicio, houve diminui¢do apenas nos

valores de TRAP (p<0,05), proporcionado pelo exercicio, apenas no grupo PUFA n-3. Isso



59

parece ocorrer em func¢io do maior nivel de antioxidantes disponiveis (maior concentracao
de TRAP) para oxidagdo.

Os demais marcadores de estresse oxidativo e a CRP-hs ndo sofreram alteracdes
proporcionadas pela suplementacdio. No que diz respeito a CRP-hs, ndo encontramos
estudos com os quais pudéssemos comparar os nossos resultados. TOFT et al. (60) ao
analisar outros marcadores inflamatdrios, como a interleucina-6, responsavel por estimular
a producdo hepatica de CRP, em 20 maratonistas que receberam suplementagdo de 3,6g de
PUFA n-3 ou placebo por 6 semanas, ndo verificou alteracdes neste marcador, o que vai ao
encontro dos nossos resultados.

Concluimos que uma unica sessio de exercicio realizada em intensidade
equivalente a0 LV2 ( 70-80% do VOgypico) ndo € capaz de gerar danos oxidativos, no
entanto leva a aumento de CRP-hs, um marcador inflamatdrio da fase aguda. Em relacdo a
suplementagdo, o PUFA n-3 é capaz de reduzir os niveis séricos de triglicerideos e VLDL
e aumentar a capacidade antioxidante total e a atividade da enzima SOD sem alterar
parametros oxidativos. Estes resultados sugerem um efeito protetor da suplementacio de

PUFA n-3 em pacientes diabéticos.
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CAPITULO VI

CONSIDERA COES FINAIS

Os resultados encontrados no presente estudo, nos permitem concluir que uma
tUnica sessdo de exercicio realizada em intensidade equivalente a 70-80% do VOapic, ndo €
capaz de gerar danos oxidativos, no entanto leva a aumento de CRP-hs, um marcador
inflamatério da fase aguda. Contudo, outras varidveis de estresse oxidativo e de defesas
antioxidantes deveriam ser mensuradas a fim de confirmar estes achados.

A suplementagdo com PUFA n-3 foi capaz de reduzir os niveis séricos de
triglicerideos e VLDL e aumentar a capacidade antioxidante total e a atividade da enzima
SOD sem alterar parametros oxidativos. Estes resultados sdo extremamente relevantes,
uma vez que os sujeitos diabéticos possuem suscetibilidade aumentada a
hipertrigliceridemia e ao estresse oxidativo.

Em relacdo as hipétese da pesquisa: as hipdteses 1 e 2 foram confirmadas
parcialmente, pois o exercicio agudo ndo foi capaz de gerar danos oxidativos, no entanto
aumentou a produgdo de CRP-hs. Ja a suplementacio com PUFA n-3 ndo foi capaz de
reduzir os niveis de CRP-hs, no entanto ndo gerou danos oxidativos. A hipdtese 3, que
refere reducdo de triglicerideos e a ndo alteracdo dos niveis glicémicos apds a

suplementacdo com PUFA n-3, foi confirmada integralmente.

Sendo assim conclui-se que a suplementacdo com PUFA n-3 é benéfica para
sujeitos diabéticos, devendo fazer parte da alimentacdo didria. Vale ressaltar que para
obtermos PUFA n-3 ndo € preciso consumir cipsulas manipuladas, hd diversos alimentos

fontes deste 4cido graxo que podem ser incluidos nas refei¢des.
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GRUPO PLACEBO GRUPO PUFA n-3
n=15 n=15
Antes Depois Antes Depois

HDL-c (mg/dl) 51,67 + 12,24 53,87+ 12,72 49,73 + 15,86 52,00 + 15,04
LDL-c (mg/dl) 110,01 + 35,60 108,80 + 41,69 105,37 + 35,27 102,41 + 41,38
COL-t (mg/dl) 192,27 + 38,18 193, 27 +£ 40,39 182,40 + 41,32 177,07 + 44,68
VLDL (mg/dl) 30,57 £ 11,90 30,60 + 11,28 27,29 + 15,19 22,65 + 14,28°
Glicemia jejum (mg/dl) 130,78 £ 5,51 122,78 + 4,60 134,71 + 10,05 131,07 £ 6,68
A1C (%) 7,00 (6,00 — 8,00) 6,00 (5,00 —7,20) 7,00 (6,00 —9,00) 6,00 (5,00 - 8,00)
Triglicerideos (mg/dl) 152,93 + 59,52 153,00 + 56,39 136,47 + 75,94 113,27 + 71,40°¢
Albumindria (mg/l) 8,10 (2,00 -21,90) 6,60 (2,00 —24,90) 4,60 (2,00 - 13,60)" 3,90 (2,00 —9,00)
Hemograma

Eritrécitos (milhoes/ul)
Hemoglobina (g/dl)

Hematdcrito (%)
CHCM (g/dl)
VCM (fL)

HCM (pg)
RDW (%)

Leucécitos (x10°/uL)

Neutrofilos (%)

Neutréfilos (x10°/uL)

Eosinoéfilos (%)

Eosindfilos (x10°/uL)

Basoéfilos (%)

Baséfilos (x10°/uL)

Mondcitos (%)

Mondcitos (x10°/uL)

Linfécitos (%)

Linfécitos (x10°/uL)

4,67 +0,63
13,50+ 0,90
40,61 £2,91
33,22 £ 0,66
87,71 £5,89
29,13 +2,27
12,54+ 1,12
6,72 1,10
56,66 + 5,16
3,83+£0,83
2,50 (1,90 - 7,10)
0,21 +£0,13
0,58 £0,26
0,04 £ 0,02
745+1,31
0,50 +0,13
32,12 +£5,18
2,14 £ 0,34

4,71 £ 0,68
13,47 £0,99
41,04 + 3,35
32,82 +£0,73
87,97 £5,89
28,92 +2,35
13,07 £ 1,31
7,15+ 1,50
57,11 £8,12
4,13 +1,26
2,60 (1,00 - 8,80)
0,24 £0,16
0,62 +0,29
0,04 £ 0,02
6,59 + 1,04
0,47 +£0,12
32,33 £6,85
2,27+0,56

4,58 £ 0,37
13,31 £1,28
40,22 + 3,97
33,83 £2,82
87,82 £4,75
29,07 + 1,75
12,86 + 0,86
5,83+ 1,29
56,99 + 6,79
3,37+1,02
2,90 (1,50 -7,30)
0,19 +0,09
0,88 £0,41"
0,05 £ 0,02
6,36 + 1,39
0,37 £0,14*
32,50 £ 6,04
1,85 +0,32°

4,67 0,43
13,79 £1,33
42,29 + 4,64
32,66 +£0,73
90,40 + 5,45
29,53 £ 1,87
12,77 £ 0,92
6,44 + 1,23
57,21 £5,55
3,70 £ 0,87
2,90 (1,70 - 6,30)
0,21 £0,09
0,71 £ 0,48
0,04 £ 0,02
6,87 1,15
0,44 £0,11
31,97 £4,75
2,05 +£0,43

Os resultados estdo expressos em média + DP para os dados com distribui¢do simétrica e mediana (minimo e méximo) para

os dados assimétricos;

* p<0,05 comparado ao momento basal do grupo placebo;

b p<0,005 comparado a0 momento basal;

¢ p=0,005 comparado ao grupo placebo;
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GRUPO PLACEBO GRUPO PUFA n-3
n=15 n=15
Antes Durante Depois Antes Durante Depois

Valor energético total (kcal/dia) 1962,32 + 690,16 1733,67 £ 457,77 1743,79 + 387,47 2027,17 £ 546,18 1738,25 +457,23 1836,89 + 537,07
Carboidratos (%) 47,62 £5,75 50,16 £ 6,35 48,90 £ 3,23 48,42 +5,07 50,26 £ 6,01 49,02 £4,81
Carboidratos (g/kg) 330+1,15 3,16 + 1,17 3,10+0,95 3,14 +0,85 2,94 + 0,88 3,02+ 0,89
Proteinas (%) 18,63 + 3,80 19,17 £ 3,41 18,66 £ 2,45 18,14 £ 3,15 20,11 £ 3,87 20,35 +4,77
Protefnas (g/kg) 1,28 + 0,49 1,17 £ 0,29 1,17 £0,33 1,23 £ 0,39 1,17 £0,36 1,24 + 0,42
Lipidios (%) 33,75 +£5,23 30,67 £ 6,82 32,44 £422 33,44 £5,52 29,63 +£4,32 30,63 £ 4,54
Lipidios (g/kg) 1,06 £ 0,52 0,86 £ 0,36 0,90 £ 0,26 1,00 + 0,28 0,77 £0,19 0,82 £0,18
AGPI (g/dia) 32,21 £ 35,28 16,52 £ 5,85 18,02 £4,70 19,96 + 16,65 14,52 + 4,34 16,57 £5,01
AGPI n-6 (g/dia) 16,08 + 6,80 15,24 +£5,40 16,82 £ 4,32 13,51 £4,09 13,31 £4,14 15,34 £ 4,72
AGPI n-3 (g/dia) 0,66 + 0,46 1,09 + 0,44 1,02 £ 0,42 0,70 £ 0,39 0,93 £0,26 1,06 + 0,58
AGMI (g/dia) 20,63 + 8,43 20,73 £ 8,79 22,36 £ 5,88 17,29 £ 6,09 19,34 +£ 6,38 20,67 £ 6,68
AGS (g/dia) 21,84 £ 12,31 18,06 +£9,93 17,57 £ 6,36 22,22 +£ 6,96 16,83 £6,07 18,20 £ 7,25
Vitamina A (ug/dia) 702,09 £ 71,58 861,13 £ 110,79 772,28 + 80,81 861,05 + 80,98 790,27 £ 75,51 828,44 +4571,77
Vitamina C (mg/dia) 103,51 £ 41,86 126,00 + 30,10 122,30 £ 27,30 105,32 £22.20 113,38 +£30,79 110,47 £20,48
Vitamina E (mg/dia) 16,88 £ 1,19 16,65 + 1,93 17,94 £2,13 14,62 +£7,73 16,21 + 1,50 17,83 £ 1,76
Zinco (mg/dia) 12,12 £ 6,84 11,74 £3,49 10,89 £ 3,95 12,07 £5,52 11,53 £4,96 12,13 £ 4,85
Fibras (g/dia) 24,48 + 10,60 22,52+ 11,69 22,55+ 11,20 24,67 + 10,02 17,72 £ 6,22 21,35+ 7,13

Colesterol (mg/dia)

163,80 +22,21

195,13 £ 90,29

183,94 + 46,32

191,66 + 50,18

173,71 £ 79,86

225,08 + 61,77

Valores expressos em média + DP.

Meédia dos 3 dias preenchidos em cada registro alimentar.
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ANEXO III - REFEICOES PRE TESTES SUBMAXIMO

GRUPO PLACEBO GRUPO PUFA n-3
n=15 n=15
TESTE TESTE TESTE TESTE
SUBMAXIMO 01 SUBMAXIMO 02 SUBMAXIMO 01 SUBMAXIMO 02

VET (kcal/dia) 351,42 £ 195,03 256,65 + 201,74 348,42 + 238,70 327,40 + 160,12
Carboidratos (g/kg) 0,64 + 0,37 0,44 + 0,37 0,63 +0,39 0,52 +0,25
Carboidratos (%) 52,55 + 13,87 47,59 +24,92 49,99 +23,11 54,35 + 16,71
Proteinas (g/kg) 0,27 £ 0,26 0,16 £0,15 0,20 £ 0,17 0,19 +0,13
Proteinas (%) 16,93 £ 6,90 14,96 + 9,32 14,97 + 8,84 17,78 £ 6,52
Lipidios (g/kg) 0,155 0,08 0,12+0,10 0,12 +0,09 0,15+0,13
Lipidios (%) 29,15+ 13,51 24,13 + 15,67 21,72 + 11,28 27,89 + 13,41

Valores expressos em média + DP. Anilise da dltima refeicdo realizada antes de cada teste submaximo.



